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SANTRUMPOS

ar. - aminoragstis

bp - baziy pora

CAl - angl. codon adaptation index, kodony adaptacijos indeksas
EDTA - etilendiamino tetraacto rtgstis

EIA - angl. enzyme imunoassay, fermentiné imunoanalizé
HBoV - zmogaus bokavirusas/-ai

HRP - angl. horse-radish peroxydase, krieny peroksidazé
1gG - G klasés imunoglobulinas

lgG+ - 1gG seroteigiami

IgM - M klasés imunoglobulinas

kDa - kilodaltonas

MADb - monokloninis antiktinas/-ai

mVPD - mozaikinés | virusus panasios dalelés

NDS-PAGE - denatiiruojanti elektroforezé poliakrilamido geliyje su natrio
dodecilsulfatu

nt - nukleotidas/-ai

oD - optinis tankis

PARV4 - Zmogaus parvovirusas 4

PEG - polietilenglikolis

PGR - polimeraziné grandininé reakcija

PLAZ2 - fosfolipaze A2

PPV - angl. porcine parvovirus, kiauliy parvovirusas

Tris - tris(hidroksimetil)aminometanas

VP - angl. virus protein, kapsid¢ formuojantis baltymas (konkreciai VP1 arba
VP2)

VPD - 1 virusus panasios dalelés

WB - angl. Western blot, imunoblotas



IVADAS

Parvovirusai yra vieni maziausiy zinomy gyviinus infekuojanciy virusy. Jie 18-27
nm skersmens ikosaedrinéje kapsidéje supakuoja 4-6 kb viengrandinj DNR genoma. Visy
parvovirusy genomas organizuotas ] du pagrindinius atvirojo skaitymo rémelius:
nestruktiiriniai baltymai koduojami genomo 5°¢ gale, o kapside formuojantys struktiriniai
baltymai koduojami 3 genomo gale. Parvovirusy kapside sudaro 60 dviejy ar daugiau tipy
strukttiriniy baltymy subvienety. Visi struktiiriniai baltymai turi tg pacig C-galine dalj, o
maziausios molekulinés masés baltymy natyviose kapsidése aptinkama daugiausiai (Berns
ir Parrish, 2007).

Parvovirusai infekuoja tiek stuburinius, tiek bestuburius gyvinus. Kai Kurie
stuburiniy parvovirusai, kaip Suny ir kiauliy parvovirusai, yra ypatingai pavojingi
jaunikliams, nes iki 91 % negydomy atvejy baigiasi mirtimi. Iki 2005 m. parvovirusas B19
buvo Zinomas kaip vienintelis Zzmonéms patogeniSkas parvovirusas, sukeliantis bérimais
pasizyminc¢ig infekcine eritema, taciau nésciosioms §i infekcija gali baigtis ir persileidimu.
Per pastaraj; deSimtmet;, pritaikius didelio naSumo sekoskaitos metodus, buvo nustatyti
keli nauji Zmones infekuojantys virusai. Zmogaus bokavirusas 1 buvo aptiktas
jungtiniuose vaiky nosiaryklés meginiuose (Allander et al., 2005), taciau netrukus $iS
virusas buvo pradétas aptikti dideliu dazniu visame pasaulyje. Netrukus trys papildomi
zmogaus bokavirusai (HBoV2-4) buvo aptikti Zarnyno sutrikimy turin€iy vaiky iSmatose
(Kapoor et al., 2009; Arthur et al., 2009; Kapoor et al., 2010). Vélesni tyrimai atskleide,
kad su bokavirusy infekcija iki 5 mety amziaus skirtingose Salyse susiduria 70-100 %
vaiky (Kantola et al., 2011; Hao et al., 2015). Zmogaus parvovirusas 4 (PARV4) buvo
aptiktas intraveniniy narkotiky vartotojo kraujo plazmoje (Jones et al., 2005) ir Sio viruso
infekcijos ilga laikg buvo siejamas su padidintos rizikos asmenimis. Iki Siol néra detaliy
tyrimy rezultaty apie $iy naujy Zmogaus parvovirusy sukeliamas ligas, taciau pastaruoju
metu gauséja duomeny apie HBoV ir PARV4 infekcijas encefalitu ir encefalopatija
serganciy vaiky atvejais (Chen et al., 2011; Benjamin et al., 2011), todél neatmetamas Siy
virusy vaidmuo uzdegiminiy neurologiniy ligy vystymesi. ISsamesniems §iy virusy
tyrimams reikalingi virusy antigenai, vertingi tiek virusy struktiiriniams, tiek paplitimo
tyrimams.

Gyviiny virusai natiiraliai replikuojasi zinduoliy lasteliy kulturose, taciau tokiy
virusiniy antigeny gamyba yra neefektyvi dél mazy iSeigy ir dideliy kasty. Mieliy 1gsteles
yra patogios tuo, kad jy kultivavimui nereikia sudétingos jrangos, o Siose lastelése
sintetinami rekombinantiniai baltymai gali biiti modifikuoti beveik visomis Zinduoliams
buidingomis potransliacinémis modifikacijomis. Mielése susintetinti virusiniai antigenai
jau anksciau buvo sékmingai pritaikyti kuriant jautrias Paramyxoviridae (Warrerner et al.,
2010), Bunyaviridae (Petraityte et al, 2008) ir kity virusy Seimy atstovy diagnostikos
sistemas.



Darbo tikslas:

IStirti mieliy S. cerevisiae raiSkos sistemos tinkamumg sintetinti rekombinantiniy
Parvoviridae Seimos virusy struktlrinius baltymus ir pritaikyti juos serologinei
diagnostikai.

Darbo uZdaviniai:

1. Mielése S. cerevisiae susintetinti zmogaus parvoviruso 4, zmogaus bokavirusy 1-4
ir kiauliy parvoviruso kapsides formuojancius baltymus, juos iSgryninti ir jvertinti
Jy imunogenines savybes.

2. Panaudojant rekombinantinius antigenus sukurti ir jvertinti serologinius
diagnostikos testus, skirtus kraujo serumuose aptikti zmogaus parvovirusui 4,
zmogaus bokavirusams 1-4 ir kiauliy parvovirusui specifinius antikiinus.

3. ]vertinti zmogaus parvoviruso 4 ir zmogaus bokavirusy 1-4 paplitimg Lietuvoje.

Mokslinis naujumas

Greiti virusiniy infekcijy diagnostikos metodai remiasi PGR metodo variacijomis
padauginto viruso genomo arba infekuoto organizmo imuninio atsako nustatymu.
Pastarasis metodas gali suteikti papildomos informacijos apie jau prag¢jusias infekcijas ir
gali buti pritaikytas supaprastinto naudojimo diagnostiniy testy kiirimui. Tokiems testams
atlikti nereikalingas specialiai paruoStas personalas ar brangi jranga, todél itin svarbiis
virusiniy infekcijy valdymui mazai isivysGiusiose valstybése. Siame darbe mielése
susintetinti Zmoniy parvovirusy (PARV4 ir HBoV1-4) kapside formuojantys baltymai yra
labai imunogeniski ir tinkami taikymui serologiniuose testuose. Sie rezultatai atveria
galimybe greitai ir ekonomiskai paruoS$ti antigenus ateityje atsirasianiy parvovirusiniy
infekcijy tyrimams. 2013-2016 m. buvo atrasti keli nauji naminius gyvulius ar Zmones
infekuojnatys Parvoviridae Seimai priskiriami virusai (kiauliy ir karviy hokovirusai,
kiauliy parvovirusas 6 (Schirtzinger et al., 2015), Zzmogaus bufavirusai ir tusavirusai
(\Véisénen et al., 2016)). Todé¢l Siame darbe iSbandytas modelis gali buti pritaikytas ir Siy
naujy virusy tyrimames.

Zmogaus parvoviruso 4 ir bokavirusy 1-4 serologiniai tyrimai Lietuvoje buvo
atlikti pirma kartg. Labai didelé¢ (91,6 %) nustatyta HBoV seroteigiamy asmeny dalis
jrodo, kad Sie virusai yra gausiai paplite Salyje. Tiriant PARV4 specifiniy antikiing buvima
nepadidintos rizikos Lietuvos pacienty grup¢je buvo nustatytas iki Siol didZiausias
Europoje dokumentuotas PARV4 paplitimo daZnis (9,4 %). Sie rezultatai pagrindé
kylancias dvejones d¢l iki Siol postuluoto §io viruso plitimo tik per kiino skyscius, be to
atkreipé démesj, kad PARV4 infekcijos yra aktualios ne tik padidintos rizikos individams.

Misy Ziniomis, rekombinantinés mozaikinés 1§ parvovirusy VP1 ir VP2 baltymy
sudarytos dalelés mielése buvo susintetintos pirmg karta. Tokios mVPD buvo parodytos
esant tinkamomis padidinti serologiniy testy jautruma.



Efektyviy virusiniy baltymy sintezés sistemy kiirimas turi ir prakting-ekonomineg

reik8me. Kiauliy parvoviruso infekcijos turi Zenklig ekonoming zalg gyvulininkystés
tkiuose, todél miisy sukurta imunogenisky PPV VP2 antigeny sintezés sistema gali biti
potencialia alternatyva Siuo metu naudojamoms inaktyvuoty virusy vakcinoms.

Ginamieji teiginiai:

1.

Mielése susintetinti PARV4, PPV ir HBoV1-4 struktiiriniai VP2 baltymai
suformuoja stabilias imunogeniSkas ] virusus panaSias daleles, kurios sukelia
specifin] imuninj atsaka pelése ir Sios VPD yra tinkamos diagnostiniy testy kiirimui.
Sintetinant mielése PARV4 ir HBoV1 nepagrindin; struktiirinj baltymg VP1 kartu
su VP2 baltymu gaunamos antigeniSkos mozaikinés ] virusus panasios dalelés.
Zmogaus parvovirusas 4 yra paplites tarp Zemos rizikos pacienty Lietuvoje, tai
suponuoja alternatyvius, ne vien per organizmo skyscius, $io viruso perdavimo
kelius.

Zmogaus bokavirusai 1-4 yra pladiai paplite Lietuvoje.

Mielése susintetintas kiauliy parvoviruso VP2 formuojamos VPD yra tinkamas
antigenas PPV-specifiniy antikiiny nustatymui kiauliy serumuose.

Pagrindinés zmogaus parvoviruso 4 VP2 baltymo B lasteliy linijiniai epitopai
lokalizuoti EF, HI ir C-galinéje kilpose.



1. TYRIMU METODIKA

Reagentai, fermentai. Visi naudoti reagentai buvo auks$¢iausio grynumo laipsnio.
Fermentai: restrikcijos endonukleazés, DNR polimerazés, FastAP Sarminé fosfatazé, T4
DNR ligaz¢, RNAz¢ A bei DNR ir baltymy masés standartai, nukleotidy miSiniai,
elektroforezés buferiniai tirpalai buvo jsigyti i§ ThermoFisher Scientific Baltics (Lietuva).
Mitybiniy terpiy komponentai jsigyti 1§ Sigma Aldrich (Vokietija), Applichem (Vokietija)
ir Carl Roth GmbH (Vokietija).

Molekulinés biologijos rinkiniai. Phusion Site-Directed Mutagenesis Kit, GeneJET Gel
Extraction and GeneJET Miniprep Plasmid Kit, agarose, GeneJET Viral DNA/RNA
Purification Kit rinkiniai buvo jsigyti i§ ThermoFisher Scientific Baltics (Lietuva) ir
naudoti pagal gamintojo rekomendacijas.

Kraujo serumy méginiai. Umiomis kvépavimo taky ligomis sergan¢iy maZos pacienty
kraujo serumai (n=170) buvo surinkti Vilniaus universiteto Medicinos fakulteto Vaiky
ligy klinikose 2008-2011 m. vadovaujantis Lietuvos Bioetikos Komiteto leidimu (Nr. 53,
2008-09-03). Kiauliy serumy méginiai surinkti i§ kiauliy tkiy Lietuvoje (n=160),
Rumunijoje (n=14) ir Ukrainoje (n=13) vadovaujant dr. V. Sereikai ir dr. R. Lele$iui
(Lietuvos sveikatos moksly universitetas) 2008-2010 m.

Lastelés. Klonavimui naudoti bakterijy E. coli DHSaF’ (F'gyrA96(Nal") recAl relAl
endAl thi-1 hsdR17(rkmk") glnV44 deoR A(lacZYA-argF) U169 [¢80dlacZ AM15])
(ThermoFisher Scientific Baltics) arba GM119 (F- dam-3 dcm-6 lacY1l galK2 galT22
tonA31 tsx-78 supE44 mtl-1(thi-1)) (ATCC™ 53339) kamienai. Rekombinantiniy
baltymy sintezei naudoti bakterijy E. coli kamienas BL21(DE3) (F- ompT gal dcm lon
hsdSB (rB- mB-) ADE3 [lacl lacUV5-T7 gene 1 indl sam7 nin5]) ir mieliy
Saccharomyces cerevisiae kamienai AH22-214 (MATa leu2-3 leu2-112 his4-519 canl
[KIL-0])(ATCC™ 38626), 214Apep4 (a ura3 leu? his3 Apep4), FH4 (a/a) (ATCC™
42368) and gcn2 (ATCC™A4(033642).

Plazmidés. Raiskai mielése naudoti pFX7, pFGG3 ir pFX7-His6N mieliy raiskos vektoriai
(Razanskiene et al., 2004; Sasnauskas et al., 1999). Raiskai bakterijose naudotas pET-
43.1a(+) vektorius (Novagen, Madison, WI, JAV). Chemiskai susintetinti HBoV1-4 ir
PARV4 VP1 bei VP2 genai buvo gauti pUC57 vektoriuje (GenScript, Piscataway, NJ,
JAV).

Oligonukleotidai ir peptidai.Darbe naudoti oligonukleotidai jsigyti i§ IDT (Miunchenas,
Vokietija) arba MWG-Biotech AG (Ebersbergas, Vokietija). PARV4 VP2 epitopy
nustatymui buvo naudoti sintetiniai peptidai i§ Pepscan Presto BV (Nyderlandai).
Oligonukleotidy ir peptidy sekos pateiktos 1.1 lentel¢je.
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1.1 lentelé. Darbe naudoty oligonukleotidy ir peptidu sekos.

Geny padauginimui ir kolonijy atrankai naudoti pradmenys:

Oligonkleotidai

Seka (nuo 5’ i 3”) Papildoma informacija

PPV-vp2-F TCTACTAGTACAATGAGTGAAAATGTGGAACAA PPV VP2 geno
PPV-vp2-R GAGACTAGTCTAGTATAATTTTCTTGGTATAAGT padauginimui
P4_FW2 GCACCTAGGACAATGTAGTAGTTGGCAATGC PARV4 VP2 geno
P4 RV CGACCTAGGTTATAGCAAATGAGAATAATTTCGCG padauginimui
hP4_FW1 GCACCTAGGACAATGTCTGCTGCTGATGC PARV4 VP1 geno
- padauginimui
GGATCTAGAACAATGTCTGACACTGACATTCAAGA
HBOVI_VP2F ¢ HBoV1 VP2 geno
HBoVL VP2R 'CA:\'I(;TTCTAGATTACAACACTTTATTGATGTTTGTTTTT padauginimui
BocDirl GCATCTAGAACAATGCCTCCAATTAAGAGACAGCC  HBoV1 VP1 geno
T padauginimui
N101Y F ACTTCAACTTCTACCAATACTCTTCAC N101Y mutacijos
N101Y R ATGACCATGGAGTAGAAACACATC HBoV3 VP2 sukiirimui
PYK5 TATTCATTCTTTTTCATCCTTTGG Kolonijy atrankai
PGK3 TCCTTACCTTCCAATAATTCCAAAC (pradmenys yra
GAL7P ATTATGCAGAGCATCAACATG specifiniai pFX7 ir
GAL7T GTCTTTGTAGATAATGAATCTG pFGG3 plasmidéms).
T7 TER GCTAGTTATTGCTCAGCGG Kolonijy su pET43(a)+
T7 PRO TAATACGACTCACTATAGG atrankai

Oligonukleotidai naudoti PARV4 VP2 epitopy paciskai:

Oligonkleotidai

Seka (nuo 5’ i 37)

121-135F AATTCGTTTCTGATTCTGCAAGTGGTGGGATTACTGTATTTGCTGATGATG
121-135R TCGACATCATCAGCAAATACAGTAATCCCACCACTTGCAGAATCAGAAACG
128-142F AATTCGGGATTACTGTATTTGCTGATGATAGCTATGACTATCCATATGTAG
128-142R TCGACTACATATGGATAGTCATAGCTATCATCAGCAAATACAGTAATCCCG
136-150F AATTCGGGATTACTGTATTTGCTGATGATAGCTATGACTATCCATATGTAG
136-150R TCGACTACATATGGATAGTCATAGCTATCATCAGCAAATACAGTAATCCCG
144-158F AATTCGGTCATAATCAAGATACATTACCAGGTCATTTACCAGGAGAAAATG
144-158R TCGACATTTTCTCCTGGTAAATGACCTGGTAATGTATCTTGATTATGACCG
248-262F AATTCAATGATGGGACTGCCATTTGGAAACGCCCTGAAGGCATGGATGTTG
248-262R TCGACAACATCCATGCCTTCAGGGCGTTTCCAAATGGCAGTCCCATCATTG
256-270F AATTCCGCCCTGAAGGCATGGATGTTGGCAGACTCCCATTAAATTATGTTG
256-270R TCGACAACATAATTTAATGGGAGTCTGCCAACATCCATGCCTTCAGGGCGG
264-278F AATTCAGACTCCCATTAAATTATGTTCCAGGGCCAGCTCTAATGATGCCAG
264-278R TCGACTGGCATCATTAGAGCTGGCCCTGGAACATAATTTAATGGGAGTCTG

hp4 VP2 N120

GAAAGATCTGTTTCTGATTCTGCA

hp4 VP2 N150

GAAAGATCTCCAGGTCATTTACCA

hp4 VP2 N180

GAAAGATCTGCTATTAGTGATCAT

hp4 VP2 N210

GAAAGATCTGAGTTTCCAGATGAC

hp4 VP2 N240

GAAAGATCTGCTATTATGACAGGT

hp4 VP2 N270

GAAAGATCTCCAGGGCCAGCTCTA

hp4 VP2 N300

GAAAGATCTGACAGGTATAGTGTA

hp4 VP2 N330

GAAAGATCTAATTATTTAGGAGGT
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hp4 VP2 N360

GAAAGATCTCCATCCAGAGTTGTT

hp4 VP2 N390

GAAAGATCTGGTGGTACTGATACA

hp4 VP2 N420

GAAAGATCTTCATATGATTGCCAA

hpd VP2 C165 CGAAGATCTTTACCCATACTGAGGCAA
hp4d VP2 C195 CGAAGATCTTTAATGGTGCTCTAAAAA
hpd VP2 C225 CGAAGATCTTTAGTTGGGAGTTGACAA
hpd VP2 C255 CGAAGATCTTTATTTCCAAATGGCAGT
hp4d VP2 C285 CGAAGATCTTTAGTTTCTAATTTGGGT
hpd VP2 C315 CGAAGATCTTTAGACAGACCATGGTTG
hp4d VP2 C345 CGAAGATCTTTACTCTTCATGCTTTCT
hpd VP2 C375 CGAAGATCTTTAATGAGGAGCTGCTAA
hp4 VP2 C405 CGAAGATCTTTAAGGTTCCTGATATAA
hpd VP2 C435 CGAAGATCTTTAACATTCTGTATTAGG
hpd VP2 C465 CGAAGATCTTTAGCCTGGTTGTGACCT

hp4 VP2 N130

GAACCTAGGACAATGACTGTATTTGCT

hp4 VP2 N320

GAACCTAGGACAATGCTAGCAAACAAA

hpd VP2 C420 CGACCTAGGTTATAAAGGATTTGG

hpd VP2 C490 CGACCTAGGTTAACTATAATGCAA

hp4 VP2 C525 CGACCTAGGTTAGGCAAGGGTAAA

hp4 VP2 C552 CGACCTAGGTTATAGCAAATGAGAATAATTTCGCG

492-506F AATTCCAGTTTTTAGTTAAGCGCCGCAAGAGATCTCGCCGCCATAATCCCG
492-506R TCGACGGGATTATGGCGGCGAGATCTCTTGCGGCGCTTAACTAAAAACTGG
507-521F AATTCGAGAAACCTGCTCCTTTCCCGACAACAGATTCGGGACGTATGCCTG
507-521R TCGACAGGCATACGTCCCGAATCTGTTGTCGGGAAAGGAGCAGGTTTCTCG

Sintetiniai peptidai, naudoti detaliam PARV4 VP2 epitopy lokalizavimui:

Peptide Sequence (N- to C-terminus)
hp4A-1 GHNQDTLPGH
hp4A-2 NQDTLPGHLP
hp4A-3 DTLPGHLPGE
hp4A-4 LPGHLPGEN
hp4A-5 GHNQDTLP
hp4B-1 NDGTAIWKRP
hp4B-2 GTAIWKRPEG
hp4B-3 AIWKRPEGMD
hp4B-5 WKRPEGMDV
hp4B-5 NDGTAIWK

12



Antikiinai ir diagnostikos rinkiniai

1.2 lentel¢é. Darbe naudoti konjuguoty antriniy antikiiny ir diagnostikos rinkiniai ir jy
gamintojai:

Antikiinas / rinkinys Gamintojas

Oskos anti-zmogaus IgM, HRP konjugatas ThermoFisher, Carlsbad, CA, JAV
Triusio anti-zmogaus IgG, HRP konjugatas DakoCytomation, Danija

Triusio anti-kiaulés IgG, HRP konjugatas Sigma-Aldrich Biosciences, Seattle, JAV
Ozkos anti-palés IgG, HRP konjugatas BioRad, JAV

INGEZIM PPV compact rinkinys Ingenasa, Madridas, Ispanija

PPV KY-11 virusu infekuotos kiauliy séklidziy VMRD, Inc., Pullman, JAV

lastelés uzfiksuotos ant objektinio stiklelio

Pagrindiniai molekulinés biologijos metodai. DNR ir baltymy elektroforezé, DNR
susiuvimas, hidrolizavimas, 5°-fosfaty pasalinimas, PGR, Western imunoblotingas,
baltymy gryninimas Ni?*-afininés chromatografijos biidu, kompetentiniy E. coli ir mieliy
lasteliy paruoSimas ir transformacija plazmidémis buvo atlieckami kaip aprasyta Green and
Sambrook, (2012). DNR fragmenty iSskyrimas 1§ PGR miSinio ir agarozés gelio, taskinés
mutacijos jvedimas, plazmidinés DNR iSskyrimas, virusiniy nukleoriigé¢iy iSskyrimas
buvo atliktas su atitinkamais ThermoFisher Scientific Baltics pagamintais rinkiniais, pagal
gamintojo rekomendacijas.

Mieliy auginimas, rekombinantiniy baltymu sintezés indukcija ir lasteliy lizaty
paruoSimas. Mieliy kultira auginama skystoje YEPD terpéje 24 wval. Lastelés
indukuojamos pridéjus puse tiurio 2xYEPD terpés ir puse turio 12 % galaktozeés tirpalo.
Indukcija vyksta nuo 16-20 val. Visos mitybinés terpés turi 0,3 — 0,4 ug/mL formaldehido.
Lizato paruoSimui Igstelés surenkamos centrifuguojant 10 min. 3000 aps./min. greiciu,
biomasé¢ praplaunama vandeniu ir uZpilama tokiu pat tiriu ardymo buferio. Ardymui
imama dvigubai didesné stiklo rutuliuky (@=212-300 um) masé nei lgsteliy biomasé.
Vorteksuojama 8-10 karty po 30 s grazinant mégintuvélius j leda. Lasteliy nuolauzos
nusofinamos centrifuguojant 2500 aps./min. greciu 5 min.

Ultracentrifugavimas sacharozés tirpale ir cezio chlorido tankio gradiente.
Sacharozés (30 % - 70 %) arba cezio chlorido (40 %) tirpalai ardymo buferiniame tirpale
yra supilstomi j ultracentrifuginius mégintuvélius. Lasteliy lizatas yra atsargiai uzneSamas
ant tirpaly pavirSaus. Ultracentrifugavimas sacharozés tirpale vyksta 3-4 val., o CsCl
gradiente — 20-48 val. 37000 aps./min. grei¢iu, esant 4°C temperatiirai (Beckman
ultracentrifuga L8-70, rotoriaus tipas 70 TI). Po centrifugavimo surenkamos frakcijos po
1 mL ir analizuojamos NDS-PAGE.

Stebéjimas elektroniniu mikroskopu. Cezio chlorido gradiente grynintos dalelés arba
suardyty daleliy suspensija uzlasinama ant anglimi padengto vario tinklelio su 200 nm
dydzio akutémis. Pavyzdziai dazomi 2 % vandeniniu uranilacetato tirpalu, stebima
elektroniniu mikroskopu Morgagni 268 (D) (FEI, JAV).
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Imunofermentiné analizé (EIA) Prie plokstelés adsorbuojamas antigenas 50 mM natrio
karbonato (pH 9,3) tirpale, j Sulinélj pilama 100 pL antigeno tirpalo irinkubuojama 4°C
temperatiiroje per naktj. Kiekvienas Sulinélis plaunamas praplovimo (PBS su 0,1 %
Tween-20) tirpalu tris kartus.Tada blokuojama Roti-Block (Carl Roth GmbH, Vokietija)
po 150 pL kiekviename Sulinélyje, 1 val.kambario temperatiiroje. Blokuota plokstele
plaunama tris kartus plovimo tirpalu. Inkubuojama suserumo tirpalu (100 pL Sulinéliui )
2 val. 37°C temperatiiroje, serumai skiedziami PBS tirpalu su 0,1 % Tween-20 ir 1 %
jaucio serumo albumino.Po to plaunama 5 kartus ir inkubuojama su antriniais antikiinais
Ival. 37°C. Tada plaunama 5 kartus ir rySkinama pridedant po 100 pL 3,3'5,5-
tetrametilbenzidino (TMB) substrato (DakoCytomation, Danija) j kiekvieng Sulinélj,
palaikoma 10 min. tamsoje, kambario temperatiiroje. Reakcijasustabdoma jpilant po 100
uL 10 % sieros riigsties. Spektrofotometru iSmatuojama sugertis 450 nmbangos ilgyje
(Iyginant su sugertimi 620 nm). ISgaudancios ELISA imunofermentinés analizés atveju
pirma adsorbuojamimonokloniniai antikiinai, o visos likusios procediiros identiskos
auk$¢iau minétoms. Konkurencinés EIA atveju, serumai 1 val. i§ pradZziy inkubuojami
37°C temperatiirojesu giminingy antigeny misiniy (bendra baltymo koncentracija 20
pg/mL), o po to Sis miSinys uzneSamas ] blokuotus Sulinélius. Konkurencinés EIA su
peptidais atveju, inkubacija buvo vykdoma 10 pg atitinkamo peptide sumaisius su 500
karty skiesta MADb hibridomy augimo terpe iki bendro 400 pL tiirio.

Statistiné analizé. Statistinei analizei naudota Microsoft Excel 2013 programos Analysis
ToolPak plétinys. HBoV ir PARV4 specifiniy antikiiny papilitimas buvo jvertintas 2
testu. Skirtumai tarp grupiy laikyti statistiSkai reik§mingais, kai reik§mingumo lygmuo p
< 0,05. Efekto dydis nurodomas $ansy santykiu (OR) su 95% pasikliautiniu interval (Cl).

mVPD epitopy eksponavimo skirtumai jvertinti naudojant Vilkoksono Zenkly
kriterijy (angl. Wilcoxon signed-rank test).
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2. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

2.1. Parvovirusy kapside formuojanciy baltymy sintezé mielése S. cerevisiae
2.1.1. Parvovirusiniy baltymy raiSkos mielése vektoriy konstravimas

Kiauliy parvoviruso (PPV) pavirSiaus baltymo VP2 DNR buvo padauginta PGR
metodu 1§ virusu uzkrésty kiauliy inksty patologinio audinio iSskirtos virusinés DNR.
Audiniy homogenizatas gautas 1§ dr. V. Sereikos (Lietuvos sveikatos moksly
universitetas). Gauto ~1700 nt DNR fragmento seka buvo nuskaityta DNR sekoskaitos
centre (VU Biotechnologijos institutas), ir ja sulyginus su duomeny bazése deponuotomis
sekomis, paaiSkéjo, jog ji yra identiska kiauliy parvoviruso NADL-2 kamieno VP2 sekai
(GenBank identifikacijos numeris NC001718).

Zmogaus parvoviruso 4 (PARV4) VP1 geno seka buvo chemiskai susintetinta
Genscript (Piscataway, NJ, JAV) pagal GenBank duomeny bazéje pateikta EUS546204
seka. Sintetinis genas buvo gautas jrémintas papildomy restrikcijos endonukleazés Xmall
taikiniy pUC57 plazmidéje. Si plazmidé buvo panaudota kaip matrica PGR metodu
padauginant PARV4 VP2 gena, specifiniais pradmenimis P4 FW2 ir P4 RV geno galuose
sukuriant papildomus XmaJl taikinius klonavimui.

Zmogaus bokavirusy (HBoV) tyrimams, HBoV1 VPI ir HBoV2-4 VP2 geny sekos
buvo chemiskai susintetintos pagal GenBank duomeny bazéje pateiktas sekas (atitinkamai
NC 007455, GU048664, FJ948861 ir FJ973561). Papildomai buvo uzsakytos raiSkai
mielése pagal GenScript OptimumGene™ algoritmg optimizuotos HBoV2 ir HBoV3 VP2
sekos. HBoV1 VP2 geno seka buvo padauginta nuo sintetines HBoV1 VP1 matricos
pUCS57 plazmidéje naudojant specifinius HBoV1 _VP2F ir HBoV1_ VP2R pradmentis.

Rekombinantiniy parvovirusy kapside¢ formuojanciy baltymy sintezei mielése
Saccharomyces cerevisiae buvo panaudoti du hetorologiniy baltymy raiSkos vektoriai
pFX7 ir pFGG3 (Sasnauskas et al., 1999; Slibinskas et al., 2004). Atitinkami virusiniai
VP1 ar VP2 baltymai buvo jklonuoti zemiau galaktoze indukuojamy mieliy promotoriaus
GAL7 arba hibridinio GAL10-PYK1 promotoriaus. Teigiamy transformanty atrankai
bakterijose buvo taikyta bla geno koduojama [-laktamazé (atsparumas ampicilinui), o
transformuotoms mieléms atsparumg formaldehidui suteiké vektoriuose esantis Candida
maltosa formaldehido dehidrogenazés FDH1 genas (Sasnauskas et al., 1992). Tinkama
geny kryptis vektoriuose buvo patikrinta restrikcine analize ir sekos analize DNR
sekoskaitos centre (VU Biotechnologijos institutas). Visy rekombinantiniy baltymy
raiSkai mielése Siame darbe sukonstruoty vektoriy saraSas ir jy savybés pateiktos 2.1
lenteléje.
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2.1 lentelé. Parvovirusy pavirSiaus baltymy sintezei mielése sukonstruotuy
vektoriy saraSas

pFX7-pagrindu sukonstruoti Zemiau GAL10-PYK1 promotoriaus jklonuotas Vektoriaus
vektoriai genas ir jo atitinkamas numeris GenBank dydis, bp
duomenuy bazéje.
pFX7-PPV_VP2 PPV VP2 (NC001718, 2035...4833 nt) 10278
pFX7-PARV4_VP2 PARV4 VP2 (EU546204, 3412...5073 nt) 9141
pFX7-PARV4_VP1 PARV4 VP1 (EU546204, 2329...5073 nt) 10224
pFX7-HBoV1 VP1 HBoV1 VP1 (NC_007455, 3056...5071 nt) 9495
pFX7-HBoV1 VP2 HBoV1 VP2 (NC_007455, 3443...5071 nt) 9108
pFX7-HBoV2_VP2 HBoV2 VP2 (GU048664, 3426...5042 nt) 9096
pFX7-HBoV2opt_VP2 HBoV2 VP2, optimizuotas raiSkai mielése 9096
(KU212373, 1...1617 nt)
pFX7-HBoV3_VP2 HBoV3 VP2 (FJ948861, 3420..5039 nt) 9099
pFX7-HBoV3opt_VP2 HBoV3 VP2, optimizuotas raiSkai mielése 9099
(KU212374, 1...1620 nt)
pFX7-HBoV4_VP2 HBoV4 VP2 (FJ973561, 3331...4956 nt) 9105
pFGG3 pagrindu  sukonstruoti Genai, jklonuoti Zemiau nurodyty promotoriy Vektoriaus
vektoriai dydis, bp

pFGG3-HBoV1 VPlgal7+VP2cari0 GAL7-HBoV1VPLlir GAL10-PYK1 - HBoV1 VP2 12296

pFGG3-HBoV1 _VP2caL7+VP1lcatio GAL7—HBoV1VP2ir GAL10-PYK1 - HBoV1 VP1 12296

pFGG3-PARV4 VPlcal7+VP2catic GAL7—-PARV4VPLir GAL10-PYK1-PARV4 VP2 13049

PFGG3-PARV4_VP2caL7+VP1lcaio GAL7-PARV4 VP2 ir GAL10-PYK1 -PARV4 VP1 13049

2.1.2. PARV4 VP2 sintezé mielése

Raiskos vektoriumi pFX7-PARV4 VP2 buvo transformuotas mieliy S. cerevisiae
AH22-214 kamienas. Po rekombinantinio baltymo raiskos indukavimo galaktoze mieliy
lizatas buvo analizuotas NDS-PAGE metodu (1A pav.) ir lizato baltymy misinyje buvo
stebima papildoma ~62 kDa juostelé (1A pav., 2 takelis), atitinkanti teoring PARV4 VP2
baltymo molekuling mas¢ (~61.6 kDa). Po mieliy lizaty centrifugavimo per sacharozés
pagalve ir CsCl gradiente, rekombinantinis PARV4 VP2 koncentravosi 1,28-1,29 g/mL
frakcijoje (1 A pav., 3 takelis). Frakcijos méginys buvo analizuotas elektroniniu
mikroskopu. Méginiuose buvo stebimos 25-28 nm skersmens struktiros (1 B pav.),
primenancios natyviy parvovirusy daleles. Baltymo sekos atitikimas buvo patvirtintas VU
Biochemijos instituto Proteomikos centre masés spektrometrijos metodu. Vidutiné
rekombinantinio PARV4 VP2 baltymo iSeiga buvo ~6,0+1,1 mg/L indukuotos mieliy
kultiiros.

ISgrynintas PARV4 VP2 baltymas buvo dializuotas prie§ skirtingus buferinius
tirpalus ir buvo iStirtas baltymo stabilumas juose. Nustatyta, kad ilgalaikiam baltymo
saugojimui labiausiai tinka PARV4 VP2 laikymas 50 mM Tris, pH 8,7 tirpale su 2 mM
EDTA ir 40% glicerolio —20 °C temperatiiroje, nes liofilizuotuose méginiuose po 3 mén.
saugojimo buvo pastebéti ~30 kDa degradacijos produktai. Patikrinus PARV4 VP2
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baltymo stabiluma jvairaus pH (3,2 - 9,6) tirpaluose, nustatyta, kad baltymo formuojamos
VPD islieka stabilios neutralaus ar Sarminio pH (7,6 — 9,6) terpéje, be to, daleliy nesuardo
chelatuojancios medziagos (10 mM EDTA) ar mazos detergenty koncentracijos (0,5%
TritonX arba 1% Tween-20).

1 pav. PARV4 VP2 sintezés mielése tyrimas. (A) Mieliy lizaty analizé NDS-PAGE. 1 takelis - S.
cerevisiae, transformuoty pFX7 plazmide, lizatas. 2 takelis - S. cerevisiae, transformuoty pFX7-
PARV4 VP2 plazmide, Igsteliy lizatas. 3 takelis — CsCl gradiente iSgryninto PARV4 VP2 baltymas (6
pg). M takelis — baltymy molekulinés masés standartas (PageRuler Prestained Protein Ladder,
ThermoFisher Scientific Baltics).(B) Mielése susintetinty PARV4 VP2 VPD elektroné mikrografija.
Skale — 200 nm.

2.1.3. HBoV1-4 VP2 sintezé mielése

Rekombinantiniy Zmogaus bokavirusy 1-4 pavir§iaus VP2 baltymy sintezei buvo
panaudotas mieliy S. cerevisiae AH22-214 kamienas, transformuotas pFX7 plazmidémis
su Zzemiau GAL10-PYKI1 promotoriaus jklonuotais HBoV1-4 VP2 baltymy genais (2.1
lentel¢). Papildomos (~62 kDa) baltymy juostos buvo stebimos mieliy, transformuoty
HBoV1 ir HBoV4 VP2 genus turin¢iomis plazmidémis, lizatuose (2 pav.). Hetorologiniy
baltymy raiSka nebuvo stebima mielése, transformuotose nemodifikuotomis HBoV2 ir
HBoV3 VP2 sekomis pFX7 plazmidése. [vertinus Zema $iy geny kodony adaptyvumo
indeksa raiskai mielése (angl., codon adaptation index, CAl) (Sharp and Li, 1987), buvo
uzsakyti optimizuotos sekos HBoV2 ir HBoV3 VP2 genai, kuriy CAI buvo padidintas iki
0,85. Siuos genus turindiomis pFX7 plazmidémis transformuoty mieliy lizatuose
papildoma ~62 kDa baltymy juostelé¢ buvo stebima, tod¢l tolimesniam HBoV2 ir 3 VP2
baltymy tyrimui buvo naudotos $ios, optimizuotos geny sekos. Indukuoty mieliy lizatus
centrifuguojant per sacharozés pagalve ir CsCl gradiente, rekombinantiniai HBoV1-4 VP2
baltymai koncentravosi 1,30-1,32 g/mL frakcijose (2 B pav.). Rekombinantiniy HBoV1-4
VP2 iseiga buvo atitinkamai 8,0+0,3, 4,1+0,3, 10,9+0,5 ir 6,7+£0,2 mg i$ litro indukuotos
mieliy biomasés. Elektroniniu mikroskopu baltymy méginiuose buvo stebimos 25-28 nm
skersmens VPD struktiiros (3 A-D pav.) Baltymy seky atitikimas buvo patvirtintas VU
Biochemijos instituto Proteomikos centre masés spektrometrijos metodu.
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Atlikus GenBank duomeny bazéje publikuoty HBoV VP2 seky bioinformating
analize paaiskeéjo, kad vieninteléje Europoje izoliuotoje ir publikuotoje HBoV3 VP2 geno
sekoje (identifikacinis numeris ADD39268) (Chieochansin et al., 2010) vietoj
parvovirusams konservatyvios 101 arginino yra tirozino aminoragstis. Atlikus taskine
HBoV3 VP2 baltymo N101Y mutageneze¢ paaiskejo, kad rekombinantinio baltymo raiSka
mielése yra mazesné (2 C pav.), be to, baltymas nebeformuoja parvovirusams bidingy
VPD, o sudaro nereguliarios formos daleles (3 E pav.). ISanalizavus giminingy parvovirusy
18spresty  erdviniy struktiry modelius, paaiskéjo, kad §i aminoriigStis yra greta
konservatyvios a-spiralés, o didesné aminoriigSties Soniné grandiné trukdyty
parvovirusiniy daleliy Serdj formuojanciai -statinés Struktiirai.

HBoV2
M pFX7 HBoV1l nat. opt. HBoV4
A 140k
100k HBoV3
HBoV3
70k - R - M PFX7  nat. 101Y 101N VP2
50k - . 130k
e

- "

B B . ! -
. B & T T e —

O T T T :
35k - = = -_— . —-

> - = 55k —_—
v B MR ey == =
B 140k A0kemme T S e ==

100k — D - -
70k N N 35 k- -~ -~
50k o
40k
35k

2 pav.HBoV1-4 VP2 baltymy sintezés mielése tyrimas NDS-PAGE metodu.(A) Mieliy S. cerevisiae
lasteliy, transformuoty pFX7 ir atitinkamus rekombinantinius HBoV1, 2 ir 4 VP2 baltymy genus
turin¢iomis plazmidémis, lizatai. (B) CsCl gradiente iSgryninty HBoV1, 2 ir 4 VP2 baltymy méginiai.
(C) Mieliy S. cerevisiae lgsteliy, transformuoty pFX7 ir tris skirtingus HBoV3 VP2 genus (natyvig seka,
mieliy raiskai optimizuota (101N) ir turin¢ig N101Y pakaita) turin¢iomis plazmidémis, lasteliy lizatai bei
CsCl gradiente iSgryninto HBoV3 VP2 baltymo méginys (paskutinis takelis). M — molekulinés masés
standartas su nurodytomis baltymy juosty masémis.
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3 pav.Mielése susintetinty HBoV1-4 VP2 baltymy formuojamy struktiiry, stebimy elektroniniu
mikroskopu, mikrografijos.(A) HBoV1 VP2, (B) HBoV2 VP2, (C) HBoV3 (101N) VP2, (D) HBoV4
VP2, skalé¢ — 200 nm. (E) HBoV3 VP2 (101Y) baltymo formuojamos struktaros, padidintos 110 tukst.
karty.

2.1.4. Kiauliy parvoviruso VP2 sintezé¢ mielése

Kiauliy parvoviruso kapside formuojancio VP2 baltymo geng turinti pFX7-
PPV_VP2 plazmidé buvo transformuota j mieliy S. cerevisiae AH22-214 kamieno Igsteles.
[8analizavus indukuoty lgsteliy lizatus NDS-PAGE metodu, buvo pastebéta papildoma ~64
kDa baltymo juostelé. Rekombinantinis baltymas koncentravosi 1,28-1,31 g/mL tankio
CsCl frakcijose (4 A pav.). Elektroniniu mikroskopu buvo stebimos parvovirusams
biudingos 25-30 nm dydzio VPD (4 B pav.). Mielése susintetinto PPV VP2 baltymo,
formuojanc¢io VPD, iSeiga buvo 8,2-9,0 mg/L indukuotos mieliy biomasés. Baltymas buvo
dializuotas prie$ PBS tirpalg ir saugotas —20 °C temperatiiroje liofilizuotas arba papildomai
pridéjus glicerolio iki 50% galutinés koncentracijos. Abi laikymo sglygos buvo tinkamos
i8laikyti nepaZeistas VPD ne maziau nei metus.
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A T BE
4 pav.PPV VP2 baltymo sintezés mielése tyrimas.
(A) Mieliy lizaty analizé¢ NDS-PAGE. 1 takelis - S. cerevisiae, transformuoty pFX7 plazmide, lizatas. 2
takelis - S. cerevisiae, transformuoty pFX7-PPV_VP2 plazmide, lgsteliy lizatas. 3 takelis — CsCl
gradiente iSgryninto PPV VP2 baltymas (5 pg). M takelis — molekulinés masés standartas su
nurodytomis baltymy juosty masémis. (B) Mielése susintetinty PPV VP2 VPD elektroniné mikrografija.
Skalé — 100 nm.

2.1.5. Nepagrindinio kapside formuojancio virusy HBoV1 ir PARV4 baltymo VP1
sintezé mielése.

Nors natyviose parvovirusy kapsidése VP1 baltymo yra vos 5-10 kopijy, taciau
Siame baltyme buvo nustatyti serologiniams tyrimams vertingi neutralizuojantys epitopai
(Saikawa et al., 1993; Soderlund et al., 1995). PARV4 ir HBoV1 VPI1 baltymy raiska
mielése buvo tirta pFX7-PARV4_VPL1 ir pFX7-HBoV1 VPI plazmidémis transformuoty
mieliy S. cerevisiae AH22-214 kamieno lgsteliy lizatus analizuojant NDS-PAGE metodu
(5 pav.). Baltymy raiska Siame mieliy kamiene buvo menka, o gryninimas CsCl gradiente
buvo nesékmingas. Papildomai buvo iSbandyti S. cerevisiae gcn2, FH4 ir AH22-214Apep4
kamienai, taciau efektyvesnés PARV4 VPI raiSkos nei viename 1§ §iy kamieny nepavyko
gauti. Pastebimai geresn¢ HBoV1 VPI1 baltymo raiska buvo AH22-214Apep4 kamiene
(5B pav.), tac¢iau didziausia Sio baltymo iseiga buvo tik 0,77+0,12 mg/L indukuotos terpés,
o0 §10 baltymo formuojamy VPD aptikti nepavyko.

5 pav. PARV4 ir HBoV1 VP1 baltymu sintezés mielése tyrimas.

(A) PARV4 VP1 raiskos tyrimas. Mieliy S. cerevisiae, transformuoty pFX-PARV4_VP1 (1 takelis) ir
pFX7 (2 takelis) plazmidémis, lasteliy lizatai. (B) HBoV1 VPI raiskos tyrimas. Mieliy S. cerevisiae,
transformuoty pFX7 (1 takelis) ir pFX-HBoV1_VP1 (2 takelis — AH22-214 kamienas, 3 takelis - AH22-
214Apep4 kamienas), Igsteliy lizatai.
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Parvovirusy VP1 baltymas pasizymi fosfolipaziniu A2(PLA2) aktyvumu (Qu et al.,
2008), o mieliy Igsteles gali biiti jautrios heterologiniy fosfolipaziy poveikiui (Sato et al.,
2004). Tiriant galimg PLA2 neigiama poveikj rekombinantiniy VP1 baltymy sintezei
mielése, buvo sukonstruoti sutrumpintus PARV4 ir HBoV1 VP1 baltymy variantus
koduojantys raiskos vektoriai. IStyrus keturiy (-33, -52, -254, -272 a. r. nuo N-galo)
PARV4 VP1 raiSka WB metodu pastebéta, kad pasalinus 216-260 a. r. srityje esant] PLA2
domeng (-254 ir -272 fragmentai), rekombinantinio baltymo raiska pageréja (6 pav.).
Taciau analizuojant baltymy frakcijas po ultracentrifugavimo per sacharozés pagalve, nei
vieno i§ keturiy sutrumpinty VP1 baltymo varianty méginiuose VPD nebuvo aptikta. Sie
duomenys rodo, kad 90 N-gale esanciy papildomy aminortigs¢iy trukdo PARV4 VP2
baltymo variantui formuoti daleles, galimai dél erdviniy trukdZiy. AnalogiSkai buvo istirta
trijy HBoV1 VP1 trumpiniy (-20, -40, -90 ar.) raiska mielése ir VPD formavimas (3.6
pav.). Analogiskai PARV4 atveju, pasalinus HBoV1 VP1 PLA2 domeng (21-63 ar.),
rekombinantinio baltymo raiSka pastebimai pager¢jo, ta¢iau VPD aptikti nepavyko. PLA2
jtaka HBoV'1 VP1 raiskai buvo papildomai tirta jvedant inaktyvuojancias H41A ir D42N
mutacijas (Qu et al., 2008), taciau Sios dvi mutacijos neturéjo teigiamos jtakos VPI
baltymo raiSkai mielése. Neatmetama galimyb¢, kad pagerinta sutrumpinty VP1 baltymy
raiSka buvo pasiekta paSalinus N°‘-gale esanCius retai mieliy naudojamus kodonus,
sudarancius efektyvig rekombinantiniy baltymy raiSka slopinancig transliacing rampa
(angl. translational ramp) (Shah et al., 2013), todél tikslesné geresnés sutrumpinty
varianty raiSkos prieZastis reikalauja papildomy tyrimy.

M VPl  -33 52 254 -272 VP2 VP1  -15 -40 -90 VP2

100+

70-
60-

50-

PLA2+

PLA2+
40-

a8 iy

30-
A B ey
6 pav.PLA2-tipo motyvo jtakes VP1 baltymy raiSkai mielése tyrimas.(A) PARV4 VP1 ir jo
sutrumpinty (pasalinty aminortig§¢iy nuo N-galo skai¢ius nurodytas vir§ takeliy) varianty raiskos tyrimas
WB metodu. Metodui buvo naudoti polikloniniai peliy antikiinai prie§ PARV4 VP2. Tariamg PLA2-tipo
motyva (216-260 ar.) turintys fragmentai jréminti kvadratu. (B) HBoV1 VPI ir jo sutrumpinty varianty
raiskos tyrimas WB metodu, panaudojant 19G7 MAb prie§ HBoV1-4 VP2 baltymus (2.2.3 skyrius).

2.1.6. Mozaikiniy (VP1-VP2) HBoV1 ir PARV4 | virusus panaSiy daleliy sintezé

Nepavykus sukurti daleles formuojanc¢iy parvovirusiniy VP baltymy sintezés
mielése sistemos, nutarta iSbandyti §io baltymo koekspresijos su VP2 baltymais sistemg.
Panasiu buidu susintetintos mozaikinés VP2-VP1 i virusus panasios dalelés (mVPD) buvo
gautos vabzdziy sistemoje (Fang et al., 2014; Chandramouli et al., 2013). Dviejy baltymy
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vienalaikei raiSkai mielése buvo panaudotas dvi raiSkos kasetes turintis pFGG3 vektorius.
[Sanalizavus mieliy S. cerevisiae AH22, transformuoty HBoV1 VPI ir VP2 genus
turinCiais raiSkos vektoriais, lasteliy lizatus NDS-PAGE ir WB metodais (7 pav.)
paaiskéjo, kad nepaisant skirtingy VP2 ir VP1 baltymy raiskos lygiy skirtingais vektoriais
transformuotose mielése, abiem atvejais 1,31-1,33 g/mL tankio CsCl frakcijose
koncentravosi du HBoV1 kapside formuojantys baltymai VP1 ir VP2 santykiu 1 su 15-20.
Toks pavirSiaus baltymy santykis stebimas ir natyviose parvovirusy dalelése (Cotmore et
al., 1986). Elektroniniu mikroskopu analizuotuose abi baltymo juosteles turinciy frakcijy
meéginiuose buvo stebimos parvovirusams btidingos VPD.

GAL7-VP1/ GAL1-10 - VP2 GAL7-VP2 / GAL1-10 - VP1
a 130k b 130k
95k 95k
VP1-¥ VP1-P
VP29 70k VP2 70k
55k 55k
43k -
PAGE PAGE
mVvLP M 6h  12h  16h  24h  36h  48h mVLP M 6h  12h 16h 24h  36h  48h pFGG3
wB 130k WB 130k
95k 95k
VPl
70k VP1-P
VP2 VP2 P 70k e — — —]
55k e
43k 43k

7 pav. HBoVl1 VPl ir VP2 koekspresijos mielése tyrimas. Mieliy lasteliy,
transformuotypFGG3 (HBoV1) GAL7-VP1_GAL1-10-VP2 (A) arba pFGG3_(HBoV1) GAL7-
VP2_GAL1-10-VP1 (B) plazmidémis méginiai buvo paimami nurodytu laiko momentu po indukcijos
galaktoze ir analizuoti NDS-PAGE (virSuje) ir WB (apacioje). Atitinkamos VP1 ir VP2 baltymy
juostelés pazymétos rodyklémis. DeSinéje - pFGG3 plazmide transformuoty mieliy lizatas po 16 val.
indukcijos.

Analogiskai HBoV 1, mieliy S. cerevisiae AH22 kamiene, transformuotame raiskos
vektoriumi pFGG3_(PARV4) GAL7-VP1_GAL1-10-VP2 buvo gautos mozaikinés
PARV4 VP1+VP2 i virusus panasios dalelés (8 ir 9 pav.). Tiek HBoV1, tiek PARV4
VP1+VP2 mVPD isliko stabilios méginius laikant 3 ménesius —20 °C temperattiroje PBS
tirpale su2 mM EDTA ir 40% glicerolio (HBoV1 mVPD) arba 50 mM Tris (pH 8,7) su 2
mM EDTA ir 40% glicerolio (PARV4 mVPD). Sie rezultatai rodo, kad mielése
susintetintam nepagrindiniam parvovirusy kapsid¢ formuojanciam baltymui VP1 formuoti
1 virusus panasSias daleles yra biitinas VP2 baltymas, o mozaikinése ] virusus panaSiose
dalelése jpakuojamas ribotas skai¢ius VP1 monomery.
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8 pav. PARV4 VP1 ir VP2koekspresijos mielése tyrimas NDS-PAGE metodu. 1 takelis -
pFGG3_(PARV4)  GAL7-VP1 _GAL1-10-VP2 plazmide transformuoty S. cerevisiae AH22-214
mieliy lizatas, 2 takelis - pFGG3 plazmide transformuoty mieliy lizatas, 3 takelis — mieliy lizatas po
ultracentrifugavimo per sacharozés pagalve, 4 takelis — CsCl frakcija su VP1 ir VP2 baltymy
juostelémis.

A e K B

9 pav.Mielése susintetinty HBoV1 VP1+VP2 mVPD (A) (skalé - 100 nm) ir PARV4 VP1+VP2
mVPD (B) (skalé - 200 nm) méginiy CsCl frakcijose elektroninés mikrografijos.

Apibendrinus, mieliy S. cerevisiae raiskos sistema yra tinkama efektyviai HBoV1-
4, PARV4 ir PPV | virusus panasiy daleliy, sudaryty i§ pagrindinio kapside formuojancio
baltymo VP2, sintezei. Sios dalelés yra panagios j natyvius virionus struktiiros ir i§lieka
stabilios laikant atitinkamuose saugojimo tirpaluose ilgesnj laika, kas palengvina jy
pritaikyma jvairiy diagnostiniy testy ktirimui. Kitaip nei VP2 baltymy atveju, HBoV1 ir
PARV4 VP1 baltymy raiska mielése yra neefektyvi, net ir pasalinus galimg PLA2 motyva.
Taciau sintetinant $iy virusy VP1 baltyma kartu su VP2, gaunamos stabilios abu baltymus
turin¢ios mozaikinés j virusus panasios dalelés, kuriose baltymy santykis artimas natyviy
viriony sudéciai. Sioje dalyje aprasytos VPD buvo panaudotos 2.2 dalyje aprasytiems
tyrimams atlikti.
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2.2. Rekombinantiniy parvovirusy VP baltymy antigeniniy savybiy tyrimas
2.2.1. PARV4 VP2 VLP reaktyvumo su mazos rizikos Zmoniy serumais tyrimas

Rekombinantinés PARV4 VP2 VPD buvo panaudotos sukurti fermentinés
imunoanalizés (EIA) metodu paremtag PARV4 specifiniy IgM ir IgG antikiiny nustatyma
Zzmoniy kraujo serumuose. Nesant standartizuoty PARV4 infekcijos testy, Sio sukurto
serologinio testo perskyros taskai (angl. cut-off values) buvo nustatyti kaip apraSyta Sharp
et al., 2009. ISanalizavus 170 Zmoniy kraujo serumy méginiy, nustatyta, kad 5,8 % (n=10)
méginiy buvo IgG-teigiami ir 7,0 % (n=12) buvo IgM-teigiami (2.2 lentelé). Teigiami
méginiai pagal reaktyvuma suskirstyti j tris grupes: 4 méginiai turéj¢ ankstesng infekcijg
(IgM-, IgG+), 6 méginiai su vykstancia infekcija (IgM+, [gG-/1gG-dvejotini) ir 6 méginiai
su nesena infekcija (vykstanti serokonversija, IgM+, 1gG+).

2.2 lenteléPARV4 paplitimo tyrimo méginiy demografinés charakteristikos.

Méginiy Vidutinis amZius Seroteigiamy méginiy
skaicius (intervalas, m) skaicius
Moterys 78 21.1(0.5-63) 2
Vyrai 92 20.0 (0.5-60) 14
IS viso 170 20.5(0.5-63) 16

Papildomai atlikus visy teigiamy kraujo serumy analiz¢ WB metodu, nustatyta,
kad 4 1§ 10 IgG+ ir 3 1§ 12 [gM+ serumy meéginiy reagavo su denatiiruotu PARV4 VP2
antigenu (3.3 lentel¢). Skirtingas aptikty seroteigiamy méginiy daznis paaiSkinamas tuo,
kad parvovirusy infekcijos metu dauguma specifiniy antiking susidaro pries
konformacinius epitopus (Soderlund et al., 1995), nors, kitaip nei parvoviruso B19
infekcijos atveju, PARV4-specifiniai linijinius epitopus atpazjstantys antikiinai neiSnyksta
po infekcijos (Chen et al., 2015).

Sis tyrimas yra pirmas bandymas Lietuvoje jvertinti PARV4 paplitima. Remiantis
ankstyvesniais epidemiologiniais PARV4 paplitimo tyrimais, §is virusas sicjamas su
padidintos rizikos pacientais (intraveniniy narkotiky vartotojais ar turin¢iais ZIV/hepatito
C infekcijg) ir Europoje yra paplites labai netolygiai (7,3-95 % tarp padidintos rizikos
ligoniy). Tokia didelé (5,8 % IgM ir 7 % IgG) seroteigiamy ligoniy, neturin¢iy padidintos
rizikos pozymiy, dalis populiacijoje uzfiksuota pirmg karta, ir prieStarauja PARV4
perdavimo tik per organizmo skysc¢ius teorijg (Panning et al., 2010).
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2.3 lentelé. PARV4 paplitimo tyrimo EIA ir imunoblotu rezultatai. Pateikiamos tik tos EIA optinio
tankio vertés, kurios interpretuotos kaip teigiamos.

Serumo EIA, OD Immunoblotas Amzius(m) Lytis
Nr IgM IgG IgM I9G

19 0.618 0.654 + 25 \Y
20 1.014 0.687 + + 46 V
23 0.619 47 Vv
31 0.494 23 \%
43 0.786 26 \Y
84 0.445 15 Vv
85 0.455 16 \Y
86 0.603 M
112 1.213 0.728 + + \Y
113 0.636 0.453 + 10 \Y
116 0.803 10 Vv
117 0.742 14 \Y
127 0.628 \%
138 0.639 0.435 M
209 0.419 19 Vv
216 0.790 0.498 + 11 \Y

Santrumpos: V, vyras; M, moteris.

2.2.2. PARV4 VP2 baltymo B lasteliy linijiniy epitopu nustatymas

Imunizavus mielése susintetintu PARV4 VP2 antigenu peles, VU Lastelés
biologijos ir imunologijos skyriuje (vad. dr. A. Zvirblien¢) buvo sukurta 28 monokloniniy
antikiingy (MAb) prie§ PARV4 VP2 baltyma kolekcija (darbus atliko dr. I. Kuc€inskaité-
Kodz¢). Visy MAb savybés apibendrintos 2.4 lenteléje. Tik vienas 1§ 28 kolekcijos MAb
atpazjsta konformacinj epitopa, tod¢l esant tokiam dideliam kiekiui linijinius epitopus
atpazjstan¢iy MAb kiekiui nuspresta identifikuoti vyraujancias PARV4 VP2 antigenines
sritis epitopy kartiravimo metodu. Trijy etapy PARV4 VP2 baltymo fragmenty
smulkinimo ir jy sintezés mielése arba suliejus su tirpiu E. coli NusA baltymu taktika
identifikuotos trys pagrindinés B lasteliy linijiniy epitopy sritys: 144-158 ar., 248-257 ar.
ir 507-513 ar. regionuose. Atlikus konkurencinés IEA analiz¢ su sintetiniais peptidais
nustatyta, kad 9 MADb specifiSkai atpazjsta NQDTLPGHLP, 6 MAb atpaZzjsta
NDGTAIWKRP, 0 8 MAb — EKPAPFP peptidus (2.4 lentelé). Sugretinus anksciau
nustatyty parvovirusy B19 ir HBoV1 VP2 baltymy linijiniy epitopy sritis matyti, kad visos
trys sritys sutampa su HBoV1, o du epitopy regionai — su B19 VP2 baltymo antigeninémis
sritimis. Tai rodo, kad parvovirusy kapsidés baltymams biidingi konservatyvios B lasteliy
linijiniy epitopy sritys VP2 baltyme (10 A pav.). ISanalizavus seky gretinius ir jas
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lokalizavus parvoviruso B19 tretinés struktiiros modelyje (10 B pav.) matosi, kad PARV4
VP2 epitopai susitelke konservatyvias struktiirines parvoviruso kapsidés [-juostas
jungianciose pavirSinése EF ir HI kilpose bei C-galinéje kilpoje. Pakeitimai Siose kilpose
galéty biiti panaudoti PARV4 VP2 baltymo, kaip epitopy nesiklio, tyrimams.

A (PARV4_VP2 143 LGENODTLPGHLPGENYVI.POYGYITRGREIDQQ-~NEI-nmam VAISDHKTELFFLEHH
B19 VP2 163 LCQCODTLAPELPIWVYFPRQYAYLSVEDVNTQCITEDS === KKLASEESAFYVLEHS
BoVI_VP2 169 SHPWDEDVMPDLPYKTWKLFQYGYIPIENELADLDGNAACGNATEKALLYQMPFFLLENS

z e *x z *k : z 1z FE

\PARV4 VP2 196 DAECLGTGDHWSHHYEFPDDLPWRKLSTPNQTLYARHNPIPSSRLATMTGVDNDGTAVEE
B19_VE2 218 SFOLLGTGGSASMSYKFPAVPP-ENLEGCSOHFYEMYNPLYGSRLCVEDTLGGDP--KFR

(BoV1_VP2 229 DHOQVLRTGESTEFTFNFD--CEWVNNERAYIPPGLMFNPEVPTRRVQYIROQONGSTA---A
: k EE 1rk : * 1k

(PRRV4 VP2 256 REECGMDVGRIPLNYVPGPALMMPTDTQIRNTTFRDP-VAICNPATSDRYSVAPLVHOPWS
B19_VP2 275 SLTHEDHAIQPOMNFMPRPLVNSVSTNECDSSNTCAGKALTCLREGTSONTRISELRPGEVS

BoVI_VP2 28B4 STGRIOPYSKPTSHMTGPGLLSAQRVGPQSSDT-APFMVCTNPEGTHINTGARGFGSGFD
I * Tz x® 2 z z z

(PARV4_VP2 315 VRTEEWLANKTDYSVHNYLGGVAYTRREKHEESYD----KHEEDRDG-RVSNPSRV-VQID

B19_VP2 335 QPYHHWDTD-————-- KYVTGINAISHG-QTTYGNAEDKEYQQGVG-RFPNEKEQLKOLQ
BoVI_VP2 343 PPSGCLAPTNLEYKLQWYQTP-mmmmo—mmen EG-mmmmmm TGNNGNITANPSLSM--L
* * * *

(PARV4_VP2 369 CDLAAPHVCHTFFVPGHTRVTSCGCTDTVYSPKLYQEPVFPLFPCAVWNPNPLEYDCOIWT

(B19_VP2  3B6 CGL---mo NMETYFPN- == === KGT--——- QQY¥YTDQIERPLMVGSVWNRRALEYESQLWS

BOVI_VP2 3B3 Demmm—mmme——meeeen QLLYKGNQTT~ - - - YNLVGDIWMFPNQVWDRFP T TRENPTWC
* z: * kg z z .

(PARV4_VP2 429 HKIPNTECHEFFAQYPLLGGWGVMTPPPMIFVKLRSQPGPPSPGRHTVPQSNLNQYAIFHLH
B19_VP2 429 KIPHNLDDSFETQFAALGCGWGLHOPPPQIFLEKILPQSGPIG-GIKSMGITTLVQYAVGIMT

BoV1_VP2 422 KEKPRADEHTIM-DPFDGSIAMDHPPCTIFIEMAKIEPVPTATNA----DSYLNIYCTGQOVS
- * ow, *, .z kk  Ehokh: ® s ok Kk

(BARV4_VP2 489 YSMQFLVEKRRKRSRRHNPEKPAPFPTTD-SGRMPFTLANSLQ=~~=~DPSTEVYEVESDOW

B19_VP2 488 VIMTIKLGPRKATGRWNE-QPGVYPPHA-AGHLPYGLYDPTATDAKQEHRHGYEKPEELW
BoV1_VP2 477 CEIVWEVE-RYATKNWRPERRHTALGMSLGGESNYTPTYH===== VD-PTCGAYIOPTSYD
* . * . x® = * * * = *
A1 2 2
0 120 4 o0 o0 ° 4 0 280 0 X 4 > e 4 < 440 80 )

10 pav.Siame darbe nustatytos PARV4 VP2 epitopy sritys.(A) Dalinis PARV4, HBoV1 ir B19
VP2 seky gretinys (atliktas Clustal O programa) su pazymétais linijiniais B lgsteliy epitopais
nustatytais Siame darbe (PARV4), arba ankstesniuose tyrimuose (Tolfvenstam et al., 2000; Zhou et
al., 2014). (B) Trys pagrindinés PARV4 VP2 epitopy lokalizacijos sugretintos ant tretinés B19 VP2
struktiiros modelio (numeris PDB duomeny bazé¢je — 1S58). Paveiksleélis paruostas naudojantis
Chimera v1.10.1 programa.
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2.4 lentelé. PARV4 VP2 baltymui specifiniy monokloniniy antikiiny savybés.
Atpazjstamo epitopo lokalizacija (ar.)

Klonas Izotipas* \I};e;ktyvumas ir nustatyta  konkreti  epitopo
amirigsciy seka.
7F8 lgG2a + 390-420
13H11 lgG1 + 330-375
12F8 lgG2a + 150-195
8G8 lgG2a + 150-195
4A7 lgG2a + 507-513: EKPAPFP
7C7 lgG1 + 507-513: EKPAPFP
8A2 lgG2a + 507-513: EKPAPFP
10C9 lgG2a + 507-513: EKPAPFP
10D1 lgG2a + 507-513: EKPAPFP
12D1 lgG1 + 507-513: EKPAPFP
12F10 lgG2a + 507-513: EKPAPFP
15G7 lgG1 + 507-513: EKPAPFP
18E3 lgG1 + 248-257: NDGTAIWKRP
17G2 lgG1 + 248-257: NDGTAIWKRP
17G9 lgG2a + 248-257: NDGTAIWKRP
2G8 lgG1 + 248-257: NDGTAIWKRP
5A6 lgG2a + 248-257: NDGTAIWKRP
12E8 lgG2a + 248-257: NDGTAIWKRP
1G4 lgG2a + 146-155: NQDTLPGHLP
6E6 lgG2a + 146-155: NQDTLPGHLP
7C5 lgG2a + 146-155: NQDTLPGHLP
11F8 lgG2a + 146-155: NQDTLPGHLP
16H9 lgG2a + 146-155: NQDTLPGHLP
19H9 lgG2a + 146-155: NQDTLPGHLP
3D10 lgG2a + 146-155: NQDTLPGHLP
11H3 lgG2a + 146-155: NQDTLPGHLP
12D6 lgG2a + 146-155: NQDTLPGHLP

16E12 IgG2a - konformacinis epitopas
* MAb izotipavimas atliktas dr. 1. Kucinskaités-Kodzés, Lgstelés biologijos ir imunologijos skyriuje.

2.2.3. Antigeniniy HBoV1-4 VP2 baltymy savybiy tyrimas

Rekombinantinémis mielése susintetintomis HBoV1-4 VP2 VPD buvo
imunizuotos pelés ir sukurta 36 monokloniniy antikiiny kolekcija (2.5 lentelé). Sis darbas
buvo atliktas VU Lastelés biologijos ir imunologijos skyriuje (vad. dr. A. Zvirbliené).
ISanalizavus MADb savybes, nustatyta, kad didzioji dalis (28/36) MADb atpazjsta
konformacinius epitopus. Sukurti specifiniai, tik vieng i§ giminingy antigeny atpazjstantys
MADb: HBoV1 (3 MADb), HBoV3 (2 MADb) ir HBoV4 (15 MADb) VP2. Visi linijinius
epitopus atpazjstantys MAb kryzmiskai reaguoja su HBoV2-4 (2 MADb) arba su visais 4
skirtingy HBoV VP2 antigenais (6 MAD). Tai paaiskinama dél itin giminingos (77,7 - 90,9
%) Siy antigeny pirminés sekos. Nei vienas i§ MAb nereagavo su kitais parvovirusy
(PARV4, PPV, B19 VP2) antigenais.
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2.5 lentelé. HBoV1-4 VP2 baltymams specifiniu monokloniniy antikiiny savybés.

HBoV VP2 antigeny

Antigenas Klonas Izotipas* reaktyvumas EIA metode: Real&/yé/ijmas
HBoVl HBoV2 HBoV3 HBoV4
HBoV1 VP2 4C2 IgG1 + - - - -
HBoV1 VP2 12C1 IgG1 + - - _ B
HBoV1 VP2 9G12 IgG1 + - - _ -
HBoV1 VP2 15C6 IgG1 + + - + _
HBoV2 VP2 4B11 IgG1l + + - + -
HBoV2 VP2 A4A7 IgG1 - + + + +
HBoV2VP2  7C8  IgG2b i ¥ ¥ ‘ "
HBoV2 VP2 5A10 IgG1 + + + + +
HBoV2 VP2  18D11  IgGl + + + + +
HBoV2 VP2 19C6 IgG1 + + + + +
HBoV3 VP2 9D6 IgG2b - - + - -
HBoV3 VP2 10G7 IgG1 - - + - -
HBov4VP2  2B5  IgGl : - 3 " -
HBoV4 VP2 3F12 1gG1 - - - + _
HBoV4 VP2 5B6 1gG1 - - - + _
HBoV4 VP2 7D5 1gG1 - - - + _
HBoV4 VP2 9G11 IgG1 - - R + -
HBoV4VP2  9F5  IgGl i ; i : -
HBoV4 VP2 13D4 1gG1 - - - + _
HBoV4 VP2 13G6 1gG1 - - - + _
HBoV4 VP2 16D9 IgG1 - - R + -
HBoV4VP2  17D7  IgGl i : § : -
HBoV4VP2  3C4  IgGl i 3 i ; -
HBoV4 VP2 5E9 19G2a - - - + _
HBoV4 VP2 12F7 19G2a - - - + _
HBov4VP2  18D6  IgG2b ; - i : -
HBoVAVP2  24C7  IgG3 i : i ' :
HBoV4 VP2 20B10 IgG1 + - + + -
HBoV4 VP2 17G11 19G2a + + + + -
HBoV4 VP2 25F6 19G2a + + + + -
HBoV4AVP2  13H4  IgG2b + + ¥ . -
HBoV4VP2  20D10  IgG2b + ¥ ¥ ; -
HBoV4 VP2 4D4 19G2a + + + + _
HBoV4 VP2 11F6 1gG1 + + + + +
HBoV4 VP2 13D12 IgG1 + + + + +
HBoV4AVP2  10G7  IgGl + + ¥ . n

* MADb izotipavimas atliktas R. Lasickienés, Lgstelés biologijos ir imunologijos skyriuje.

Peliy polikloniniai antiktinai buvo panaudoti kryZminio antikiiny reaktyvumo su
HBoV1-4 VP2 antigenais tyrimui EIA metodu (11 pav.). Peliy, imunizuoty vienu HBoV
antigenu, serumai kryZzmiSkai reagavo su kitais HBoV VP2 antigenais. MaZesnis
reaktyvumas buvo stebimas ir su Kitais parvovirusiniais (B19 ir PARV4 VP2) antigenais,
nors nebuvo nustatyta reakcija su mielése susintetintu Tioman viruso N antigenu
(Petraityte et al., 2009). Tai rodo, kad parvovirusai turi bendrus konformacinius epitopus,
kuriuos atpazjsta Zemo afiniSkumo antikiinai.
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11 pav.HBoV1-4 VP2 baltymais imunizuoty peliy antiserumy reaktyvumo su mielése susintetintais
parvovirusiniais (HBoV1-4, PPV, PARV4, B19) VP2 ir kontroliniu Tioman viruso N antigenais
tyrimas.

2.2.4. Rekombinantiniy HBoV VLP reaktyvumo su Zmoniy serumais tyrimas

Rekombinantinés Zmogaus bokavirusy 1-4 VP2 formuojamos | virusus panasios
dalelés buvo panaudotos Siems virusams specifiniy antikiiny aptikimui kvépavimo ligomis
sergan¢iy Zmoniy kraujo serumuose. Dél jau anksCiau aptikto Siems virusams specifiniy
antikiiny kryzminio reaktyvumo (Kantola et al., 2011) jtakos sumazinimo buvo taikytas
konkurencinés netiesioginés imunofermentinés analizés (c-EIA) metodas. Kaip
konkuruojantys antigenai buvo panaudoti HBoV1 VP2 arba HBoV2-4 VP2 miSinys
lygiomis dalimis. Serumy meéginiy inkubavimas su §iais konkurenciniais miSiniais leido
eliminuoti kryZmiskai reaktyvius IgG, ir prie plokstelés dugno sorbuoto antigeno jungési
tik jam sprecifiniai antikiinai. [vertinus antigeno koncentracijg (20 png/mL), kurios reikia
pasiekti 95 % specifiniy antikiiny slopinima, buvo atlikta 154 zmoniy kraujo serumy
analizé. Sie serumai buvo surinkti i§ kliniskai patvirtinty Gmiomis kvépavimo ligomis
serganciy ligoniy Vilniaus Universiteto Medicinos fakulteto Vaiky ligy klinikose,
bendradarbiaujant su dr. R. Emuzyte ir dr. R. Firantiene. Imunofermentinés analizés
rezultatai pateikti 2.6 lenteléje.

Bendra antikiiny prie§ Zmogaus bokavirusg 1 turin¢iy pacienty dalis Lietuvoje yra
91.6 %, ir yra panasi | kitose Salyse gautus duomenis (93-100 %). Jvertinus kryzmiskai
reaktyviy antikiiny jtaka, tik HBoV1 specifiniy IgG buvo aptikta 44.2 % méginiy. Tai kol
kas zemiausias dokumentuotas seroteigiamumas, nes kituose tyrimuose nustatyta 53% -
76,7 % HBoV1 specifiniy antikiiny turiné¢iy zmoniy dalis (Kantola et al., 2011; Hustedt et
al., 2012). Jungtinis HBoV2-4 virusams specifiniy IgG paplitimas tirtoje imtyje buvo
35,7 %. Zemesnis nei HBoV1 §iy virusy paplitimas nustatytas ir kituose tyrimuose
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(Kantola et al., 2011; Guo et al., 2012). Maziau seroteigiamy méginiy buvo aptikta
jaunesniy nei 2 mety vaiky imtyje nei suaugusiyjy imtyje (38,5 % pries 68,9 %). Sie
rezultatai pagrindzia ankstesnius duomenis, kas S§iy virusy infekcijomis persergama
ankstyvoje vaikystéje. Apibendrinus, miclése susintetinti HBoV1-4 VP2 antigenai,
formuojantys j virusus panasias daleles, gali biiti sékmingai naudojami jvertinti virusui
specifiniy IgG paplitimui Zmoniy serumuose jvertinti.

2.6 lentelé. HBoV1-4 IgG seroteigiamy méginiy dalis tarp pacienty su imiomis kvépavimo ligomis
Lietuvoje

Netiesioginé EIA Konkurenciné EIA
N HBoV1 HBoV?2 HBoV3 HBoV4 HBoV1 HBoV2-4 HBoV1-4

1gG+ 1gG+ 1gG+ 1gG + 1gG+ 1gG+ 1gG-
\\//A?II(ai 51 42 824% 38 745% 42 82,4% 38 74,5% 22 431% 17 33,3% 17 33,3%
<2m 13 8 61,5% 8 61,5% 9 69,2% 8 61,5% 2 154% 3 231% 8 615%
2-14m 38 34 895% 30 789% 33 86,8% 30 78,9% 20 526% 14 368% 9 23,7%
:gzlugg 103 99 96,1% 87 845% 90 87,4% 82 79,6% 46 44,7% 38 36,9% 32 31,1%
15-30m 44 42 955% 39 88,6% 40 90,9% 37 84,1% 18 40,9% 22 50,0 8 18,2%
30-55m 47 46 979% 39 83,0% 42 894% 38 80,9% 23 489% 13 27,7% 19 40,4%
>55 m 12 11 91,7% 9 75,0% 8 66,7% 7 58,3% 5 41,7% 3 250% 5 41,7%
\n/lliféiniai 141 91,6% 125 81,2% 132 85,7% 120 77,9% 68 44,2% 55 357% 49 31,8%

2.2.5. Mielése susintetinty Kiauliy parvoviruso VP2 VLP antigeniniy savybiy tyrimas

Mielése susintetinty PPV VP2 VPD antigeninés savybés buvo tirtos palyginant §io
antigeno reaktyvuma su kiauliy kraujo serumais, juos charakterizavus komerciniu
standartizuotu rinkiniu INGEZIM PPV Compac. I§ dr. V. Sereikos ir dr. R. LeleSiaus
(Lietuvos sveikatos moksly universitetas) buvo gauti 2008-2010 m. Lietuvoje (n=160),
Rumunijoje (n=14) ir Ukrainoje (n=13) i§ komerciniy kiauliy tkiy surinkti kiauliy serumy
meéginiai, kurie buvo i8tirti netiesioginés EIA metodu ir komerciniu rinkiniu. Mielése
susintetinto PPV VP2 antigeno pagrindu sukurtame EIA teste perskyros taskai (angl. cut-
off values) buvo nustatyti kaip aprasyta Sharp et al., 2009. Siuo testu, i§ viso 129 méginiai
buvo nustatyti kaip 1gG+, o 58 serumai — kaip 1gG-. Tuos pacius serumus jvertinus
komerciniu INGEZIM PPV Compac rinkiniu, nustatyti 137 1gG+, 39 IgG- ir 11 1gG-
abejotiny méginiy. [vertinus Siuos rezultatus, naujai mielése sintetinto PPV VP2 antigeno
pagrindu sukurto testo specifiSkumas ir jautrumas buvo atitinkamai 97,4 % (38/39) ir 93,4
% (128/137). Sie duomenys leidzia teigti, kad $is antigenas yra tinkamas tolimesniam
jautresniy ir specifiSkesniy diagnostiniy testy kiirimui.

2.2.6. Monokloniniy antikiiny prie§ PPV gavimas ir juy savybiuy tyrimas

[$grynintomis PPV VP2 VPD buvo imunizuotos pelés ir sukurti 9 PPV specifiniai
monokloniniai antikiinai. Sis darbas buvo atliktas VU Lastelés biologijos ir imunologijos
skyriuje (vad. dr. A. Zvirblien¢).Gauti MAb atpazino linijinius (5 MAb: 4F11, 6D1, 10A7,
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16G11, 25C5; visi IgG1 izotipo) arba konformacinius (4 MAb: 16A1, 22G2, 23A7 (IgG2a
izotipo) ir 1F8 (IgGl izotipo)) antikiinus, bet nereagavo su kontroliniais mielése
sintetintais Hantaan ar Tioman virusy nukleokapsidés baltymais. Visi MAb gebéjo jungtis
prie natyvaus kiauliy parvoviruso daleliy Siuo virusu uzkréstose Iastelése.

2.2.7. Mozaikiniy parvovirusiniy VP1-VP2 VLP savybiy tyrimas

Mozaikiniy HBoV1 ir PARV4 VP1+VP2 i virusus panaSiy daleliy antigeninés
savybeés jvertintos iStyrus jy reaktyvumg su anksciau charakterizuotais Zmoniy serumais.
Ros et al. (2006) pademonstravo, kad B19 parvoviruso VP1u domenas yra negrjztamai
eksponuojamas 1 kapsidés pavir§iy po terminio ar rigStinio poveikio. Jvertintas
nepaveikty, 60°C temperatiiroje ar pH 5,0 terpéje laikyty HBoV1 VP+VP2 daleliy
reaktyvumas su 26 charakterizuotais HBoV1 IgG+ zmoniy serumais (12 pav.). Nustatyta,
kad netiesiogin¢je EIA antigenu naudojant nepaveiktas ar termiSkai apdorotas VP1+VP2
mVPD, vidutinis ty pa¢iy méginiy optinis tankis yra statistiSkai didesnis (p=1.11x107) nei
naudojant HBoV1 VP2 VPD. Sie duomenys leidZia manyti, kad mozaikinése j virusus
panaSiose VP1+VP2 dalelése pavirSiuje pateikiami papildomi serumo antikiiny
atpazjstami epitopai, kuriy prieinamumas nekinta daleles termiskai apdorojus.

Naudojant rugstine terpe paveiktas mVPD, statistiSkai reikSmingo reaktyvumo
skirtumo nebuvo nustatyta. RiigStinis poveikis labiausiai tikétina sukélé konformacinius
pokycius, nes NDS-PAGE analizés metu baltymy degradacijos poZymiy neaptikta.
Papildomai jvertinus mVPD reaktyvuma su 24 HBoV'1 IgG- serumais, OD, palyginus su
reakcija naudojant VP2 VPD, nepakito (p<0.001).
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12 pav. 26 HBoV1 IgG+ serumy reakcijos su HBoV1 VP2, neveiktomis bei 60°C temperatiira ar
riigStine terpe paveiktomis VP1+VP2 mVPD optinio tankio verciy vidurkiai. ***, p<0.001

IStyrus PARV4 [gG+ serumy reaktyvuma su PARV4 VP1+VP2 mVPD, nustatyta,
kad visy 10 testuoty serumy OD naujajame teste buvo didesnés, nors 86 IgG- méginiy OD
nepakito (2.7 lentel¢). Sie duomenys rodo, kad mozaikinés VP1+VP2 parvovirusy dalelés
gali buti naudojamos kaip jautresn¢ VP2 antigeny alternatyva diagnostiniuose
serologiniuose testuose.
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2.7 lentelé. ISgaudancios IgG EIA naudojant PARV4 VP2 ir VP1+VP2 | virusus panasSias daleles.
Antigenai buvo iSgaudyti Sulinéliuose uzZsorbuoto PARV4 VP2 specifinio 12ZE§ MADb. Lenteléje
pateikiamos vidutinés trijy bandymu su atitinkamais PARV4 IgG+ serumais arba vidutiné visy IgG-
serumy OD vertés.

OD (450 nm), iSgaudancioji EIA

IgG+ serumo numeris

VP2-VPD mVPD
19 0.654+0.023 0.908+0.036
20 0.687+0.045 0.871+0.089
31 0.494+0.022 0.501+0.012
84 0.445+0.049 0.564+0.067
85 0.455+0.069 0.649+0.044
112 0.728+0.056 1.018+0.105
113 0.453+0.034 0.489+0.069
138 0.435+0.078 0.579+0.022
209 0.419+0.023 0.724+0.045
216 0.498+0.024 0.818+0.028
IgG- serumy (n=86) OD vidurkis 0.176+0.046 0.179+0.069
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ISVADOS

1.

RekombinantinéseS. cerevisiae mielése susintetinti PARV4, PPV ir HBoV1-4
pagrindiniai kapside formuojantys baltymai (VP2) formuoja stabilias ir
imunogeniskas j virusus panasias daleles. Jos yra tinkamos diagnostiniams testams
ir pelése sukelia specifinj imuninj atsaka. Efektyviai HBoV2 ir HBoV3 VP2
baltymy sintezei mielése biitinos geny sekos, optimizuotos raiskai mielése.

Nepagrindinio PARV4 ir HBoV1 virusy kapsides formuojancio VP1 baltymo
raiSka mielése yra neefektyvi, taCiau sintetinat Siuos baltymus kartu su VP2
baltymais gaunamos stabilios mozaikinés j virusus panasios dalelés. Sios
parvovirusy mVPD gali biiti naudojamos kaip antigenai jautresniy diagnostiniy
testy kiirimui.

IStyrus nepadidintos rizikos Lietuvos pacienty kraujo serumy (n=170), nustatyta,
kad 9,4 % jy turi PARV4 specifiniy antikiiny, dé¢l ko galima manyti, kad Sis virusas
yra perduodamas ne tik per organizmo skyscius.

Polikloniniai antikiinai, susidarantys prie§ Zmogaus bokavirusy 1-4 VP2 baltyma,
yra tarpusavyje kryzmiskai reaktyviis. Panaikinus kryZzmiSkai reaktyviy antikiiny
itaka, buvo nustatyta, kad HBoV1 specifiniy antikiiny yra 44,2 %, o HBoV2-4 —
35,7 % timiomis kvépavimo taky ligomis serganciy ligoniy serumo méginiuose.

Mielése susintetinto kiauliy parvoviruso VP2 baltymo formuojamos VPD yra
tinkamos virusui specifiniy antikiny aptikimui kiauliy serumy méginiuose.

Pagrindiniai B Iasteliy linijiniai epitopai PARV4 VP2 baltyme yra susitelk¢ EF, HI
ir C-galinéje kilpose.
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SUMMARY

Parvoviruses are single-stranded DNA viruses that infect both vertebrates and insects.
Those of the smallest viruses known have a diameter of only 18-27 nm and a genome of
4-6 kb. Some animal parvoviruses, like the canine and porcine parvoviruses, are highly
contagious with mortality reaching up to 91 % of untreated cases. Until 2005, parvovirus
B19 was known as the only pathogenic human parvovirus, causing erythema infectiosum
and chronic arthralgia. In the recent decade using the high throughput sequencing methods,
several new human-infecting parvoviruses were discovered. Human bocavirus 1 was
detected in paediatric respiratory samples, and its prevalence was confirmed worldwide
with high incidence rate already in the early childhood. In 2010, three more human
bocavirus genotypes (HBoV2-4) had been identified in gastrointestinal samples. Human
parvovirus 4 was identified in the plasma of an intravenous drug user with the acute viral
syndrome, and this pathogen was initially considered to be transmitted by parenteral
means and prevalent primarily among high-risk individuals. Data on the clinical
significance of these novel human parvoviruses are still sparse, however, HBoV and
PARV4 presence in children with encephalitis and encephalopathy show its possible
involvement in the pathogenesis of inflammatory neurological diseases. Further studies of
these parvoviruses require recombinant viral proteins as tools for both diagnostic and virus
structure research purposes.

Animal viruses naturally propagate in mammalian cells, however, the proteins synthesised
in such cell cultures for extensive protein production for research and industry is
complicated due to cost and yield. Yeasts, on the other hand, offer the ease of microbial
growth and gene manipulation found in bacteria as well as the eukaryotic environment and
ability to perform many eukaryote-specific post-translational modifications. Yeast-
generated viral antigens were previously successfully used to develop sensitive diagnostic
assays for viruses from families of Paramyxoviridae (Warrerner et al., 2010),
Bunyaviridae (Petraityte et al,, 2008) and other.

This PhD thesis focused on the investigation of yeast S. cerevisiae expression system for
synthesis of recombinant structural proteins of novel human and economically relevant
porcine parvoviruses for virus prevalence studies. In this work for the first time in yeast
major structural proteins (VP2) of human parvovirus 4 (PARV4), human bocaviruses
(HBoV) 1, 2, 3, and 4, as well as porcine parvovirus (PPV) were synthesised. The
recombinant VP2 proteins were purified, and their ability to self-assemble into
immunogenic virus-like particles was demonstrated. These antigenic VLPs were
employed to estimate for the first time the prevalence of PARV4 and HBoV1-4 viruses
within Lithuanian population. Using the recombinant yeast-generated parvoviral VLPs
serodiagnostic assays were created and estimated, that 91.6 % of Lithuanian patients with
clinically confirmed respiratory tract infections had antibodies recognising HBoV VP2
proteins. After the elimination of cross-reactive antibodies in the competition enzyme
immunoassay, 44.2 % patients had HBoV1, and 35.7% of patients had HBoV2-4 specific
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antibodies. The serological study of PARV4 prevalence among low-risk individuals in
Lithuania revealed the highest rate (9.4 %) reported in Europe to date. Taking into
consideration that the patients had no records of parenteral exposure, this study supported
the raising objection to the prevailing theory of parenteral PARV4 transmission mode.
Detailed B-cell epitope mapping was done to confirm three main epitope locations in
PARV4 VP2 protein. Yeast-generated porcine parvovirus VP2 VLPs were evaluated to be
suitable for use in virus-specific antibody detection assay and to elicit the PPV-specific
immune response in mice. To our best knowledge, the recombinant mosaic virus-like
particles composed of major and minor structural parvoviral proteins were generated for
the first time in yeast expression system. These mVLPs of HBoV1 and PARV4 were
evaluated as more sensitive antigens in EIA in comparison to VP2-only VLPs. All these
results show that yeast S. cerevisiae is suitable expression system to generate valuable
parvoviral antigens.
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