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SANTRUMPOS
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Ap Ampicilinas
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Cm Chloramfenikolas

CMV Citomegalo virusas

DNR Deoksiribonukleortugstis

dNTP Deoksiribonukleotidtrifosfatas

DTT DL-ditiotreitolis

EBV Epstein-Bar virusas

EDTA Etilendiamintetraacto rugstis

EGTA Etilenglikoltetraacto rugstis

EMSA Elektroforetinio judrumo poslinkio tyrimas

ET Endoplazminis tinklas

GIPC Su GAIP C galu sgveikaujantis baltymas

HBV Hepatito B virusas

HBc Hepatito B viruso Serdies baltymas

HCV Hepatito C virusas

HEPES (4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansulfoniné rugstis
HSV Paprastojo herpeso (herpes simplex) virusas

HVS Herpeso virusas saimiri

IFN Interferonas

IKKy Kapa B slopiklio kinazés komplekso gama subvienetas
IPTG Izopropil-B-D-galaktopiranozidas

iRNR Informaciné ribonukleortgstis

YNB Vitaminy ir mikroelementy rinkinys minimaliai mieliy terpei



YPD
kb
kDa
Kn
KSHV
LB
MHC
NDS-PAGE
NF-«xB
nt
ONPG
PAA
PBS
PDZ

PEG
PGR
PMSF
PSM
PVDF
RNR
RSV
SD
SV40
TEMED
TLR
TMB
TNF
Tris

VSv

Mieliy mitybiné terpé su gliukoze

Kilobazé

Kilodaltonas

Kanamicinas

Su Kaposi sarkoma susijes herpeso virusas

Luria-Bertani mitybiné terpé

Didysis audiniy suderinamumo kompleksas

Natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezée
Branduolio transkripcijos veiksnys kapa B

Nukleotidas

Orto-nitrofenil-{3-D-galaktopiranozidas

Poliakrilamidas

Fosfatinis buferinis tirpalas
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BeZdZioniy virusas 40
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IVADAS

Hepatito B virusas (HBV) yra pladiai paplites Zmogaus infekcinis patogenas,
visame pasaulyje kasmet uzkreciantis 300-400 mln. Zmoniy [27]. Dauguma
uzsikretusiyjy hepatitu B greitai pasveiksta, bet 5%-10% nesugeba susidoroti
su virusu ir liga tampa létiné. Dalis serganciyjy létine infekcija susiduria su
rimtomis sveikatos problemomis - kepeny ciroze ir kepeny véziu [69]. Sios
komplikacijos kasmet nusineSa apie milijong gyvybiy visame pasaulyje.

HBV yra gana gerai iStirtas patogenas, turintis kompaktiskg genomg su
persidengiandiais genais. Sio viruso struktiira ir jo baltymy tarpusavio saveika
gana gerai iStirta [15], bet neabejotinai dar sudétingesnés ir skaitlingesnés yra
viruso baltymy sgveikos su Seimininko baltymais. Tam, kad iSgyventy ir
daugintysi Zmogaus organizme, virusui reikia jveikti daugybe kliuciy, o
kiekvienas jo baltymas turi atlikti keleta funkcijy. Dauguma Siy funkcijy
atliekama sgveikaujant baltymams. Tarpusavio sgveikos déka baltymai gali
judéti lastelés viduje ir iSoréje; kauptis tam tikroje Igstelés vietoje,
prisitvirtindami prie reikiamo ,inkaro“; formuoti baltyminius kompleksus;
sudaryti tarpbaltyminius rysius, reikalingus fermentiniam modifikavimui. Iki
Siol geriausiai iStirtos HBV X baltymo saveikos Seimininko lgsteléje [12]. Tuo
tarpu tiriant Sio viruso Serdies baltyma (HBc), didZiausias démesys buvo
kreipiamas j kapsidZiy formavimasi ir genomo pakavima. Vis tik atsiranda vis
daugiau duomeny, kad virusy patogenezéje reikSminga vaidmenj gali atlikti ir
struktiiriniai baltymai, kaip yra hepatito C viruso erdies baltymo atveju. Sis
strukturinis baltymas daro jtaka apoptozés, imuninio atsako, oksidacinio
streso, kancerogenezés ir daugeliui kity lastelés procesy [49]. Norint
iSsiaiskinti viruso struktiriniy baltymy vaidmenj HBV uzkrésty hepatocity
patogenezéje, biutina iStirti jy sgveikas su Seimininko lgstelés baltymais.
Atrastos sgveikos galéty padeti nustatyti Zmogaus baltymus, dalyvaujancius
svarbiose viruso raidos ciklo stadijose, pavyzdZiui virusui patenkant j Igstele ar

transportuojant nukleokapside i branduoli [57, 109]. Nustatytos baltymy



sgveikos galéty tapti svarbiais antivirusinés chemoterapijos taikiniais.
Laukinio tipo HBV dar neatspindi viso su Siuo virusu susijusiy problemy
spektro. Siuo metu vyrauja nuomoné, kad laukinio tipo HBV néra tiesiogiai
kenksmingas kepeny lasteléms, o kepeny paZeidimus dazniausiai sukelia
Seimininko imuninis atsakas [20]. Taip pat Zinoma, kad hepatito B virusu
uzsikrétusiems, ilgg laikg imunitetag slopinancius vaistus gaunantiems
pacientams, neretai iSsivysto cirozé ir galutinés stadijos kepeny liga, nors Siais
atvejais Zalingas imuninés sistemos poveikis mazai tikétinas. Ankstesni tyrimai
atskleidé, kad imunosupresuojamy inksty transplantacijos recipienty sunkias
hepatity formas lydi HBV atmainy, turinciy iskritas centrinéje Serdies baltymo
dalyje, kaupimasis [42, 72]. Sios igkritos siejamos su galutinés stadijos kepeny
ligos i$sivystymu ir pacienty mirtimi. Vis tik iki Siol neaisku, kaip pakite HBV
Serdies baltymai susije su kepeny ligos paiméjimu.

Vienas iS galimy mechanizmy yra tiesioginis mutantiniy HBc baltymy
citotoksiSkumas. Nors kai kurie virusai, ypa¢ nuéje ilgesnj evoliucijos kelig,
dauginasi savo Seimininko lgstelése nesukeldami akivaizdZiy patologiniy
pokyciy, paprastai toks dauginimasis sutrikdo normalig lgstelés veiklg ir
sukelia patologinius pakitimus. DaZniausias tokiy sgveiky tikslas - susilpninti
Seimininko antivirusinj atsakg ar nukreipti Seimininko isteklius viruso
dauginimosi reikméms. Bet smarkiai pakite, paprastai nesugebantys
savarankiSkai daugintis mutantiniai virusai, gali sukelti netikéta Zalg dél
sgveikos su baltymais, nesusijusiais su viruso iSgyvenimu. Tokiy sgveiky
aptikimas galéty prisidéti prie mutantiniy virusy patogenezés mechanizmy
supratimo ir naujy gydymo budy kiirimo.

Siame darbe su HBV Serdies baltymu ir jo mutantinémis formomis
sgveikaujanciy Zmogaus baltymy buvo ieSkoma panaudojant mieliy dviejy

hibridy sistema [33] ir Zmogaus hepatocity kDNR biblioteka.

Pagrindiniai darbo tikslai:

Panaudojant mieliy dviejy hibridy sistema ir Zmogaus hepatocity kDNR



biblioteka nustatyti Zmogaus baltymus, sgveikaujancius su hepatito B viruso
Serdies baltymu.

Nustatyti Zmogaus baltymus, sgveikaujancius su hepatito B viruso Serdies
baltymo mutantinémis formomis.

Detaliai iStirti atrinkty baltymy pory tarpusavio sgveikas.

Mokslinis naujumas:

Nustatyta, kad hepatito B viruso Serdies baltymai gali sgveikauti su Zmogaus
GIPC1 baltymu. HBc baltymo C gale aptikta potenciali PDZ domeny atpaZinimo
seka ir parodyta, kad Si seka butina HBc sgveikai su GIPC1 baltymo PDZ
domenu, o jos amino rugsciy sudétis itakoja Sig sgveika.

Atrasta hepatito B viruso Serdies baltymo sgveika su Zmogaus GIPC2 baltymu.
Parodyta, kad HBc baltyme esancios PDZ domeny atpazinimo sekos amino
rugsciy sudetis jtakoja HBc sgveika su GIPC2 baltymo PDZ domenu.

Nustatyta, kad mutantiniai, bet ne laukinio tipo HBc baltymai gali sgveikauti su
nezinomos funkcijos Zmogaus baltymu FL]J20850. Parodyta, kad Siy baltymy
tarpusavio sgveika apsprendZia nattiraliai aptinkama arba dirbtinai jvesta HBc
centrinés dalies iSkrita. Atlikta bioinformatiné FLJ20850 geno ir jo raiSkos
analizé.

Aptikta mutantiniy, bet ne laukinio tipo HBc baltymy sgveika su Zmogaus
baltymu [KKy. ISaiSkintos abiejy baltymy sritys, jtakojancios jy tarpusavio
sgveika.



1. LITERATUROS APZVALGA

Viruso ir Seimininko baltymy sgveikos ir jy reikSmeé

Virusai yra iSimtinai vidulgsteliniai parazitai, todél savo dauginimosi ciklo
metu neiSvengiamai turi saveikauti su Seimininko Igstelés komponentais. Dél
savo palyginti paprastos struktiiros ir mazo genomo dydzio virusai neturi
daugelio matabolizmui, biosintezei ar judéjimui butiny komponenty. Todél
daugelj virusui reikalingy funkcijy atlieka Seimininko lgstelés struktiiros,
kuriomis virusas sumaniai pasinaudoja. Visa viruso ,iSmintis“ uzZkoduota
pirminéje jo genomo sekoje, o ji realizuojama viruso nukleorugsStims ir
baltymams sgveikaujant su lgstelés komponentais, daZniausiai baltymais.
Viruso genomo replikacijg, iRNR ir baltymy sinteze didZiausia dalimi
apsprendzia Seimininko baltymy saveika su atitinkamomis viruso
nukleoruigsciy sekomis. Tuo tarpu viruso ir lgstelés baltymy tarpusavio
sgveika neiSvengiama virusui patenkant j Igstele, viruso baltymams ir jy
suformuotoms struktiroms Kkeliaujant Igstelés viduje, viruso baltymams
jtakojant lgstelés signaliniy keliy ir antivirusinés gynybos mechanizmy
komponentus. Virusiniy baltymy sgveikos su Seimininko baltymais tyrimais
siekiama ne tik iSsiaiSkinti virusy replikacijos ciklo ypatumus ar suprasti jy
patogenezés mechanizmus, aptiktomis sgveikomis galima pasinaudoti ir
siekiant sukurti naujus antivirusinius medikamentus bei gydymo budus.

Tokiy tyrimy pradZioje daugiausia buvo nagrinéjamos pavieniy baltymy
sgveikos, pastaruoju metu vykdoma vis daugiau proteominiy plataus masto
tyrimy, sudarinéjamos sgveikaujanciy baltymy duomeny bazés. Geriausiai
iStirty virusy ir Zmogaus baltymy sgveikos jau skaiciuojamos tukstanciais (1
lentelé). Sgveikose su virusais dalyvauja visy kategorijy Zmogaus baltymai ir
Zymiai daugiau baltymuy, nei galima bty tikeétis Zinant viruso replikacijos cikla.
Geriausiai iStirty virusy sgveikos su Zmogaus baltymais jau vaizduojamos

sudeétingais tinklais, ir j Siuos tinklus kasdien jtraukiama vis daugiau



komponenty (1 pav.).

O. ;l ° ‘e
L
Gag: p1
(147;10.2%)
. (192133%)
(89; 6.1%)
(70; 4.8%)
(28; 1.9%)
(25; 1.7%)
(383; 26.5%)
* GoldZ aparatas (27;1.9%)

™ e ET (22;1.5%)
® Visur (120; 8.3%)
® Kita (142;9.8%)
® NeZinoma (203; 14.0%)
—— Tiesioginé saveika
Netiesioginé saveika

1 pav. ZIV-1 ir Zzmogaus baltymy tarpusavio saveikos tinklas. Pilki ovalai Zymi Zmogaus
imunodeficito viruso 1 (ZIV-1) baltymus. Spalvotais skrituliukais pavaizduoti Zmogaus
baltymai sutelkti aplink ZIV-1 baltyma, su kuriuo jie saveikauja. Zmogaus baltymai,
sgveikaujantys su keliais virusiniais baltymais, pavaizduoti paveikslélio centre. Spalvos zymi
Geny ontologijos konsorciumo apibréztas Zzmogaus lastelés baltymy kategorijas. Kiekvienos
kategorijos zmogaus baltymy skaicius ir procentas nuo visy 1448 su ZIV-1 saveikaujanciy
baltymy nurodytas skliausteliuose. Juodos linijos Zymi tiesiogine sgveika (pvz. suriS§img), o
pilkos linijos - netiesiogine saveika (pvz. raiSkos slopinimas). Pagal [93].



Lentelé 1. Duomenys apie kai kuriy virusy sagveikas su Zzmogaus baltymais

Saveiky Viruso atmainy  Saveikaujanciy unikaliy

Grupe skaicius skaicius Zmogaus baltymy skaicius
YA\ 8024 44 743
Hepatito virusai 1244 16 109
Gripo virusai 287 4 76
Papilomos virusai 229 12 96
EpStein-Bar virusas 211 2 135
Adenovirusas 80 9 60
Herpeso virusai 64 20 54
Sarkomos virusas 52 6 36
T-limfotropiniai virusai 25 2 23
Karvés raupy virusas 13 4 7
Tymy virusas 10 3 4
Pagal [28]

1.1. Baltymy saveikos virusui patenkant j 1gstele

Tai, kokias rusis, kokius organizmo audinius ir kokius lIgsteliy tipus uzkrés
konkretus virusas, daZniausiai apsprendZia to viruso pavirSiuje esanciy
baltymy gebéjimas sgveikauti su tam tikrais Seimininko lgstelés pavirSiaus
komponentais. Prisitvirtinimo prie lgstelés funkcijg atlieka apvalkalg turinciy
virusy pavirSiaus baltymy issikiSimai ir apvalkalo neturinCiy virusy kapsidés
baltymy issikiSimai. Nors viruso sgveika su receptoriumi biutina infekcijos
pradZiai, ne visada vien ji apsprendZia kurias Igsteles uzkrés konkretus
virusas. Daug kg lemia vidulasteliné aplinka, Igsteliy gynybiniai mechanizmai,
tam tikry transkripcijos veiksniy ir proteaziy buvimas, tiesioginis viruso
perdavimas kitiems organams ir Kkiti veiksniai. Pavyzdziui, nors hepatito
virusai A ir C sgveikauja su receptoriais, esanciais daugelio tipy lasteliy
pavirsSiuose, o konkretus hepatito B viruso receptorius iki Siol nenustatytas, Sie
virusai dauginasi beveik iSimtinai hepatocituose. Nors tikétina, kad kai kurie
Siy virusy receptoriai ar koreceptoriai dar nenustatyti, Siy virusy specifiSkuma
gali apspresti ir jy genomuose randamos daugiausia kepenyse sintetinamy
transkripcijos veiksniy suriSimo sekos. Kitg vertus, net jei virusas neuzkrecia
tam tikry lasteliy tipy, sgveikos su receptoriumi suZadintas signalas gali turéti
didele jtaka ligos eigai. PavyzdZiui ZIV ir paprastojo herpeso virusai (HSV) gali

suzadinti interferono a sinteze vien sgveikaudami su dendritiniy Igsteliy ar



monocity pavirsiuje esanc¢iu manozeés receptoriumi [106].

Viruso patekimg j lgstele galima suskirstyti j keleta etapy (2 pav.). Pirmajam
patekimo etapui, prisitvirtinimui prie lastelés, virusai daznai naudoja
angliavandenius, lipidus arba standartinius lgstelés pavirSiaus baltymy
motyvus. PavyzdZiui gripo virusas sgveikauja su sialo rugstimi, o adenovirusai
ir kai kurie pikornavirusai naudoja integriny RGD (argininas-glicinas-
aspartatas) sekas, kuriomis pastarieji sgveikauja su nelgstelinémis adhezijos
molekulémis. DaZniausiai virusy naudojami angliavandeniy turintys
prisitvirtinimo receptoriai - glikoproteinai, glikosfingolipidai ir proteoglikanai.
DaZniausiai pirmajame etape naudojami baltyminiai receptoriai - integrinai,
lasteliy adhezijos molekulés ir su tarplastelinémis jungtimis susije baltymai

[20].

2. saveika su
koreceptoriais/patekimo
tarpininkais ir tolesni
konformaciniai poky¢iai

3. nuo pH nepriklausomas
susiliejimas plazmingje
membranoje arba endocitozé
ir nuo pH priklausomas
susiliejimas/jéjimas/nuvilkimas

1. saveika su

prisitvirtinimo recep-
toriais ir pirmieji =
konformaciniai = —
pokyciai

N

2 pav. Keturi virusy patekimo j 1asteles etapai. Virusinés dalelés saveika su prisitvirtinimo
receptoriais sukelia pirmuosius virusinio apvalkalo konformacinius pokycius (1). Pirmasis
etapas suteikia galimybe sgveikauti su specifiSkesniais receptoriais ir koreceptoriais bei
sukelia konformacinius plazminés membranos pokycius (2), galin¢ius salygoti membrany
susiliejima (3). Kai kuriems virusams iéjimui i§ endosomy reikalingas Zemas pH. Siy jvykiy
déka virusinés dalelés arba plikas genomas patenka i citoplazmg ir prasideda viruso
replikacijos ciklas (4). Pagal [106].

o,
N » TN . paleidZziamos
@M‘)’& (m . @ 4, paleidziamo
e

nukleokapsides,
pradedama
transkripcija

&
Virusai

citoplazma
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Lentelé 2. Virusy receptoriai ir jy patekimo j lIastele budai

Virusas Tipas
AdV-2, AdV-5 Beapvalkalo dgDNR

AdV-8, AdV-37

IASFV Su apvalkalu

Ebola virusas vgRNR(-)
HCV vgRNR(+)
TBEv vgRNR
Dengeé virusas vgRNR(+)
HBV dgDNR
ZCMV

Gripo A vgRNR(-)
virusas

7PV Be apvalkalo dgDNR
|[Y%

AAV-2 vgDNR
AAV-5

MVM

Suny

parvovirusas

Parechoviru- VvgRNR(+)
sas-1

HRV-2

\'A" Suapvalkalu dgDNR
Reovirusas  Be apvalkalo

ASLV Su apvalkalu vgRNR(+)
Pasiutligés vgRNR(-)
virusas

VSV

Sindbi virusas vgRNR
SFV RNR(+)
Raudonukés vgRNR(+)
virusas

7ZPV-31 Be apvalkalo dgDNR
BK virusas

NDV Su apvalkalu vgRNR(-)
RSV

Koksaki B Be apvalkalo vgRNR(+)
EV1

SV40 dgDNR
MuPyV

HSV-1 Su apvalkalu

EBV

Genomas @ nm

80-110

80-110
175-215
80

50
40-60
40-60
40-48

100-110
80-120

40-55
40-50

20-25
20-25
20-26
20-26
30-60
30
250-360
60-80
45-100
70
70
50-70
50-60
50-55
45-55
150-300
125-250
20-30
24-30
45-50
40-50

100-110

120-220

Receptorius

CAR, koreceptorius: avf35
integrinas

a(2,3)-sialo rugstis

Foliato receptorius-a,
lektinas

CD81, SR-B, lektinas
HSPG

Lektinas, HSPG
Nezinomas

Lektinas, HSPG

Sialo ragstis

HSPG, asf4 integrinas
Sialo rugstis GT1b,
koreceptorius: 5HT-2a
HSPG, koreceptoriai:
HFGFR [, av35
a(2,3)-sialo rugstis

40 ir 42 kDa glikoproteinai

avf3 integrinas, avf1
integrinas

LDL

32 kDa baltymas

JAM baltymai

TNF artimas baltymas
Acetilcholinas, NCAM

Fosfatidilserinas

HSPG

CD155, HLA-A, HLA-B, peliy
H-2d

Fosfolipidai ir glikolipidai

Nezinomas

a(2,3)-sialo ragstis GD1b,
GT1b

Sialo ruigsties beta anomeras
NeZinomas

CAR, koreceptorius: DAF
a2pB1 integrinas VLA-2
GM1 gangliozidas

Sialo rugstis, GM1, GD1a,
GT1b

HVEA, HSPG, nektinas-1q,
nektinas-1f3

CD21, CR2

Patekimas
Klatrininé
endocitozé

Kalveoliné
endocitozeé

Susiliejimas
su plazmine
membrana
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HPIV-3 vgRNR(-) 125-250 HSPG, sialo rugstis
Tymuy virusas 125-250 SLAM
Sendai virusas 125-250 Sialo rugstis
NDV 150-300 Sialo rugsties beta anomeras
RSV 125-250 Nezinomas
71V-1 vgRNR(+) 120  CD4, koreceptoriai: CCR5,
CXCR4
MLV 90 CAT1
LCMV vgRNR(-) 110-130 Alfa-distroglikanas Nebitinas
aktinas
AdV-2 Be apvalkalo dgDNR 80-110 CAR, koreceptorius: av5 Makropino-
integrinas citozé
Gripo virusas Suapvalkalu vgRNR(-) 80-120 Sialo rugstis Nebitinas
Klatrinas
Poliovirusas Be apvalkalo vgRNR(+) 22-30 IgSeima Nebiitinas
dinaminas
HRV (HRV-14) 25-30 ICAM-1
EV11 24-30 DAF Biitini lipido
dariniai
Rotavirusas dgDNR  60-80 a2B1&iravf33integrinai, Batinas
Hsc70, gangliozidai, N- Ca(24)
glikoproteinai

Sutrumpinimai: dgDNRI, dvigrandé DNR; TBEv, erkinio encefalito virusas; AAV, adeno-
susijes virusas; MVM, mazasis peliy virusas, HRV-2, 2-o0 tipo Zmogaus rinovirusai; ASLV,
pauksciy leukozés sarkomos virusas; SFV, Semliki forest virusas; HPIV-3, Zmogaus paragripo
virusas-3; vgRNR, viengrandé RNR; CD81, diferenciacijos klasteris 81; SR-B, B Kklasés
“scavenger” receptorius; HSPG, heparano sulfato proteoglikanas; JCV, DZeimstauno kanjono
virusas; NCAM, neurony lasteliy adhezijos molekulé; JAM, jungCiy adhezijos molekulés; LDL,
Zemo tankio lipoproteinai; CD155, diferenciacijos Kklasteris 155; HLA-A, Zmogaus leukocity
antigenai A; HLA-B, Zmogaus leukocity antigenai B; NDV, Njukaslo ligos virusas; CAR, koksaki-
adenovirusy receptorius; DAF, irima skatinantis veiksnys; VLA-2, labai vélyvas antigenas 2;
EV1, echovirusas 1; MuPyV, peliy poliomos virusas; HVEA, herpeso viruso jéjimo tarpininkas
A; CD21, diferenciacijos klasteris 21; CR2, komplemento receptorius 2; SLAM, signalizuojanti
limfocity aktyvavimo molekulé; CD4, diferenciacijos klasteris 4; CCR5, chemokiny (C-C
motyvas) receptorius 5; CXCR4, chemokiny (C-X-C motyvas) receptorius 4; MLV, peliy
leukemijos virusas; LCMYV, limfocitinis choriomeningito virusas; ICAM-1, vidulgsteliné
adhezijos molekulé 1; EV11, echovirusas 11; Hsc70l, 70-kDa Siluminio Soko atpaZinimo
baltymas. Pagal [78].

Antrajame patekimo j lastele etape virusai daug specifiSkiau sgveikauja su
baltyminiais receptoriais. Akivaizdu, kad receptoriai daznai atlieka aktyvy
vaidmenj suriSant virusg ir jam patenkant j Igstele. Patekdami j 1gstele virusai
daZniausiai pasinaudoja jprasta receptoriaus signaline funkcija. Vienas virusas
gali sgveikauti su keletu tokiy receptoriy. PavyzdZiui pasiutligés virusas
naudoja nikotino-acetilcholino receptoriy, neurony Igstelés adhezijos
molekule ir p75 neutropino receptoriy. Taip pat ir vieng receptoriy gali

naudoti skirtingos virusy Seimos - pavyzdziui j imunoglobulinus panasy
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receptoriy CAR naudoja daug koksakivirusy ir adenovirusy atstovy. Manoma,
kad virusy receptoriai gali buti tik molekulés, atitinkancios Siuos Kriterijus: jy
lastelés pavirsiuje turi biiti gausu, jos turi biti pasiekiamos virusui, jos turi bati
arti lgstelés membranos ar koreceptoriy, pageidautina, kad jos dalyvauty
iSoriniy komponenty patekimo j lastele mechanizmuose ar signaliniuose
keliuose [64]. Kai kurie skirtingy virusy Seimy pirmojo ir antrojo etapo
receptoriai kartu su Siy virusy patekimo j 1gstele biidais bei kitomis esminémis
charakteristikomis pateikti lenteléje (2 lentelé).

Savo patekimui | Igstele virusai daZniausiai naudojasi jprastais
makromolekuliy patekimo j Igsteles mechanizmais, pavyzdZiui endocitoze. Bet
kai kurie virusai sugeba patekti | lgstelés vidy ir nesinaudodami Siais
mechanizmais - viruso sgveika su receptoriumi gali salygoti jo apvalkalo arba
kapsidés konformacinius pokycius ir palengvinti viruso patekimg. Siekdami
patekti j lgstele apvalkalg turintys ir jo neturintys virusai susiduria su
skirtingomis problemomis, ir tas problemas jie sprendzia Siek tiek
skirtingomis priemonémis. Apvalkalg turintys virusai gali patekti j 1gstele Siam
apvalkalui susiliejus su endosomos (vykstant sgveikos su receptoriumi
sukeltai endocitozei) ar tiesiog lgstelés membrana. Viruso ir endosomos
membranos susiliejimas sukelia endocitiniy pusleliy parugstéjima ir aktyvuoja
pusleles lizuojancius fermentus. IS suirusios puslelés viruso Serdis patenka j
citoplazmg ir j paskirties vietg toliau Kkeliauja naudodamasi kitomis
vidulastelinio transporto sistemomis.

Dauguma neturinCiy apvalkalo virusy | lgstelés vidy patenka endocitozés
biidu. Poliovirusai patenka endocitozés buidu arba jstumdami savo genomus j
lastele per porg, kurig lgstelés membranoje suformuoja jo kapsidés baltymas
VP1. Kai kurie pikornavirusai ir reovirusai panaudoja lgstelés endosomy
rugStinimo mechanizmus, kurie sukelia konformacinius kapsidés pokycius.
Tuomet atsiskleidusios hidrofobinés sritys jsiterpia i membrang ir suformuoja
poras, per kurias genomas iSstumiamas j citoplazma. Adenovirusas susiriSa su

savo receptoriumi integrinu, taip aktyvuoja PI3K ir Rho GTP-azes, kurios
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sukelia citoskeleto aktino persitvarkymus ir jgalina viruso patekimg j lastele.
Toliau kapsidé transportuojama j branduoli endosomose, kurias pakeliui
virusiné proteazé uzriugstina ir suardo [64].

Alternatyviuose patekimo j lgstele keliuose virusai pasinaudoja kalveolémis,
kurios paprastai dalyvauja signalo perdavime. SV40 privercia savo
receptorius, pirmos klasés didZiojo audiniy suderinamumo (MHC I) molekules,
burtis Kkalveolése, kurios jtraukiamos 1| lgstelés vidy, susilieja su
kalveosomomis ir keliauja j endoplazminj tinklg (ET), i§ kur virusas
transportuojamas j branduolj. Dengé virusas iSmoningai pasinaudoja prie jo
prisijungusiomis antikiiny molekulémis, kurios sgveikauja su makrofagy
receptoriais, ir j lgstelés vidy patenka pasinaudojes imuniniy kompleksy
jsiurbimo mechanizmu. Kai kurie virusai privercia vienas lasteles tiesiogiai
juos perduoti kitoms. Pavyzdziui ZIV-1 ri$asi su dendritiniy lasteliy pavirsiuje
esanciu lektinu DC-SIGN, o Sios antigenus pristatancios lgstelés gali perduoti
virusg T limfocitams. Taip pat ir EpStein-Bar virusas riSasi su komplemento
receptoriumi CD21 limfocity B pavirSiuje, o po to perneSamas | epitelines

lasteles kai dviejy tipy lIastelés suformuoja tarplgstelines sinapses [64].

1.2. Baltymy saveikos, uztikrinancios viruso komponenty

vidulgstelinj transporta

Patekes | citoplazmg ir nusimetes arba dalinai nusimetes baltyminius
apvalkalus, viruso genomas turi biiti nugabentas j savo replikacijos vietg
citoplazmoje arba branduolyje. Naujai susintetintas virusas ar jo komponentai
turi keliauti j savo susirinkimo ar iSéjimo iS Igstelés vieta. Bet lgstelés
citoskeletas, auksSta baltymy koncentracija (iki 300 mg/ml) ir gausybé
organeliy apsunkina laisvg difuzijg, o didesnés nei 500 kDa ar 20 nm
skersmens struktiiros citoplazmoje visai nejudrios. Dideliy DNR molekuliy
difuzija 1asteléje taip pat praktiskai nevyksta - 250 nt ir 2000 nt DNR atkarpy

difuzija citoplazmoje yra atitinkamai 17 ir daugiau kaip 100 karty létesné nei
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vandenyje, o branduolyje DNR praktiskai nejudri [110]. Todél virusas ar

subvirusiné dalelé turi naudotis vidulgstelinio transporto ir importo j

branduolj mechanizmais.

&dineinas/ dinektinas J kinezinas ¥ miozinas
=== aktino sitlai === mikrovamzdelis
Q importinas/eksportinas

3 pav. Virusy naudojami vidulgstelinio transporto Keliai A. Viruso patekimas j 1gstele ir
kelioné i jos centra. Pavaizduoti hipotetiniai apibendrinti virusy modeliai. Skirtingy Seimy
virusy sgveika su citoskeletu vyksta skirtingai, ir, kiek iki Siol Zinoma, né vienas virusas
nesinaudoja visais ¢ia pavaizduotais mechanizmais, bet gali naudoti ir ¢ia nepavaizduotus.
Hipotetinis virusas prisikabina prie plazminés membranos ir slenka isilgai filopodijy (1) iki
didelio endocitinio aktyvumo srities (2), kur endocitozés biudu jtraukiamas j 1astelés vidy (3).
Kiti virusai i$ karto susilieja su plazmine membrana (4). Praskrode aktino Zieve patys ar
endocitiniy pusleliy viduje, virusai dineiny/dinaktiny pagalba yra transportuojami isilgai
mikrovamzdeliy link mikrovamzdeliy organizacijos centro (MVOC) (5). Toliau virusai juda
link branduolio, galbiit, pasinaudodami branduolio importo/eksporto mechanizmais (6).
Prisitvirtine prie branduolio poros, virusai paleidzia savo genomg replikuotis (7). B. Virusy
susirinkimas ir iSéjimas i$ 1astelés. | naujai susintetintas kapsides pakuojamas genomas (1)
ir prie$ palikdamas branduolj transportuojamas isilgai branduolio aktino (2). Plikos virusinés
dalelés mikrovamzdeliy motoro dineino pagalba transportuojamos link MVOC (3), o virusiniai
membraniniai baltymai sintetinami endoplazminio tinklo (ET) membranoje ir iSilgai
mikrovamzdeliy transportuojami i$ ET i Goldzi aparatg (4), nuo kurio pumpuruoja kapsidés
(5). Subvirusines daleles arba pislelése esancius pilnus virusus kinezinai iSilgai
mikrovamzdeliy transportuoja link plazminés membranos (6), po to virusai pereina aktino
Zieve ir palieka lgstele egzocitozés budu (7) arba atsipumpuruodami nuo lgstelés membranos
(8). Peréjusi plazmine membrang virusa dinaminé aktino atSaka gena link gretimos lgstelés

(9). Pagal [96].
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Endosomose | lastelés vidy pateke virusai paprastai transportuojami
mikrovamzdeliy ir jais slenkanc¢iy motoriniy baltymy dineino bei kinezino
pagalba. Taip link branduolio keliauja parvovirusai ir adenovirusai. Trumpy
atstumy transporte daZniausiai panaudojami aktino siuleliai ir jais judantys
miozinai. Virusai, patenkantys i citozolj tiesiai per plazmine membrang,
pavyzdziui herpeso virusai ir ZIV, turi tiesiogiai saveikauti su $eimininko
vidulgstelinio transporto mechanizmais. Virusy naudojami vidulgstelinio
transporto mechanizmai jiems patenkant j Igstele, keliaujant link branduolio,
judant link viruso susirinkimo viety ir iSeinant i§ Ilgstelés pavaizduoti

iliustracijoje (3 pav.).

mikrovamzdelis

aktino sitlas

?dineinas é@ dinaktinas kinezinas-1 zkinezinas-z kinezinas-4

85—

T

miozinas I | miozinas II miozinas V miozinas VI

100 nm

—
|

4 pav. Subvienetiné motoriniy baltymy struktura. Dineinai ir kinezinai juda iSilgai
mikrovamzdeliy. Dineinas susideda i$ dviejy motorinj aktyvuma turin¢iy sunkiyjy grandiniy
(DHC, geltonos), dviejy tarpiniy (DIC), dviejy lengvujy tarpiniy (DLIC) ir SeSiy lengvujy
grandiniy (DLC), priklausanciy baltymy Seimoms tctex, LC8 ir LC7 (oranzinés). Jy kofaktorius
dinaktinas (tamsiai oranzinis) susideda i$ trumpos lazdelés, kurig pagrinde sudaro baltymas
Arp1 ir lankscios atSakos, kurig sudaro p1506Gued, Kinezinai 1, 2 ir 4 turi po du motorinius
domenus (geltoni), kurie kinezino-1 atveju vadinami kinezino sunkiosiomis grandinémis
(KHC), kinezino-2 atveju - KIF3, o kinezino-4 atveju - KIF4. Kinezinai 1 ir 2 turi papildomy
subvienety (oranziniai): dvi lengvosios grandinés (KLC) jeina j kinezino-1, o su kinezinu
susijes baltymas (KAP) - | kinezino-2 sudétj. Miozinai II, V ir VI taip pat turi po du motorinius
domenus (geltoni), o miozinas I - tik viena. Miozinas II dar turi dvi reguliacines ir dvi esmines
lengvasias grandines, miozinai I, V ir VI turi keletg kalmodulino subvienety, o miozino V gale
dar yra LC8 (visi oranziniai). Molekuliy dydis grubiai atitinka mastelj. Pagal [96].

Nors virusy judéjimas aktino sitlais kol kas daug maZiau iStirtas nei jy

judéjimas mikrovamzdeliais, jau nustatyta kad daugybé virusiniy baltymy
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sgveikauja tiesiogiai su aktinu arba su baltymais, saveikaujanciais su aktinu.
Retrovirusy, pikornavirusy ir herpeso virusy subrendusiose virusinése
dalelése netgi randama aktino. Aktino sitily storis yra 7-9 mm, jie sudaryti is
“galva-uodega” susijungusiy aktino monomery. Taigi, aktino sitilai yra poliniai
ir turi greitai ilgéjantj “plius” galg bei létai ilgéjant] “minus” galg, o jy dinamika
reguliuoja daugybé su aktinu susiriSanc¢iy baltymy. Aktino siilai susirenka j
linijinius pluostus, plokStuminius tinklus ir erdvinius gelius. Aktino yra visame
citozolyje, bet didZiausia jo koncentracija yra prie pat plazminés membranos,
su kuria aktino struktiiras susieja tarpiniai baltymai.

Aktino siulais juda ir gabena krovinius motoriniai baltymai miozinai. Miozinai
sudaryti iS vienos ar dviejy sunkiyjy grandiniy ir vienos ar daugiau lengvyjy
grandiniy (4 pav.). Sunkioji grandiné sudaryta iS konservatyvaus N-galinio
motorinio domeno, besiriSan¢io su aktino siulais ir hidrolizuojan¢io ATP,
keitiklio domeno, verciancio iSsiskiriancig energija j judéjimg, jungianciojo
domeno, sgveikaujancio su lengvosiomis grandinémis, ir skirtingy C-galo
sferiniy domeny, suriSanciy krovinj. Remiantis sunkiosios grandinés
homologijomis i$skirta 20 mioziny Kklasiy. Zmogus turi 12 skirtingy klasiy
mioziny. Paprastai aktino siily “plius” galai nukreipti link plazminés
membranos, taigi link “plius” galo judantys miozinai, pavyzdziui miozinai [ ir V,
savo krovinj gabena link plazminés membranos. Link “minus” galo judantys
miozinai, pavyzdZiui miozinai VI ir galbut IXb, juda prieSinga kryptimi.
[Smanevrave per lgstelés aktino Zieve patys ar pusleliy viduje, virusai, kaip ir
endosomos, savo Kkelionéje link Igstelés centro pereina nuo aktino ant
mikrovamzdeliy nutiesty taky. Tai padaroma arba atsikabinant nuo mioziny ir
prisikabinant prie dineiny, arba iSlaikant susiejimg ir su miozinais, ir su
dineinais. Mikrovamzdeliai virusams ne tik suteikia galimybe judéti, bet ir
atlieka navigacine funkcijag - nukreipia juos link branduolio. Link
mikrovamzdeliy organizacijos centre esanc¢iy “minus” galy juda dineinai ir C-
tipo kinezinai, o N-tipo kinezinai juda link mikrovamzdeliy “plius” galy,

paprastai nukreipty j Igstelés periferija ir susisiekianciy su aktino Zieve.
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Lentelé 3. Virusiniy baltymy saveikos su lastelés dineinais ir kinezinais

Virusas Molekulinis motoras Viruso komponentas
AdV-2,AdV-5 Dineinas-1 Visa viruso kapsidé
Adenovirusai DYNLL Proteazé
AdV-2 TCTEL1, per adaptoriy FIP-1 R3-14.7K baltymas
AAV Dineinas-1 Visa viruso kapsidé
ASFV DYNLL p54 baltymas
Bakulovirusas DYNLL AMV179 baltymas
Citoplazminiai Kinezinas-1 Kapsidés
virusai
Gripo virusas X-31  Dineinas Nenustatytas
Zmogaus RSV DYNLL Prisitvirtinimo glikoproteino
iSorinis domenas
HSV-1 DYNC1I UL37 baltymas
DIC-1a UL34 baltymas
DYNLT1 (Tctex1), DYNLT3 (Rp3) VP26 baltymas
Dineinas VP1-3 baltymai
KHC US11 baltymas
PAT1 US11 baltymas
DYNLL UL9 (helikazé)
DYNLL VP5 (kapsidés baltymas)
KIF1A UL56 baltymas
YMV DYNLL Poliproteinas
\'A% Dineinas/dinaktinas A27L baltymas
KLC A36R baltymas
DYNLL Polimerazé
Lisavirusas DYNLL Fosfobaltymas
M-PMV DYNLL Gag baltymas
Mokola virusas DYNLL P baltymas
Pasiutligés virusas  DYNLL P baltymas
Poliovirusas DYNLT1 (Tctex1) CD155 receptorius
Retrovirusai KIF4 Gag baltymas
Suny parvovirusas  Dineinas-1 Visa viruso kapsidé
yA\% Dineinas Atvirkstinés transkriptazés
kompleksas
KIF4 Gag
DYNLL Integrazé
Zmogaus koksaki ~ DYNLL Kapsidés baltymas
virusas
PV DYNLL E4 baltymas
HFV DYNLL Gag baltymas

Sutrumpinimai: DYNLL, citoplazminio dineino lengvoji grandiné LC8; TCTELI, dineino
subvienetas; AAV, adeno-susijes virusas; DYNC1], citoplazminio dineino tarpiné grandiné; DIC-
la, dineino subvienetas; DYNLTI, citoplazminio dineino lengvoji grandiné; DYNLTS3,
citoplazminio dineino lengvoji grandiné; KHC, kinezino subvienetas; PATI1, kinezino
subvienetas; KIF1A4, kinezino-3 subvienetas; YMV, Yam mozaikinis potivirusas; KLC, kinezino-
1 subvienetas; M-PMV, Mason-Pfizer bezdZioniy virusas; KIF4, kinezinas-4; HFV, Zmogaus

putotas virusas. Pagal [29, 40, 66].

Citoplazminiy dineiny dvi sunkiosios grandinés risasi su mikrovamzdeliais ir

hidrolizuoja ATP. Se$ios lengvosios grandinés priklauso trims baltymy
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Seimoms (LC8/PIN, tctex ir LC7/roadblock), dar yra dvi lengvosios tarpinés
grandinés ir dvi tarpinés grandinés, visos jos siejamos su krovinio suriSimu.
Citoplazminis dineinas yra sukibes su dinaktinu, kuris reikalingas atliekant
daugumg, o gal net visas dineino funkcijas. Dinaktinas padidina dineino
procesyvumg ir dalyvauja krovinio suriSime (4 pav.).

Kinezinai biina dviejy formuy: jprastinis kinezinas-1 susideda is dviejy lengvyjy
grandiniy ir dviejy motoriniy subvienety, heterotrimerinis kinezinas-2
susideda i$ dviejy skirtingy motorinj aktyvuma turinc¢iy subvienety ir trecio
subvieneto, vadinamo su kinezinu susijusiu baltymu, o kinezinas-3 ir
kinezinas-4 susideda atitinkamai i$ vieno ir dviejy motoriniy subvienety (4
pav.). Dideli motoriniai subvienetai suriSa mikrovamzdelius ir ATP bei gali
suristi krovinj, tuo tarpu nemotoriniai subvienetai reguliuoja transportine ir
krovinio suriSimo funkcijg. Nauji tyrimai rodo, kad kinezino-2 atliekamame
transporte dalyvauja ir dinaktinas [96]. Zinomos virusiniy baltymy saveikos su
dineinais ir kinezinais susistemintos lenteléje (3 lentelé). Reikia pazyméti, kad
lenteléje pateiktos tik tiesioginés virusiniy baltymy sgveikos su dineinais ir
kinezinais, bet labai daznai tiek dineiny ir kineziny, tiek mioziny atveju
virusiniai baltymai sgveikauja su jais ne tiesiogiai, o per tarpinius adaptorinius
baltymus.

Paskutinis daugelio virusy kelionés j lastele etapas - jy genomy patekimas j
branduolj. Daug branduolyje besireplikuojanciy virusy naudojasi lgsteléje
esancCiais transporto Kkeliais, siekdami j jj patekti per branduolio pory
kompleksus. Viename gerai iSnagrinétame importo j branduolj mechanizme
dalyvauja importinai, suriSantys branduolio lokalizacijos signalus (NLS)
turinCius lastelés baltymus. Jie perneSa savo krovinius per branduolio poras
padedami citoplazminiy filamenty ir branduolio pory baltymy, vadinamy
nukleoporinais. Siame kelyje transporto kryptingumga uztikrina ir pagrindiné
varomoji jéga yra GTP suriSantys baltymai Ran. Ran-GDP susiriSa su
importinais ir kroviniu citoplazmoje, o branduolyje jie virsta Ran-GTP ir

naudojami transporte i§ branduolio. Besinaudojantieji Siuo mechanizmu
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virusai su importinais sgveikauja jy baltymuose esanCiomis NLS sekomis.
Pavyzdziui gripo viruso ribonukleoproteinas turi keturis baltymus su NLS

sekomis.

Lentelé 4. Kai kuriy virusy patekimo i branduolj budai

Patekimo j branduolj budas Viruso Seima Virusas Genomas
Patekimas mitozés metu Retroviridae SIV-1 RNR (RT)
Baltymy numetimas citoplazmoje, Retroviridae Z1V-1 RNR (RT)
transportas per branduolio pora Orthomyxoviridae  Gripo virusas vgRNR (-)
Baltymy numetimas citoplazmoje  Bornaviridae Borna ligos vgRNR (-)
virusas
Kapsidés prisitvirtinimas prie Hepadnaviridae HBV dgDNR
poros/nepaZeistos kapsidés (RT)
patekimas j branduolj
NepaZeisto viruso patekimas j Geminiviridae BDMV, SLCV vgDNR
branduolj Parvoviridae Parvovirusas B19  vgDNR
Polyomaviridae SvV40 dgDNR
Viruso prisitvirtinimas prie Adenoviridae AdV-2 dgDNR
branduolio poros Herpesviridae HSV, CMV dgDNR
Baculoviridae AcMNP dgDNR

Sutrumpinimai: vgRNR, viengrandé RNR; vgDNR, viengrandé DNR; dgDNR, dvigrandé DNR;
SIV-1, bezdZzioniy imunodeficito virusas 1; BDMV, pupy nykstukinés mozaikos virusas; SLCV,
molitigy lapasukio virusas; AcMNPV, Autographa californica daugybinés branduolinés
polihedrozés virusas. Pagal [122].

Mazi virusai, kuriy diametras nesiekia 40 nm, pavyzdZiui HBV ir parvovirusai,
patenka j branduolius be jokiy pakitimy kapsidése. Nuo HBV genomo baltymai
atsiskiria jau branduolyje. Bet kai kuriy DNR virusy, pavyzdZiui adenovirusy,
herpeso virusy ir SV40, kapsidés yra per didelés kad patekty j branduolj per jo
poras. PavyzdZiui adenoviruso kapsidé prisitvirtina prie branduolio poros
citoplazminio filamentinio baltymo CAN/Nup214 ir iSardoma dalyvaujant
histono H1 transporto j branduolj mechanizmams. Histonas H1 iSeina i$
branduolio per jo porg, susiriSa su adenoviruso kapsidéje esanciu baltymu
heksonu ir importiny, saveikaujan¢iy su histonu H1 pagalba, yra
transportuojamas atgal | branduolj. Herpeso viruso 1 kapsidés baltymai
atskiriami prie$ patenkant j porg ir plika virusiné DNR patenka j branduolj.
Atrodo, kad branduolio poros baltymai aktyviai dalyvauja Siame kapsidés
iSardymo procese [64]. Virusy patekimo j branduolj mechanizmai apibendrinti

lenteléje (4 lentelé), o visa kelioné link branduolio - iliustracijoje (5 pav.).

20



; / Citoplazma ' Branduolys
Z1V
| K — B — ' IN
\ RT MA ' MA
\ \.__ Vpr é_-i Vi
\ — “ pr
\ = 29
\ mikrovamzdelis il preintegracinis
| endosoma — ’ ' kompleksas
'| ’If '/H+ 'l|
Gripo virusas J o | iﬂﬁk [ "*‘ {“{ % '. .
/ N =<2 WP
N v
. Aa "> NE ~

| - |

M1

| endosoma

— i - Y DNR ir
/ | 2 . — @(ﬁ susije
\ e baltymai
|Herpesvirusas 2 __/ mikrovamzdelis \
/ —

\ <
R Sy |
S ineinas — . ,
i tegumento 4 ; I

\ - baltymai — g SUSIE
. ‘ \‘. baltymai
Hepatito anrusas} b abataiis @6 BT oy
e s e VP16
- -

@ | ﬁj”} il

. Y e |

\ | | jeinanti \J

|
'«l, ‘\ -/.' ’l 5:: @ _k.apsid-é_' 7':, e i OD;\JURSI;;
| (@5 p—-om
/l - /— ﬁ ~-Fn—odiﬁk.uqta‘\ "n.:)’ /

kapside e L
e | |
| \_/I & 'u. ( '
recirkuliuojanti .\ [
mikrovamzdelis | |

' endosoma \

\:.-'-.g._'— - 5 @ "o

'| A / ' —_— virusas
\ + |
| 4 |

4 pav. Branduolyje besireplikuojanciy virusy genomuy kelioné j Iastelés branduolj. Pries
patekdami j branduolj kai kuriy virusy genomai dauguma baltymy nusimeta citoplazmoje
(ZIV ir gripo virusai). Virusai taip pat gali prisitvirtinti prie poros komplekso ir nusimesti
baltymus citoplazminéje branduolio membranos puséje (adenovirusai ir herpeso virusai). Kai
kurie virusy genomai baltymus nusimeta branduolio poroje ar jo viduje (hepatito B virusas).
Galiausiai, j branduolj patenka ir kai kuriy virusy visiS8kai nepakitusios virusinés dalelés

(parvovirusai). Pagal [122].

1.3. Virusiniy baltymy jtaka Seimininko antivirusinéms

sistemoms

Lastelés ir organizmai néra vien pasyvus virusiniy infekcijy stebétojai. Jie

aktyviai kovoja prieS jsiverzusius svetimkiinius, naudodami trijy lygiy
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gynybinius mechanizmus: jgimtus autonominius (apoptozé, RNR
interferencija, citidino deamininimas ir Kkt.), jgimtus neautonominius
(nespecifinis imuninis atsakas, kurj daugiausia valdo tirplis imuninés sistemos
veiksniai) ir jgyto imuniteto (antigenams specifinis antikiny ir limfocity
atsakas). Pirmapradis daugialgsc¢iy organizmy atsakas j virusine infekcijg yra
uzkrésty lasteliy aukojimas uZprogramuotos mirties biidu. Sis atsakas
budingas visiems daugialgs¢iams, jskaitant ir augalus, kurie neturi mobiliomis
lastelémis gristos imuninés sistemos. Zinduoliuose mikrobiné infekcija be
uzprogramuotos lgsteliy mirties mechanizmo sukelia ir imuninj atsaka.
Hierarchiskai organizuotoje gynyboje pirmosiose linijose stovi jgimti imuniniai
veiksniai (pvz. infiltruojantys fagocitai ir NT [naturalios Zudikeés] lgstelés), po
ju i kova stoja jgytasis imunitetas, kurio pagrindiniai vykdytojai yra T ir B
limfocitai. Bet virusy replikacijai bei plitimui kelig pastoja ir kiti gynybiniai
mechanizmai. Bestuburiams, pavyzdZiui vaisinei muselei Drosophyla
melanogaster, taip pat ir augalams, labai svarbus antivirusinis mechanizmas
yra RNR interferencija (RNAi). Nors RNAi mechanizmai aktyvis ir
Zinduoliuose, jy antivirusine funkcija palaipsniui iSstimé labai galinga
interferono sistema ir kiti papildomi mechanizmai. Skirtingi antivirusinio
atsako komponentai skirti aptikti virusines daleles, virusy uzkréstas lasteles,
virusy sukeltus streso signalus (tame tarpe ir lgstelés mirtj) ir paSalinti
patogeng (kartu su Seimininko lgstele) bei sukurti imunologine atmintj. Bet
Seimininko ir viruso bendra evoliucija priverté pastargjj sukurti priemones,
kuriomis jis siekia Seimininko gynybinius mechanizmus paveikti sau palankia

linkme.

1.3.1. Apoptozés reguliavimas

Apoptozé yra aktyvus uZprogramuotos lgsteliy mirties buidas, lydimas serijos
biudingy morfologiniy ir biocheminiy pokyciy, pagal kuriuos jis gali buti
atskiriamas nuo kity lgstelés mirties budy. Budingi morfologiniai poZymiai yra

smarkus lagstelés turio sumazéjimas (lastelés susitraukimas), branduolio
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piknozé (chromatino kondensacija) ir karioreksis (branduolio fragmentacija).
Galiausiai Zunancios lgstelés subyra | maZus fragmentus, vadinamus
apoptoziniais Kkineliais. Morfologinius apoptozés pokycius lydi ir
biocheminiai: (1) struktirinio vientisumo ir bioenergetiniy funkcijy
praradimas, (2) budingo kataboliniy fermenty rinkinio (kaspaziy Seimos
proteaziy, nukleaziy) Kkaskadinis aktyvavimas, (3) fosfatidilserino
eksponavimas plazminés membranos iSoréje, (4) plazminé membrana nustoja
atlikti uZtvaros funkcija.

Apoptoze gali sukelti dvi visiSkai skirtingos signaly kaskados - iSorinis ir
vidinis (arba mitochondrinis) aktyvavimo keliai (5 pav.). [Sorinj Kkelig
aktyvuoja ligandy sukeliama specifiniy lgstelés pavirSiaus receptoriy,
pavyzdzZiui Fas/CD95 ar augliy nekrozés veiksnio, oligomerizacija. Tai
indukuoja mirtj sukelian¢io signalinio komplekso (DISC) vidulastelinj
susirinkimg, kuris savo ruoztu aktyvuoja kaspaziy kaskadg, prasidedancig nuo
kaspazés-8 ir sglygojanciag kity kaspaziy bei nukleaziy aktyvavima (kaspazés 3,
6 ir 7, kaspaziy aktyvuojama DNazé). Vidinj kelig kontroliuoja mitochondrijos,
kurios surenka ir integruoja pro- ir prieSapoptozinius signalus, siunc¢iamus
kity organeliy ar lgstelés iSoréje esancios mikroaplinkos. Vidinj apoptozés
kelig aktyvuoja ir mitochondrijy membranos pralaidumg (MMP) sukelia tokie
skirtingi proapoptotiniai stimulai kaip DNR pazZaidos, endoplazminio tinklo
stresas, lizosominis stresas, reaktyvios deguonies formos ir kalcio (Ca%*)
perteklius. Kai kuriose lgstelése mitochondriné apoptozé vyksta ir aktyvavus
mirties receptorius, kai kaspazés-8 proteolitiSkai aktyvuotas Bid baltymas
sukelia MMP.

Kadangi uzkrésty lgsteliy paSalinimas uZprogramuotos mirties buidu ir vienas
i$ seniausiy gynybiniy mechanizmy, apoptozeés iSvengimas yra beveik butinas
viruso replikacijos ciklo jrankis. Kita vertus, virusai gali gauti naudos ir i$
apoptozés skatinimo, nuZudydami neuzkréstas imunines Igsteles arba
suardydami uZkréstas lgsteles ir iSlaisvindami virusines daleles tolesniam

plitimui. Kai kurie virusai turi Seimininko apoptoze reguliuojanciy baltymy,
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pavyzdZiui Bcl-2 Seimos homologus. Kiti virusai koduoja jokios homologijos su
Seimininko baltymais neturin¢ius baltymus, veikian¢ius pagrindinius
apoptozés mechanizmo komponentus.

Mirties receptoriai
(ISorinis kelias)

Mitochondrija \
DISC DNR pazaidos, ET stresas (Vidinis kelias)

oksidacinis stresas, virusiné infekcija \
Bid ——————— » tBid

Kaspaze -8
AV, =0
Kaspaziy e l
Kaspazo 9 aktyvuotojai ~ .
e .. Bioenergetiné
Nuo kaspazi e
Terminalings kaspazés PAZIL
nepriklausomi veiksniai

Redokso krizé

Nukih/
\ ~—— . APOPTOZE / J

5 pav. ISorinis ir vidinis (mitochondrinis) apoptozés keliai. [Soriniame apoptozés kelyje
aktyvuojami mirties receptoriai, o tolesné kaspaziy kaskada jvykdo mirties nuosprendj. Vidinj
apoptozés kelia aktyvuoja skirtingi veiksniai, sukeliantys mitochondrijy membranos
pralaidumg (MMP). Ivykus MMP, tarpmembraninés erdvés baltymai patenka j citozolj,
mitochondrijy tarpmembraninis potencialas (A%Ww) iSnyksta, o mitochondrijy bioenergetinés
bei redokso detoksikacijos funkcijos susilpnéja. Bioenergetiné ir redokso krizés aktyvuoja
kaip su kaspazémis susijusius, taip ir su jomis nesusijusius apoptozés mechanizmus,
nulemiancius lgstelés mirtj. Du kelius jungia tik Bid baltymas, kurio kaspazés-8 sutrumpinta
forma (tBid) keliauja j mitochondrijas ir sukelia MMP. DISC, mirtj sukeliantis signalinis
kompleksas; ET, endoplazminis tinklas. Pagal [37].

Per pastargjj deSimtmetj nustatyta, kad daugybé virusiniy baltymy teigiamai
arba neigiamai, tiesiogiai arba netiesiogiai veikia Seimininko lgsteliy
apoptozinj atsakg j infekcijg (lentelés 5 ir 6). Pagal tai virusiniai veiksniai gali
buti skirstomi j vieng i$ keturiy grupiy: proapoptoziniai baltymai, (1)
jsiterpiantys j mitochondrijy membranas ir sukeliantys MMP veikdami savo
amfipatiniais o-spiraliy domenais arba (2) aktyvuojantys Seimininko
koduojamus veiksnius ir sukeliantys MMP netiesiogiai (lentelé 5) ir
prieSapoptoziniai baltymai, (3) turintys sekos ar struktiirinio panaSumo su
Bcl-2 Seimos nariy multidomenu BH1-4 (taip vadinami virusiniai Bcl-2

baltymai [vBcl-2]) arba (4) kitais buidais slopinantys apoptoze (lentelé 6).
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PaZymeétina, kad kai kurie virusiniai baltymai pasiZymi jvairiomis poveikio j
apoptoze funkcijomis, todél negali buti vienareikSmiskai priskiriami auksciau

apraSytoms grupéms.

Lentelé 5. Virusiniai baltymai, aktyvuojantys mitochondrinj apoptozés kelia

Virusas Veiksnys Lastelés-taikiniai Veikimas
Tiesioginiai MMP sukéléjai

AEV 2C CEBir Cos-7 lastelés  Apoptoze sukeliancios kaspaziy kaskados
indukcija
VP3 Skirtingos lasteliy Apoptoze sukeliancios kaspaziy kaskados
linijos indukcija
BLV G4 HeLa ir mieliy Mitochondrijy morfologijos pakeitimas;
lastelés saveikauja su FPPS
HBV HBx Hepatocitai VDAC AW, netekimas ir nuo MMP priklausoma
apoptozé
HCV NS4A Hepatocitai Kaupimasis mitochondrijose, AWy, netekimas,
Cyt ciSleidimas, kaspazés-3 aktyvavimas
S| Vpr CD4+ limfocitai AWy, netekimas, MTE baltymy iSleidimas,
ANT/VDAC kaspaziy kaskados aktyvavimas
ZTLV-1 p13(I) Limfocitai Staigus K+ ir Caz* peréjimas per IM, brinkimas,
AWYy, iSnykimas ir fragmentacija
ZPV E1E4 Keratinocitai Atpalaiduoja mitochondrijas nuo
mikrovamzdeliy
GAV PB1-F2 Plauciy lastelés Saveika su ANT3 ir VDAC1
ANT3/VDAC1

PLV Nezinomas Neuronai, kauly JNK aktyvavimas, Cyt c iSleidimas, AW,
Ciulpai, limfos lgstelés netekimas, Bax aktyvavimas

2B3A Inksty lgstelés Mitochondrijy kaupimasis prie branduolio ir
ultrastruktiiros pokyciai, AW netekimas
WDSV  AsrC Epitelio lastelés Mitochondrijy kaupimasis prie branduolio,
AW, netekimas, dalinis Cyt c isleidimas,
apoptozés pozZymiai

Netiesioginiai MMP sukéléjai

Adv E1A E4asr6 Epitelio Igstelés PP2A slopinimas, PARP hiperaktyvavimas, AIF
perkélimas; jautrumo TNF-a ir Fas
padidéjimas; BH3-tiktai baltymy raiSka

EBV BALF1 Limfos Igstelés BHRF1 antagonizmas(?)

FMDV Nezinomas Skydliaukéslastelés, Bcl-2 koncentracijos sumazéjimas, kaspaziy
inksty lastelés, aktyvavimas, Cyt c iSleidimas i$ mitochondrijy
dendritinés lastelés

HCV NS3 Hepatocitai Kaspazés-8 sukelta apoptozé

ZIV-1  Env CD4+limfocitai Bax raiSkos skatinimas, Cyt c iSleidimas,

kaspaziy aktyvavimas; Cdk1, mTOR, p53 ir NF-
kB jtraukimas

Nef Limfocitai Lizosominis membrany pralaidumas,
katepsino D iSleidimas, Bax aktyvavimas, MMP
salygota lasteliy mirtis

Proteazé Limfocitai Bcl- Bcl-2 sumazéjimas, NF-kB aktyvavimas;
2/Casp-8 kaspazés-8 aktyvavimas, Bid skaidymas, Cyt ¢
iSleidimas, kaspaziy-9 ir -3 aktyvavimas, DFF ir
PARP skaidymas
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Tat Neurony tubulinas  Kaupimasis mitochondrijose, AW, netekimas,
ROS perprodukcija, kaspaziy aktyvavimas;
MAP?2 degradavimas; Bim aktyvavimas; p53,
Bax ir Bcl-2 reguliavimas

7PV E6 Epitelio lastelés Lasteles daro jautrias jvairiems apoptoziniams

stimulams, priklausomiems arba
nepriklausomiems nuo p53

E7 Epitelio lastelés Lasteles daro jautrias augimo veiksniy
netekimo, chemoterapiniy preparaty ir UV
spinduliy sukeliamai apoptozei.

PLV 2Apro HeLa lastelés Nuo kaspaziy priklausoma apoptozé
3Cpro
SARS- 7a [vairios lasteliy linijos Bcl-X;. slopinimas
CoV
VSv M Vero lastelés Bcl-Xi. koncentracijos sumazéjimas; kaspaziy
aktyvavimas
P Pelény lastelés Nezinomi mechanizmai
WNV  Kapsidés  Neuronai UPR, Bid ir Bax persikélimas j mitochondrijas,
NS2B/NS3 AW, netekimas, Cyt c iSleidimas, kaspaziy
aktyvavimas

Sutrumpinimai: AEV, pauksciy encefalomielito virusas; AIF, apoptoze indukuojantis
veiksnys; ANT, adenino nukleotido translokazé; BH3, Bcl-2 homologijos domenas 3; BLV,
karviy leukemijos virusas; Casp, kaspazé; Cdkl, nuo ciklino priklausoma kinazé 1; CEB,
viS¢iuky embriony smegenys; Cyt ¢, citochromas c; A¥,, mitochondrijy tarpmembraninis
potencialas; DFF, DNR fragmentacijos veiksnys; Env, apvalkalo glikoproteino kompleksas;
FMDV, snukio ir nagy ligos virusas; FPPS, farnezilo pirofosfato sintetazé; HBx, HBV X baltymas,
GAV, gripo A virusas; MTE, mitochondrijy tarpmembraniné erdvé; JNK, c-Jun N-galo kinazé; M,
matrikso baltymas; MAPZ, su mikrovamzdeliais susijes baltymas 2; MMP, mitochondrinés
membranos pralaidumas; mTOR, rapamicino taikinys Zzinduoliuose; NS, nestruktiirinis
baltymas; P, fosfobaltymas P; PARP, poli(ADP-ribozés) polimerazé; PLV, poliovirusas; PP2A,
baltymy fosfatazé 2A; ROS, reaktyvios deguonies formos; SARS-CoV, sunkaus tminio
respiracinio sindromo koronavirusas; UPR, atsakas | iSsivyniojusius baltymus; UV,
ultravioletas; VDAC, nuo jtampos priklausomas anijony kanalas; Vpr, virusinis baltymas R;
WDSV, Walleye odos sarkomos virusas; WNV, Vest Nilo virusas. Pagal [37].

Lentelé 6. Apoptoze slopinantys virusiniai baltymai

Virusas Veiksnys Taikiniai Veikimas
Virusiniai Bcl-2 homologai (vBcl-2)
Adv E1B-19K Epitelio SuriSa daugelj proapoptotiniy j Bcl-2 panasiy
lastelés baltymy ir p53; slopina daugelio stimuly
sukeltg apoptoze
ASFV A179L (5- Limfos Igstelés  Slopina augimo veiksniy netekimo ir
HL) chemoterapiniy preparaty sukelta apoptoze
CcMV pUL37x1 Epitelio Bax slopinimas, keic¢ia ET Ca?* iSleidima ir ATP
(vMIA) lastelés koncentracijg; mitochondrijy fragmentacija;
saveikauja su ANT
EBV BALF1 Limfos lgstelés  Sgveikauja su Bak/Bax; apsaugo nuo serumo
netekimo
BHRF1 Limfos lgstelés  Blokuoja mirties receptoriu, c-myc, granzimo
B, DNR pazaidy, infekcijos, radio- ir
chemoterapijos sukeltg apoptoze
FPV FPV039 Fibroblastai Neutralizuoja Bak
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YHV-68 M11 Zmogaus, Zinduoliy lastelése slopina Fas ir TNF-a
peliyirmieliy  sukeltg apoptoze; apsaugo mieliy lasteles nuo
lastelés Bax toksiskumo

ZHV-8  KsBcl-2 FL5.12 Igstelés  vBcl-2, nesgveikaujantys su Bcl-2 Seimos

baltymais (pvz., Bax, Bak)

K7 Limfos Igstelés  Slopina kaspaze-3 susiedamas jg su Bcl-2,
keicia vidulasteline Ca2* koncentracijg ir
proteasomy aktyvuma

HPN hpnBHRF1 Limfos lgstelés  Apsaugo nuo serumo pasalinimo, etopozido ir

UV radiacijos sukeltos apoptozeés

HPO hpoBHRF1 Keratinocitai ~ Apsaugo nuo cisplatino sukeltos apoptozés

HVS ASR16 T Igstelés Heterodimerinasi su Bax ir Bak

MXV M11L Odos lastelés  Struktiirinis vBcl-2; sgveikaudamas su PBR

blokuoja nuo Bak/Bax priklausomg MOMP ir
MPT

PPVO ASRV125 Odos lastelées  Slopina Bak/Bax aktyvavima; blokuoja UV

sukeltg apoptoze

\'A" F1L Odos lastelés  Sagveikauja su Bak ir Bim; slopina Bax

aktyvavimg ankstyvuosiuose etapuose

N1L Odos lastelés Struktiirinis vBcl-2; slopina daugybe

Kitos priesapoptozinés virusy priemonés

proapoptotiniy j Bcl-2 panasiy baltymy (pvz.,
Bid, Bax, Bak, Bad)

AdV E3- Epitelio Slopina iSorinj apoptozeés kelig skatindamas
10.4K/14.5K lastelés mirties receptoriy jtraukima ir degradavima
(RID)
ASFV A224L Makrofagai Kaspazés-3 slopinimas; NF-«B aktyvavimas
(VIAP)
BCV p35 Dauguma Plataus poveikio kaspaziy slopiklis; taip pat
lasteliy tipy slopina oksidanty sukeltg apoptoze prie$
jsijungiant kaspazéms
vIAP Vabzdziy Tiesioginis kaspaziy slopiklis
lastelés
CMV UL36 (vICA)  Epitelio Slopina kaspaze-8
lastelés
EBV EBNA3A, Limfos Igstelés  Bim raiSkos slopinimas
EBNA3C
EBNA-LP Limfos lgstelés  Sgveikauja su Bcl-2 per HAX-1
YHV-68 VvMAP Skirtingi Bcl-2 telkimas mitochondrijose, Cyt ¢
1asteliy tipai iSleidimo slopinimas sgveikaujant su VDAC1
HCV E2 Hepatocitai TRAIL sukeliamos apoptozés slopinimas
NS2 Hepatocitai MMP ir CIDE-B sukeliamos apoptozés
slopinimas
NS5A Hepatocitai NF-xB aktyvavimas, saveika su FKBP38
ZHV-8 K13 (VFLIP)  Limfoslastelés NF-kB aktyvavimas
K15 Limfos Igstelés  PrieSapoptozinis veikimas sgveikaujant su
HAX-1
\'A" CrmA Keletas Serpinas, tiesioginis kaspaziy slopiklis
lasteliy linijy

Sutrumpinimai: ANT, adenino nukleotido translokazé; BCV, bakulovirusas; Casp, kaspazé;
CIDE-B, i DFF-45 panaSus lastelés mirtj sukeliantis veiksnys B; A%, mitochondrijy
tarpmembraninis potencialas; EBNA, EpStein-Bar viruso branduolio antigenas; ET,
endoplazminis tinklas; FKBP38, 38 kDa FK506 suriSantis baltymas; FPV, viSty poksivirusas;
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YHV-68, y-herpeso virusas 68; HAX-1, su HS1 susijes baltymas X-1; KsBcl-2, Kaposi sarkomos
viruso Bcl-2; MMP, mitochondrinés membranos pralaidumas; MOMP, mitochondrijy iSorinés
membranos pralaidumas; MPT, mitochondrijy pralaidumo pokytis; MYXV, miksomos virusas;
HPN, herpeso virusas pan; HPO, herpeso virusas papio; PBR, periferinio tipo benzodiazepino
receptorius; PPVO, parapoksiviruso ASR; RID, receptoriy jtraukimo ir degradavimo
kompleksas; UV, ultravioletas; vBcl-2, virusinis Bcl-2; VDAC, nuo jtampos priklausomas
anijony kanalas; vFLIP, su Fas susijes | mirties domeng panaSus interleuking 1
konvertuojantj fermenta (FLICE) slopinantis virusinis baltymas; vIAP, virusinis apoptoze
slopinantis baltymas; vICA, kaspazés-8 aktyvavimo virusinis slopiklis; vMAP, virusinis
mitochondrijy prieSapoptozinis baltymas; vMI4, virusinis mitochondrijose esantis apoptozés
slopiklis. Pagal [37]

Nors daugelio apoptoze reguliuojanCiy baltymy veikimo mechanizmai
nustatyti gana tiksliai, pilny virusiniy genomy raiSkos daromo bendro
poveikio aiSkesnj vaizdg padeda susikurti tik pastarojo meto transkriptominiai
ir proteominiai tyrimai. Tolesniuose tyrimuose reikés atsizvelgti ir j
Seimininko lgsteliy bei jy aplinkos (pvz. vietinio uzdegimo, oksidacinio streso)
kintamumg, kadangi Sie veiksniai smarkiai koreguoja lasteliy atsaka j
skirtingus patogenus. Gautos zinios leis geriau prognozuoti atskiros ligos eiga

ir kurti naujus medikamentus.

1.3.2. Virusy aptikimo ir interferoninio atsako sistemy jtakojimas

Jgimta imuniné sistema virusus aptinka panaudodama keletg lgstelés
receptoriy, atpaZjstanciy virusy nukleorugstis ar jy membraninius
glikoproteinus. Sias funkcijas atliekantys baltymai vadinami ,j toll panasiais
receptoriais® (TLR). TLR yra evoliuciskai konservatyviis membraniniai
baltymai, gausiausiai sintetinami imuninés sistemos ir epitelio 1gstelése, o ju
raiSkg jtakoja stresas ir citokinai. Jiems susiriSus su specifiniu virusiniu
ligandu, aktyvuojami antivirusinj bei uZdegiminj atsaka sukeliantys signaliniai
keliai. Zinduoliuose aptikta 12 skirtingy TLR: TLR3, TLR7/8 ir TLR9 atpaZjsta
virusy nukleorugstis ir gausiausiai aptinkami endosomose, o kiti TLR atpaZjsta
lipidus, lipopolisacharidus ir virusinius glikoproteinus, jie aptinkami lgstelés
pavirSiuje. SusiriSe su ligandu TLR trimerinasi, sgveikauja su adaptoriniu
baltymu MyD88, véliau signala perduoda kiti adaptoriniai baltymai
(MAL/TIRAP, TRIF/TICAM, TRAM, IRAK1/4, TRAF6, TAB1-3 ir kt), ir

28



galiausiai aktyvuojami transkripcijos veiksniai, reguliuojantys interferony
(IFN) bei uzdegiminiy geny raiska. Kartu su TLR virusy aptikime dalyvauja ir
citoplazminiai baltymai RIG-I bei MDA-5 - jie atpazjsta tarpinj kai kuriy virusy
replikacijos produktg - dvigrande RNR - ir toliau signalg perduoda per IPS-1

bei IKKe baltymus (6 pav.).
Endosoma
TLR7/s @ TLR9 TLR4 Lastslos iSors
MD-2
] MyD88 Citoplazma TRAM D Mal/TIRAP RIG-/MDAS
TAB1,2,3 \
IRAK4 . . O IPS-1 @

ﬁﬂi‘l’
" C@/ Mitoshondria
?// @/\ 9

NF-xB

~~  Branduolys

— Taip pat su IRF-3
|r IRF-7 indukuo-

6 pav. Kaip lastelés aptinka virusus. Virusines nukleoriigstis endosomose atpazjsta
receptoriai TLR3, TLR7/8 ir TLRY; virusinius glikoproteinus lgstelés pavirSiuje atpazjsta TLR4
ir TLR2, o citozolyje esantys RIG-I ir MDA-5 atpazjsta dvigrande RNR - tarpinj kai kuriy virusy
replikacijos produkta. Kai aktyvuojami TLR7/8 ir TLRY, jie sgveikauja su MyD88, kuris savo
ruoztu sgveikauja su IRAK4 ir TRAF6. TRAF6 ubikvitilinimo biidu aktyvuoja TAK1, o Sis kartu
su TAB1, TAB2 ir TAB3 aktyvuoja MAP kinazes, aktyvuojancias transkripcijos veiksnj ATF2/c-
Jun. TAK1/TAB taip pat gali aktyvuoti IKKea, IKK(B ir IKKy/NEMO, kas nulemia IxB
fosforilinimg ir degradavimg bei transkripcijos veiksnio NF-kB persikélimg j branduoli.
Neseniai pasillytas dar vienas uzdegiminiy citokiny signalinis kelias, kuriame MyD88 ir
TRAF6 aktyvuoja IRF-5. Visi Sie signaliniai keliai reguliuoja uzdegiminiy citokiny raiska.
IRAK4 taip pat gali sgveikauti su IRAK1 ir TRAF®6 ir tokiu biidu aktyvuoti IRF-7 bei suzadinti I-
o tipo interferony geny raiska. Nuo MyD88 nepriklausanciame kelyje aktyvuotas TLR3 sukelia
TRIF ir TIR sgveika. TRIF per TBK1/IKKe gali aktyvuoti IRF-3 ir, kartu su NF-«B, aktyvuotu
per RIP-1 arba TRAF6 kelig, gali suzadinti IFN-8 geny raiska. TRIF ir TBK1/IKKe taip pat gali
aktyvuoti IRF-7 ir sukelti I-o tipo interferony geny raiska, o veikdami per TRAF6, TAK1 ir
MAP kinazes - ir uzdegiminiy citokiny raiSka. TLR4 gali perduoti signalg tokiu pat biidu kaip
ir TLR3 - naudodamasis TRIF ir TRAM, arba nuo MyD88 priklausomu keliu, naudodamas
adaptorinj baltymg TIRAP/MAL (paZyméta *). Dvigrandés RNR jutikliai RIG-I/MDA-5 savo
CARD domenais sgveikauja su IPS-1, ir i sgveika aktyvuoja IRF-3 bei IRF-7 fosforilinus juos
TBK1/IKKe. NF-xB gali biiti aktyvuojamas ir FADD bei RIP-1 keliu. Pagal [86].
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Lentelé 7. Virusy poveikis jgimtam imuniniam atsakui

Virusas Baltymas Veikimas
AdV VA Slopina PKR
E1A Slopina STAT1,
Slopina IRF-3 sgveikaudamas su p300/CBP
CMV IE1 Blokuoja ISGF3 sgveika su chromatinu
? Slopina IRF-1 ir IRF-4 suzadinima
EBV BZLF-1 Slopina IRF-7
EBER Surisa PKR
LMP-1 Reguliuoja STAT1 fosforilinimg per NF-«B
7PV-16 E6 Slopina IRF-3
E7 Slopina IRF-1 per histono acetilaze
7PV-18 E6 Slopina Tyk2, STAT1 ir STAT?2 fosforilinima
E7 Slopina IRF-1
HSV-1 ICP27 Slopina IRF-3 ir NF-kB
ICPO Blokuoja RF-3 ir IRF-7 vykdoma ISG aktyvavima
UL13ir UL41 Aktyvuoja SOCS3
HSV-2 vhs Reguliuoja IFN-a/ 3 nuo PKR nepriklausomu keliu
KSHV VvIRF-1 Surisa Igstelinius IRF,
Blokuoja IRF-3 ir p300/CBP saveika
VvIRF-2 Slopina PKR aktyvavimg
Slopina IRF-1 ir IRF-3 vykdoma IFN-{3 aktyvavimag
vIRF-3 Slopina NF-kB patekima j branduolj
Blokuoja IRF-3 ir IRF-7 aktyvavima
vIRF-4 Blokuoja IRF-3 ir IRF-7 aktyvavima
RTA Nukreipia IRF-7 degradavimui
VV E3L Blokuoja dvigrande RNR
Blokuoja IRF-3 ir IRF-7 fosforilinimg
Slopina RNazés L 20,50-0AS sistema
K3L Slopina PKR
B18R Tirpus ir Igstelés pavirsiaus I-o tipo IFN receptorius
A46R TIR homologas, trukdantis MyD88, TRIF ir TRAM
A52R TIR homologas blokuojantis NF-«kB per IRAK2 ir
TRAF6
Ebola VP35 Slopina IRF-3 aktyvavima
FluV NS1 Slopina IRF-3 aktyvavima
Slopina NF-kB aktyvavima
Blokuoja dvigrande RNR
HCV NS5a Slopina IRF-1 ir PKR
E1l Slopina NF-kB patekimg j branduolj
NS3/4a Slopina IRF-3
Surisa TBK1
Suskaido TRIF
Degraduoja STAT1
Suskaido IPS-1
Serdiesbalt.  Degraduoja STAT1
Aktyvuoja SOCS3
Hendra virusas \Y NeleidZia STAT1 ir STAT2 patekti j branduolj
HPiV2 \Y Degraduoja STAT2
Tymy virusas Vv Trukdo STAT1-STAT3 fosforilinimui
Kiaulytésvirusas V Slopina ir degraduoja STAT1
Degraduoja STAT3
Nipah virusas Vv Trukdo STAT1 ir STAT2 patekti j branduolj
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V,W,P Surisa STAT1 branduolyje ir citoplazmoje
Paramiksovirusai V Slopina MDA-5
Poliovirusai 3A Slopina IFN-f3 sekrecija
3C Skaido NF-kB p65-RelA subvieneta
P Slopina TBK1 vykdoma IRF-3 fosforilinimag
Fosforilintus STAT1/2 uzlaiko citoplazmoje
Rinovirusas 14 ? UZlaiko IRF-3 dimerinimasi
RSV NS1/NS2 Slopina IFN aktyvavimag
NS2 Degraduoja STAT2
SARS ? Slopina IRF-3 aktyvavimag
VSV M Slopina TFIID, sukeldamas IFN-f transkripcijos
slopinimag
Pagal [86]

Siekdami apsisaugoti nuo Seimininko jgimto imuninio atsako, virusai naudoja
jvairias strategijas (7 lentelé). Dazniausig daugelio virusy tarpinj replikacijos
produktg - dvigrande RNR - atpaZjsta keletas lgstelés jutikliy, kurie po to
aktyvuoja signalinius kelius, interferony bei interferony stimuliuojamy geny
(ISG) raiska, ir taip koordinuoja antivirusinj atsaka. Daug virusy koduoja
baltymus, specifiskai slopinancius interferono indukcijos kelius (7 pav.).
Dauguma tokiy slopikliy néra virusine dalele sudarantys strukturiniai
baltymai, bet daZnai jie nulemia viruso patogeniskuma. Susidure su Seimininko
interferoniniu atsaku, neturintys Siy geny mutantiniai virusai daZnai
nebesugeba replikuotis. Jau aptikta beveik kiekvieng interferoninio atsako
etapa blokuojanciy virusiniy baltymuy, ir Sis sgrasas pastoviai ilgéja. Daugelis
tokiy baltymy slopina interferoninj atsaka i karto keliuose etapuose. Kai kurie
virusai, pavyzdziui hepatito C virusas, herpeso virusai ir paramiksovirusai

koduoja net po keletg interferono antagonistuy.
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Virusas@
|

dSRNA®

7 pav. Virusy vykdomas jgimto interferoninio atsako slopinimas. Virusy vykdomas
antivirusinio atsako slopinimas vyksta keliuose lygiuose - ir IFN suZadinimo etape, ir
paskesnio ISG suzadinimo etape. Jvairiy virusy koduojamy slopikliy veikimo vieta pazyméta
prie viruso suzadinto IFN-a//f3 atsako. 1: Dvigrandé RNR: FluV, VV, SeV. 2: TIR mégdziojimas:
VV. 3: MDA-5 slopinimas: paramiksovirusai. 4: IPS-1 slopinimas: HCV. 5: TBK1/IKKe
slopinimas: SeV, Ebola virusas, rotavirusas, FluV, HCV. 6: IRF-3 slopinimas: rinovirusas, ZPV-
16, KSHV, AdV. 7: TRIF degradavimas: HCV. 8: NF-kB slopinimas: FluV, KSHV, poliovirusas. 9:
IFNAR: VV. 10: JAK1/Tyk2 slopinimas: ZPV-18, tymy virusas. 11: SOCS3 suZadinimas: HCV,
HSV-1. 12: STAT slopinimas: HCV, kiaulytés virusas, Nipah virusas, RSV, paragripo virusas 2,
Hendra virusas, LCMV. 13: ISGF3 trukdymas: CMV. 14: IRF-7 slopinimas: KSHV, EBV, VV. 15:
PKR slopinimas: HCV, EBV, KSHV, VV, reovirusas, AdeV, FluV, ZIV-1. 16: IFN-B sekrecija:
poliovirusas. Pagal [86]

1.3.3. Virusiniy baltymy itaka NF-kB signaliniam keliui

Eukariotinj branduolio transkripcijos veiksnj kapa B (NF-«kB) aptiko Sen ir
Baltimore daugiau nei pries 20 mety [108)]. Greitai paaiskéjo, kad Sis veiksnys
yra pagrindinis jgimtojo ir jgytojo imuniteto bei uZdegiminio atsako
reguliatorius (6 ir 7 pav.). Nustatyta, kad NF-kB sintetinamas jvairiuose
lasteliy tipuose, o NF-kB surisSimo sekos (kB) aptiktos daugybéje indukuojamy
geny. NF-xB aktyvumg reguliuoja gausus ir labai skirtingi biologiniai bei
aplinkos veiksniai. Pastebéta, kad su NF-kB aktyvavimo sutrikimais susije

veézys, aterosklerozé, autoimuninés ir kitos daznos ligos (placiau NF-«kB
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reguliavimas aprasytas eksperimentinéje dalyje ir pavaizduotas 25 pav.).

Lentelé 8. Virusiniai baltymai, jtakojantys NF- kB aktyvuma

Virusas Baltymas
A. NF-kB aktyvumo skatintojai
ASFV A224L
BTV VP2, VP5
EBV LMP-1
EBNA-2
EMCV Kapsidés baltymas
HBV HBx
HCV Serdies baltymas
HVS Tip
cmv IE1
Us28
NS5A
NS5B
StpC
ZHV-8 ASR74
VvFLIP
K7
K15
Z1v-1 Tat
Nef
Gp120
ZTLV-1 Tax
Gripo Avirusas HA,Mir NP
NS1, NS2
MMLVirFeLV  U3-LTR
Peliy CMV M33
RSV M2-1
Rev-T v-Rel
Rotavirusas Kapsides balt. VP4
SARS Nukleokapsidé
VSV Ribonukleoproteinas
B. NF-kB aktyvumo slopikliai
Adenovirusai E1A
E1B
E3-14.7K
E3-10.4/14.5K
ASFV A238L
HCV NS5A
Serdies baltymas
NS3-4A
ZHV-8 K1
ZIV-1 Nef

Veikimas

] IAP panasus IKK skatintojas

Kapsidés baltymai aktyvuoja NF-xB
MégdZioja CD40 receptoriy

NF-kB transkripcijos skatintojas

Aktyvuoja Mda-5

Src, MAPK kaskados ir NF-kB skatintojas
PaleidZia IFN atsaka

LCK adaptorius, aktyvuojantis NF-kB
Reguliuoja NF-kB indukuojamus genus
Aktyvuoja pastovy tarpmembraninio
receptoriaus signalg per G baltymo q
(Gq)/fosfolipazés C kelig

Sustiprina pilno ilgio Serdies baltymo sukeltg NF-
kB aktyvavimg

Reguliuoja TNF signalo perdavima, veikdamas
IKK

Saveikauja su TRAF2

Su G baltymu susijes chemokiny receptorius
Saveikauja su IKK ir jj aktyvuoja

Saveikauja su PLIC1 ir sukelia IkB degradavima
Dalyvauja TRAF2 sukeliamoje NF-«kB indukcijoje
Sustiprina NF-«B sukeliamg LTR aktyvavimag
Stimuliuoja ZIV-1 LTR, aktyvuodamas NF-kB
Saveikauja su CD40 receptoriumi

IKKy adaptorius

Aktyvuoja IKK

Aktyvuoja RIG-1

Trumpoji RNR aktyvuoja NF-«B ir TLR-3
Konstitutyvus membraninis receptorius
Saveikauja su Rel-A

Aktyvuoja c-Rel

Aktyvuoja IKK

Daug funkcijy (RIG-I kelio aktyvavimas?)
Aktyvuoja TBK-1

Slopina IKK aktyvumag ir IkB degradavima
Slopina NF-kB aktyvuma

Saveikauja su IKK ir p50

Fas reguliatorius, slopina TNF-a sukelta NF-xB
aktyvumg

Blokuoja IkB degradavima

Slopina TRAF2 sukelta NF-kB aktyvavima
Slopina IKK kompleksa

Proteazeé nuskelia MAVS nuo mitochondrijos ir
suardo RIG-I signalo perdavima

Tirozino kinazés imunoreceptorius
konstitutyviai aktyvuoja Lyn kinaze

Indukuoja IkBa
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7PV E7 Neleidzia aktyvuoti NF-kB, susiriSdamas su IKK

Gripo Avirusas NS1 Susirisa su dgRNR ir blokuoja IFN aktyvavimag
MdBV H4, N5 | IxB panasiis baltymai
MCV MC159 Slopina IkB degradavimag

MC160 Destabilizuoja IKK«
Kiaulytés SH baltymas Blokuoja TNF sukeliamg NF-kB aktyvavima
virusas
MYXV MNF | IxB panasus baltymas slopina NF-kB
Poliovirusas 3C proteaze Skelia RelA
Sendai virusas  Vir C baltymai Blokuoja NF-kB aktyvavima
\'A" K1L Slopina [kB degradavimag

A46R Slopina TLR3 Kelig per j TIR panasy domena

Sutrumpinimai: /KK, IkB kinazé; BTV, mélynojo liezuvio ligos virusas; LMP, latentinis
membranos baltymas; EMVC, encefalomiokardito virusas; MAPK, mitogeny aktyvuojama
baltymy kinazé; PLIC1, baltymus suriSantis, su integrinu ir citoskeletu susijes baltymas 1;
TRAF, su augliy nekrozés veiksnio receptoriumi susijes veiksnys; MMLV, Moloney peliy
leukemijos virusas; FelV, kaciy leukemijos virusas; MdBV, vapsvos Zudikés brakovirusas;
MCV, odos moliusko virusas; MYXV, miksomos virusas. Pagal [47]

Kadangi NF-kB aktyvavimas yra kertinis Zingsnis kylant ankstyvajam imuninio
atsako etapui, Sis signalinis kelias tapo vienu pagrindiniy virusiniy baltymy
taikiniu. DaZnai jgimtajam imuniniam atsakui ir NF-kB aktyvavimui trukdo
daugiafunkciniai virusiniai baltymai, sgveikaujantys su specifiniais NF-kB kelio
komponentais (8 lentelé, A). Kita vertus, kai kurie virusai, tarp jy ZIV-1,
7mogaus T lasteliy limfotropinis virusas 1 (ZTLV-1), Zmogaus herpeso virusas
8 ir Epstein-Bar virusas patys jgijo tam tikry NF-«B kelio komponenty savybiy,
ir jvairiose savo dauginimosi ciklo stadijose stimuliuoja Sio veiksnio aktyvuma.
NF-kB aktyvumas tuomet skatina viruso replikacijg, slopina apoptozés
mechanizmus ir aktyvuoja lgstelés dalijimosi signalinius kelius (8 lentelé, B).
Virusinés infekcijos sglygotas pastovus NF-kB aktyvavimas gali skatinti
uzdegiminius procesus arba sukelti véZinius susirgimus. Virusy saveikos su
NF-kB signalinio kelio komponentais tyrimuose aptinkami potencialis
antivirusinés intervencijos taikiniai, todél pastaruoju metu tokie tyrimai tapo

svarbia molekulinés virusologijos sritimi.

1.3.4. Virusy jtaka komplemento sistemos veikimui

Komplementas yra vienas pagrindiniy igimtojo imuniteto komponenty, jis

aktyvuojamas ankstyvame virusinés infekcijos etape ir skatina virusiniy
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daleliy suardymg bei uZdegiminj atsaka. Komplemento sistemg aktyvuoja
organizmo kontaktas su patogenu, o sveikas Igsteles nuo jo apsaugo
komplemento aktyvumg slopinancios pavirSiaus molekulés. Pastaruoju metu
nustatyta, kad komplementas ir komplemento receptoriai atlieka svarby
vaidmenj reguliuojant kaip jgimtgji, taip ir igyt3ji imuninj atsaka.
Komplementg sudaro daugiau nei 30 serumo baltymy ir Igstelés pavirsSiaus
receptoriy, dalyvaujanciy gynyboje prie$ patogenus ir jtakojanciy opsonizacija,
chemotaksj, lgsteliy lize bei leukocity aktyvavima. Yra trys komplemento

aktyvavimo budai: klasikinis, lektino ir alternatyvusis kelias (8 pav.).
KLASIKINIS KELIAS LEKTINO KELIAS ALTERNATYVUS KELIAS

' Mikrobiniai pavirsiai |
ir kiti (pvz. IgA)

Savaiminis ar kontaktas
su svetimu pavirSiumi

Imuniniai kompleksai ir
Clg-reaktyvds pavirsiai

’
’

i

[ MASP-1 A
-c\‘_' MASP-2 IR R
Ciq ¢ I MBL + *

STy D can 5
® o0 EN O

Opsonizacija o
C3a ° Csb C6, C7 C8, C9

UZdegimas Membraninis atakos kompleksas
(MAC, C5b-9)

8 pav. Komplemento aktyvavimo Keliai. Klasikini kelig aktyvuoja C1q susiriSimas su
agreguotais IgG, imuniniais kompleksais arba C1q-reaktyviais pavirsiais (pvz. ZIV gp41). Po to
aktyvuojamas tetramerinis C1r-C1s proteaziy kompleksas, skaidomi C4 ir C2 bei susiformuoja
Kklasikinio kelio konvertazé C3 (C4bC2a). Lektino kelias aktyvuojamas kai MBL susirisa su
mikrobiniais lektinais ir aktyvuoja MASP baltymus. Sios lektino kelio proteazés C4 ir C2 ver¢ia
j konvertaze C4b2a C3 taip pat kaip ir klasikinio kelio atveju. Po to C3 konvertazé C3 skaido j
C3b, kuris kaupiasi lastelés ar mikrobo pavirSiuje (opsonizacija) ir salygoja C5 suskaidyma. C3
ir C5 suskaidymas atpalaiduoja anafilotoksinus C3a ir C5a, kurie prie uZdegimo vietos
pritraukia imunines Igsteles. C5 skaidymas i C5b yra svarbus formuojant membraninj atakos
kompleksa (MAC), susidedantj i§ C5b ir C6-C9. Alternatyvy kelig aktyvuoja savaiminé C3
hidrolizé j C3b ir C3a. Nesant svetimy pavirsiy, Sie produktai inaktyvuojami juos toliau
skaidant. Bet svetimuose pavirSiuose susikaupes C3b surisa veiksnj B. Toliau veiksnys D
suskaido veiksnj B j Bb ir suformuojama alternatyviojo kelio C3 konvertazé C3bBb, skatinanti
kity komplemento keliy aktyvavima toliau skaidant C3 ir C5. Pagal [24].
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Lentelé 9. Komplemento iSvengimas ir pasinaudojimas juo

Seimininko lastelés komplemento receptoriy raiskos reguliavimas

Virusas Veikimas
ZTLV-1 CR2 skatinimas
A\ CD46, CD59 slopinimas; CR3, CR4 slopinimas
HSV-1 CR1 skatinimas
ZHV-6 CD46 slopinimas
Tymuy virusas CD46 slopinimas
ZHV-7 CD46, CD59 skatinimas
CMV CD46, CD55 skatinimas
i plemento reguliatoriuy homologai
Virusinis baltymas Veikimas
HVS CCPH Skaidyma skatinantis veiksnys, kofaktoriaus aktyvumas
KSHV KCP Skaidymg skatinantis veiksnys, kofaktoriaus aktyvumas
VVVCP Skaidymg skatinantis veiksnys, kofaktoriaus aktyvumas
Raupy viruso SPICE Skaidyma skatinantis veiksnys, kofaktoriaus aktyvumas
BeZdzioniy raupy MOPICE  Kofaktoriaus aktyvumas
HVS-15 CD59 homologas, komplemento slopiklis
j plemento reguli
Virusinis baltymas Surisa Veikimas
HSV-1gC C3b Skaidyma skatinantis aktyvumas
HSV-2 gC C3b Apsaugo nuo C vykdomo neutralizavimo
Virusas ar baltymas Receptorius
EBV gp350/220 CR2
Adenovirusai CD46
ZHV-6 CD46
Tymuy virusas CD46
Echovirusas CD55
Koksaki virusas CD55
HCV Serdies baltymas gC1qR
HBV gC1gR
ZIV Tat gC1qR
ZIV Rev gC1qR
EBV EBNA-1 gC1qgR
CMV gC1gR
HSV gC1gR
Virusas Itrauktas receptorius
yA\'% CD46, CD55 ir CD59
\'A% CD46, CD55 ir CD59
ZTLV CD55 ir CD59
ZcMy CD55 ir CD59
irsi imas komplemento reguliaciniais bal
Virusas Komplemento baltymas
Vest Nilo virusas Veiksnys H
yA\Y Veiksnys H
Pagal [24].

Atsizvelgiant | esminj komplemento vaidmenj imuninés sistemos aktyvavime

nenuostabu, kad daugelis virusy sukiiré mechanizmus, padedancius iSvengti
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komplemento sistemos ar netgi panaudoti ja savo reikméms. Virusy
komplemento iSvengimo mechanizmai yra Sie: (1) reguliaciniy komplemento
baltymy jjungimas j virusinj apvalkalg; (2) virusiniy baltymy, struktiiriskai ar
funkciSkai panaSiy j komplemento reguliacinius baltymus, sintezé; (3)
atsparumo komplemento sukeltai lizei didinimas, aktyvuojant reguliaciniy
Seimininko lgstelés pavirSiaus baltymy sinteze. Kai Kkurie virusai lgstelés
pavirsSiuje esanc¢ius komplemento sistemos receptorius naudoja patekimui j
lastele. Komplemento receptoriy ir virusiniy baltymy sgveika taip pat suteikia
galimybe suzadinti Siy receptoriy sukeliamus imunomoduliatorinius signalus.
Membranose esantys komplemento reguliaciniai baltymai CD46 (MCP), CD55
(DAF) ir CD59 riboja komplemento aktyvavimg ir MAC formavimasi lgsteliy
pavirsiuose, taip jas apsaugodami nuo komplemento sukeliamos atakos. Taigi,
Siy baltymy jtraukimas j tam tikry virusy apvalkalg gali padéti iSvengti
virusinés infekcijos sukeltos lastelés lizés. Tokiu budu nuo komplemento
ginasi ZIV, citomegalo (CMV) ir keletas kity virusy. Vest Nilo virusas ir ZIV nuo
komplemento apsisaugo sgveikaudami su komplemento veiksniu H. Virusiné
infekcija gali jtakoti ir komplemento receptoriy raiska Seimininko lgstelése.
Herpeso virusai skatina receptoriy, reguliuojanciy komplemento funkcijg,
raiSkg; CMV skatina CD46 ir CD55 raiSka; Zmogaus herpeso virusas 7 skatina
lgstelés pavirSiaus baltymy CD46 ir CD59 raiSka ir taip virusu apkreéstas
lasteles apsaugo nuo komplemento sukeliamos atakos (9 lentelé).

Kai kurie virusai ne tik reguliuoja Seimininko komplemento baltymy raiska ir
ju pasiskirstyma, bet ir patys sintetina funkcinius komplemento reguliatoriy
homologus. Pavyzdziui herpeso viruso saimiri (HVS) ir su Kaposi sarkoma
susijusio herpeso viruso (KSHV) infekcijai pagelbéja virusy koduojamy
komplemento reguliatoriy, atitinkamai komplemento kontrolinio baltymo
homologo (CCPH) ir KSHV komplemento kontrolinio baltymo (KCP) sintezé.
Siy baltymy kofaktorinis aktyvumas skatina C3b ir C4b degradavima, taip
pagreitindamas Kklasikinio ir lektino komplemento aktyvavimo keliy C3

konvertaziy suardyma. HVS taip pat koduoja CD59 homologg, galinti trukdyti
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MAC formavimuisi ir virusy uzkrésty lasteliy lizei. Paprastojo herpeso viruso
glikoproteinas C veikia kaip C3b receptorius, trukdantis komplemento
opsonizacijai ir konvertazés C5 formavimuisi. Komplemento reguliacinius
baltymus koduoja ir kai kurie poksivirusai bei kiti virusai (9 lentelé).

Virusiniy baltymy saveika su komplemento receptoriais kartais palengvina ir
ju patekima j lgsteles. Tymy virusas ir kai kurios adenovirusy padermés
naudojasi CD46 receptoriumi, o tymy virusas tokiu budu dar ir sukelia
imunine tolerancija savo infekcijai. ZIV saveika su dendritiniy lasteliy
pavirsiuje esanc¢iu CR3 leidZia jam patekti j Sias lasteles ir palengvina vélesnj
CD4 T Iasteliy uzkrétima. EpsStein-Bar virusas (EBV) patekimui j Igstele
naudojasi gp350/220 sgveika su CR2, o kai kurie enterovirusai tuo tikslu
sgveikauja su CD55 (9 lentelé).

Akivaizdu, kad evoliuciSkai sena komplemento sistema atlieka svarby
vaidmenj kaip jgimtojoje, taip ir jgytoje imuninéje sistemoje, tad geresnis
virusy manipuliavimo Sia sistema supratimas pasitarnaus antivirusiniy

priemoniy kurimui.

1.3.5.Virusy apsisaugojimas nuo NK Igsteliy

Naturaliosios Zudikés (NK lgstelés) kontroliuoja virusy dauginimasi iki
specifinio jgytojo imuniteto susiformavimo. NK I3gsteles aktyvuoja tirpis
tarpininkai arba tiesioginiai lgsteliy kontaktai, o saveikaudamos su
dendritinémis lgstelémis jos dalyvauja ir jgytojo imuniteto reguliavime. NK
lastelés infekcijg kontroliuoja citolizés budu arba sekretuodamos
uzdegiminius citokinus. Siy lgsteliy aktyvavima reguliuoja keleto slopinanéiy ir
aktyvuojanciy receptoriy derinys, daugelis jy kaip ligandus naudoja i MHC I ar
II klasés molekules panaSius baltymus. Siekdamos iSlaikyti pilng
funkcionalumg ontogenezés metu, atskiros NK lgstelés privalo naudoti
autoreaktyvuma slopinancius receptorius, specifinius atitinkamos klasés MHC
molekuléms. I klasés MHC molekules kaip ligandus naudojantys NK lgsteliy
receptoriai yra j Ig panasiy Zmogaus NK Igsteliy receptoriy (KIR) Seima, peliy
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Ly49 Seima, Zmogaus ir peliy CD94/NKG2 heterodimerai ir leukocity j Ig
panasis receptoriai (LIR). Kiti NK lgsteles aktyvuojantys receptoriai yra
natiiraliis citotoksiSkumo receptoriai (NCR) ir NKG2D. Normalis lgsteliniai
NCR ligandai iki Siol nezinomi, o0 NKG2D receptoriai atpaZjsta keletg skirtingy

ligandy, kuriuos indukuoja Igstelés stresas ir infekcija.

Lentelé 10. Virusy apsisaugojimas nuo NK Iasteliy.

Virusas Baltymas Veikimas
Veikimas pries “Tapatybés trikumq”
ZCMV UL18 Saveika su NK Iasteliy slopinanciuoju receptoriumi LIR-1
Peliy CMV m144 NeZinomas
m157 Saveika su Ly491
Ziurkiy CMV  r144 NeZinomas
RCTL Saveika su slopinanciuoju receptoriumi Nkrp1b
Skirtingas I klasés MHC requliavimas
ZCMV US2,US11 Slopina HLA-A, bet ne HLA-E; kitas HLA molekules veikia
jvairiai
UL40 UL40 lyderinis peptidas risasi su HLA-E ir NK Igsteléms

siuncia slopinimo signalg
Peliy CMV mO04/gp34  Susirisa su I klasés MHC ir iSlaiko juos lasteliy pavirsiuje,
galimas NK Igsteliy jaukas

KSHV K5 Slopina HLA-A ir HLA-B, bei Siek tiek HLA-C, bet nejtakoja
HLA-E
yA\Y Nef Slopina HLA-A ir HLA -B
Trukdymas NK Igsteliy receptorius aktyvuojantiems ligandams
ZcMv UL16 Slopina ULBP-1, ULBP-2 ir MICB
UL141 Slopina CD155
UL142 Slopina pilno ilgio MICA

miR-UL112  Trukdo MICB iRNR transliacijai
UL83/pp65  Trukdo aktyvavimui per NKp30, atsiedamas adaptorine

molekule CD3¢
Peliy CMV m138 Virusinis FcyR, slopina MULT-1 ir H60, trukdo nuo klatrino
priklausomai endocitozei
m145 Slopina MULT-1
m152/gp40 Slopina RAE-1 Seimos narius
m155 Slopina H60
KSHV K5 Skatina CD86 ir CD54 endocitoze
ZPXV OMCP Konkurenciskai riSasi su NKG2D
Kiti mechanizmai
Peliy CMV m157 Risasi su Ly49H ir aktyvuoja NK Igsteles
nezinomas  Aktyvuoja Ly49P kartu su H-2Dk
Gripo virusas HA RiSasi su NKp46
HCV E2 Risasi su CD81
ZITLV pl12I Slopina ICAM-1 ir ICAM -2 bei susilpnina NK Iasteliy

sukibima su ZTLV infekuotomis CD4+ T lastelémis

ZPXV, zoonotinis ortopoksivirusas. Pagal [56].
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Kad nebiity atpaZinti CD8+ T lgsteliy, virusai slopina MHC I klasés pavirSiaus
molekuliy raiska. Bet ,tapatybés trilkumo“ hipotezé teigia, kad lasteles,
neturincias MHC I klasés molekuliy, atakuoja NK Iastelés. Siekdami iSvengti NK
lasteliy vykdomos kontrolés, virusai koduoja pakaitinius ligandus
slopinantiesiems NK Igsteliy receptoriams ir/arba gali pasirinktinai reguliuoti
MHC I Kklasés molekuliy raiskg. Tokiu atveju slopinamos tos MHC I klasés
molekulés, kurios virusinius peptidus pristato CD8+ T Igstelems, bet
iSsaugomos tos, kurios sgveikauja su slopinanciaisiais NK Igsteliy receptoriais.

Virusai sukiré daugybe mechanizmy, padedanciy iSvengti NK lgsteliy
imunineés priezitiros ar jg jtakoti. Jie ne tik kliudo NK Igsteliy receptoriams ir jy
ligandams, bet ir veikia NK lgsteliy atsakg reguliuodami apoptoze, jtakodami
citoking ir chemokiny sekrecijg bei slopindami dendritiniy lgsteliy
funkcionavima. Lenteléje susistemintos unikalios sgveikos tarp NK lgsteliy ir
virusy, didZiausig démesj kreipiant j virusy vykdomg NK receptoriy ligandy

raiskos slopinimg (10 lentelé).

1.3.6. Virusy naudojami jgytojo imuninio atsako iSvengimo

mechanizmai

Virusams specifinis imuninis atsakas prasideda nuo virusinés kilmés produkty
pristatymo CD8+* T ir CD4+ T lgsteléms, pagrindiniams jgytojo imuninio atsako
reguliatoriams. Sj pristatyma vykdo MHC I-os ir IlI-os klasés baltymai,
suriSantys j antigeninius peptidus suskaidytus virusinius baltymus ir juos
pateikdami atitinkamai CD8* T ir CD4+ T limfocitams. Antra butina T lgsteliy
aktyvavimo salyga - citokiny, reguliuojanciy jy aktyvumg, gamyba. Virusai
jvairiomis priemonémis trukdo abiems igytojo imuniteto aktyvavimo
procesams - slopina antigeny skaidymg bei pristatymg arba trikdo citokiny
gamyba bei jy funkcijas.

Virusai, trukdantys MHC 1 atliekamam antigeny pristatymui, slopina Siems
antigenams specifiSky CD8* T lgsteliy aktyvavimg ir tuo budu apsisaugo nuo

uzkrésty lasteliy atpaZinimo bei sunaikinimo. Galima trikdyti praktiSkai
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kiekvieng MHC I vykdomo peptidy pristatymo etapa, tad kai kurie virusai
koduoja net po keletg baltymy, veikianciy skirtingas Sio proceso stadijas: (1)
slopina MHC I molekuliy sinteze, (2) trukdo antigenus skaidyti j peptidus, (3)
trikdo antigeniniy peptidy transportg j paskirties vietg, (4) slopina MHC I
baltymy eksponavimg lgstelés pavirSiuje. Visus Siuos etapus atskiri virusai
bando paveikti ir MHC II baltymy atveju, nors tai daro reciau.

PavyzdZiui Zmogaus citomegalo virusas (ZCMV) slopina abi metaloproteazes,
skaidanCias antigenus § MHC molekuléms tinkamus peptidus: CD10
(endopeptidazé) slopinama transkripcijos arba transliacijos lygyje, o CD13
(aminopeptidazé N) uzlaikoma endoplazminiame tinkle. Peptidus is
citoplazmos j ET, kuriame jie susiejami su MHC I baltymais, gabena peptidy
transporteris TAP. ZCMV koduoja ET baltymg US6, kuris saveikauja su TAP,
blokuodamas nukleotidy suriSimy domenus ir tokiu bidu trukdydamas ATP
hidrolizei bei peptidy transportui. HSV polipeptidas ICP47 sgveikauja su TAP
baltymo peptido suriSimo sritimi, dél ko endoplazminiame tinkle su MHC I
baltymais susiriSa maZesnis kiekis peptidy.

MHC I molekuliy raiskos reguliavimg vykdo maziausiai trys virusy grupés -
adenovirusai, ZCMV ir HSV. ZCMV US3 baltymas trukdo MHC I baltymy
brendimui, uzlaikydamas juos ET. To paties viruso US2 ir US11 baltymai MHC I
baltymus nukreipia degradavimui. Adenoviruso sintetinamas ET baltymas
E3/19K saveikauja su peliy MHC I molekulémis A2, K9, Ld, bet ne su Kkar Dd ir
uzlaiko jas ET. Tai salygoja silpnesne MHC I raiSka ir susilpnina citotoksiniy
limfocity atpazinimo funkcijg. HSV geno ICP47 koduojamas baltymas trukdo
peptidy transportui i§ citoplazmos i ET, tokiu bidu MHC I molekules
uzlaikydamas ET ir jas destabilizuodamas. Virusy vykdomas MHC baltymy
veiklos trikdymas apibendrintas lenteléje (11 lentelé).

Citokinai - tai sekretuojami polipeptidai, koordinuojantys uzdegiminius
procesus ir imuniniy lgsteliy aktyvavimg, dalijimgsi, diferenciacijg bei
chemotaksj. Jie yra vieni pirmyjy virusinés infekcijos aktyvuojamy veiksniy,

diriguojandiy jgimta ir jgytajj imuninius atsakus. Sios molekulés tiesiogiai
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atsakingos uz daugelio virusiniy infekcijy sukeliamus pirmuosius ligos
simptomus: raumeny skausmus, pakilusig temperatiirg, galvos skausmg ir
mieguistuma. Citokinai ir patys yra galingi antivirusiniai tarpininkai, daugeliu
atvejy galintys sustabdyti virusine infekcijg, todél jy funkcijy slopinimas labai
padidina patogeny virulentiSkuma. Citokiny veikimg virusai jtakoja keturiais
pagrindiniais budais: (1) jvairiais budais slopina jy sinteze, (2) koduoja su
atitinkamais receptoriais sgveikaujancius citokiny homologus, (3) koduoja j
citokiny receptorius panaSius antigenus ir (4) koduoja kitus baltymus,
suriSancius citokinus. Virusiniy baltymy poveikis citokiny funkcijoms

apibendrintas lenteléje (12 lentelé).

Lentelé 11. Virusiniy baltymy vykdomas MHC baltymu funkcijy trikdymas

Virusas Baltymas Veikimas
AdvV E3/19K MHC I baltymus uZlaiko ET
E1A Trukdo IFN-y vykdomam MHC II raiskos skatinimui
EBV EBNA-1 Trikdo proteolize
BZLF2 Trikdo MHC II vykdoma antigeny pristatyma
vIL-10 Blokuoja TAP
ZHV-8 K3, K4 Skatina MHC I ir CD4 endocitoze
ZCMV Pp65 Slopina 72 kDa transkripcijos veiksnio skaidyma i
antigeninius peptidus
Us2 MHC I baltymy sunkigsias grandines nukreipia degradavimui
Us3 MHC I baltymus uZlaiko ET
use Blokuoja TAP
US11 MHC I molekuliy sunkigsias grandines nukreipia degraduoti
UL18 Apsaugo nuo NK Iasteliy vykdomos lizés (MHC I homologas)
IE/E produktas Trukdo IFN-y vykdomam MHC II rai$kos skatinimui
yA\Y Nef Skatina MHC I ir CD4 endocitoze, trikdo MHC II baltymy
brendima
Vpu Destabilizuoja naujai susintetintus MHC I baltymus, CD4
nukreipia degraduoti
7PV E5 Trikdo MHC I baltymy brendima
E6 Trikdo MHC II baltymy brendimg
HSV ICP-47 Blokuoja TAP
HSV-1 nezinomas Trikdo MHC II vykdoma antigeny pristatyma
MCV MCO80R Apsaugo nuo NK Iasteliy vykdomos lizés (MHC I homologas)
Peliy CMV m152 MHC I baltymus uZlaiko ERGIC
m4/gp34 SuriSa MHC I baltymus
m6/gp48 MHC I baltymus nukreipia j lizosomas degraduoti
m144 Apsaugo nuo NK Iasteliy vykdomos lizés (MHC I homologas)
Ziurkiy CMV r144 Apsaugo nuo NK Igsteliy vykdomos lizés (MHC I homologas)

MCV, odos moliusko virusas. Pagal [117].

42




Lentelé 12. Virusiniy baltymy poveikis citokiny sistemai

Taikinys Virusas
TNF receptorius VV

Bal
CrmB
CrmC

as Veikimas

Soupo fibromos SFV T2

virusas

MYXV

ZCMV
Interleukinas-18 VV

Itipo interferonai VV

AdV

HBV
HSV

ZHV-8
EBV

PKRir RNazé L AdV

EBV
HCV

ZIV-1
\'AY
HSV

Interferonasy MYXV

\'A%

Tanapoks
virusas
Interleukinas 12  Gripo virusas

Chemokiny
receptoriai

Aviy ir ozky
raupy virusas
W,

VAR,

RPV

EBV

ZCMV

MT-2

UL144

B15R
B13R

CrmA/Spi-2

B18R

E1A

X
v134.5

VvIRF-2

EBNA-2

VAIRNR
EBERI

E2

TAR RNA

K3L

2-5’ (A)

E3L

M-T7

B8R

35-kDa

Hemagluti-

ninas

Q2/3L

p35

BARF1

US28

Sekretuojamas, blokuoja TNF-a ir LTa
Sekretuojamas, blokuoja LTa
Sekretuojamas, surisa ir blokuoja TNF

Sekretuojamas, surisa ir blokuoja TNF
Vidulastelinis, nezinomas veikimas
Sekretuojamas, surisa ir blokuoja IL-13
Slopina keleta kaspaziy, tarp jy ir IL-13
konvertaze (ICE)

Slopina keleta kaspaziuy, tarp jy ir ICE
Sekretuojamas I tipo interferony
receptoriaus homologas, surisa ir
blokuoja IFN-a

Blokuoja interferony indukuojama
JAK/STAT signalinj kelig; blokuoja
ISGF3 transkripcijos aktyvavimo
funkcija

Blokuoja interferony signaline funkcija
Pasalina interferony sukeltg
transliacijos blokada

Reguliuoja ankstyvyjy uzdegiminiy
geny raiSka

Slopina interferony stimuliuojama
transkripcija

Blokuoja PKR aktyvumag

Blokuoja PKR aktyvuma

Slopina I tipo interferono vykdoma PKR
aktyvavima

Saveikauja su Iasteliniu PKR slopikliu
TRBP

elF2a homologas, slopina PKR

RNR analogas, slopina RNaze L

Kaupia dvigrande RNR ir apsaugo nuo
PKR aktyvavimo

Sekretuojamas II tipo interferony
receptoriaus homologas, surisa IFN-c ir
iSbalansuoja chemokiny gradientus
Sekretuojamas II tipo interferony
receptoriaus homologas, suriSa IFN-c
Sekretuojamas baltymas, surisa IFN-c
(taip pat IL-2 ir IL-5)

SuriSa CD46, slopina IL-12 gamybg

Su G baltymais susijes chemokiny
receptoriaus homologas
Sekretuojamas, surisa CC chemokinus

Sekretuojamas, surisa CSF-1
CC chemokiny receptorius, surisa
chemokinus ir suzadina signalinj kelig
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citokinai ir
chemokinai

Virusy koduojami

Ziurkiy CMV,
peliy CMV
ZHV-6,7
ZHV-8

HVS

MYXV

SPV

EBV

EHV-2

Orf virusas

ZHV-6

ZHV-8

MCV
Peliy CMV

HVS
V'A%

us27
UL33
R33, M33

U12
U51
ASR74

ECRF3
M-T1
K2R
BCRF1

EHVIL-10
OVIL10
U83

vIL6
vMIP-]
vMIP-II

vMIP-III
MC148P

MCK-1/
MCK-2
vIL-17
A39R

G baltymo homologas, veikimo biidas
nezinomas

Chemokiny receptoriaus homologas,
veikimas neZinomas

UL33 homologas, dalyvauja
replikacijoje

CC chemokiny receptorius
Numanomas chemokiny receptorius
Pastoviai aktyvus receptorius,
slopinamas SDF, IP-10 ir vMIP-II

CXC chemokiny receptorius
Sekretuojamas, surisa CC chemokinus
Chemokiny receptorius

IL-10 homologas, Th1 atsako
antagonistas

IL-10 homologas, Th1 atsako
antagonistas

[IL-10 homologas, Th1 atsako
antagonistas

CCarba CX3C chemokinas

Skatina angiogeneze ir hematopoeze
CCR8 agonistas, Th2 cheminis
pritraukiklis

Th2 cheminis pritraukiklis, chemokiny
receptoriy antagonistas

Veikimas neZinomas

MIP-1b homologas, chemokiny
receptoriy antagonistas

Chemokiny homologas, skatina virusy
sklidima

T lasteliy mitogenas

RiSasi su semaforino receptoriumi
VESPR, skatina ICAM-1 ir citokiny
gamyba monocituose

Sutrumpinimai: VAR, raupy (variola) virusas; RPV, triusiy raupy virusas; MYXV, Miksomos
virusas; SPV, kiauliy raupy virusas; EHV-2, Arkliy herpeso virusas 2; MCV, odos moliusko

virusas. Pagal [117].

IS pateikty duomeny matoma, kad selektyvus imuninés sistemos spaudimas

priverté virusus sukurti daugybe jvairiy jo i$vengimo biidy. Siy mechanizmy

iSaiSkinimas padeda geriau suprasti virusy dauginimosi bei patogenezés

mechanizmus ir sékmingiau kovoti su virusinémis infekcijomis. Bet Sios Zinios

gali pasitarnauti ir kitoje svarbioje srityje. Kaip Zinoma, imuniné sistema

kontroliuoja ir ankstyvos stadijos véZiniy lasteliy plitimg bei dauginimasi, taigi

Sios lastelés patiria tokj pat imuninés sistemos spaudimg kaip ir virusai.

Visiskai tikétina, kad siekdamos iSvengti imuninés sistemos kontrolés véZinées
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lastelés naudoja tokius pat ar panaSius mechanizmus Kkaip ir virusai. Ir is
tikryjy, daugelio véziniy lgsteliy pavirsiuje yra maziau MHC I molekuliy, daug
ju yra atsparios apoptozei, pastebima ir kity virusais uzkréstoms lgsteléms
budingy savybiy. Todél virusy naudojamy imuninés sistemos iSvengimo
mechanizmy supratimas gali padéti spresti ir véZio bei kitas su imunine

sistema susijusias sveikatos problemas.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1. Medziagos

2.1.1. Reagentai

Amersham Biosciences (JAV):

Glutationo-agarozés rutuliukai, IPTG, ozkos antikiinai specifiniai GST baltymui.
Amresco (JAV):

Agarozé, glicinas, YNB, magnio chloridas, Tris, DNR gryninimo i$ agarozeés gelio
rinkinys Cyclo-pure gel extraction kit.

Applichem (Vokietija):

Druskos rugstis, galaktozeé, natrio dihidrofosfatas.

Biomedicininiy tyrimy ir studijy centras (Latvijos universitetas, Latvija):
Monokloninis pelés antikuinas 14E11, specifinis HBc ir HBe baltymui [94].
Bio-rad (JAV):

NDS; su krieny peroksidaze konjuguoti antikinai, specifiniai pelés IgG
baltymams; su krieny peroksidaze konjuguoti antikunai, specifiniai ozkos IgG
baltymams; su krieny peroksidaze konjuguoti antikinai, specifiniai triusio IgG
baltymams.

Clinical Science products (JAV):

TMB

Fermentas (Lietuva):

VerSelio Zarny Sarminé fosfatazé, kreveciy Sarminé fosfatazé, DNR
polimerazés, T4 DNR ligazé, T4 polinukleotidkinazé, ribonukleazé A, visos
darbe naudotos restrikcijos endonukleazés, plazmidZiy skyrimo rinkinys
GeneJET Plasmid Miniprep Kit; DNR fragmenty agarozés gelyje standartai
GeneRuler™ DNA Ladder Mix, GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder Plus,
MassRuler™ DNA Ladder Mix; baltymy molekulinés masés standartai

PageRuler ™ Prestained Protein Ladder, Prestained Protein Molecular Weight
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Marker, Unstained Protein Molecular Weight Marker.

Fluka (Sveicarija):

Natrio chloridas, sacharozé, TEMED, vandenilio peroksidas.

Macherey-Nagel (Vokietija):

PlazmidZiy skyrimo rinkinys Nucleospin Plasmid.

Millipore (JAV):

PVDF membrana

Reachim (Rusija):

Gliukozé, kalio chloridas, natrio karbonatas.

Carl Roth (Vokietija):

Akrilamidas, amonio persulfatas, amonio sulfatas, ampicilinas, Bradford
reagentas, glicerolis, guanidino hidrochloridas, jaucio serumo albuminas,
mieliy ekstraktas, natrio hidrofosfatas, peptonas, PMSF, Slapalas.
Sigma-Aldrich (JAV):

Bisakrilamidas, chloronaftolis, EDTA, etidzio bromidas, fenolis, Kumasi
briliantinio mélis, li¢io acetatas, magnio sulfatas, merkaptoetanolis, PEG, TMB,
Tween-20, HA epitopui specifiniai triuSio monokloniniai antikiinai.

Standard (Lenkija):

Acto rugstis, chloroformas, natrio Sarmas, pieno miltai, sieros rugstis.

Vilniaus degtiné (Lietuva):

Etanolis.

2.1.2. Oligonukleotidai

Nukleotidy sekos nustatymo pradmenys (Fermentas, Lietuva):

M13/pUC dir 5"-GTAAAACGACGGCCAGT
M13/pUCrev 5"-CAGGAAACAGCTATGAC
T7-prom 5-TAATACGACTCACTATAGGG
T7-term 5-GCTAGTTATTGCTCAGCGG
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Pradmenys plazmidés pB42AD intarpo padauginimui ir sekavimui (Clontech,
JAV):

AD-dir  5-CGATACCAGCCTCTTGCTGAGTGGAGATG

AD-rev  5-GATTGGAGACTTGACCAAACCTCTGGC

Pradmenys NF-kB aktyvumui nustatyti EMSA metodu (Metabion, Vokietija):
oNFkB1 5-CGAGCCTAACGGGACTTTCCAAG

oNFkB2 5-TCGAGCTCGGATTGCCCTGAAAGGTTCAGCT

Pradmenys plazmidziy konstravimui (Metabion, Vokietija; MWG Biotech,
Vokietija)

Raiskos vektoriams su jterptu HA epitopu konstruoti:

QMN1 5"-GATCCCAATTGCCCGGGCCCGTCGACCTGCA

QMN2 5"-GGTCGACGGGCCCGGGCAATTGG

HAP1 5"-CTAGACCACCATGGTATACCCATACGATGTTCCAGATTACGCTG
HAP2 5-GGTGGTACCATATGGGTATGCTACAAGGTCTAATGCGACCTAG
HAP3 5-ATCCAGCGTAATCTGGAACATCGTATGGGTATACCATGGTGGT
Restrikcijos endonukleaziy taikiniams j HBc galus jvesti:

2H1 5-GCGAATTCGACATTGATCCTTATAAAGAA

2H2 5-GCCTCGAGCTAACATTGAGATTCCCGAG

CON1 5-ACCATGGACATTGATCCTTATAAAGAATTTG

HBc iskritoms jvesti:

CoreDD2 5’-GGCCTAAAATTCAGGCAACTATTG

2053 5-ATAACTGACTACTAGGTCCCTG

2054 5-GTTGACATAACTGACTACTAGGTCC

HBc C galo pakeitimams:

CCS2A  5-GCCTCGAGCTAACATTGAGCTTCCCGAG

CCCOA  5-GCCTCGAGCTAAGCTTGAGATTCCCGAG

CCD1 5"-TGGAATTCCCGGAGACTACTGTTGTTAGAC

CCR1 5-CTCGAGCTAGCGCGCATTTGGTGGTCTATAAGC

CCR2 5-CTCGAGCTAGCGCGCTTGAGATCTTCTGCGACGCG
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IKKy geno pakeitimams :

2051 5-CACTCGAGTTACACTGGCCGGCCCTACTC
IKKD2  5-GGAATTCAGGAAGCTGGCCCAGTTGCAG
IKKD3  5-GGAATTCGTGGGCAGTGAGCGGAAGCG
IKKD4  5-GGAATTCCAGGCGGATATCTACAAGGCG
IKKR1  5-GCTCGAGCTACGCCTGGGCCTTCAGCACCG
IKKR2Z  5-CCTCGAGCTACCGCTTCCTCATGTCCTCG
GIPC1 geno pakeitimams :

GC1R1  5-GCTCGAGCTAGTAGCGGCCGACCTTGG
GC1D1  5-GGAATTCGAAGAGAAGGCCATTGAGAAGG
GC1D2  5-GGAATTCGCCCACGTGAAGGGGCAG
GC1R2  5-GCTCGAGCTAGCCACCCGCTGAACGCTGGC
GIPCZ2 geno pakeitimams :

GC2R1  5-CTCGAGTCATAATCCTCTTCGTTTGGC
GC2D1  5-GGAATTCGGTCCTGCCACCGTGGAAG
GC2D2  5-GAATTCGGAGGACAACTAGGACTAGAAG
GC2R3  5-CTCGAGTCACTTCATAGTAAAGAGTTCCTC
FLJ20850 baltymo geno pakeitimams :

Al1R1 5"-CTCGAGCCGCCATCACTCGGCAG

A1D2 5"-GAATTCGCGCGCTACCGGAGC

A1R2 5-CTCGAGTCAGCCCAGCCGCGTCTGCTCC
A1D4 5"-GAATTCCCTGCAGTGCCTGCTGC

2.1.3. Mikroorganizmy kamienai

E.coli DH5a F~ (#80dlacZ AM15) recAl endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17(rx
my*) supE44 relA1 deoR E.coli A(lacZYA-argF) U169;

E.coliBL21(DE3) F-ompT hsdSp(rs- mp~) decm gal (DE3); turi profagg ADE3 su
T7 RNR polimerazés genu (Novagen, JAV);

E.coli KC8 hsdR, leuB600, trpC9830, pyrF::Tn5, hisB463, lacAX74, strA,
galU, K (Clontech, JAV);
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S.cerevisiane EGY48 MATaq, ura3, his3, trp1, LexAop(x6)-LEU2 (Clontech, JAV).

2.1.4. Plazmidés

pUC57
pTZ57R
pGex-5x

pET-HA

pHB320

pC19

W1207co

pB42AD

pLexA

p8op-lacZ

pB42AD-T

pLexA-Lam

klonavimo vektorius (Fermentas);

klonavimo vektorius (Fermentas);

vektorius, skirtas su GST (Schistosoma japonicum 26-kDa
glutationo S-transferazés domenas) suliety geny raiskai
bakterijose (Amersham)

vektorius, skirtas su HA (gripo viruso hemaglutinino HA
epitopas) suliety geny raiSkai bakterijose (sukonstruotas
autoriaus)

plazmidé su pilnu HBV ayw subtipo genomu (gauta i$ prof.
Paul Pumpens, Biomedicininiy tyrimy ir studijy centras,
Latvijos universitetas, Latvija);

plazmidé su HBV C genu, turinc¢iu 86-93 ar. iskritg (gauta is dr.
Helga Meisel Virusologijos Institutas, Charité universitetiné
ligoniné, Berlynas, Vokietija);

plazmidé su HBV C genu, turinc¢iu 77-93 ar. iskritg (gauta is dr.
Helga Meisel);

mieliy/bakterijy vektorius, skirtas galaktozés indukuojamai
su b42 domenu suliety geny raiskai mielése (Clontech);
mieliy/bakterijy vektorius, skirtas pastoviai su lexA domenu
suliety geny raiskai mielése (Clontech);

mieliy/bakterijy vektorius, skirtas LexA operatoriaus
kontroliuojamai [3-galaktozidazés geno raiSkai mielése
(Clontech);

SV40 viruso didysis T antigenas, sulietas su b42 domenu
vektoriuje pB42AD;

Zmogaus laminas C, sulietas su lexA domenu vektoriuje pLexA.
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2.1.5. Tirpalai

Jeigu nenurodyta Kitaip, visy tirpaly paruoSimui medZiagos tirpintos

vandenyje.

Tirpalai DNR elektroforezei

TAE buferinis tirpalas (pH 8,3): 0,04 M Tris acetato, 1 mM EDTA.

Agarozé (1%): 1% agarozés TAE buferiniame tirpale.
EtidZio bromido tirpalas: 10 mg/ml etidZio bromido.
DNR daZas: 0,04% bromfenolio mélio, 0,04%

ksilolcianolio, 30% glicerolio.

DNR iSskyrimo tirpalai

NaOH-NDS tirpalas: 1% NDS, 0,2 M NaOH.

NaOAc (pH 4,8 arba pH 7,0): 3 M natrio acetato, pH 4,8 arba pH 7,0.

RNazés A tirpalas: 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 15 mM NaCl, 10
mg/ml kasos ribonukleazés A.

Glikogeno tirpalas: 20 mg/ml glikogeno.

E.coli ir mieliy kompetentiniy lgsteliy ruosimo tirpalai

Na(l tirpalas: 5 mM Tris-HCl (pH 7,4-8,0), 5 mM MgClz, 100 mM NaClL
CaCl; tirpalas: 5 mM Tris-HCI (pH 7,4-8,0), 5 mM MgClz, 100 mM CaCl..

TE: 10 mM Tris-HCI (pH 7,6), 1 mM EDTA.
TE-LiAc: 0,1 M CH3COOLi tirpalas TE.
TE-PEG: 50% (w/v) PEG 4000 tirpalas TE.

Visi transformacijai naudojami tirpalai turi buti sterilus.

Tirpalai baltymy elektroforezei poliakrilamido gelyje

denaturuojanciomis saglygomis

Akrilamido/bisakrilamido tirpalas: 30% (w/v) akrilamido, 0,8% N, N’-

metilenbisakrilamido.
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4xTris-HCI/NDS (pH 6,8): 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,4% (w/v) NDS.
4xTris-HCl/NDS (pH 8,8): 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 0,4% (w/v) NDS.

Amonio persulfato tirpalas: 10% (NH4)2S520s.

Koncentruojancio gelio tirpalas: 13% (v/v) akrilamido/bisakrilamido tirpalo,
25% 4xTris-HCI/NDS (pH 6,8), 0,5% amonio persulfato tirpalo, 0,1% TEMED.
Skirstomojo gelio tirpalas (12 % akrilamido): 40% (v/v)
akrilamido/bisakrilamido tirpalo, 25% 4xTris-HCI/NDS (pH 8,8), 0,33%
amonio persulfato tirpalo, 0,066% TEMED.

2 xdaZo buferinis tirpalas: 25% 4xTris-HCI/NDS (pH 6,8), 20% (w/v)
glicerolio, 4% (w/v) NDS, 0,001% (w/v) bromfenolio mélio, 2% (v/v)
merkaptoetanolio.

Tris-glicino/NDS elektroforezés buferinis tirpalas (pH 8,3): 25 mM Tris, 0,2 M
glicino, 0,1% NDS.

Kumasi mélio tirpalas: 50% (v/v) etanolio (arba metanolio), 0,05% (v/v)
Coomassie Brilliant Blue R-250, 10% (v/v) acto rugsties.

Geliy plovimo tirpalas: 5% (v/v) acto rugsties.

Imunoblotingo tirpalai

PBS: 50 mM NaH2PO4 (pH 7,2), 100 mM NaCl.

Baltymy pernasos buferinis tirpalas (PTB): 50 mM Tris-HCl (pH 7,2), 1,13%
glicino, 10% etanolio.

Plovimo tirpalas I (PBS-T): 0,1% Tween 20 iStirpinta PBS.

Plovimo tirpalas Il (TBS): 20 mM Tris-HCl (pH 7,6), 140 mM NaCl.

Blokavimo tirpalas: 5% pieno baltymuy istirpinta PBS-T.

Ryskinimo tirpalas: 0,05% 4-chlornaftolis, 16% etanolio, 0,02% Salto H20>
istirpinta TBS.

GST iStraukimo metode naudoti tirpalai

Bakterijy ardymo tirpalas: 2 mM PMSF, 1 mM EDTA tirpalas PBS (pH 7.2).
Sqveikos tirpalas: 0.5% NP40, 2 mM PMSF, 1 mM EDTA tirpalas PBS (pH 7.2).
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Tirpalai 3-galaktozidazés aktyvumo nustatymui

X-gal tirpalas: 20 mg X-gal mililitre N,N-dimetilformamido.

Z buferinis tirpalas: 100 mM NaPi, 10 mM KCIl, 1 mM MgS04, pH 7.

Mieliy ardymo tirpalas: 0.2 mM PMSF ir 0.3% [3-merkaptoetanolio iStirpinta Z
tirpale.

ONPG tirpalas: 4 mg/ml ONPG iStirpinta Z tirpale.

Papildomi tirpalai mieliy ir bakterijy mitybinéms terpéms

BU drusky tirpalas: 70 g Na2ZHP047H20 ir 30 g NaH2P04 litre vandens.

DO tirpalas: 200 mg/]1 L-adenino hemisulfato druskos, 200 mg/]1 L-arginino
HCI, 300 mg/1 L-izoleucino, 300 mg/1 L-lizino HCl, 200 mg/]1 L-metionino, 500
mg/l L-fenilalanino, 2000 mg/1 L-treonino, 300 mg/I L-tirozino1500 mg/I], L-
valino.

Leu tirpalas: 1000 mg/1 L-leucino.

His tirpalas: 200 mg/1 L-histidino HCI monohidrato.

Trp tirpalas: 200 mg/1 L-triptofano.

Ura tirpalas: 200 mg/1 L-uracilo.

EMSA tyrimo tirpalai

Buferis A: 100 ul HEPES (1M, pH 7,9), 100 pl KCI (1M), 10 pl EDTA (0,1 M), 10
ul EGTA (0,1 M), 100 pul DTT (10 mM), 50 pl PMSF (10 mM), vandens iki 10 ml.
Buferis B: 20 ul HEPES (1M, pH 7,9), 133 ul KCI (3M), 1 ul EDTA (0,1 M), 1 ul
EGTA (0,1 M), 10 Il DTT (10 mM), 10 pl PMSF (10 mM), vandens iki 1 ml.
EMSA reakcijos tirpalas: 10 mM HEPES (pH 7.9), 50 mM KCI, 5 mM MgCl, 1
mM DTT, 1 mM spermidino, 10% glicerino.

2.1.6. Mitybinés terpeés

Bakterijy auginimo terpés

LB terpé: 1% peptono, 0.5% mieliy ekstrakto, 1% NaCl.
Agarizuota LB terpé: LB terpé su 2% agaro.
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M9 terpé: 1x M9 druskos (5x M9: 64 g Na,HPO4x7H20, 15 g KH2PO4, 2,5 g NaCl ir 5
g NH4Cl istirpinama 11 vandens), 2 mM MgS04, 0,1 mM CaCly, 0,4% gliukozés.
Agarizuota M9 terpé: M9 terpé su 2,5% agaro.

E.coli lastelés buvo auginamos agarizuotoje arba skystoje terpéje 37°C
temperatiroje. Antibiotikams atsparus kamienai auginti terpése, j kurias pridéta
50 upg/ml ampicilino arba kanamicino tirpalo. PrieS uZpilant Iléksteles
transformanty atrankai ir auginimui, Sie antibiotikai buvo pridedami j iSlydytg ir
atSaldytg iki 55°C agarizuotg terpe. Auginant kamieno KC8 transformantus, j

agarizuotg M9 terpe papildomai pridedama amino rugsciy His, Leu arba Ura.

Mieliy auginimo terpés

YPD terpé: 1% mieliy ekstrakto, 2% peptono, 2% gliukozés.

Agarizuota YPD terpé: YPD terpé su 2% agaro.

SD-DO terpé: 0.67% YNB, 1% kazeino hidrolizato, 2% gliukozés, 10% DO tirpalo,
10% Leu tirpalo.

Agarizuota SD-DO terpé: SD terpé su 2,5% agaro, 10% Leu tirpalo.

Agarizuota SD-DO/Gal/Leu/X-gal terpé: 0.67% YNB, 1% kazeino hidrolizato, 3%
galaktozés, 10% DO tirpalo, 80 mg/L X-gal, 10% Leu tirpalo, 2,5% agaro, 10% BU
drusky tirpalo.

Agarizuota SD-DO/Gal terpé: 0.67% YNB, 1% kazeino hidrolizato, 3% galaktozés,
10% DO tirpalo, 2,5% agaro.

Mieliy lastelés buvo auginamos agarizuotoje arba skystoje terpéje 28-30°C
temperaturoje. Auginant skirtingus mieliy transformantus, j SD terpes papildomai

pridedama po 10% His, Trp arba Ura tirpaly.

2.2. Metodai

2.2.1. DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR elektroforezé buvo vykdoma 1| Tris-acetatinj buferinj tirpalg

panardintuose 0,6% - 1% horizontaliuose agarozés geliuose esant 10 V/cm
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jtampai. Pasibaigus elektroforetiniam frakcionavimui geliai dazyti 5-10 min.
etidzio bromido tirpale (1 pg/ml), nesuriStas daZas nuplautas tekancio
vandens srovéje ir geliai analizuojami transiliuminatoriaus (,Herolab”) UV

Sviesoje.

2.2.2. DNR hidrolizé ir ligavimas

DNR hidrolizés reakcijos miSinyje naudota ne didesné nei 50 pug/ml DNR
koncentracija. Buferiniai tirpalai bei inkubacijos temperatiira buvo parenkami
pagal UAB Fermentas rekomendacijas. Jei restrikcijos endonukleaze
hidrolizuota DNR buvo naudojama Kkitose fermentinése reakcijose, reakcijos
miSinys ekstrahuotas fenolio - chloroformo miSiniu bei chloroformu, DNR i$
vandeninés frakcijos buvo iSsodinama izopropanoliu (pridéjus NaOAc, pH 5,2
iki 0,3 M koncentracijos), nuosédos praplaunamos 70% etanolio tirpalu,
iSdZiovinamos ir iStirpinamos reikiamame vandens Kkiekyje. Jei reakcijai
naudotas buferinis tirpalas netrukdé sekanciai fermentinei reakcijai,
restrikcijos endonukleazés aktyvumas buvo panaikinamas reakcijos misinj 20
min. pakaitinus 65°C temperatiiroje (taikyta tik jautriems temperatirai
fermentams).

DNR 5'-galiniy fosfaty paSalinimui buvo naudojama Sarmine fosfatazé is
verSiuko Zarny arba kreveCiy. PGR pradmeny 5°-galams fosforilinti vykdyta
bakteriofago T4 polinukleotidkinazés katalizuojama reakcija.

DNR ligavimo reakcija buvo vykdoma ligavimo buferyje vienam pg DNR
pridedant T4 DNR ligazés vieneta. DNR fragmenty koncentracija ligavimo
miSinyje: fragmenty su “lipniais” galais sujungimui - 50-100 pg/ml; fragmenty
su bukais galais sujungimui - 150-300 pug/ml. Vektoriaus ir DNR fragmenty

molekuliy santykiai ligavimo miSinyje: nuo 1:1 iki 1:3.

2.2.3. Polimerazés grandininé reakcija

PGR buvo atliekama naudojant UAB Fermentas buferinius tirpalus, dNTP
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miSinj, termostabilias Taq arba Pfu DNR polimerazes ir vadovaujantis

gamintojo rekomendacijomis.

2.2.4. DNR fragmenty iSskyrimas i$ agarozés gelio

Skiriant DNR i$ agarozés gelio, buvo paruosSiamas specialus gelis su plaCiomis
duobutémis, j kurias jneSami DNR méginiai. Kai reikalingas DNR fragmentas
elektroforezés metu pakankamai atsiskirdavo nuo Kkity, reikiama gelio sritis
buvo iSpjaunama skalpeliu, susmulkinama ir patalpinama j Eppendorf tipo
meégintuvelj. Toliau DNR fragmenty skyrimui buvo naudojamas Cyclo-Pure ™

(Amresco) rinkinys.

2.2.5. Plazmidinés DNR skyrimas

Plazmidiné DNR buvo skiriama Sarminés lizés metodu [2, 104]. Priklausomai
nuo eksperimento tikslo buvo naudojamos jvairios Sio metodo atmainos.
Skiriant mazus plazmidinés DNR kiekius transformuota bakterijy kolonija
buvo uZséjama j 4 ml LB terpés su ampicilinu ir inkubuojama per naktj 37°C
temperaturoje kratytuve. Kultira buvo nucentrifuguojama 10 min. 2000
aps./min. greiciu (Eppendorf 5810R centrifuga), Iastelés suspenduojamos 200
pl TE buferinio tirpalo, pridedami 2 tiriai NaOH-NDS tirpalo ir Svelniai
sumaiSoma. Po to buvo pridedama 1,5 tirio natrio acetato (pH 4.8) tirpalo ir
sumaiSoma. Pridéjus 500 pul chloroformo ir sumaiSius, meéginiai
centrifuguojami 10 min. 2000 aps./min. (Eppendorf 5810R centrifuga) greiCiu.
Vandens fazé buvo nusiurbiama | Eppendorf mégintuvélius, plazmidé
iSsodinama izopropanoliu (0.7-0.8 supernatanto turio), praplaunama 70%
etanoliu, iSdZiovinama ir iStirpinama vandenyje.

Skiriant didelius plazmidinés DNR kiekius transformuota kolonija buvo
uzséjama j 50-1000 ml skystos LB terpés ir auginama 16-20 val. 37°C
kratytuve. Lastelés buvo surenkamos centrifuguojant ir suspenduojamos TE
buferiniame tirpale (1 g biomaseés - 10 ml TE). Prie gautos lgsteliy suspensijos

pridéjus 2 tirius NaOH-NDS tirpalo miSinys buvo Svelniai sumaiSomas,
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palaikomas 5 min. kambario temperatiiroje ir pridedama 1,5 tiirio NaOAc (pH
4,8) tirpalo. Po to méginiai atsargiai suplakami ir centrifuguojami 15 min. 6000
aps./min. greiciu 4°C temperatiiroje (Beckman J2-21 centrifuga, JA-10 arba JA-
14 rotorius). DNR i$ supernatanto buvo iSsodinama pridedant izopropanolio
(0,7-0,8 supernatanto tiirio) ir surenkama centrifuguojant 15 min. 10 000
aps./min. greiciu (Beckman J2-21 centrifuga, JA-10 arba JA-14 rotorius). DNR
iStirpinama 5 kartus maZesniame vandens tiryje. RNR hidrolizei buvo
naudojama kasos ribonukleazé, reakcija vykdoma 15 min. kambario
temperaturoje. Baltymy paSalinimas buvo atliekamas ekstrahuojant lygiu
tariu fenolio/chloroformo (1:1) miSiniu tris kartus, po to chloroformu vieng
kartg. DNR i$S vandens fazés iSsodinama dviem turiais etanolio ir surenkama
centrifuguojant Eppendorf 5415D stalinéje centrifugoje. Gautos nuosédos
buvo tirpinamos vandenyje.

Plazmidinés DNR skyrimui buvo naudojami ir Macherey-Nagel bei UAB

Fermentas firmy rinkiniai.

2.2.6. E.coli kompetentiniy lasteliy paruosSimas ir transformacija

| 5 ml LB terpés buvo pridedama 50 pl naktinés E.coli recipientinio kamieno
kultiros, lastelés auginamos 37°C temperatiroje kratykléje kol lasteliy
kultiros optinis tankis (bangos ilgis 550 nm) pasiekdavo 0,3 optinius vienetus
(po 2-3 val). Visos tolesnés procediiros atliekamos ledo vonioje. Lastelés
surenkamos centrifuguojant 4°C temperaturoje 10 min. 2500 aps./min.
(Eppendorf 5810R centrifuga) ir praplaunamos 3 ml 4°C temperatiiros NaCl
tirpalu. Nucentrifugavus tomis paciomis salygomis, lgstelés suspenduojamos 3
ml 0°C temperattiros CaCl; tirpalo ir patalpinamos 30-60 min. ledo vonioje. Po
to lastelés buvo nusodinamos centrifuguojant tomis paciomis sglygomis,
supernatantas nupilamas, o lgstelés suspenduojamos 200 pl CaCl; tirpalo ir
naudojamos transformacijai.

Transformuojant kompetentines lgsteles ligavimo misiniu, 5-10 ug DNR (20 ul

ligavimo miSinio) buvo jdedama j 0,2 ml Igsteliy suspensijos. Transformuojant
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plazmidémis naudojama 0,1 ug/ml DNR koncentracija. Kompetentiniy lgsteliy
ir DNR miSinys 30 min. patalpinamas j ledo vonig, po to dviem minutéms
pernesamas j 42°C vandens vonig. Po temperatiirinio Soko DNR ir Igsteliy
misinys buvo uZpilamas kambario temperatiros LB terpe santykiu 1:5 ir
kratomas 0,5 val. 37°C. Po to lgstelés surenkamos centrifuguojant, iSséjamos
ant agarizuotos mitybinés terpés su reikiamu antibiotiku ir auginamos 37°C

termostate.

2.2.7.Plazmidziy konstravimas
pET-HA

Atlikto darbo metu buvo tiriami jvairis Zmogaus baltymai ir jvairiy baltymy
sutrumpintos formos, daugumai jy dar néra sukurta specifiniy antikuny.
Siekiant aptikti tokius baltymus ir iSvengti rezultaty dviprasmiSkumo dél
nevienodo jvairiy antikuny specifiSkumo ir sukibimo stiprumo, prie visy
tiriamy baltymy galima prikabinti trumpg amino rugsciy seka (Zyme), kurios
aptikimui galima naudoti gerai apibiidintus komercinius antikiinus. Siam
tikslui pasirinktas gripo viruso hemaglutinino baltymo HA epitopas.
Susintetinti komplementarts vienas kitam pradmenys HAP1 ir HAP2, kurie
susiporave koduoja HA Zyme bei turi galus, atsirandancius po hidrolizés Xbal
ir BamHI restrikcijos endonukleazémis. Tokia DNR seka jterpta j plazmide
pQM-NTag-A (Quattromed, Estija), perkirpta minétomis endonukleazémis, ir
gauta plazmidé pQM-HA, kurioje transliacijos pradZios taSkas, HA Zyme
koduojanti seka ir uZ jos esanti daugybinio klonavimo seka yra jterpta tarp
ekspresijai  Zinduoliy lgstelése reikalingy seky. AnalogiSka plazmideé
ekspresijai bakterijose pET-HA gauta | plazmide pET16b (Novagen, JAV),
perkirptg restrikcijos endonukleazémis Ncol ir BamHI, jterpus Ncol-Bglll

fragmenta iS plazmidés pQM-HA.
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Plazmidés su laukinio tipo bei mutantiniais HBc genais ir ivairiomis Siy

geny modifikacijomis

HBc geno pakeitimai

Pilno ilgio wt ir mutantiniai HBc genai buvo padauginti PGR budu naudojant
pradmenis 2H1 bei 2H2 ir klonuoti j plazmide pTZ57R. Patikrinta jterpty
fragmenty nukleotidy seka, jie iSkirpti restrikcijos endonukleazémis EcoRI ir
Xhol bei jterpti i atitinkamai perskeltas plazmides pLexA, pB42AD, pGex-5x ir
pET-HA. Gautos plazmidés yra skirtos suliety geny raiSkai mielése bei
bakterijose ir buvo naudojamos baltymy sgveikos tyrimuose. Kadangi visiems
geny fragmentams padauginti skirty pradmeny galuose jvesti EcoRI ir Xhol
restrikcijos endonukleaziy atpaZinimo taikiniai, analogiSkai sukonstruoti ir
kity baltymy raiSkos vektoriai.

HBc genas, kurio 181 pozicijoje esantis serinas pakeistas alaninu, gautas
panaudojus PGR ir pradmenis 2H1 bei CCS2A; 183 pozicijoje esantis cisteinas
pakeistas alaninu panaudojus pradmenis 2H1 ir CCCOA; 144-183 ar.
fragmentui gauti naudoti pradmenys CCD1 ir 2H2; 1-177 ar. fragmentui gauti
naudoti pradmenys 2H1 ir CCR2. Hibridiniai Wt-c1 ir c1-Wt genai
sukonstruoti iSkirpus Kpn2I ir Xhol 3" fragmentg iS vieno geno ir pakeitus jj
analogisku kito geno fragmentu. HBc genas su 5 ar. iSkrita Wt-5 sukonstruotas
pUC57 plazmide su jterptu wt HBc genu padauginus naudojant pradmenis
CoreDD2 bei 2053 ir gautg fragmentg ligazés pagalba pavertus j Ziedine forma.

GIPC1 geno pakeitimai

GIPC1 fragmentas 124-228 gautas PGR budu naudojant pradmenis GC1D2 ir
GC1R2; 124-333 ar. fragmentui gauti naudoti pradmenys GC1D2 ir GC1R1;
261-333 ar. fragmentui gauti naudoti pradmenys GC1D1 ir GC1R2.

GIPC2 geno pakeitimai

GIPC2 98-315 ar. fragmentui gauti naudoti pradmenys GC2D2 ir GC2R1; 98-
194 ar. fragmentui gauti naudoti pradmenys GC2D2 ir GC2R3; 231-315 ar.
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fragmentui gauti naudoti pradmenys GC2D1 ir GC2R1.

FLJ20850 geno pakeitimai

FLJ20850 12-201 ar. fragmentui gauti naudoti pradmenys A1D4 ir A1R1; 12-
150 ar. fragmentui gauti naudoti pradmenys A1D4 ir A1R2; 97-201 ar.
fragmentui gauti naudoti pradmenys A1D2 ir A1R1; 97-150 ar. fragmentui
gauti naudoti pradmenys A1D2 ir A1R2.

IKKy geno pakeitimai

IKKy 225-419 ar. fragmentui gauti naudoti pradmenys IKKD2 ir 2051; 250-
419 ar. fragmentui gauti naudoti pradmenys IKKD3 ir 2051; 250-305 ar.
fragmentui gauti naudoti pradmenys IKKD3 ir IKKR1; 304-419 ar. fragmentui
gauti naudoti pradmenys IKKD4 ir 2051; 250-359 ar. fragmentui gauti naudoti
pradmenys IKKD3 ir IKKR2.

2.2.8. Rekombinantiniy baltymy sintezé E.coli 1astelése

Transformuotos E.coli BL21 (DE3) Iastelés buvo auginamos 37°C
temperatiiroje iki optinio tankio 0,5-0,7 (bangos ilgis 600 nm) 200 ml LB
terpéje su ampicilinu. Pridéjus 1mM IPTG bakterijos toliau augintos kambario
temperatiroje 16 val. Po to lgstelées buvo iSsodinamos centrifuguojant ir
suspenduojamos 3 ml PBS (pH 7.2) su 2 mM PMSF ir 1 mM EDTA. Lastelés
suardomos pridéjus 3 g stiklo rutuliuky (0.5 mm diametro) ir 4 min. stipriai
purtant 4°C temperatiiroje. Gauti lasteliy ekstraktai buvo denatiiruojami ir
perneSami ant PVDF membrany arba vykdoma jy elektroforezé 12-15% SDS-
PAA geliuose.

2.2.9. Baltymy elektroforezé PAA gelyje ir daZymas

RuosSiant meéginius NDS-PAGE elektroforetinei analizei, 10-20 pl tiriamo
baltymy tirpalo (ar suspensijos) buvo sumaiSoma su tokiu pat tlriu

elektroforezés dazo. Méginiai 10 min. denatiiruoti 95-100°C temperatiroje. IS
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skiriamosios  (10-15%) ir koncentruojanCios dalies sudarytame
poliakrilamido gelyje elektroforezé buvo vykdoma vertikaliai esant 60 mA
nuolatinés sroves stiprumui ir 200 V jtampai. Po elektroforezés
poliakrilamidinis gelis buvo naudojamas imunoblotingui arba daZomas.
Baltymus daZant gelis buvo imerkiamas i vonele su Kumasi briliantinio mélio
daZzu ir Svelniai kratomas 30-45 min. purtykléje. Dazg nupylus gelis buvo
uzpilamas ~100 ml geliy plovimo tirpalu. Plovimas truko 1-2 val. keiciant

plovimo tirpalg kas 30 min.

2.2.10. Imunoblotingas

Denatiruojanciuose poliakrilamido geliuose elektroforetiskai iSfrakcionuoti
baltymai pusiau sausu budu (horizontali elektroforezé) buvo perneSami ant
PVDF membranos, kuri po to blokuota blokavimo tirpalu. Membrana buvo
praplaunama PBS-T, patalpinama j specialy ,Biometra” cilindrg ir uZpilama 3-
4 ml] PBS-T tirpalu su specifiniais antikiinais. Po to cilindras su membrana
buvo jstatomas j besisukantj rotoriy ir inkubuojamas kambario temperattroje.
Po 2 val. membrana buvo plaunama buferiu PBS-T 2 kartus po 15 min. ir vieng
kartg 5 min. Po to buvo vykdoma hibridizacija su peroksidaze konjuguotais
antikinais, specifiniais pelés, triusio ar ozkos IgG ir inkubuojama dar 1-2 val.
Tada membrana buvo plaunama PBS-T dukart po 10 min. ir vieng karta TBS.
Membranos rySkinimui buvo naudoti 4-chlornaftolio tirpalas su vandenilio

peroksidu arba TMB ryskalas.

2.2.11. Baltymy saveikos nustatymas ,,GST iStraukimo“ metodu

Siam metodui buvo naudojami su GST ir su HA sulieti baltymai, susintetinti E,
coli BL21 (DE3) lastelése. 300 ul bakterijy lizato, turincio bent 100 pg su GST
suliety baltymy, sumaiSomi su 25 pl glutationo-agarozés rutuliuky ir Svelniai
maiSomi 1 val. 4°C temperatiiroje. Po to rutuliukai tris kartus plaunami 1 ml
4°C PBS (pH 7.2), uZpilami 500 pl sgveikos buferio, pridedama maziausiai 50

ug su HA suliety baltymy ir Svelniai maiSoma 4 val. 4°C temperatiroje.
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Rutuliukus keturis kartus praplovus 1 ml sgveikos buferio i$ jy ruoSiami
meéginiai denatiruojanciai baltymy elektroforezei. Forezé buvo vykdoma 12%
arba 15% PAA geliuose, baltymai perneSami ant PVDF membrany ir
sgveikaujantys baltymai aptinkami naudojant antikinus, specifinius HA arba

GST.

2.2.12. Mieliy S.cerevisiae transformacija

I 5 ml YPD (arba SD-DO, jeigu transformuojami jau turintys plazmidZiy
kamienai) terpés buvo uzséjamas reikiamas mieliy kamienas ir auginamas per
naktj 30°C kratytuve. Naktiné kultura 50 karty praskiedziama ta pacia terpe ir
inkubuojama 30°C kratytuve iki optinio tankio 0,5-0,7 (bangos ilgis 600 nm).
Lastelés buvo centrifuguojamos 2 min. 3000 aps./min. grei¢iu (Eppendorf
5810R centrifuga) ir praplaunamos 2 ml distiliuoto vandens. Po to lastelés
suspenduojamos TE-LiAc tirpale ir patalpinamos 1 val. 30°C termostate. Tada
jos nusodinamos centrifuguojant ir suspenduojamos 400 pl TE-LiAc tirpale.
Buvo imama 85-90 ul kompetentinés kultiiros, pridedama 10 pl 96% etanolio,
0,1-1 pg plazmidinés DNR, 50 pg viengrandés DNR ir 30 min. inkubuojama
300C termostate. Po to buvo pridedama 300 ul 50% TE-PEG, 1 val. laikoma
300C termostate ir 20-25 min. perkeliama j 42°C temperatiiros vandens vonia.
Lastelés nusodinamos centrifuguojant, suspenduojamos vandenyje ir
iSséjamos j 1éksteles su reikiama SD-DO terpe.

Mielés buvo transformuojamos ir greituoju biidu. Siame metode naudojami
visi aukSCiau aprasyti tirpalai ir atliekamos tokios pacios procediiros, tik
transformuojamos mielés auginamos ne skystoje terpéje, o nugraibomos nuo

i$ vakaro uzséty léksteliy.

2.2.13. Mieliy dviejy hibridy metodas ir MATCHMAKER LexA
sistema

Dviejy hibridy metodas, sukurtas Stanley Fields ir bendradarbiy [33] yra

mieliy genetinis tyrimas, siekiant nustatyti baltymy tarpusavio sgveikas in
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vivo. Sis metodas turi kai kuriy pranasumy, lyginant su kitais baltymy
tarpusavio sgveikos tyrimo metodais (baltymy afinine chromatografija,
imunoprecipitacija, baltymy kovalentiniu suriSimu ir kt.). Dviejy hibridy
metodu galima ne tik nustatyti sgveikaujanCius baltymus, bet ir atrinkti
klonuotus tokiy baltymy genus. Be to, Siuo metodu galima aptikti ir silpnas bei
trumpalaikes baltymy sgveikas, budingas dideliems lgstelés baltymy
kompleksams. Dviejy hibridy sistemoje nereikia tiriamy baltymy iSgryninti ir
nebutini antikinai prie$ juos. Kadangi tyrimas atliekamas in vivo, yra didesné
tikimybé, kad tiriami baltymai bus savo natiiralioje konformacijoje. Dviejy
hibridy metodu galima tirti dviejy Zinomy baltymy tarpusavio sgveikg arba
ieSkoti baltymy, sgveikaujanciy su tiriamuoju.

Daugelis eukariotiniy transkripcijos reguliatoriy yra sudaryti i fiziSkai
atskiriamy, funkciskai nepriklausomy domeny. Tokie reguliatoriai turi DNR
suriSantj domeng (DNA-BD - binding domain), kuris riSasi su specifine
promotoriaus seka, ir aktyvuojanti domeng (AD - activating domain), kuris
sgveikauja su RNR polimerazés Il kompleksu, nukreipdamas jj Salia esancio
geno nuskaitymui [70]. Abu geny aktyvavimui reikalingi domenai visada yra
viename polipeptide. Pavyzdziu gali buti mieliy GAL4 transkripcijos veiksnys.
Naudojant geny inZinerijos metodus, Siuos domenus galima fiziskai atskirti ir
nepriklausomai sintetinti vienoje lasteléje. Fiziskai atskirti DNA-BD ir AD
peptidai tiesiogiai nesgveikauja tarpusavyje ir transkripcijos neaktyvuoja, nors
DNA-DB domenas ir susiriSa su promotoriumi. Taciau jeigu AD peptidas kokiu
nors budu prijungiamas prie DNA-BD peptido, susiformaves kompleksas
sugeba aktyvuoti transkripcija. Eksperimentai parodé, kad bet kuris AD
domenas gali buti suporuotas su bet kuriuo DNA-BD domenu ir aktyvuoti
geno, prie kurio riSasi DNA-BD domenas, transkripcija (9 pav.).

Dviejy hibridy sistemoje BD vektorius naudojamas BD domeno ir baltymo X
(“masalo”) sulieto baltymo konstravimui, o vektorius AD - domeno AD
prijungimui prie baltymu Y (“grobio”) (10 pav.). Gali biti sukonstruota visa

suliety su AD geny biblioteka, skirta naujy, dar neZinomy baltymy,
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sgveikaujanciy su “masalu”, paieSkai. [vykus sagveikai tarp “masalo” X ir
baltymo Y, du funkciniai domenai, atsakingi uz DNR suriSimg ir transkripcijos
aktyvavima, atsiduria vienas Salia kito ir atkuriama geno aktyvavimo funkcija.
Kai Sie hibridai sintetinami mieliy Igstelése, jau turinciose patogius
reporterinius genus (pvz. LacZ ir LEU2), prie§ kuriy promotorius jterptos
DNA-BD domeno suriSamos sekos, reporteriniy geny raiska parodo sgveika
tarp “masalo” ir kito hibridinio baltymo (11 pav.).

Projekte naudojamoje komercinéje MATCHMAKER LexA dviejy hibridy
sistemoje BD domenas paimtas i§ prokariotinio LexA baltymo, kurio jprastiné
funkcija yra SOS geny represija E.coli lastelése sgveikaujant su LexA
operatoriaus seka. AD domenas yra rugsStinis peptidas B42, aktyvuojantis
transkripcija mielése. Sioje sistemoje naudojami du skirtingi klonavimo
vektoriai pLexA ir pB42AD, skirti geny, koduojanCiy potencialiai
sgveikaujancius tarpusavyje baltymus, suliejimui su minétais domenais ir
tolesnei hibridiniy baltymy sintezei mielése (12 pav.). Sulieto su BD domenu
ir sulieto su AD domenu baltymy sgveika aktyvuoja reporteriniy geny, savo
promotoriuje turiniy LexA operatoriaus sekas, transkripcija. Tokiu budu
baltymy sgveika lgstelei suteikia naujg fenotipinji poZymj - aktyvuojama
lengvai aptinkama geno raiska. Jeigu du hibridiniai baltymai nesgveikauja
vienas su Kkitu, reporteriniy geny raiska nevyksta ir mieliy Igstelés nejgauna
naujy fenotipiniy pozymiy. MATCHMAKER LexA sistema naudoja du skirtingus
reporterinius genus LEUZ ir lacZ, reguliuojamus keleto LexA operatoriy. Jeigu
mieliy lgstelése sintetinami hibridiniai baltymai sgveikauja, integruotas i Leu-
auksotrofinio mieliy kamieno EGY48 genomg reporterinis LEUZ genas tampa
aktyvus ir leidZia joms augti SD-DO indukuojancioje terpéje be leucino. Dél
plazmidéje p8op-lacZ esancio reporterinio lacZ geno raiskos tokiose lgstelése
sintetinamas fermentas beta-galaktozidazé, kurios aktyvumas gali buti
stebimas keliais skirtingais buidais. Matuojant Sio fermento aktyvuma, galima
gauti kiekybinj jvertinimg, kuris leidZia palyginti keliy hibridy pory saveikos

santykinj stipruma.
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p8op-lacZ | | lacZ

12 pav. Plazmidés, naudojamos MATCHMAKER LexA dviejy hibridy sistemoje.

2.2.14. Saveikaujanciy baltymy atranka naudojant mieliy dviejy
hibridy metoda

Viena Sviezia S.cerevisiae EGY48 mieliy kamieno kolonija, transformuota
plazmidémis p8op-lacZ ir pLexA su tiriamu sulietu genu, buvo uzséta j 150 ml
SD-DO/+Trp/+Leu terpés ir kratoma 250 aps./min. 30°C temperatiroje
pernakt. 100 ml naktinés kulturos praskiesta 1 1 SD-DO/+Trp/+Leu terpés ir
kratoma 30°C temperaturoje iki optinio tankio ~0,5 (bangos ilgis 600 nm).
Lastelés  iSsodintos  centrifuguojant, praplautos steriliu  vandeniuy,
suspenduotos 8 ml TE-LiAc tirpalo ir laikytos 60 min. 30°C temperatiroje. Po
to pridéta 0.5 mg plazmidinés KDNR bibliotekos, 20 mg viengrandés DNR,
Igstelés palaikytos 30 min 30°C temperaturoje, pridéta 60 ml TE-PEG ir
misinys inkubuotas 45 min 30°C temperatiiroje. Siluminis $okas atliktas 25
min. 42°C vandens vonioje ir Igstelés iSsétos j léksteles su SD-DO/Gal terpe. Po
3-5 pary inkubacijos 30°C iSaugusios kolonijos buvo perkeltos j 1éksteles su
SD-DO/Gal/Leu/X-gal terpe. Po paros atrinktos mélynos kolonijos ir nuo jy
vykdoma PGR panaudojant pradmenis ADdir ir ADrev. Padauginti fragmentai
hidrolizuoti  keturiy nukleotidy seka atpaZjstanciomis restrikcijos
endonukleazémis Hpall bei Rsal, ir pagal gauty restrikcijos fragmenty “pieSinj”
kolonijos suskirstytos j grupes, turincias identiSky kDNR intarpus. IS
kiekvienos grupés kolonijy buvo iSskirta plazmidiné DNR ir transformuota j
E.coli kamieng KC8. Kadangi atrinktos mielés turéjo tris skirtingas plazmides,
transformuotos bakterijos iSsétos ant M9 terpés su ampicilinu, kanamicinu ir
amino rugsciy miSiniu, bet be triptofano - tokiu budu atrinktos kolonijos,

turin¢ios pB42AD plazmides su KDNR intarpais. IS transformuoty bakterijy
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kolonijy iSskirta plazmidiné DNR ir nustatytos jose esanciy kDNR sekos.

2.2.15. Reporteriniy geny raiskos jvertinimas

AStuonios S.cerevisiae EGY48 mieliy kolonijos, transformuojamos reporterine
plazmide p8op-lacZ ir tuo paciu dviejy hibridy sistemos plazmidZiy deriniu,
atskirais taSkeliais uZséjamos | lékSteles su SD-DO terpe, pernakt
inkubuojamos 30°C temperatiiroje ir paraleliai perkeliamos ant terpiy SD-
DO/Gal/Leu/X-gal bei SD-DO/Gal. Po 24-48 wval. inkubacijos 30°C
temperatiiroje analizuojama reporteriniy geny raiska. Terpéje be leucino auga
tik mieliy kolonijos su sgveikaujanciais dviejy hibridy sistemos baltymais, o
terpéje su X-gal tokios kolonijos nusidaZzo mélynai. Pagal kolonijy dydj ar
spalvos intensyvuma galima spresti ir apie baltymy sgveikos stipruma.

Kai kuriais atvejais buvo vykdomas ir kiekybinis vieno iS reporteriniy geny -
B-galaktozidazés - ivertinimas. Tuo tikslu transformuotos mielés auginamos
indukuojancioje terpéje (SD-DO/Gal), praplaunamos distiliuotu vandeniu,
suspenduojamos 300 pl mieliy ardymo tirpalo, uzSaldomos skystame azote ir
suardomos kratant su stiklo rutuliukais. | 100 pl lizato jpilama 700 pl mieliy
ardymo tirpalo, 160 pl ONPG tirpalo, o iSryskéjus geltonai spalvai reakcija
stabdoma pridedant 0,5 ml 1 M NaCOs tirpalo. Fiksuojamas kiekvieno
meéginio inkubavimo su ONPG tirpalu laikas ir optinis tankis (bangos ilgis 420
nm). Rezultatai, patenkantys j linijinio optinio tankio didéjimo ribas,
iSreiSkiami ONPG mikromoliais, kuriuos hidrolizuoja 1 mg lgstelés baltymo per
minute. Siekiant uZtikrinti kuo geresnj rezultaty patikimuma, tiriamos keturios
skirtingos tomis paciomis plazmidémis transformuotos mieliy kolonijos,

kiekviena tris kartus.

2.2.16. NF-kB aktyvumo nustatymas matuojant CAT aktyvumag

Granuliocity-monocity pirmtaky Igsteliy linija HL-60 buvo auginama skystoje
RPMI 1640 terpeéje su 10% jaucio vaisiaus serumo esant 37°C, 5% CO: ir

aukstai drégmei. pRR55 plazmidé, kurioje CAT genas sulietas su ZCMV
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ankstyvuoju promotoriumi, ir plazmidés HBc geny raiskai transfekuotos
naudojant DEAE dekstrano metodg [104]. ] dalj lasteliy 2 h prie$ ardant buvo
pridéta 5 ng/ml TNF-a. Lastelés surinktos centrifuguojant, suardytos
daugkartinio uZSaldymo-atSildymo buidu, nustatytas méginiuose esantis
baltymo kiekis. Vienodas kiekvieno méginio baltymo kiekis buvo naudojamas
CAT aktyvumo nustatymui. Lasteliy lizatai inkubuoti su [14C]chloramfenikolu,
o acetilinty produkty Kiekis nustatytas skaitikliu, méginius iSskleidus

plonasluoksnés chromatografijos budu.

2.2.17. NF-kxB aktyvumo nustatymas EMSA metodu

Zmogaus kepeny lasteliy linija Huh7 transfekuota HBc geny raigkai skirtomis
plazmidémis naudojant Effectene (Qiagen) arba ExGen 500 (Fermentas)
transfekcijos reagentus. Lastelés parg augintos 6 cm skersmens lékstelése, 2 h
iki suardymo j dalj kiekvienos grupés lgsteliy pridéta 5 ng/mL TNF-a. Po to
Igstelés surinktos, praplautos lediniu PBS, suspenduotos 1,5 ml buferio A ir 15
min. laikomos lede. | méginj jlaSinta 80 pL buferio A su 10% Triton X ir
purtoma 5 min. Centrifugavimo biidu surinktos tgsios nuosédos, praplautos 2-
3 mL buferio A ir suspenduotos 100 pL buferio B. Po 30 min. purtymo 0-4 °C
branduoliy baltymy ekstraktas atskirtas centrifuguojant. | kiekvieng méginj su
10 pg branduolio baltymy ekstrakto pridéta 20 pL. EMSA reakcijos tirpalo su
1,2 pg poly(dI-dC) ir 0,5-1 ng P32 Zymétos DNR, sudarytos i$ oligonukleotidy
oNFkB1 ir oNFkB2. Méginiai 20 min. inkubuoti kambario temperatiroje ir
reakcijos produktai atskirti 5% nedenatiruojanciame PAA gelyje TBE

buferyje.

2.2.18. Bioinformatineé analizé

Sukonstruoty plazmidziy ir KkDNR intarpy sekos buvo tiriamos
Biotechnologijos instituto Sekoskaitos centre naudojant BigDye® Terminator
v3.1 Cycle Sequencing Kit reagenty rinkinj ir Gene Analyzer 3130xl (Applied
Biosystems, JAV) geny analizatoriy. DNR ir nuspéty amino rugsciy seky
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homologijos paiesSkos atliktos naudojantis NCBI BLAST Ziniatinklio serverio
paslaugomis. Baltymy motyvy paieskos atliktos naudojantis EMBL SMART ir
Welcome Trust Sanger instituto PFAM Ziniatinklio tarnyby paslaugomis.
Egzony ir introny struktiiry nuspéjimas genomo sekose atliktas naudojant
MIT (Masaciusetso technologijy institutas) GENSCAN serverj. Baltymy
spiraliniy sri¢iy nuspéjimas atliktas Coil serveryje, o daugelio baltymy
palyginys atliktas TCofee serveryje, abi paslaugas teikia Sveicarijos

bioinformatikos institutas.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. HBV Serdies baltymuy ir jy mutantiniy formy saveika

mieliy dviejy hibridy sistemoje

Hepatito B viruso infekcija gali sukelti jvairaus sunkumo negalavimus - nuo
besimptomés infekcijos iki asStraus, fulminantinio hepatito arba chroninés
infekcijos su galimu kepeny cirozés ar vézio iSsivystymu. Manoma, kad
pagrindinj vaidmenj HBV patogenezéje atlieka Seimininko imuninis atsakas
[20]. Eksperimentuojant su HBV uZzkrésta transgenine pele nustatyta, kad
virusas iS organizmo gali buti pasSalinamas necitopatiniu, citokiny valdomy
procesy budu [41]. Nors laukinio tipo HBV tiesiogiai nekenkia kepeny
lasteléms, HBV mutantai, turintys pakitusius struktirinius genus, gali tai
daryti. Parodyta, kad HBV mutantai, turintys iSkritas centrinéje Serdies (core)
geno dalyje, gali kauptis inksty persodinimg patyrusiy ir dél to
imunosupresuojamy pacienty organizmuose. Daugeliui pacienty, kuriy
organizmuose Sie mutantai iSlieka 1-2 metus, iSsivysto greitai progresuojanti
kepeny liga [42]. Nors minéti mutantai gali sudaryti iki 90% visy virusy [92],
pacienty organizmuose visada aptinkamas ir natyvus HBV [9, 53]. Tokie
mutantai nesugeba savarankiskai daugintis, bet prarasta replikacijos
sugebéjimg eksperimentinése sistemose atstato lgsteléje esantis wt virusas
arba plazmidé, nuo kurios sintetinamas sveikas HBc baltymas [43, 53, 73, 84].
Remiantis Siais duomenimis iSkelta prielaida, kad natyvus HBV kompensuoja
mutantiniy virusy nesugebéjima formuoti Serdies daleles ir tokiu budu leidZia
jiems daugintis. Siekiant patikrinti Sig prielaidg, reikia nustatyti ar mutantiniai
Serdies baltymai sugeba savarankiskai formuoti daleles. Taip pat pastebéta,
kad tokiy mutanty kaupimasis susijes su wt viruso replikacijos slopinimu [52,
74]. Nustatyta, kad mutantinius HBc baltymus greitai degraduoja Zmogaus
lasteliy proteasomos [13], todél natyvaus viruso replikacija galéty slopinti
mutantiniy baltymy gebéjimas sgveikauti su wt HBc baltymu. Dél tokios
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sgveikos galéty formuotis netaisyklingos ar greitai degraduojamos mozaikinés
dalelés. Norint patikrinti Sig prielaida, reikia nustatyti ar mutantiniai Serdies

baltymai sugeba formuoti daleles kartu su nepakitusiais baltymais.

Lentelé 13. Tirti HBV mutantai

Mutantas HBc1 HBc2 HBc3 HBc4 HBc6 HBc7
. 45-46, 85-93,

Iskrita 86-93 77-93 82-111 75-95 86-93 102-113 45-51

Diagnozé GSKL GSKL GSKL GSKL GSKL LH GSKL

Sutrumpinimai: GSKL - Galutinés stadijos kepeny liga, LH - létinis hepatitas; nurodytos
triokstamy amino riagscéiy pozicijos mutantiniuose baltymuose.

Siame darbe buvo tiriami astuoni Vokietijoje isskirti HBV mutantai, turintys
jvairaus dydzio Serdies geno iSkritas [90]. Mutanty apraSymai pateikti lenteléje
(13 lentelé). Norint suprasti, kaip Sios iSkritos gali paveikti mutantiniy
baltymy struktiirg ir funkcijas, naudinga panagrinéti natyvaus HBc struktiira.
HBV Serdies baltymas yra 183-185 ar. polipeptidas, turintis du domenus -
Serdies domeng (1-140 ar.) ir ,protamino“ domeng (150-183 ar.). Tarp Siy
domeny yra jungiamasis polipeptidas (141-149 ar.). Serdies domenas geba
formuoti kapsides, o trumpesnis nei 138 ar. baltymas §j gebéjima praranda [8,
75, 112]. Manoma, kad protamino domenas, kuriame yra daug arginino, ir
kuris beveik visuose struktiiros modeliuose yra dalelés viduje, surisa viruso
genoma. Bet Siuo metu sukaupta pakankamai jrodymy, kad C-galas yra labai
dinamiskas ir kartais btina kapsidés pavirsiuje [46]. Toks mobilumas Serdies
baltymui gali padéti atlikti daugybe funkcijy jvairiose viruso dauginimosi
stadijose. Sintetinamas E.coli 1astelése HBc baltymas formuoja dimerus, po to
i$ 90 arba 120 dimery susirenka ikosaedrinés dalelés, kuriy trianguliacijos
skaicius atitinkamai T = 3 arba T = 4 [23] (13 pav.). HBc baltymas be C-galo
Zymiai geriau sintetinamas E.coli lastelése, todél strukturiniai tyrimai atlikti

naudojant i$ sutrumpinto baltymo sudarytas T = 4 kapsides.
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13 pav. Hepatito B viruso Serdies baltymo ir jo sudaromy daleliy struktira. A. 149 ar.
ilgio HBc baltymo struktiira. Cilindrai Zymi a-spirales. Apskritimuose esantys skaiciai Zymi
svarbiy ar. pozicijas - N- ir C- galus, a-spiraliy ribas ir Cys61, dalyvaujantj dimerinés jungties
susidaryme. Raudonais briikSneliais pazymétos dviejy iSsamiausiai darbe tirty mutanty
iSkritos. Nuspalvintos sritys: geltonos - butinos baltymo erdvinés struktiiros formavimui;
Zalia - dalyvauja dimery formavime; mélyna - reikalinga saveikai tarp dimery. Pagal Bottcher
ir kt. [11]. B. HBc 1-149 dimero struktiira. Skirtingomis spalvomis paryskinty a-spiraliy ribos:
al (13-17), a2 (27-43), a3 (50-73), a4A (79-90), a4B (92-110) ir a5 (112-127). Pagal
Freund ir kt. [36]. C. Schematinis subvienety iSsidéstymo pavaizdavimas T = 4 kapsidéje.
Struktiiry i$ keturiy subvienety centrai pazyméti apskritimais. Parodyta viena ikosaedro
trikampé plokstelé. D. Visos T = 4 kapsidés schema. Pagal Wynne ir kt. [124].

Kaip matoma i$ lentelés (13 lentelé) ir paveikslélio (13 pav.), mutanty HBc3,
HBc6, HBc7 ir i$ dalies HBc4 bei HBc5 iskritos apima sritis, svarbias baltymo
erdvinés struktiiros formavimuisi. Kitos iSkritos iS esmés nepaliecCia nei sriciy,
reikalingy dimery formavimuisi, nei sriciy, reikalingy dimery tarpusavio
sgveikai bei daleliy formavimuisi. Nepaisant to, iSlieka galimybé, kad Sios
iSkritos gali pakeisti baltymy struktiirg tiek, kad jie prarasty gebéjimg sudaryti
dimerus ar kapsides. Taip pat negalima atmesti galimybés, kad mutantai,
turintys iSkritas srityse, reikalingose teisingos erdvinés strukturos
formavimuisi, gali ir toliau sgveikauti su laukinio tipo baltymais ar vienas su

kitu. Tokig galimybe padidina ir nepaZeista dimery formavimuisi reikalinga a3
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spiralé. Tad j klausimg, kurie mutantai sgveikauja su laukinio tipo baltymais, o
kurie ne, gali atsakyti tik atlikty eksperimenty rezultatai.

Mutantiniy baltymy tarpusavio sgveikai tirti panaudota mieliy dviejy-hibridy
sistema. Sios sistemos pagalba kiekybi$kai jvertinta laukinio tipo ir mutuoty
Serdies baltymy tarpusavio sgveika. Wt-wt aktyvumas prilygintas 100%, o
kitos reikSmés pateiktos tokio standartinio aktyvumo procentais. Siekiant
jsitikinti, kad hibridiniai HBc baltymai pavieniui neaktyvuoja reporteriniy
geny ir sgveikauja specifiskai, buvo panaudotos kontrolinés plazmidés pLexA-
Lam - joje Zmogaus lamino C baltymo genas sulietas su plazmidéje pLexA
esanciu DNR suriSanCiu domenu (transformuota kartu su HBc genais,
esanciais plazmidéje pB42AD) ir pB42AD-T - joje SV40 viruso antigenas T
sulietas su plazmidéje pB42AD esanCiu DNR transkripcijos aktyvavimo
domenu (transformuota kartu su HBc genais, esanciais plazmidéje pLexA).
[vairiy HBc atmainy sgveikos indukuoto (-galaktozidazés aktyvumo reikSmés
pateikiamos diagramoje (14 pav.).

IS Siy eksperimenty rezultaty galima spresti, kad su wt HBc baltymu
sgveikauja mutantai HBc1 ir HBc2, daug silpniau sgveikauja ir mutantai HBc5
bei HBc6. Sie rezultatai paremia prielaida, kad kai kurios mutantinés HBc
atmainos gali slopinti wt viruso dauginimasi, sgveikaudamos su wt HBc
baltymais. Tokig galimybe paremia ir duomenys, kad mutantiniy virusy
genomuose pasitaikancios C geno promotoriaus mutacijos kompensuoja
mutantiniy C geny vykdoma wt virusy slopinimg [74]. Taip pat nustatyta, kad
beveik visi mutantiniai baltymai (iSskyrus HBc1) nesugeba sagveikauti vieni su
kitais, taigi, neturéty formuoti ir daleliy. Sie rezultatai atitinka prielaida,
teigiancig, kad dauguma mutantiniy HBV virusy nesugeba daugintis be natyviy
virusy pagalbos todél, kad jy Serdies baltymai nesugeba suformuoti
pilnaverciy daleliy.

Gauti duomenys rodo, kad Serdies baltymo mutantai HBcl gana stipriai
sgveikauja tarpusavyje bei su natyviu Serdies baltymu ir tikétina, kad jie gali

susirinkti j daleles patys bei sudaryti chimerines daleles su natyviu baltymu.
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Mutantai HBc2 daug stipriau saveikauja su natyviu Serdies baltymu nei
tarpusavyje, todél tiketina, kad jie sudaro tik chimerines daleles su natyviu
HBc. Siy HBc mutanty savybés tyrinétos ir bakterijy bei Zmogaus lastelése.
Sintetinant tas pacias HBc atmainas E.coli 1astelése nustatyta, kad daleles gali
formuoti tik HBc1 mutantas, o mutantas HBc2 jgauna silpng daleliy formavimo
aktyvuma tik tada, kai sintetinama sutrumpinta jo forma. Abu Sie mutantai gali
formuoti mozaikines daleles kartu su wt baltymu [59, 90-91]. Taigi, mieliy
dviejy hibridy eksperimenty rezultatai visiskai atitinka ty paciy baltymy
sintezés bakterijose rezultatus. Toks rezultaty atitikimas ir tai, kad kontroliniai
baltymai nesgveikauja né su vienu HBc baltymu, parodé, kad mieliy dviejy
hibridy sistema yra tinkamas metodas tirti HBc baltymy ir jy mutantiniy
formy sgveikas. Tolesnis uzdavinys buvo bandyti iSaiskinti Igstelés

komponentus - mutantiniy virusiniy baltymuy taikinius.

120 100 Santykinis [f-galaktozidazés aktyvumas
100

80 70 B wt kd HBcX M Lam

60

40 40
40
17
20
1 2 51 421 311 64 %5, 445
0 — ==
wt HBcl HBc2 HBc3 HBc4 HBc5 HBc6 HBc7

14 pav. Mutantiniy HBc baltymy sgveika tarpusavyje ir su wt baltymu. Pateiktas visy
tirty mutantiniy HBc baltymy saveikos su natyviu HBc (wt), tokiu pat mutantu (HBcX) ir
kontroliniu Zmogaus lamino (Lam) baltymu kiekybinis jvertinimas. Dviejy wt HBc baltymy
sgveikos indukuojamas [(-galaktozidazés aktyvumas buvo laikomas standartiniu, o visi kiti
aktyvumai pateikti standartinio aktyvumo procentais.

3.2. Zmogaus baltymu, saveikaujanéiy su HBV Serdies

baltymais ir jyu mutantinémis formomis, paieska

Kaip jau minéta, HBV virusai paprastai nesuardo Zmogaus kepeny lgsteliy, o
kepenys dazniausiai paZeidZiami dél imuninés sistemos atakos prie$ virusa.
Taciau imunosupresuotiems pacientams, kuriy organizmuose aptikti tiriami

mutantiniai virusai, per trumpg laika iSsivysté sunkios hepatito formos, nors jy
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imunitetas ir buvo slopinamas. Nustacius Siy virusy pirmine nukleotidy seka,
paaiskéjo, kad pagrindiniai pakitimai (iSkritos) yra Siy virusy Serdies gene [42,
72]. Tuo remiantis iSkelta hipotezé, kad citopatinius efektus ligoniy
hepatocituose sukelia butent pakite Serdies baltymai. Bet iki Siol neaisku, kaip
mutantiniai HBc baltymai sukelia kepeny ligos paiméjima. Vienas i$ budy
galéty buti tiesioginis Siy HBc mutanty citotoksiSkumas. [prastinés patologinés
sgveikos paprastai padeda susilpninti Seimininko antivirusinj atsakg ar
pasinaudoti Seimininko lgstelés istekliais, reikalingais viruso dauginimuisi
uztikrinti. Bet smarkiai mutavusiy, normaliomis sglygomis savarankiSkai
nesugebanCiy daugintis virusy baltymai galéty sgveikauti su viruso
dauginimusi nesusijusias baltymais ir tokiu budu sukelti nelauktos Zalos
Seimininko lgsteléms. Nustacius, su kuriais hepatocity baltymais sgveikauja
mutantiniai HBc baltymai, galéty paaiSkéti mutantiniy virusy patogenezés
mechanizmai, o atrastos sgveikos ilgainiui galéty tarnauti taikiniais kuriant
naujus vaistus ir gydymo budus.

Mutantiniy HBc ir Zmogaus baltymy saveiky aptikimui buvo panaudota mieliy
dviejy hibridy sistema. Mielés, turincios dviejy hibridy plazmides reporteriniy
geny raiskai (p8op-lacZ) ir sulieto su lexA HBc1 baltymo raiSkai (pLexA-HBc1),
transformuotos Zmogaus kepeny kDNR biblioteka, sulieta su B42 domenu
plazmidéje pB42AD. Beveik trys milijonai transformuoty lasteliy isséti j
léksteles su mieliy terpe be leucino, o iSaugusios kolonijos perkeltos ant
terpeés, spalviSkai iSrySkinancios B-galaktozidazés sinteze. Abu reporteriniai
genai buvo aktyviis daugiau nei Simte kolonijy. Tokiose kolonijose esantys
kDNR fragmentai padauginti PGR budu ir hidrolizuoti restrikcijos
endonukleazémis Rsal ir Hpall. Pagal restrikcijos fragmenty pieSinj visos
kolonijos buvo suskirstytos j grupes, turincias identiSkas kDNR. Po to iS
kiekvienos grupés kolonijy buvo iSskirtos pB42AD plazmidés, turinCios
hepatocity kDNR intarpg, ir vél transformuotos j mieliy kamieng EGY48 su
plazmidémis p8op-lacZ ir pLexA-H1 siekiant patvirtinti, kad bitent Siy

plazmidZiy déka aktyvuojama reporteriniy geny raiska.
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15 pav. Su HBc baltymais saveikaujanciy Zmogaus baltymy atrankos schema.

Paraleliai Sios plazmidés transformuotos j mieliy EGY48 kamieng, turintj

plazmides p8op-lacZ ir pLexA-Lam, siekiant patikrinti, ar reporteriniy geny

raiSka indukuojama specifiskai. Bibliotekos plazmidés, klaidingai ar silpnai

indukavusios reporteriniy geny raiska, toliau tyrinéjamos nebuvo.

Antrame atrankos etape buvo tikrinamas pirmame etape atrinkty KDNR klony

koduojamy baltymy gebéjimas sgveikauti su laukinio tipo HBc. IS daugiau kaip

50 pirmame etape atrinkty kDNR, apie 20 indukavo reporterinius genus ir

transformuotos kartu su wt HBc. Su HBc baltymais sgveikaujanciy Zmogaus

baltymy atranka pavaizduota schemoje (15 pav.). Nustatyta, kad visos kKDNR,
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kurios reporterinius genus aktyvavo kartu su mutantu HBc1, juos aktyvavo ir
transformuotos kartu su didesne iskritg turin¢iu mutantu HBc2. Tokiu bidu
visos atrinktos Zmogaus kKDNR suskirstytos j dvi grupes - tos, kuriy produktai
sgveikauja tik su mutantiniais HBc ir tos, kuriy produktai sgveikauja tiek su

mutantiniais, tiek ir su natyviu HBc (16 pav.).

A bLexA Lam pB42AD-k26 pLexA-HBcl pB42AD-k26

e
B

pLexA-HBc pB42AD-k26 pLexA-HBc2 pB42AD-k26

B pLexA-Lam pB42AD-k63 pLexA-HBel pB42AD-k63

pLexA-HBc pB42AD-k63 pLexA-HBc2 pB42AD-k63

16 pav. Dvi atrinkty Zmogaus KDNR klony grupés. A. Zmogaus KDNR Klonas, kurio
koduojamas baltymas saveikauja tik su mutantiniais HBc baltymais. B. Zmogaus kDNR klonas,
kurio koduojamas baltymas saveikauja ir su mutantiniais, ir su laukinio tipo HBc baltymais.
pLexA-Lam, pLexA-HBc, pLexA-HBcl ir pLexA-HBc2 - pLexA plazmidés, kuriose lexA
domenas sulietas atitinkamai su Zmogaus lamino C baltymu, HBc wt baltymu, mutantais HBc1
(86-93 ar. i8krita) ir HBc2 (77-93 ar. iSkrita). pB42AD-k26 ir pB42AD-k63 - skirtingi Zmogaus
KkDNR fragmentai, sulieti su b42 domenu plazmidéje pB42AD.

Buvo nustatyta visy atrinkty plazmidZiy kKDNR intarpy nukleotidy sekos.
Gautas sekas NCBI BLAST serverio pagalba palyginus su geny bankuose
esanCiomis sekomis nustatyta, kad su mutantiniais ir su laukinio tipo HBc
baltymais sgveikavo GIPC1, GIPC2, ribosominis baltymas L5 ir fibrinogeno
polipeptidai alfa bei gama (14 lentelé). Tik su mutantiniais HBc baltymais
saveikavo jvairus motoriniai ir reguliaciniai baltymai: kineziny Seimos narys
13A, NOTCH2NL, fumarato hidrataze, IKKy/NEMO ir neZinomos funkcijos
baltymai CASKIN2 bei FLJ20850 (15 lentelé).
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Lentelé 14. Zmogaus baltymai, saveikaujantys ir su mutantiniais, ir su wt HBc

baltymais

Baltymas KDNR pilnumas

GIPC1 N-gale triiksta 60 ar.,
C-galas pilnas, viso
273 ar. Nustatytos
dviejy skirtingy
kDNR sekos.

GIPC2 N-gale truksta 48 ar.,
C-galas pilnas, viso
267 ar. Nustatyta
vienos kDNR seka.

RPL5 N-gale triiksta apie

100 ar., C-galas
pilnas, i$ viso 181 ar.
Nustatytos dviejy
skirtingy kDNR
sekos.

Fibrinogenasy  N-gale truksta apie
315 ar,, C-galas
pilnas, i$ viso 122 ar.
Nustatytos dviejy
skirtingy kDNR
sekos, atrinkta dar
keletas.

Fibrinogenasa.  N-gale truksta apie
86 ar., C-galas pilnas,
558 ar. Nustatyta
vienos KDNR seka,
atrinka dar keletas.

Aprasymas

Baltymas, susiejantis kitus baltymus su miozino
VIjudéjimu iSilgai aktino skaiduly. Detalesni Sio
baltymo tyrimai ir apraSymas pateikti Zemiau.

Funkcija neZinoma, homologiskas GIPC1.
Detalesni Sio baltymo tyrimai pateikti Zemiau.

L5 baltymas yra pagrindinis 5S ribosominés
RNR transporto i$ branduolio komponentas.
Nustatyta, kad jis sagveikauja su eukarioty
transliacijos iniciacijos veiksniu 5A, kuris savo
ruoztu saveikauja su ZIV baltymu Rev ir taip
jtakoja viruso iRNR transportg per branduolio
apvalkala. Padidinta baltymo L5 sintezé
pagerina, o Sio baltymo slopinimas stabdo
viruso iRNR transportg ir jo dauginimasi [105].
HBc, kuris suri$a viruso genoma ir gali suristi
RNR molekules, saveika su zmogaus L5 baltymu
galéty atlikti panasias funkcijas ir jtakoti HBc
perna$a per branduolio apvalkala. L5 baltymas
taip pat dalyvauja lasteliy vézinéje
transformacijoje, formuoja kompleksus su
Mdm2 ir p53 baltymais.

Su y- ir a- fibrinogenais HBc wt sgveikauja
stipriau nei mutantiniai baltymai. Fibrinogenai -
kraujo baltymai, kuriy pagrindiné funkcija -
kraujo kre$éjimas. Zinoma kad ligoniai,
sergantys virusiniais hepatitais, daznai kencia
nuo fibrino formavimosi ir kraujo kre$éjimo
sutrikimy [22]. Labiausiai tikétina, kad Siuos
sutrikimus didzigja dalimi nulemia kepeny,
kuriose gaminama daug kraujo baltymy,
paZeidimai. Bet Siuos sutrikimus galéty jtakoti ir
Siame darbe aptikta HBc sgveika su fibrinogenu,
tuo labiau kad dideli kiekiai kitos Serdies
baltymo formos - e antigeno (HBeAg) -
aptinkami uzsikrétusiyjy hepatitu B kraujyje.
Tinka apraSymas, skirtas fibrinogeno a baltymui
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Lentelé 15. Zmogaus baltymai, saveikaujantys tik su mutantiniais HBc baltymais

Baltymas KDNR pilnumas  Aprasymas
IKKy/NEMO N-gale triksta NF-kB signalinio kelio baltymas. Detalesni Sio
apie 224 ar., C- baltymo tyrimai ir apraSymas pateikti Zemiau.

galas pilnas, i$ viso
195 ar. Nustatyta
vienos kDNR seka.

FL]J20850 N-gale tritksta 8 Nezinomos funkcijos baltymas. Detalesni Sio
ar,, C-galas pilnas,  baltymo tyrimai ir apraSymas pateikti Zemiau.
171 ar. Nustatyta

vienos KDNR seka.

KIF13A Klonuota kDNR Tai kineziny Seimos baltymas. KIF13A baltymas
koduoja 1757 ar. dalyvauja periferiniame lastelés transporte [26].
ilgio KIF13A Kinezinai - motoriniai baltymai, kurie juda iSilgai

baltymo N-dalj, mikrovamzdeliy hidrolizuodami ATP. Virusy
kurioje yra kinezi- genomo ir baltymy kompleksui reikalingas aktyvus
no motorinis transportas citoplazmoje, ir tam panaudojami
domenas (~600 mikrovamzdeliais judantys motoriniai baltymai. Su
ar.). N-gale trilksta  motoriniais baltymais sgveikaujantys mutantiniai
195 ar. Nustatyta  virusy baltymai galéty sutrikdyti svarbias Igstelés
vienos kDNR seka. transporto sistemas arba tiesiog nukeliauti j I3stelés
vietas, kuriose pasireiskia jy patogeniSkumas.
NOTCH2NL N-gale tritksta 124  Zmogaus NOTCH2NL (Notch homolog 2 N-terminal
ar., C-galas pilnas,  like) [30] yra Iastelés Notch signalinio kelio [116]
112 ar.Nustatyta  baltymy $eimos narys. Sio signalinio kelio sutrikimai
vienos kDNR seka.  ir jo geny mutacijos siejamos su leukemija, kriities,
prostatos, gimdos kaklelio ir kitomis vézio rusimis
[98], baltymas siejamas ir su Alzheimerio liga [125].
Nustatyta ir Notch baltymy saveika su virusais.
EpStein-Bar viruso EBNA2 baltymo sgveika su
Notch1 ir Notch2 sukelia B limfocity véZine
transformacijg, su Notch signalinio kelio baltymais
saveikauja ir Kaposi sarkomos bei Zmogaus
papilomos virusai [44]. NOTCH2NL baltymas
apibiidintas neseniai ir kol kas zinoma, kad in vitro
jis slopina Notch geny transkripcinius aktyvumus.
Fumarazé N-gale tritksta 199  Fumarazé (fumarato hidratazé) - vienas i$ Krebso
ar,, C-galas pilnas,  ciklo fermenty. Fumarazés trikumas - retas
311 ar.Nustatyta  recesyvinis autosominis susirgimas, sglygojantis
vienos kDNR seka.  smarkius neurologinius ir kepeny pazeidimus.
Fumarazés mutacijos siejamos su jvairiais véZiniais
susirgimais [39].
CASKIN2 N-gale triiksta 863 CASKIN2 (cask-interacting protein 2) baltymas
ar,, C-galas pilnas,  apibudintas neseniai [114]. CASK baltymas
257 ar. Nustatytos  dalyvauja viename i$ Igstelés signaliniy keliy,
dviejy kDNR perduodanciy signalus i$ sinapseés [48], bet jo
sekos. sgveika su CASKIN?2 nenustatyta, o pastarasis
baltymas savo pavadinimg gavo dél homologijos su
CASKINT1, kuris saveikauja su CASK. Tad CASKIN2
baltymui iki Siol nepriskirta jokia funkcija ir
nenustatytos saveikos su Kitais baltymais.
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Buvo tikrinama visy atrinkty baltymy tarpusavio sgveika bei sgveikos su wt
arba mutantiniais HBc baltymais stiprumas. PaaiSkéjo, kad kai kurie atrinkti
baltymai sgveikauja su kai kuriais Kitais atrinktais Zmogaus baltymais arba
daug silpniau nei kiti sgveikauja su HBc baltymais. Buvo nuspresta, kad tokie
baltymai su HBc sgveikauja nepakankamai specifiSkai ar stipriai, todél toliau
jie nebuvo tiriami. Tolesniems tyrimams pasirinkti stipriai ir specifiSkai su HBc
arba jo mutantinémis formomis sgveikaujantys GIPC1, GIPC2, IKKy/NEMO ir
FLJ20850.

3.3. Zmogaus baltymai, saveikaujantys ir su laukinio tipo,

ir su mutantiniais HBV Serdies baltymais

3.3.1.GIPC1

GIPC1 (taip pat vadinamas GIPC, TIP-2, GLUT1CBP, RGS19IP1, sinektinu,
SEMCAP, NIP, ir IIP-1) yra Zmogaus baltymas, sgveikaujantis su Kitais Igstelés
baltymais [16, 18, 25, 119] ir keliais virusiniais baltymais [32, 100]. GIPC1
baltyme iSskirti du domenai - PDZ ir acila pernesancio baltymo (ACP)
motyvas. PDZ (pavadintas pagal tipiSkas pasikartojancias sekas, pirmg kartg
aptiktas baltymuose PSD-95, Dlg ir ZO-1 [60]) yra gerai Zinomas baltymy
sgveikos domenas, dalyvaujantis visose iSskyrus vieng GIPC1 sgveikose. Tik su
miozinu VI sgveikauja ne PDZ domenas, o N- ir C- GIPC1 baltymo sritys [97].
PDZ domenus paprastai sudaro 80-100 ar. seka, sgveikaujanti su kity baltymy
C-galo sekomis arba su kitais PDZ domenais [55].

Vykdant sgveikaujanc¢iy baltymy paieska mieliy dviejy hibridy sistemoje,
atrinktos beveik pilno ilgio GIPC1 kDNR atkarpos, turinCios pilnus PDZ
domenus. Siekiant patikrinti ar PDZ baltymai dalyvauja sgveikoje su HBc, buvo
sukonstruotos dviejy hibridy plazmidés vien su PDZ domenu (124-228 ar.), su
PDZ domenu ir C-galo seka (124-333 ar.) ir vien su C-galo seka (260-333). Su
LexA sulieti GIPC1 61-333, GIPC1 124-333 ir GIPC1 124-228 sgveikavo su
Serdies baltymo-AD domeno hibridu, tuo tarpu GIPC1 260-333 nesgveikavo
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(17 pav.). Sie rezultatai rodo, kad saveika su HBV $erdies baltymu apsprendZia

PDZ domenas.

Lentelé 16. Su Zmogaus GIPC1 PDZ domenu sgveikaujancios sekos

Saveikaujantis baltymas C-galo seka*

I PSM Kklasé Ser/Thr-X-¥-COOH
GLUT1 ..Asp-Ser-Gln-Val
KIF-1B ..Glu-Thr-Thr-Val
a-Aktininas ..Glu-Ser-Asp-Leu
RGS-GAIP .Ser-Ser-Glu-Ala
Neuropilinas ..Tyr-Ser-Glu-Ala
SemF ..Glu-Ser-Ser-Val
SemC ..Asp-Ser-Val-Val
GP75(Trp-1) ..Glu-Thr-Glu-Val
Megalinas (LDLR) ..GIn-Ser-Val-Val
5T4 ..Asp-Ser-Glu-Val
Integrinas a6A ..Xxx-Ser-Asp-Val
Integrinas a6B ..Thr-Ser-Asp-Ala
TGF-blII receptorius ..Glu-Ser-Tyr-Ser

a-Adrenerginis receptorius
ZIV-1 Tax
ZPV-16 E6

II1 PSM Kklasé

Sindekanas-4
Sindekanas-2

II1 PSM Klasé

IGF-1 receptorius
Zmogaus LH receptorius
Dopamino D2 receptorius
Dopamino D3 receptorius
Ziurkés TOM-L1

CD93

HBc

HBc mod

..Ser-Ser-Thr-Ala
..Glu-Ser-Lys-Val
..Glu-Thr-GIn-Leu

Y-X-¥-COOH

..Glu-Phe-Tyr-Ala
..Glu-Phe-Tyr-Ala

X-X-Cys-COOH

.Ser-Ser-Thr-Cys
..Tyr-Thr-Glu-Cys
..Ile-Leu-His-Cys
..Ile-Leu-Ser-Cys
..His-Ser-Glu-Cys
..Gly-Thr-Asp-Cys
Glu-Ser-GIn-Cys
..Glu-Leu-GIn-Cys

* X, bet kokia amino rigstis; W, hidrofobiné. Kursyvu paryskinti virusiniai baltymai.

PDZ domenai paprastai sgveikauja su trimis ar keturiomis kity baltymy C-galo
amino ragstimis, todél iskelta prielaida, kad GIPC1 saveikauja su Serdies
baltymo C-galu. Siekiant tai patikrinti, sukonstruotos dviejy hibridy sistemos
plazmidés, koduojancios HBc baltymo 141-183 amino rugstis. Eksperimenty

rezultatai parodé, kad Serdies baltymo C-galo visiSkai pakanka sgveikai su
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GIPC1 (17 pav. B). Siekiant nustatyti, ar i$ tikryjy keleto galiniy HBc baltymo
amino rugsciy seka yra svarbi jo sgveikai su GIPC1, buvo pasalintos keturios C-
gale esancios amino rugstys. Taip pakeisto HBc C-galo seka (Ser-Gln-Ala-Arg-
COOH) nepanasi né j vieng Zinomg PDZ domeny atpazjstamy seky motyva
(PSM), ir toks baltymas nesgveikavo su GIPC1 (17 pav. B).

A Suliejimai su LexA Suliejimai su B42 B Suliejimai su LexA GIPC1-B42
HBc

125 225 264 320

-

333

;

124 333

DZ s

:

124 228

PDZ

260 333

:

v =]
Zmogaus laminas ESQC

125 225 264 320

61 PDZ @ 333

17 pav. GIPC1 sgveika su HBV $erdies baltymu mieliy dviejy hibridy sistemoje. A: GIPC1
sgveikos srities nustatymas. Tikrinta sutrumpinty GIPC1 atmainy ir Zmogaus lamino C
(neigiama kontrolé) sgveika su HBc. B: HBc sgveikos srities nustatymas. Tikrinta beveik pilno
ilgio GIPC1 (61-333) sgveika su jvairiomis HBc modifikacijomis ir Zmogaus laminu C.

Zmogaus laminas

Pagal suriSamas sekas PDZ domenai suskirstyti j tris klases. I-os klasés
domenai atpazjsta konsensuso sekg Ser/Thr-X-W-COOH (kur X yra bet kokia
amino rugstis, o ¥ - hidrofobiné ar.), II-os klasés domenai surisa sekg W-X-W-
COOH, o I1I-os klasés domenai surisa Asp/Glu-X-¥W-COOH [82]. Anksc¢iau GIPC1
PDZ domeno specifiSskumas buvo apibudintas kaip I-os klasés [119].
EksperimentiSkai nustatyta, kad kai kuriy baltymy PSM sekos -2 padétyje
esantj sering ar treoning pakeitus kita amino rugstimi, jie nebesgveikavo su
GIPC1 [115]. (Pagal susitarima PDZ ligandy C-gale esanCios amino rugsties
pozicija Zymima 0, o sekancios link N-galo artéjancios amino rigstys Zymimos
-1, -2 ir taip toliau [1].) Bet HBc, kurio -2 serinas buvo pakeistas j alaning, ir
toliau sgveikavo su GIPC1 (17 pav. B). Taip pakeistas HBV Serdies baltymo C-
galas (Glu-Ala-Gln-Cys-COOH) panasus j kity su GIPC1 sgveikaujanciy baltymy
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galus - dopamino receptoriy D2 (Ile-Leu-His-Cys-COOH) ir D3 (Ile-Leu-Ser-
Cys-COOH) [54] - abiejuose Siuose baltymuose -2 pozicijoje vietoje treonino ar
serino yra leucinas. Susikaupus daugiau duomeny tapo aisku, kad GIPC1 PDZ
domenas surisa visy trijy PSM Kklasiy sekas [97]. Naujoje, Siek tiek pakeistoje
PSM Kklasifikacijoje, I1I-ios klasés motyvas apibréZtas kaip X-X-Cys-COOH (16
lentelé). Ir natyvaus HBc galiné seka Glu-Ser-Gln-Cys-COOH, ir pakeista seka
Glu-Ala-GIn-Cys-COOH atitinka $j motyva. HBc, kurio galinis cisteinas buvo
pakeistas j alaning, nesgveikavo su GIPC1 (17 pav. B).

Siekiant patvirtinti dviejy hibridy metodu nustatytas sgveikas, buvo
panaudotas GST ,iStraukimo® in vitro metodas. Jvairus HBV Serdies baltymo ir
GIPC1 fragmentai sulieti su GST genu bakterijy raiskos vektoriuje. Siekiant
uZztikrinti vienodg sgveikaujanciy baltymy aptikimg, tie patys geny fragmentai
ju 5’-galuose buvo sulieti su gripo viruso hemaglutinino HA epitopa
koduojanciomis sekomis. Bakterijose buvo sintetinami skirtingi su GST ar HA
suliety baltymy kiekiai, jy tirpumas taip pat smarkiai skyrési, todél ne su
visomis konstrukcijomis galima buvo atlikti eksperimentus. Natyvus GST
baltymas, tipiné neigiama kontrolé tokiuose eksperimentuose, buvo daug
tirpesnis ir kabinosi prie rutuliuky su glutationu daug efektyviau nei bet kuris
sulietas baltymas.

Po jvairiy optimizavimy pavyko GST ir jo hibridus su pilno ilgio HBc ar HBc
141-183 imobilizuoti ant rutuliuky su glutationu ir iSbandyti jy sagveika su HA
pazymétu GIPC1 61-333 baltymu. Rutuliukus nuplovus, vienoduose jy
kiekiuose ieSkota HA pazyméty baltymy. GPC1 rastas tik ant rutuliuky, prie
kuriy pries$ tai buvo prikabinti HBV Serdies baltymo turintys sulieti baltymai.
Taip pat ir su GST sulieti GIPC1 124-228 ir GIPC1 124-333, bet ne nesulietas
GST, ri$osi su HA paZzymétu pilno ilgio Serdies baltymu (18 pav.). Sie rezultatai
patvirtina, kad GIPC1 baltymo PDZ domenas sgveikauja su HBV Serdies
baltymu.
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GST suliejimai

GIPC1 HBc
kDa gsT PDZ Piln. C-gal. Piln.
86
47
anti-GST

34
26
47
34 anti-HA
26
20

HBc GIPC1 HBc GIPC1

HA suliejimai

18 pav. GST iStraukimo eksperimentas. GST (neigiama kontrolé) ir su GST sulieti baltymai
buvo prikabinti prie to paties glutationo-agarozés rutuliuky kiekio ir palikti sgveikauti su HA-
pazymeétais baltymais. Pavyzdziai kruopsciai nuplauti ir analizuoti imunoblotingo pagalba
naudojant anti-GST (virSuje) ir anti-HA (apacioje) antikiinus. 1 takelis: GST + HA-HBc; 2: GST
+ HA-GIPC1; 3: Baltymy molekulinés masés standartas; 4: GST-GIPC1(124-228) + HA-HBc; 5:
GST-GIPC1(124-333) + HA-HBc; 6: GST- HBc(141-183) + HA-GIPC1; 7: GST-HBc + HA-GIPC1.

(C HBe? - I

("syndecan 4

F-Aktinas

("RGS-GAIP ) |/

C ewm )

Pro pasikartojimai PDZ domenas

GIPC1 &
=

A AN
( J1

Uodegos domenas Spiralizuota vija

Miozinas VI

+

19 pav. Spéjamas GIPC1 veikimo modelis. GIPC1 baltymo PDZ domenas (raudonas) surisa
kity baltymy (geltoni) C-galus. Toks kompleksas susiriSa su miozinu VI, GIPC1 baltymo C-galui
sgveikaujant su miozino ,,uodega“ (mélyna). Abiejy baltymy saveikaujancios sritys apibréztos
baltais staciakampiais. Potencialus antrinis GIPC1 sgveikos su miozinu VI domenas apibréztas
staciakampiu i$ tasky. Miozino VI motoriniai domenai (zali) katalizuoja viso komplekso
judéjima link F-aktino siiily ,minus“ galo. Pagal Reed ir kt. [97].
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Kaip jau minéta, laukinio tipo HBc baltymai formuoja homodimerus ir
susirenka j kapsides. Siekiant nustatyti ar dviejy hibridy sistemoje naudoti
sulieti baltymai formuoja panaSias daleles, mieliy lizatai su sulietais HBc
baltymais buvo analizuojamai elektroninio mikroskopo pagalba, bet daleliy
neaptikta. Tikétina, kad dalelés nesusidaré dél pridéto lexA domeno ar maZos
suliety baltymy koncentracijos. Nors manoma, kad HBc baltymo C-gale esanti
daug arginino turinti sritis virusinés dalelés viduje sgveikauja su jo genomu, o
suliety baltymy formuojamy daleliy aptikti nepavyko, vis tiek iSlieka galimybé,
kad su GIPC1 baltymu gali sgveikauti ne tik HBc baltymai, bet ir iS jy
suformuotos kapsidés. Mokslinéje literatiiroje yra duomeny, rodanciy kad
bent jau tam tikras kiekis C-gale esancCiy seky yra iSoriniame dalelés pavirSiuje.
PavyzdZziui, gausi arginino Serdies baltymo sritis nulemia nukleokapsidZiy
prisitvirtinimg prie lgsteliy pavirSiuje esancio heparano sulfato [118]; su Sia
sritimi sgveikaujantis monokloninis antikiinas risasi ir su nepaZeistomis HBV
kapsidémis; tripsinas gali nuskelti Sig sritj nuo rekombinantiniy HBV kapsidZziy
[15]. Buvo iSkelta prielaida, kad tarp dalelés susirinkimui butino Serdies
domeno ir su nukleoriigstimis sgveikaujanc¢io domeno esantis peptidas
formuoja mobilig struktirg ir apsprendzia labai didelj C-galinio domeno
judruma [120].

Kokj vaidmenj Serdies baltymo gebéjimas saveikauti su Zmogaus GIPC1 atlieka
HBV dauginimosi cikle, dar reikia nustatyti. Kadangi didesniy molekuliy
difuzija citoplazmoje smarkiai apribota, virusiniy baltymy ir jy bei genomo
kompleksy kryptingam judéjimai reikalingas aktyvus membraninis ar
citozolinis transportas. Jau nustatyta, kad HBV kapsidés aktyviai
transportuojamos link branduolio dalyvaujant lgstelés mikrovamzdeliy
transporto sistemai [95]. Tuo tarpu kai didelis atstumas tarp lgstelés
periferijos ir branduolio jveikiamas panaudojant mikrovamzdeliy transporto
sistemg, lastelés pakraSciuose ir, galbiit, branduolyje transportas vyksta
pasinaudojant aktino sitlais [96]. Besikaupiantys duomenys rodo, kad GIPC1

Igstelés baltymus susieja su miozino VI judéjimu [81]. O pats miozinas VI
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dalyvauja endocitoziniame transporte ir yra vienintelis link aktino sitly
,minus“ galo judantis molekulinis motoras [45, 121]. GIPC1 baltymo C-galo
sritis sgveikauja su miozino VI ,uodega“ ir iSilgai aktino siiily tempia su PDZ
domenu susietus baltymus (19 pav.). Taigi, viena i§ galimy HBc ir GIPC1
sgveikos funkcijy galéty buti Serdies baltymy ar kapsidziy vidulastelinis
transportas Igstelés pakrasciuose ar branduolyje.

GIPC1 saveikauja maZiausiai su dviem kitais virusiniais baltymais - ZTLV1 Tax
[100] ir Zmogaus papilomos viruso 18 (ZPV-18) E6 [32], bet tikslios $iy
saveiky funkcijos neZinomos. Zinoma, kad su GIPC1 saveikaujantys Zmogaus
baltymai GLUT1 ir NRP1 dalyvauja ZTLV1 viruso patekime j lastele [38].
ZTLV1 viruso genome pasalinus Tax PSM koduojanc¢ia seka, mutantinis virusas
nesugebéjo sukelti ilgiau trunkancCios triusiy infekcijos. IS dviejy labai
giminingy virusy ZTLV1 ir ZTLV?2 tik pirmasis tvirtai siejamas su suaugusiujy
T-lasteliy leukemija ir uZdegiminémis nervy ligomis. Ir tik Tax1, bet ne Tax2
baltymo C-gale yra PDZ suriSimo motyvas [126]. Taip pat ir aukstos rizikos
ZPV padermiy E6 onkobaltymuose yra PDZ suri$imo motyvai, o Zemos rizikos
padermiy analogiSkuose baltymuose Sis motyvas neaptinkamas. Nustatyta,
kad GIPC1 raiska stipriai padidéjusi kasos ir krities véZio lastelése [76, 101], o
blokuojant §j baltymg buvo sustabdytas peliy kasos véZio augimas [77]. Tad
tikeétina kad ir HBc sgveikos su PDZ domeng turinciais baltymais gali buti

svarbios HBV patogeniskumui ar jo patekimui j Igstele.

3.3.2. GIPC2

Kitas, silpniau nei GIPC1 su visomis tirtomis HBc atmainomis sgveikaujantis
baltymas, yra Zmogaus GIPC2. Apie §j baltymg ir jo funkcijas dar labai maZzai
Zinoma, pavadinimas jam duotas dél pirminés sekos ir domeninés
organizacijos panasumo j GIPC1 baltyma (kuris iki tol buvo, o ir toliau
daZniausiai vadinamas tiesiog GIPC). GIPC2 - tai 315 ar. ilgio baltymas,
bioinformatiniais metodais aptiktas ir apibudintas beveik tuo pat metu, kai jis

buvo atrinktas ir apraSomuose eksperimentuose [62]. Tuo pat metu
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bioinformatiniais metodais apibudintas ir trecias panasus baltymas - GIPC3
[103]. GIPC2 baltymas turi 62,0% identisky ar. su GIPC1 baltymu ir 55,3%
identiSky ar. su GIPC3, o GIPC1 su GIPC3 turi 59,9% identisky amino ragsciu.
GIPC2, kaip ir GIPC1 genas, sudarytas i$ SeSiy egzony, o bendra abiejy geny
egzony-introny struktura labai panaSi. GIPC2 raiska stipriausia gaubtinéje
Zarnoje, Siek tiek silpnesné inkstuose ir kasoje, taip pat gana Zymi kepenyse.
Visi GIPC baltymai turi tokig paciag domenine sandarg - centrinéje dalyje yra
PDZ domenas, o, jy N- ir C-galuose iSskirti nauji nezinomos funkcijos domenai
GH1 ir GH2 (GIPC homologijos domenai) [58].

Dviejy hibridy eksperimentuose atrinktos kDNR 5’-gale truksta sekos,
koduojancios pirmasias 48 ar., bet né vienas baltymo domenas nepazeistas.
Kadangi pagrindiné PDZ domeno funkcija - saveika su kitas baltymais ir Siame
darbe jau nustatyta, kad GIPC1 baltymo PDZ domenas saveikauja su HBc
baltymais, padaryta prielaida, kad ir GIPC2 baltymo sgveika su HBc baltymais
irgi apsprendzia PDZ domenas. Siekiant tai patikrinti, buvo sukonstruotos
dviejy hibridy plazmidés, turinc¢ios GIPC2 baltymo PDZ ir GH2 domenus (98-
315 ar.), vien tik PDZ domeng (98-194 ar.) bei vien tik GHZ domeng (231-315
ar.). Atlikus eksperimentus paaiskejo, kad sgveikai su HBc baltymais pakanka
vien PDZ domeno, nors jis sgveikavo Siek tiek silpniau nei 98-256 ar. turintis
baltymas (20 pav., A).

Toliau buvo bandoma nustatyti, kuri HBc baltymo vieta sgveikauja su GIPC2
baltymu. Kadangi GIPC2 baltymo struktira panaSi j GIPC1 baltymo ir jau
nustatyta, kad su HBc sgveikauja GIPC2 PDZ domenas, buvo tiriama HBc
baltymo C-galo ir jo amino riigi¢iy sekos jtaka tiriamai saveikai. Siems
eksperimentams buvo panaudoti sulieti HBc baltymai, sukonstruoti HBc
sgveikos su GIPC1 tyrimams. Eksperimentai parodé, kad sgveikai su GIPC2
uZtenka vien HBc baltymo C-galo (141-183 ar.), o C-gale sutrumpintas (1-179
ar.) ir turintis kitg galiniy ar. seka (Ser-Gln-Ala-Arg-COOH) HBc su GIPC2
nesgveikavo. Nustatyta, kad pilnas HBc baltymas, kurio -2 pozicijoje esantis

serinas pakeistas j alaning, nesgveikauja su GIPC2, nors taip pakeistas HBc
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saveikavo su GIPC1 (20 pav., B).

A Suliejimai su B42 Suliejimai su LexA B Suliejimai su LexA GIPC2-B42

HBc
110 235 310 :
49 GH DIEDYAI=GH2>315 L — 33
ESQC e
113 _190 141 183 R
98 w0V A= GH2)> 315 S D =l - 0 -
- 1 183 ‘
98 194 - - 4AB ——
& PDZ | o : =
o N 179
231GH2>315 NN S el
Zmogaus laminas
) ) i 1 HBc1 183
49 GH DIEDYA=GH2»315 and L _ | ESQC

X-gal

20 pav. GIPC2 saveika su HBV Serdies baltymu mieliy dviejy hibridy sistemoje. A: GIPC2
sgveikos srities nustatymas. Tikrinta sutrumpinty GIPC2 atmainy ir Zmogaus lamino C
(neigiama kontrolé) sgveika su HBc. B: HBc sgveikos srities nustatymas. Tikrinta beveik pilno
ilgio GIPC2 (49-315) saveika su jvairiomis HBc modifikacijomis ir mutantu HBc1.

Baltymy sgveikos duomeny bazése yra jrasy, kad GIPC2 sgveikauja su keletu
kity Zmogaus baltymy. Su lasteliy diferenciacijg jtakojanciu ir veézinéje
transformacijoje dalyvaujanciu baltymu Frizzled-3 sgveikauja visi trys GIPC
baltymai [58]. Frizzled-3 C-galiné seka atitinka tipiska PSM I-os klasés motyva,
o tai rodo, kad visi GIPC baltymai sugeba sgveikauti su Sios klasés sekomis. Bet
kity su GIPC2 sgveikaujanciy baltymy - pleotropino, UNC119, SETDB1 ir
IGSF21 C-gale esancios sekos neatitinka jokio Zinomo PSM motyvo. Sunkiai
tikétina, kad visi Sie baltymai sgveikauty ne su GIPC2 baltymo PDZ domenu, o
su GH1 ar GH2Z domenais, kai iS daugiau nei trisdeSimties baltymuy,
sgveikaujanciy su tokios pacios domeninés struktiiros GIPC1 baltymu, vien tik
miozinas VI sgveikauja ne su PDZ domenu. Gali buti, kad ne visos Sios sgveikos
patikimos, nes jos buvo aptiktos plataus masto Zmogaus baltymy tarpusavio
sgveikos tyrime, panaudojant mieliy dviejy hibridy sistemg ir detaliau netirtos
[111].

Norint tiksliau nustatyti visy GIPC baltymy specifiSkumg reikalingi didesnio
masto sgveikos tyrimai panaudojant atsitiktiniy C-galo seky biblioteka. Tokig

bibliotekg galima buty sulieti su Siame darbe sukonstruotu HBc 1-179 ar.
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baltymu, kuris nesgveikauja su GIPC1 ir GIPC2, o tuo tarpu laukinio tipo HBc,
kuris skiriasi tik C-gale esanciomis papildomomis 4-iomis PSM motyva
atitinkanciomis ar., su GIPC baltymais sgveikauja. Tokie tyrimai su trimis
homologiskais PDZ domenais prisidéty prie intensyviai vykstan¢iy PDZ
struktiros - saveikaujaniy PSM seky désningumy tyrimo. Vykdant
sgveikaujanciy su GIPC baltymy GH2 ar GH1 domenais baltymy paieska,
galima buty tikétis aptikti sgveikaujanius su jais miozinus ar Kitus
transportinius baltymus. Tokiu budu buty paspartintas Siy maZzai istirty
baltymy funkcijos nustatymas.

O kad GIPC2 baltymo vaidmuo gali buti svarbus, rodo jo dalyvavimas véZinéje
transformacijoje. Nustatyta, kad Sio baltymo iRNR raiska prislopinta inksty bei
gaubtinés Zarnos veézio lgstelése ir padidéjusi kai kuriy skrandzio véZio tipy
lastelése [63]; astrios limfocitinés leukemijos Igstelése Sis genas yra metilintas
[65]. Bet siekiant iSsiaiSkinti kokiu budu Sis genas dalyvauja véZinéje
transformacijoje, koks apskritai jo vaidmuo lgsteléje, kokig jtaka jo sgveika su
HBc daro HBV dauginimosi ciklui ir jo patogenezei, reikalingi tolimesni

tyrimai.

3.4. Zmogaus baltymai, saveikaujantys su mutantiniais

HBYV Serdies baltymais

3.4.1. Nenustatytos funkcijos baltymas FLJ20850

Vienos i$ atrinkty kDNR seky palyginimas NCBI BLAST serveryje atskleidé,
kad tai Homo sapiens 19-os chromosomos atviras skaitymo rémelis 60
(C190rf60). Ilgiausios klonuotos kKDNR koduojanti seka buvo 516 nt ilgio. Jai
truksta 24 bp 5°-gale lyginant su nukleortugsciy duomeny bazése esanCiomis
homologiskomis sekomis (pavyzdziui, BC012078.1). Daugelis GenBank
duomeny bazéje esanciy homologisky Zmogaus seky yra neteisingo splaisingo
produktai, neturintys pilny atviro skaitymo rémeliy. Dauguma Zmogaus ir

Simpanzeés seky turi papildomus 66 nukleotidus netoli 5’-galo. ISanalizavus
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Homo sapiens 19-os chromosomos seky gretinj (GenBank priéjimo numeris
NT 011295), paaiskeéjo kad Sios KDNR skiriasi tre€io egzono ilgiu. Kai kurios
splaisingo nuspéjimo programos randa dvi antro introno pabaigos vietas, o
populiarus geny struktiros nuspéjimo serveris GENSCAN [17] nuspéja
trumpesne koduojancios sekos forma, kuri ir atrinkta Siame tyrime (21 pav.).
Trumpesné splaisingo atmaina - vienintelé sekuota kity gyviiny rasiy Sios

kDNR forma.

M I T E T A A E P T V P A V P A A E E AT EAUER G R E E P A
atgatcaccgagaccgeggeggagectacggtoccctgecagtgoctgetgotgaggaggoecacegaaget cggggacgegaggageeggeg 90

W P W KD A P I RT L V g R I H QL Q A E R A @ G F R R L E
tggccctggaaagacgccccgatococggacgetggtgecageogecatccaccagetgecaggotgagecgogegecagggot teccgeccgactggag 180
Egzonas 1A Egzonas 2 Egzonas 2

FE w L. 2 P V O 6 L. R A W G RG L R ¥V P T CRR G HZER QY L R
gagtggttggcgccggtgcagggectgagagectgggggegeggectcagggtccccacatgocgecagaggoccaccgocagtacctgege 270

Egzonas 3 Intronas 3 A Egzonas 3

s 6 P DY DF A RY R ST WV HGV T g AU F2-AU-ASU ERUEV L A
agcggccctgactacgacttcgcgogectaccggagcacagtgcacggggtgacccaggocttocgeccgeccgectocgegggaggtgectggeg 360

vV E A E L ¢ G P R R R 8§ L Q E L E Q@ T R L G
gtggaagcagagctgggcgggectegecaggea cgcagee
Egzonas 3

T v A L L g L. M E T P E L A G @ E D A V R M @0 ¢ L K M K V I
acggtggccctgotgecagttgatggagacgecagagetggeggggcaggaggacgctgtacggatgcagecagetgaaaatgaaggtaatt 540

Egzonas 4 Egzonas 4
K T Mm E 2 1 5 E vV L g b L R F D A E 5 A E *
aaaaccatggaggcgatcagcgaggttctccaggaccttaggtttgatgecggaatctgecgagtga 606
Egzonas 5

ORF C190rf60

1 T~ 3540
R s win
7/ | / = 2 |
E1 E2 E3 E4 E5
trumpesnéiRNR| [ [ [ 1]
E1 E2 E3 FE4E5
ilgesne iIRNR [ [ 1]
E1 E2 E3 E4E5

21 pav. Nukleotidy, spéjama amino rigsciy seka ir FLJ20850 geno struktiira.
Klonuotoje sekoje nesantys fragmentai pritamsinti. Trikampiai parodo egzony ribas.
Alternatyvaus splaisingo taskas yra pilkas.

Sio ASR koduojamas produktas duomeny bazése pavadintas hipotetiniu
baltymu FLJ20850. Ilgesnioji baltymo forma yra 201 ar. ilgio, o trumpesnioji —
179 ar. ilgio. Labai panaSios sekos aptiktos ir kitose Zinduoliy rusyse.
Simpanzés atitikmuo yra 98% tapatus Zmogaus sekai; $uns, jaucio ir arklio
sekos atitinka daugiau kaip 80%; ziurkes ir pelés sekos Zmogaus sekai atitinka
daugiau kaip 70%. Skirtingesnés yra vistos ir dryZuotosios danijos sekos, kuriy

sekos daugiau nei 40% identiSkos Zmogaus sekai (22 pav.). Nors $is baltymas
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yra labai konservatyvus Zinduoliy ruSyse, ieSkant Zinomy domeny ir
strukturiniy motyvy PFAM [34], SMART [67] ir kitose duomeny bazése
neaptikta reikSmingy homologijy né su vienu domenu ar struktiiriniu motyvu.
Zmogaus baltymy nuorody duomeny bazéje (HPRD, Human Protein Reference
Database) [87] Sio baltymo klasé, funkcija, dalyvavimas biologiniame procese
ir raiSkos vieta nenurodyta. Vis tik Sios iRNR raiska jvairiuose Zmogaus
audiniuose gali buti jvertinta analizuojant seky-Zymeny raiskos (EST,
Expressed Sequence Tags) ir mikrogardeliy duomeny bazes (17 lentelé).
Analizé atskleidé, kad FLJ20850 iRNR raiska vyksta daugelyje Zmogaus
audiniy. Baltymy sgveikos duomeny bazéje BioGRID [14] nurodyta viena
FLJ20850 saveika su kitu baltymu. Sgveika su Zmogaus MyoD baltymy Seimos
slopintoju (MyoD family inhibitor) aptikta mieliy dviejy hibridy sistemos
pagalba. Nustatyta, kad FLJ20850 genas yra viena i$ hepatito B sukeliamos

kepeny karcinomos lgsteliy genomo viety, j kurig isiterpia HBV genomas [79].

Hsa RANVNNINY Ei AN A NAINe R PAWPKDAP TRIELVOR T HOLOAERAQBFRRLE 60
Ptr 60
Eca 61
Bta 61
Cfa 61
Mmu 51
Rno AL 51
Gga IDLWRRCRVA-PCS AG 57
Dre 28
Hsa 121
Ptr 121
Eca j8lSG Pl Y DF PRYRSIVHEV TQAFAAASREVLAVEAELAGRAQPL LA 122
Bta §'SGPlEY DFPRYRSIVHEVTOFARASREVLAVEAELAGPRAOPLL 122
Cfa 122
Mmu 112
Rno 112
Gga 118
Dre 89
Hsa 179
Ptr 179
Eca LEETRLATVALLQLMGEPELT MHQLKMKVIKTMEAISEVLQDLEFDAESEE 180
Bta LERTRIMTVALLQLMGT PE L€ OFSRBI NSHOMHOT KMKV IKTMEA T SEVLQDLRFDAESAE] 180
Cfa LEQTRLATVALLQLMGRPELEEO MHQLKMKVIKTMEAISEVLQDLRFDAESAE] 180
Mmu LEQTRLATVALLOUMGT PlEvSin OREEE NIk H L KEKV IKTMEA TEEVLOBLRFDAESAF 169
Rno LEQTRLATVALLOWMGTH) 169
Gga 176
Dre 186} TRO S AQDHPBDE DFQEZRYREMSOE RN T AR TS Rel - {8 SB= o 150

22 pav. Zmogaus baltymo FLJ20850 ir kity organizmy homologisky seky palyginys.
Risiy sutrumpinimai: Hsa, Homo sapiens; Ptr, Pan troglodytes; Eca, Equus caballus; Bta, Bos
taurus; Cfa, Canis lupus familiaris; Mmu, Mus musculus; Rno, Rattus norvegicus; Gga, Gallus
gallus; Dre, Danio rerio. Pateiktos Homo sapiens ir Pan troglodytes seky trumpesniosios
splaisingo atmainos. Gallus gallus seka sutrumpinta.
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Lentelé 17. FLJ20850 iRNR raiska skirtinguose Zmogaus audiniuose.
Mikrogardeliy raiskos duomenys

ST psB S (o, Gene Atlas GeneNote 3{0)
inkstai 98 + + +
prostata 94 ++ ++ ++
kiausidés 87 + ND +
bluznis 73 ND ++ ++
Sirdis 66 ++ ++ +
kasa 60 + + +
antinksciai 60 + ND +
kepenys 38 ++ + +
smegenys 34 ++ ++ ++
plauciai 32 ++ ++ ++
placenta 31 + ND +
7Zarnos 25 ND ND ++
uzkricio 1. 24 + ++ ++
raumenys 9 ++ ++ ++
séklidés 3 + ND +

PaaiSkinimai: EST profilis: apytiksliai geny raiskos dydziai, surinkti i§ EST kiekio ir kDNR
biblioteky Saltiniy, pateikti transkriptais milijone (duomenys i§ NCBI). Gene Atlas: Novartis
Gene Expression Atlas projektas; duomenys imti i§ GEO [5] GDS596 ir ArrayExpress [85] E-
AFMX-5 duomeny rinkiniy. GeneNote: Gene Normal Tissue Expression projektas; duomenys is
GEO GDS423 duomeny rinkinio. BOE: Genome-wide survey of breadth of expression in normal
tissues projektas; duomenys i§ GEO GDS1096 ir ArrayExpress E-GEOD-2361 duomeny
rinkiniy. ++: raiSka aukStesné nei viduting; +: raiSka maZesné nei vidutiné; ND - néra
duomenu.

Bioinformatiné FL]J20850 baltymo analizé neaptiko jokiy Zinomy domeny,
taigi ir nedavé peno prielaidoms apie potencialias baltymo sgveikos sritis.
Kadangi Sio baltymo seka neturi bent kiek didesnio panaSumo su jokiu kitu
baltymu, nejmanoma modeliuoti ir Sio baltymo erdvinés struktiros. Baltymo
antrinés struktiiros analizé nuspéjo tris galimas spiralizuoty vijy (coiled-coil)
sritis, todél nuspresta patikrinti, kurios i$ Siy sriciy butinos FLJ20850 sgveikai
su HBV Serdies baltymo mutantais. Buvo sukonstruotos sutrumpintos baltymo
formos, turincios pirma ir antrg, tik antrg, antrg ir tre€ig spiralizuoty vijy sritis
ir patikrinta jy sgveika su mutantu HBc1. Eksperimenty rezultatai parodé, kad
né viena i$ sutrumpinty formy negali sgveikauti su HBc1 (23 pav.). Tai gali
reiksti, kad visos sritys dalyvauja sgveikoje, arba kad vienos srities netekimas
pakeicia baltymo struktiirg taip, kad likusios sgveikauti nebesugeba.

Taipogi neaisku kuri Serdies baltymo mutanty sritis sgveikauja su FLJ20850.

Saveikauti galéty iSkritg turinti sritis, nes tik ji savo pirmine struktiira skiriasi
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nuo nesgveikaujanCio laukinio tipo baltymo. Bet negalima atmesti ir
galimybés, kad iSkritos kazkiek pakeicia erdvine baltymo struktiirg ar jos
stabilumg ir atveria sgveikai iki tol neprieinamas baltymo sritis. Be to, tirti HBc
mutantai priklauso HBV viruso genotipui A ir skiriasi nuo eksperimentuose
naudoto genotipo D laukinio tipo viruso baltymo [7] papildomomis arginino ir
asparagino amino ragstimis, jsiterpusiomis uz 151 pozicijoje esancios amino
rugsties.

Siekiant patikrinti kuri mutantinio Serdies baltymo sritis dalyvauja baltymy
sgveikoje, buvo sukonstruoti hibridiniai baltymai, kuriy vienas turi wt Serdies
baltymo N-galo dalj, sulietg su HBc1 baltymo C-galo dalimi (Wt-c1), o antras
turi HBc1 baltymo N-galo dalj, sulietg su wt baltymo C-galo dalimi (c1-Wt).
Patikrinus tokiy baltymy sgveika su FLJ20850 baltymu paaiSkéjo, kad saveika
apsprendzia iSkritg turinti HBc1 baltymo dalis, o dvi A genotipui buidingos C-
dalyje esancios papildomos amino rugstys Sios sgveikos nejtakoja (23 pav. A).
Siekiant jrodyti, kad iSkrity jvedimas suteikia baltymui galimybe sgveikauti,
buvo sukonstruotas wt Serdies baltymas su 89-93 ar. iSkrita, ir toks mutantas
iS tikryjy saveikavo su FLJ20850 (23 pav. A). Taigi, dviejy hibridy
eksperimentai parodé, kad iskritos HBc centrinéje dalyje suteikia jam
gebéjimg sgveikauti su FLJ20850 baltymu, bet taip ir lieka neaisku, kurios
abiejy baltymy amino rugstys tiesiogiai dalyvauja Sioje sgveikoje.

Hepatito B Serdies mutanty ir FLJ20850 saveika buvo tiriama ir GST
iStraukimo metodu. Sintetinant su GST arba HA sulietus FL]J20850 baltymus
E.coli lastelése, gauti laukiamo dydZio baltymai. Su FLJ20850 sulieti GST
baltymai Zymiai blogiau kabinosi prie agarozés-glutationo rutuliuky nei
nesulieti baltymai, ka galima paaiSkinti ir pastebéta daline GST-FLJ20850
baltymy degradacija. Atlikti GST iStraukimo tyrimai patvirtino, kad abu HBV
Serdies baltymo mutantai, bet ne laukinio tipo HBV, gali sgveikauti su Zmogaus

FL]J20850 baltymu (24 pav.).
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23 pav. Saveika tarp HBV Serdies
baltymo mutanty ir FLJ20850
baltymo. A: Bandymas nustatyti
HBV Serdies baltymo mutanty
sgveikos sritis. Wt: laukinio tipo HBV
Serdies baltymas; HBcl ir HBc2:
HBV Serdies baltymo mutantai; c1-
Wt: hibridinis Serdies baltymas,
turintis HBc1 mutanto N-galg ir Wt
baltymo C-gala (vertikalus
briksnelis parodo sujungimo vieta);
Wt-c1: hibridinis Serdies baltymas i$
Wt baltymo N-galo ir HBc1 mutanto
C-galo; Wt-5: Wt HBc su jvesta
penkiy amino ragsciy iskrita
centrinéje  dalyje.  RD: dvi
papildomos amino rugstys, kuriy
néra Wt baltyme. Balta sritis Zymi
iSkrita. B: Bandymas nustatyti
FLJ20850 baltymo saveikos sritis.
Balta sritis Zymi amino riugsciy seka,
esancig ilgesnéje baltymo atmainoje;
ccr: spéjamos  spiralizuoty  vijy

sritys.

24 pav. Sgveika tarp HBV Serdies
baltymo mutanty ir FLJ20850
baltymo GST iStraukimo
eksperimente. GST (neigiama
kontrolé) ir su GST sulieti baltymai
prikabinti prie to paties kiekio
glutationo-agarozés  rutuliuky ir
palikti sgveikauti su HA-paZymeétais
baltymais. Méginiai  kruopsciai
atplauti ir analizuoti imunoblotingo
pagalba naudojant anti-GST (virSuje)
ir anti-HA (apacioje) antikiinus. 1: GST
+ HBc1; 2: GST-FLJ20850 + Wt; 3:
GST-FLJ20850 + HBcl; 4: GST-
FLJ20850 + HBc2. Wt: laukinio tipo
HBV Serdies baltymas; HBc1: Serdies
baltymo mutantas, turintis 86-93 ar.
iSkritg; HBc2: Serdies baltymo
mutantas su 77-93 ar. iSkrita.



Apibendrinant FLJ20850 baltymo tyrimus galima teigti, kad panaudojant
mieliy dviejy hibridy sistemg atrinktas nezinomos funkcijos ir neturintis
reikSmingos homologijos su Kkitais baltymais, bet gana konservatyvus tarp
zinduoliy rasiy baltymas FLJ20850. Sis daugelyje Zmogaus audiniy
aptinkamas baltymas gali sgveikauti su HBc mutantais, turinciais iSkritas
centrinéje baltymo dalyje, bet ne su laukinio tipo Serdies baltymu. Nustatyta,
kad Sig sgveikg apsprendzia mutantiniy Serdies baltymy dalis, kurioje yra
iSkritos, o bet koks Zymesnis FLJ20850 baltymo sutrumpinimas Siai sgveikai
trukdo. Kokig funkcijg lasteléje atlieka aptiktas baltymas ir kokj vaidmenj jo
saveika su HBc Serdies mutantais atlieka padidintoje mutantiniy virusy

patogenezéje, dar reikia nustatyti.

3.4.2. IKKy (NEMO)

Kitas tirtas tik su mutantiniais HBc sgveikaujantis baltymas - IKKy (IxB
kinazés komplekso gama subvienetas), dar vadinamas NEMO (angl. NF-xB
essential modulator, NF-xB esminis moduliatorius) - butinas IKK komplekso,
reguliuojancio transkripcijos veiksnio NF-«B aktyvuma, susidarymui [50, 99].
Transkripcijos veiksnys NF-xB atlieka esminj vaidmenj jgimto ir jgyto
imuninio atsako reguliavime, uZdegiminiuose, apoptozés ir véZiniuose
procesuose [107]. Neaktyvioje busenoje NF-kB yra susietas su mazais
citoplazminiais baltymais IkB. [vairus veiksniai, pavyzdZiui TNF-a (naviky
nekrozés veiksnys alfa), bakterijy lipopolisacharidai ar antigeny receptoriai
per jvairius tarpinius baltymus aktyvuoja IKK kompleksa, kuris fosforilina du
[xB baltymuy serinus. Taip paZymeéti [kB baltymai degraduojami proteasomose
ir nebeblokuoja | branduolj nukreipiancios NF-kB baltymy sekos, todél Sie
keliauja j branduolj ir ten aktyvuoja jvairiy prouzdegiminiy ir prieSapoptoziniy
geny raiska. Transgeniniy peliy su neveikliais [KKo arba IKKB genais tyrimai
atskleidé, kad IKK( subvienetas daugiausia reguliuoja apraSytaji kanoninj NF-

kB aktyvavimo kelig, o IKKo svarbus antrajam, alternatyviam NF-«xB
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aktyvavimo keliui, kurio metu atsiranda aktyvis RelB-p52 heterodimerai.
Kanoniniam aktyvavimo keliui yra butinas IKKy, tuo tarpu alternatyvus kelias
gali be jo apsieiti, bet jam reikalinga kinazé NIK (25 pav.). Vis tik nauji
duomenys rodo, kad tarp Siy keliy néra grieZztos takoskyros, ir abiejuose

keliuose dalyvauja abi kinazés, tik Siek tiek skirtingu lygiu.

Kanoninis kelias Alternatyvus kelias
(TNFa, IL-1, LPS) (CD40, BAFF, Limfotoksinas-p)

25 pav. Kanoninis ir alternatyvus NF-kB aktyvavimo keliai. Kanoninj kelig suzadina TNF-
o, IL-1 ar LPS, o jvairus tarpiniai baltymai per IKKy (NE MO) aktyvuoja IKK. Aktyvuota kinazé
IKK@B fosforilina tam tikrus IxB serinus, Sis slopiklis ubikvitilinamas ir degraduojamas
proteasomose. Atsilaisvines NF-kB dimeras transportuojamas j branduolj ir suZadina tiksliniy
geny raiska. Alternatyviam Kkeliui reikalingas NIK (NF-kB indukuojanti kinazé) vykdomas
IKKa aktyvavimas. IKKa fosforilina NF-kB subvieneta p100, Sis skaidomas j p52. Tokiu biadu
susidaro aktyvus transkripcijos veiksnys i p52-RelB dimery, aktyvuojantis tikslinius genus.
Pagal Oeckinghaus ir Ghosh [83].

Buvo bandoma nustatyti, kuri HBc mutantiniy baltymy sritis sgveikauja su
IKKy baltymu. Cia, kaip ir FLJ20850 baltymo atveju, saveikauti galéty ne tik
iSkritg turinti sritis, bet ir sveikame baltyme neprieinamos sritys, atsivérusios

dél iskritos pakitus baltymo erdvinei struktirai ar jos stabilumui. Taip pat
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reikéjo nustatyti ar genotipui A priklausanCiuose HBc mutantuose 152-153
pozicijose esancios papildomos arginino ir asparagino amino rigstys nejtakoja
ju saveikos su IKKy, kadangi su IKKy nesgveikaujantis genotipui D
priklausantis laukinio tipo HBc baltymas Siy amino ragsciy neturi.

Siems baltymy saveikos eksperimentams atlikti buvo panaudotos saveikai su
FLJ20850 baltymu tirti sukonstruotos HBc baltymy formos. Laukinio tipo HBc
Serdies baltymo N-galo dalis sulieta su HBc1 baltymo C-galo dalimi (Wt-c1)
nesgveikavo su IKKy, o HBc1 Serdies baltymo N-galo dalis sulieta su wt HBc
baltymo C-galo dalimi (c1-Wt) saveikavo su IKKy. Sie rezultatai rodo, kad
sgveikg apsprendzia iSkritg turinti HBc1 baltymo dalis, o ne dvi A genotipui
budingos C-dalyje esancios papildomos amino rugsStys (26 pav. A). Siekiant
nustatyti ar iskrity jvedimas padaro wt HBc baltymga sgveikaujanciu su IKKy,
buvo panaudota wt HBc baltymo konstrukcija su 89-93 ar. iSkrita ir nustatyta,
kad toks HBc mutantas sgveikauja su IKKy (26 pav. A). Taigi, iSkritos HBc
centrinéje dalyje suteikia Siam baltymui gebéjima sgveikauti su IKKy, bet, kaip
ir sgveikos su FLJ20850 baltymu atveju, lieka neaisku, kurios mutantiniy HBc
baltymy amino rugstys tiesiogiai dalyvauja Sioje saveikoje.

IKKy yra 419 ar. ilgio labai konservatyvus baltymas, kuriame iSskirta keletas
domeny ir nustatyta keletas funkci$kai svarbiy sri¢iy. Siame darbe klonuota
kDNR seka koduoja 195 C-galo IKKy baltymo amino rugstis, kurios apima
antrgjg spiralizuoty vijy sritj, leucino uztrauktuko ir cinko pirSto domenus.
Siekiant nustatyti, kurios IKKy baltymo sritys reikalingos saveikai su
mutantiniais HBc, buvo sukonstruotos sutrumpintos baltymo formos,
turincios visus tris domenus (250-419 ar.), antraja spiralizuoty vijy sritj ir
leucino uZtrauktuko domeng (250-359 ar.), leucino uztrauktuko domeng ir
cinko pirsty domeng (304-419 ar.), vien antraja spiralizuoty vijy sritj (250-305
ar.). Eksperimentai mieliy dviejy hibridy sistemoje parodé, kad saveikai
reikalinga antroji spiralizuoty vijy sritis ir leucino uztrauktuko domenas, nors
visas uz 250 ar. esantis baltymo C-galas sgveikauja Siek tiek stipriau nei

sutrumpintas (26 pav. B).
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A Suliejimai su LexA Suliejimai su b42

HBc IKKg1 225—:1-1:;—0 19

. 87 94_RD 183
HBc2 1894&83
CL-WE e S 183 .
1 RD 183 .
Wt-cl 26 pav. HBV Serdies baltymo mutanty
i 9004 - S saveika su IKKy baltymu. A: Bandymas
WS S — . nustatyti HBV Serdies baltymo mutanty

sgveikos sritis. Wt: laukinio tipo HBV Serdies
baltymas; HBcl ir HBc2: HBV Serdies
X-Gal =Len baltymo mutantai; c1-Wt: hibridinis Serdies
baltymas, turintis HBcl mutanto N-galg ir
RD Wt baltymo C-galg (vertikalus briksnelis

IKKg1 HBCL il et 113100 sujungimo vieta); Wt-c1: hibridinis
- Serdies baltymas i§ Wt baltymo N-galo ir

Zmogaus laminas

Suliejimai su b42 Suliejimai su LexA

sl 2T
— () N
> A C ) HBc1 mutanto C-galo; Wt-5: Wt HBc su
cQ 1z zF jvesta penkiy amino ragSciy iSkrita
250 () 419 L ; . . .
LA centrinéje dalyje. RD: dvi papildomos amino
o 12
250 W= 359 m

rugstys, kuriy néra Wt baltyme. Balta sritis
Zymi iSkritg. B: Bandymas nustatyti IKKy

baltymo saveikos sritis. CC2: antroji

spiralizuoty vijy sritis; LZ - leucino
z ZF - . .
304 =) 419 m uZtrauktuko domenas; ZF - cinko pirsty
X-Gal -Leu domenas.
A HBc1?
peptidai
v-CLAP
VFLIP
peptidai Hsp70
CARMA 1/3, CIKS/Act1 ABIN2 TAX
ABIN1  PPA2A TANK E3-14.7K
IKKa,B RIP MOD/Ubikv. ~ CYLD
CC1 cC2 L.z ZF
1 — T e () 419
93 194 258 344

27 pav. IKKy/NEMO baltymo schema. A:
Nemo baltymo domeniné struktiira ir baltymo
sritys, su kuriomis sgveikauja kiti baltymai.
CC1 ir CC1 - spiralizuoty vijy sritys, LZ -
leucino uZtrauktuko domenas, ZF - cinko
pirty  domenas.  Zaliais  briiksneliais
pazymétos aktyvuojanciy baltymy sgveikos
vietos, raudonais - slopinanciy aktyvavimg
baltymy sgveikos vietos. Virusiniy baltymy
pavadinimai uzraSyti mélynais raSmenimis. B:
Aktyvaus IKKy trimero C-galo schema.
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Nors tikslus IKK aktyvavimo mechanizmas nenustatytas, jau aisSku kad jame
naudojamos jvairios skirtingy IKK subvienety potransliacinés modifikacijos -
fosforilinami du IKKoa ir IKKP serinai, kartais ubikvitilinamas ir jvairiose
vietose fosforilinamas IKKy [31]. Nustatyta kad aktyvus yra IKKy trimeras arba
tetrameras [35], o jo oligomerizacija paprastai sukelia signalg perduodantis
lastelés baltymas RIP [88]. IKKy oligomerizacijg apsprendzia du domenai -
minimalus oligomerizacijos domenas (MOD) yra C-gale (250-360 ar.), o N-gale
yra kitas domenas, persidengiantis su sritimi, sgveikaujancia su kitomis IKK
kinazémis. Pastebéta, kad peptidai, trukdantys N-galo sgveikai su kitomis IKK
komplekso kinazémis [4] arba C-galo apsprendZiamai oligomerizacijai [123],
slopina iSorinio signalo sukeliamg NF-kB aktyvavimg. Dél savo svarbaus
vaidmens imuninio atsako reguliavime, NF-kB kelias yra jvairiy virusiniy
baltymy taikinys, kai kurie iS jy $j signalinj kelig jtakoja sgveikaudami su IKK}y.
ZTLV1 Tax baltymas [61], Kapos$i sarkomos herpeso viruso vFLIP baltymas [3]
ir arkliy herpeso viruso 2 baltymas vCLAP [89] aktyvuoja IKK kompleksg ir
NF-kB, sukeldami IKKy oligomerizacija. Antro tipo adenovirusy E3-14.7K
baltymo [51] ir karvés raupy viruso virulentiSkumo veiksnio B14 [19] sgaveika
su IKKy trukdo komplekso aktyvavimui. Surinkti duomenys rodo, kad jvairts
su skirtingomis IKKy sritimis sgveikaujantys baltymai gali arba aktyvuoti IKK
kompleksg, arba trukdyti jo aktyvavimui (27 pav.). Vieni baltymai,
sgveikaudami su ta pacia IKKy sritimi kaip ir mutantiniai HBc baltymai -
antrgja spiralizuoty vijy sritimi ir leucino uztrauktuko domenu - aktyvuoja
IKK kompleksg, kiti jj slopina. Taigi, ir mutantiniai HBc baltymai IKKy
aktyvumg galéty jtakoti dviem visiSkai prieSingais budais - sukelti jo
oligomerizacijg ir taip aktyvuoti, arba trukdyti oligomerizacijai ir tuo paciu
iSoriniy veiksniy suzadinamam aktyvavimui.

Apie IKK komplekso aktyvavimg paprastai sprendziama netiesiogiai -
jvertinant NF-xB aktyvumg. O NF-xB aktyvumas jvertinamas dviem
pagrindiniais budais. Pirmuoju budu iSgryninami lgsteliy branduoliai ir

bandoma juose aptikti pacius NF-kB baltymus arba nustatyti branduoliy
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ekstraktais paveikty radioaktyviy oligonukleotidy, turin¢iy NF-kB suriSamg
seka, elektroforetinio judéjimo sulétéjima. Antruoju bidu naudojama
plazmidé, Kkurioje tam tikro reporterinio geno raiskg valdo NF-«xB
reguliuojamos sekos. Siekiant nustatyti, kaip mutantiniai HBc baltymai jtakoja
IKK kompleksa, buvo panaudoti abu metodai. Sie darbai atlikti Humbolto
universiteto Medicininés virusologijos institute (Berlynas, Vokietija).

Pirmame eksperimente buvo panaudotos Zmogaus granuliocity-monocity
pirmtaky lgsteliy linija HL-60 ir plazmidé pRR55, kurioje chloramfenikolo
acetiltransferazés (CAT) genas yra valdomas ZCMV ankstyvojo promotoriaus.
Nustatyta, kad Si promotoriy mazai specializuotose lgstelése reguliuoja NF-«B.
Lastelés buvo transfekuotos plazmidémis, kuriose su ZCMV ankstyvuoju
promotoriumi sulieti HBc wt genas (pRL-CMV-HBc), mutantas HBcl (pRL-
CMV-HBc1) ir kontroline plazmide, kurioje iterptas apverstas HBc wt genas
(pRL-CMV-HBcX). Dalis kiekvienos grupés transfekuoty lasteliy pries CAT
aktyvumo nustatymg buvo paveikta TNF-a, suZadinanc¢io kanoninj NF-kB
aktyvavimo kelig. ISmatavus kiekvieno méginio CAT aktyvumag paaiskéjo, kad
né viena plazmidé neaktyvavo NF-kB, bet taip pat nepastebéta ir Zymesnio
TNF-a sukelto NF-kB aktyvumo slopinimo (28 pav.).

Kito eksperimento metu panaudotas EMSA (elektroforetinio judrumo
poslinkio tyrimas). Zmogaus hepatocity Iasteliy linija Huh7 buvo transfekuota
jau apraSytomis plazmidémis pRL-CMV-HBc ir pRL-CMV-HBc1. Pries lgsteliy
suardymg dalis kiekvienos grupés lasteliy buvo paveikta TNF-a, po to
iSgryninti jy branduoliai. ISgryninty branduoliy baltymy ekstraktai buvo
sumaiSyti su radioaktyviai pazymétais NF-kB atpaZinimo seka turinciais
oligonukleotidais bei nespecifiniais nepaZymétais oligonukleotidais. Buvo
vykdoma reakcijos méginiy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje ir
autoradiografijos budu analizuojamas Zymeéty oligonukleotidy judrumo
poslinkis. Kaip ir praeitame eksperimente, nustatyta kad né viena plazmidé
neaktyvavo NF-«B, nepastebéta ir rySkaus TNF-a aktyvuoto NF-«B aktyvumo
slopinimo (29 pav.).
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28 pav. HBc baltymy itakos NF-kB aktyvumui nustatymas jvertinant NF-kB
reguliuojamo promotoriaus aktyvuma. MaZai diferencijuotos Zmogaus lgstelés HL-60 buvo
transfekuotos plazmidémis pRR55 (joje CAT genas sulietas su NF-kB reguliuojamu ZCMV
promotoriumi) ir pRL-CMV-HBcWT, pRL-CMV-HBc1 arba pRL-CMV-HBcX, kuriose su ZCMV
promotoriumi sulieti atitinkamai HBc wt, mutanto HBc1 arba apverstas HBc wt genai. K -
kontrolinés, vien plazmide pRR55 transfekuotos Igstelés. Viena grupé lasteliy valanda pries$
suardymg paveikta TNF-a. CAT aktyvumas jvertintas procentais, prilyginant transfekuoty
vien pRR55 plazmide ir paveikty TNF-a lasteliy aktyvuma 100%.

TNFo
1

. " NF-B

29 pav. HBc baltymy jtakos NF-«kB aktyvumui nustatymas

EMSA metodu. Zmogaus hepatocity Iasteliy linija Huh7

buvo transfekuota plazmidémis pRL-CMV-HBc (1 ir 4
takeliai) ir pRL-CMV-HBc1 (2 ir 5 takeliai), kuriose su

ZCMV promotoriumi sulieti atitinkamai HBc wt ir
mutantas HBc1. Takeliuose 3 ir 6 - netransfekuoty Huh?7

lasteliy méginiai. Viena grupé lasteliy (4-6 takeliai)

. valanda prieS suardyma paveikta TNF-a. SusiriSe su
laisva pranduoliy ekstraktuose esantiais baltymais NF-xB
DNR atpazinimo seka turintys oligonukleotidai matomi virSuje,

12 3 4 5 6 o laisvi - apacioje.

Remiantis dviem aprasytais eksperimentais galima biity teigti, kad mutantas
HBc1 savarankiSkai neaktyvuoja NF-kB, bet negalima tvirtai teigti, kad jis
netrukdo NF-kB aktyvavimui. Visy pirma, nors buvo naudojamas vienas
stipriausiy Zmogaus lgstelése veikianciy promotoriy, HBc baltymy sintezé,

ypac¢ mutantiniy formy, Zmogaus lgstelése buvo silpna. Be to, kadangi tiriamy
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HBc geny raiskai naudojamas promotorius turi NF-«B suriSimo seky,
trukdydamas NF-kB aktyvavimui mutantas HBc1 galéty slopinti ir savo paties
sinteze. Taip pat yra galimybé, kad TNF-a gali aktyvuoti NF-xB ir apeidamas
IKKy, nes neseniai nustatyta, kad TNF-a baltymas IKK kompleksa aktyvuoja
dviem nepriklausomais budais - tarpiniai signaliniai baltymai MAP3K
fosforilina IKKf, o kitas tarpinis baltymas TRAF2 kol kas nenustatytu budu
sukelia IKKy ubikvitilinimg [68]. Tad reikéty iStirti ir mutantiniy HBc jtaka kity
signaly suzadinamam NF-kB aktyvavimui, taip pat HBc baltymy raiSkai
Zmogaus lastelése reikéty bandyti panaudoti kitus promotorius ar Kitas
Igsteliy linijas.

Nors dar neaisku, kaip NF-xB aktyvumga ar kitus lgstelés procesus jtakoja HBc1
sgveika su IKKy, tikétina, kad ji gali buti svarbi mutantiniy HBV virusy
sukeliamiems kepeny paZeidimams. Pastebéta, kad IKKy geno neturincios
transgenines pelés Ziina embriono stadijoje daugiausia dél masinés hepatocity
Zuties ir kepeny neissivystymo [102]. Buvo sukurtos ir pelés, kurios neturi
IKKy geno tik kepenyse - ju kepenys irgi buvo smarkiai paZeistos [6].
Transkripcijos veiksnys NF-kB suaugusio Zmogaus kepenyse paprastai néra
labai aktyvus, bet atlieka svarbig funkcija jvairiuose patologiniuose
procesuose. Pastebéta, kad jis yra pastoviai aktyvuotas kepeny karcinomos
lastelése, jo aktyvumas reikalingas kepeny regeneracijos procesuose,
vykstanciuose hepatity metu [80]. Slopinant NF-«B aktyvumg galima
prislopinti véziniy lagsteliy dauginimasi, bet jo aktyvumo slopinimas lgstelése,
kurias veikia TNF-a, sukelia Siy lgsteliy Zutj. NF-xB aktyvumg aktyviai
reguliuoja Zmogaus hepatito virusai B bei C, ir tas reguliavimas glaudZiai
susijes su jy sukeliamais patogeniniais procesais. Aktyviausiai tai daro
patogeniSkesnis C virusas, kurio bent keli baltymai reguliuoja NF-«B
aktyvumg, o aktyviausiai - Serdies baltymas [113]. Aptikti ir hepatito C viruso
mutantai, skirtingai veikiantys NF-«B aktyvuma [71].

Hepatito B infekcijos metu NF-kB veiksnj aktyvuoja virusinis X baltymas [21].
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Kadangi HBV viruso genome yra NF-kB suriSimo sekos, X baltymas tokiu biidu
skatina HBV dauginimasi. Jei mutantiniai HBc genai slopina kity veiksniy
sukeliamg NF-kB aktyvumag, Sis slopinimas galéty sukelti hepatocity Zutj ir taip
jtakoti bent kai kuriuos su mutantiniais HBc baltymais siejamus patogeninius

pokycius.
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3.5. Rezultaty apibendrinimas

Siame darbe buvo tyrinégjami HBV Serdies baltymy ir padidinto
patogeniSkumo mutanty tarpusavio sgveika bei jy visy sgveika su Zmogaus
kepeny baltymais. Naudojant mieliy dviejy hibridy sistema nustatyta, kad
dauguma mutantiniy HBc baltymy negali saveikauti tarpusavyje. Sis rezultatas
paremia prielaidg, kad pacienty organizmuose Salia mutantiniy virusy visada
aptinkami laukinio tipo virusai reikalingi dél pirmyjy nesugebéjimo
suformuoti pilnavertes Serdies daleles. Taip pat nustatyta, kad kai kuriy
mutantiniy virusy pakite HBc baltymai gali saveikauti su laukinio tipo HBc. Sis
rezultatas paremia prielaidg, kad prie Siy mutantiniy virusy vykdomo laukinio
tipo HBV replikacijos slopinimo gali prisidéti ir pakitusiy HBc baltymy sgveika
su laukinio tipo HBc, taip galimai suformuojant netaisyklingas, greitai
degraduojamas daleles.

Zmogaus kepeny KDNR bibliotekoje dviejy hibridy metodu ieskant baltymy,
sgveikaujanciy su laukinio tipo arba mutantiniais HBc baltymais, atrinkti
dviejy tipy Zmogaus baltymai - sgveikaujantys vien su mutantais HBc1 bei
HBc2 ir sgveikaujantys tiek su mutantiniais, tiek ir su laukinio tipo HBc
baltymais. Su visomis tirtomis HBc atmainomis sgveikavo GIPC1, GIPCZ2,
ribosominis baltymas L5 ir fibrinogenai alfa bei gama. Detaliau tiriant HBc
baltymy saveika su GIPC1 baltymu nustatyta, kad tarpusavyje saveikauja HBc
baltymo C-galas ir GIPC1 baltymo PDZ domenas. HBc baltymo C-gale aptiktas
PDZ domeny atpazjstamos sekos motyvas ir parodyta, kad Sios sekos pokyciai
jtakoja HBc sgveika su GIPC1. HBc ir GIPC1 sgveika patvirtinta GST iStraukimo
metodu. Detaliau tiriant HBc ir GIPC2 sgveika nustatyta, kad Siuo atveju taip
pat sgveikauja HBc C-galas ir GIPC2 PDZ domenas, o galiniy HBc baltymo
amino rugsciy seka itakoja Siy baltymy tarpusavio sgveika.

Vien su mutantais HBc1 ir HBc2 sgveikavo Zmogaus baltymai FL]20850, IKKy
(NEMO), KIF13A, NOTCH2NL, fumarazé ir CASKINZ. Pirma kartg aprasomo

nezinomos funkcijos Zmogaus baltymo FLJ20850 raiska ir geno struktiira
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apibudinta pasinaudojant bioinformatinémis duomeny bazémis. Detaliau
tiriant HBc mutanty ir FLJ20850 saveikg nustatyta, kad Siai sgveikai vykti
reikalinga naturaliai aptinkama arba dirbtinai jvesta HBc centrinés dalies
iSkrita, o pasalinus pasirinktas FLJ20850 sritis Si sgveika nevyko. Mutanto
HBc1 ir FLJ20850 sgveika patvirtinta GST iStraukimo metodu. Detaliau tiriant
HBc mutanty ir IKKy sgveikg nustatyta, kad Siai sgveikai vykti reikalinga
natiiraliai aptinkama arba dirbtinai jvesta HBc centrinés dalies iSkrita, o IKKy
baltyme Sig sgveikg apsprendzia antroji spiralizuoty vijy sritis ir leucino
uZtrauktuko domenas. Gerai Zinoma, kad IKKy baltymo reguliuojamo
transkripcijos veiksnio NF-kB aktyvumg jtakoja daugelis virusy, Sis
transkripcijos reguliatorius labai svarbus ir kepeny patogenezéje. Bet mutanto
HBc1 vykdomo NF-kB aktyvavimo ar Zymesnio jo slopinimo Zmogaus lgstelése
naudotais metodais aptikti nepavyko.

Darbo metu gauti rezultatai nurodo naujas laukinio tipo ir mutantiniy HBV
sgveikos su Seimininko Igstele tyrimy kryptis ir parodo potencialiai svarbius
Siai sgveikai Zmogaus baltymus. Detalus Siy baltymy reikSmés HBV
replikacijos ciklui ir jvairiy viruso atmainy patogeniSkumui iStyrimas, kai
kuriy aptikty baltymy funkcijos lgsteléje nustatymas, galéty praplésti virusy
biologijos ir patogeniSkumo supratimg bei padéty kurti naujas kovos su jais

priemones.
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4. ISVADOS

1. Panaudojant mieliy dviejy hibridy sistema atrinkti Zmogaus baltymai
GIPC1, GIPC2, RPLS ir fibrinogenai alfa bei gama, sgveikaujantys su
hepatito B viruso Serdies baltymu.

2. Atrinkti Zmogaus baltymai FLJ20850, IKKy (NEMO), KIF13A,
NOTCH2NL, fumarazé ir CASKIN2, saveikaujantys su padidinto
patogeniSkumo mutantu, bet ne su laukinio tipo HBc.

3. GIPC1 saveika su HBc apsprendZia GIPC1 baltymo PDZ domenas ir HBc
baltymo C-galas, kuriame aptikta tipiné PDZ domeny atpaZinimo seka,
ir parodyta, kad Sios sekos amino rugsciy sudétis jtakoja baltymy
tarpusavio sgveika.

4. GIPC2 baltymo PDZ domenas sgveikauja su HBc baltymo C-gale aptikta
tipine PDZ domeny atpazinimo seka.

5. Nezinomos funkcijos baltymo FL]J20850 ir mutanto HBcl sgveika
apsprendzia naturaliai atsiradusi arba dirbtinai jvesta iSkrita centrinéje
HBc baltymo dalyje. Naudojantis duomeny bazémis, preliminariai
apibudintas FL]J20850 baltymo genas ir jo raiSka skirtinguose
audiniuose.

6. IKKy saveikg su mutantu HBcl apsprendZia IKKy baltymo antroji
spiralizuoty vijy sritis ir leucino uZtrauktuko domenas bei natiiraliai
atsiradusi arba dirbtinai jvesta iSkrita centrinéje HBc baltymo dalyje.
Tirta HBcl baltymo jtaka transkripcijos veiksnio NF-kB aktyvumui
Zmogaus lgstelése, bet nei NF-kB aktyvavimo, nei reikSmingesnio jo

slopinimo neaptikta.
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PADEKA

Esu dékingas darbo vadovui Prof. habil. dr. Kestuciui Sasnauskui uz galimybe
dirbti, tyrimy organizavima ir vertingas idéjas.

Taip pat dékingas prof. Paul Pumpens (Biomedicininiy tyrimy ir studijy
centras, Latvijos universitetas, Ryga, Latvija) uZ suteiktus genus, antikiinus,
eksperimenty idéjas, bei vertingas diskusijas.

Dékingas ir dr. Helga Meisel bei dr. Susanna Prosch (Virusologijos institutas,
Universitetiné Charité ligoniné, Berlynas, Vokietija) uZz suteiktus genus,
diskusijas ir galimybe atlikti eksperimentus.

Dékoju Eukarioty geny inZinerijos laboratorijos kolektyvui uz pagalba darbe ir
diskusijas.

Siy darby vykdymui finansiné parama buvo gauta i§ ES INCO-COPERNICUS
projekto IC15-CT98-0319 “Molecular monitoring and pathological role of HCV,
HGV and altered HBV genomes in Baltic countries” (1999-2001 m.).
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