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Santrumpos

AcMNPYV — (angl. Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus)

BRBYV — Burbono virusas (angl. Bourbon virus)

BSL — biosaugos lygis

CMYV - citomegalo virusas (angl. Cytomegalovirus)

CxTr-R2 — Culex tarsalis embriony lgsteles

DHOV - Dori virusas (angl. Dhori virus)

EGFP — patobulintas Zaliai fluorescuojantis baltymas (angl. enhanced green fluorescent
protein)

Env — ZIV apvalkalélio glikobaltymas (angl. envelope glycoprotein)

F — susiliejimo baltymas (angl. Fusion protein)

G — glikobaltymas G (angl. G protein)

Gag — ZIV struktiirinis polibaltymas

GagPol — sujungtas ZIV struktiiriniy baltymy ir virusiniy fermenty polibaltymas

gp64 — glikobaltymas 64 (angl. glycoprotein 64)

HA — hemagliutininas

HE — hemagliutinino esterazé

HEF — hemagliutinino esterazés suliejimo baltymas (angl. hemagglutinin-esterase-fusion
protein)

HEK?293T — Zmogaus embriono inksty lasteliy linija (angl. human embryonic kidney cells)

HPR - labai polimorfiskas regionas (angl. highly polymorphic region)

HPRO — HE seka su pilnu HPR regionu

HPRA — HE seka su viso HPR regiono delecija

ICTV — Tarptautinés virusy taksonomijos komisija (angl. International Committee on
Taxonomy of Viruses)

ISAV —lasisy infekcinés anemijos virusas (angl. Infectious salmon anemia virus)

LDL - Zemo tankio lipobaltymas (angl. low-density lipoprotein)

LRT —ilgi terminaliniai pasikartojimai (angl. long terminal repeats)

LV - lentivirusinis vektorius

M — matrikso baltymas

ML - ilgasis matrikso baltymas (angl. M-long protein)

MxA — miksovirusui atsparumo baltymas a (angl. myxovirus resistance protein a)

NA — neuraminidazé

nLuc — nanoliuciferazé (angl. nanoluciferase)



NP — nukleobaltymas (angl. nucleoprotein)

PBMC - periferinio kraujo monobranduolinés lastelés (angl. peripheral blood mononuclear
cells)

QRFYV — Quaranfil virusas (angl. Quaranfil Quaranjavirus)

RdRp — nuo RNR priklausoma RNR polimerazé (angl. RNA-dependent RNA polymerase)

RE - restrikcijos endonukleazeé

RNP - ribonukleobaltymas (angl. ribonucleoprotein)

RRE — Rev atsako elementas (angl. Rev response element)

SINUV - sinu virusas (angl. Sinu virus)

THOV - Togoto virusas (angl. Thogoto virus)

U87-MG - Zmogaus piktybinés gliomos lasteliy linija (angl. Uppsala 87 malignant glioma)

VSV - Indianos vezikulovirusas (angl. Indiana vesiculovirus)

WNYV — Vakary Nilo virusas (angl. West nile virus)

WuMV-6 — Uhano uody 6 virusas (angl. Wuhan mosquito virus 6)

21V — Zmogaus imunodeficito virusas



Jvadas

Dél klimato kaitos Zmonés dazniau susiduria su nepaZjstamais patogenais, tad svarbu iStirti
naujy ir seny patogeny zoonotinj potencialg — galimybe infekuoti naujg Seimininka. Itin maZai
suprasti yra segmentuotos RNR virusai. Anksciau Sie virusai buvo nustatomi ir klasifikuojami pagal
konservatyviausius segmentus, susijusius su nuo RNR priklausomos RNR polimerazés (RdRp, angl.
RNA-dependent RNA polymerase) kompleksu. Nors visi RNR virusai turi Sio geno seka, Sis segmentas
jprastai neprisideda prie viruso infektyvumo ar tropizmo. Prie§ keleta mety jvyko technologinis
proverzis virusy paieskoje, kai buvo sukurtos bioinformatines programos, gebancios nustatyti
homologiskai nepanasSias virusines sekas, kurios kitu atveju likty metagenomikos duomeny ,,viriomo
juodoje materijoje“ (angl. viral dark matter) (Batson et al., 2021). Tik viso genomo segmenty rinkinio
analizé gali atskleisti tikrg segmentuoty RNR virusy virulentiSkumo potenciala.

Orthomyxoviridae — turinCiy apvalkalélj segmentuotos linijinés neigiamos krypties
viengrandinés RNR virusy Seima. Si virusy $eima jau yra pagarséjusi visuomenéje, agrokultiiros ir
akvakultiiros industrijose dél sezonine epidemijgq sukelianc¢iy gripo virusy ir laSiSy fermoms
nuostolingo 1asiSy infekcine anemijq sukeliancio viruso (ISAV, angl. Infectious salmon anemia
virus). Sio magistro darbo tyrimy objektai yra Orthomyxoviridae Seimos Thogotovirus ir
Quaranjavirus genciy atstovy pavirsiaus glikobaltymai. Sioms gentims priklauso daugiausiai
nariuotakojus infekuojantys virusai, taCiau yra uzfiksuota atvejy, kai Sie virusai gali sukelti
patologijas stuburiniams, jskaitant ir Zmogy (Kosoy et al., 2015). Iki dabar dar nedaug buvo Zinoma
apie Thogotovirus ir Quaranjavirus virusy biologinius mechanizmus. Todél Siame darbe bus
nagrinéjamas bioinformatiniais metodais nustatyto j quaranjavirusus panasaus Uhano uody 6 viruso
(WuMV-6, angl. Wuhan mosquito virus 6), kuris per 20 mety paplito po visg pasaulj (Dudas ir Batson,
2023), gebéjimas inicijuoti infekcija in vitro lasteliy kultiirose. Keliame hipoteze, kad WuMV-6
sparty paplitima galimai lémé stuburinis Seimininkas (-ai) (tikétina pauksciai), galintys jveikti
didelius atstumus (ypac sezoninés migracijos metu) ir kuriy krauju maitinasi uzZsikréte Culex genties
uodai.

Pagrindinis Thogotovirus ir Quaranjavirus genciy virusy tarprasSinj paplitima lemianciy
faktoriy yra pavirSiaus membraninis glikobaltymas gp64 (angl. glycoprotein 64). Pritaikant
pseudovirusy, padengty tiriamyjy virusy glikobaltymais, technologijq galima tirti pirmgq infekcijos
etapg — viruso patekimg j lastele, nes virusy, turin¢iy apvalkalélj, esminis ir pirminis infekcijos
iniciacijos faktorius yra biitent pavirSiaus glikobaltymo sgqveika su lastelés taikinés receptoriumi (-
iais). Be ortomiksovirusy glikobaltymais pseudotipuoty lentivirusy, bus gaminami ir pseudovirusai,
padengti bakuloviruso AcMNPV (angl. Autographa californica multiple nucleopolyhedrovirus)

gp64, nes tai yra beveik tas pats Thogotovirus ir Quaranjavirus gp64, tik evoliuciSkai nutoles



(Pearson ir Rohrmann, 2002), ir pasiZymi tropizmu nariuotakojuose ir stuburiniuose, bei lentivirusai
pseudotipuoti Indianos vezikulovirusas (VSV, angl. Indiana vesiculovirus) glikobaltymu G (angl. G
protein), kurio platus tropizmas yra gerai Zinomas.

Sio darbo tikslas buvo jvertinti WuMV-6 ir SINUV gp64 glikobaltymy gebéjimga inicijuoti
patekimq j Culex tarsalis embriony lasteles (CxTr-R2) ir visty (lot. Gallus gallus domesticus)

periferinio kraujo monobranduolines lasteles (PBMC, angl. peripheral blood mononuclear cells).

UZdaviniai:

1. Atlikti WuMV-6, SINUV, VSV, AcMNPV glikobaltymy sinteze HEK293T
Zinduolinése lgstelése;

2. Zinduolinése HEK293T lastelése pagaminti ir sukoncentruoti WuMV-6, SINUV,
VSV ir AcMNPV membraniniais glikobaltymais pseudotipuotus lentivirusus;

3. Pseudotipuotais lentivirusais infekuoti Culex tarsalis ir visty PBMC lasteles;

4. Ivertinti gp64 geno seky modifikacijy jtaka WuMV-6 infekcijai.



1. Literatlros apzvalga

1.1. Virusai

Fosilijose aptikta seniausia gyvybés forma gyvavo pries 3,7 mlrd. mety (Nutman et al., 2019).
Bioinformatiniais metodais pagal vertikaliai paveldétus genus (genai, perduoti palikuoniams)
nustatyta, kad paskutinis universalus bendras protévis (organizmy populiacija, i§ kuriy galiausiai
iSsivysté Archaea, Bacteria ir Eukarya domenai) galéjo gyvuoti prie§ 4,2 mlrd. mety (Moody et al.,
2024). Sie panasiis j prokariotus organizmai buvo platesnés ekosistemos dalis, ta¢iau kity organizmy

palikuonys iSnyko (1.1. pav).

1.1. pav. Senoves ekosistemos filogenetinio medZio iliustracija, adaptuota pagal Moody et al
(2024). Juodai paZymeétos dabartinio gyvybeés medZio Sakos, o pilkai — buvusiy populiacijy organizmy
Sakos. Raudonos linijos Zymi galima geny judéjimgq tarp skirtingy organizmy. LECA — paskutinis
eukarioty bendras protévis; LACA — paskutinis archéjy bendras protévis; LBCA — paskutinis
bakterijy bendras protévis; LUCA — paskutinis universalus bendras protévis.

Virusai ir judrieji genomo elementai aptinkami visuose organizmuose, tad buvo pabandyta
atkurti senovinéje ekosistemoje vyravusj virioma, kuris jau buvo sudétingas ir daugiausiai apimantis
jvairias dvigrandiniy DNR virusy grupes, priklausanc¢iy Duplodnaviria ir Varidnaviria virusy sritims
(Krupovic et al., 2020). Tokios senoveés virusy jvairovés nustatymas remiasi virusy 15 rangy
taksonomijos sistema (6 virusy sritys yra aukSciausias taksonomijos rangas), priimta Tarptautinés
virusy taksonomijos komisijos (ICTV, angl. International Committee on Taxonomy of Viruses). Si
sistema paremta filogenetiniais rySiais metagenomikos ir proteomikos lygmenyje. Hierarchiné
klasifikacija aukSciau Seimos lygmenio turi ne vieng trikuma, taCiau kritiné problema — virusy
evoliucijos atskyrimas nuo kitos gyvybés evoliucijos (Holmes ir Duchéne, 2019; Caetano-Anollés et
al., 2023). Nuo seny laiky diskutuojamas virusy priskyrimas prie gyvybiy formy tampa maZziau
aktualus, nes ,,gyvybés“ savoka néra apibréZta ir gali remtis tik dabartinémis ribotomis Ziniomis
(Harris ir Hill, 2020). Negalima paneigti, kad virusai yra nuolat besikeiciantys biologiniai subjektai,

sgveikaujantys su kitais organizmais nuo pat gyvybés susiformavimo laiky. Virusai atlieka aktyvia



horizontalia geny pernasa (geny judéjimas toje pacioje kartoje), kurios jtaka neatsiZvelgiama
vertikalia geny perneSa paremtame evoliucijos modelyje. Dabartinis gyvybés medis neatspindi virusy
ir Seimininky koevoliucijos. Tikétina, kad virusy jvairove iSsivysté ne dél vieno jvykio, o dél keliy

nepriklausomy jvykiy gyvybés evoliucijos eigoje.

1.1.1. RNR virusai

Virusai labiausiai paplites biologinis subjektas visoje Zemés biosferoje. Ne tik jie aptinkami
visur, kur yra gyvybeés, bet ir pasiZymi gausia jvairove. Tarp visy virusy néra nei vieno universalaus
ir konservatyvaus geno, kuris biity biidingas visoms rasims. Tik tai RNR virusai dalinasi vienu bendru
baltymu — RdRp. Vienas i$ anksc¢iausiy bandymy klasifikuoti virusus buvo Baltimoro klasés, j kurias
virusai sugrupuoti pagal genetinés medZiagos nukleoriigSCiy tipa ir pagal iRNR ekspresijos
mechanizmus (1.2. pav.) (Koonin et al., 2021). RNR virusai apéme tris klases (klasés IIL, IV ir V) bei
véliau prisidéjo RNR virusai su tarpine DNR forma (klasés VI ir VII). Virusy teigiamos krypties
viengrandinés RNR genomas yra funkcionali iRNR. Patekus viruso genetinei medZiagai j lastele
iSkart prasideda virusiniy baltymy transliacija, susintetintas RdRp replikuoja virusine iRNR.
ISgryninti ar chemiskai susintetinti teigiamos krypties viengrandiniai RNR genomai lieka infektyvis.
Patekus neigiamos krypties viengrandinés RNR arba dvigrandinés RNR virusams j lastelé pirmiausiai
jvyksta genomo transkripcija, kuria atlieka su virusiniu genomu atneStas RdRp kompleksas.
Baltimoro sistema buvo sukurta dar prie§ sekoskaitos atsiradima, tad joje nebuvo atsiZvelgiama

evoliucinius rySius. Ir Siais laikas Baltimoro klasés iSliko naudojamu virusy grupavimu, susitelkusiu

- RNR virusai RT virusai

i i I
[ 1

“ - Il klase IV klase V klase VI klasé VIl klase
+/-) dgDNR] (*+) vgDNR (+/-) dgRNR (+) vgRNR (=) VgRNR (+) VgRNR-RT ' (+/-) dgDNR-RT

(+/-) dgDNR (=) vgRNR| RNR/DNR | (*) VgRNR

i funkcija.

(+/-) dgbNR] [ RNR/DNR
(+/-) dgDNR

iRNR

1.2. pav. Baltimoro virusy klasiy schema, adaptuota pagal Simi¢i¢ ir Zidovec-Lepej (2022).

Kitas iSskiriantis RNR virusy bruoZas, kad dalis virusy Seimy turi segmentuota genoma.
Kiekvieno segmento kopija yra supakuojama j viriona, kitaip nei keliy daliy (angl. multipartite)
genomy segmentai, kurie jpakuojami j atskiras virusines daleles. IS pirmo Zvilgsnio gali atrodyti, kad

nesegmentuoti genomai turi pranasumag prieS segmentuotus genomus, nes pirmu atveju reikia
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uztikrinti tik vienos genomo molekulés supakavima, o antru atveju reikia atrinkti kiekvieno segmento
kopija jpakavimui ir uZtikrinti viso genomo rinkinys supakavimg. [tariama, kad virusai su
segmentuotais genomais ne kartg evoliucionavo i§ virusy su nesegmentuotais genomais (Qin et al.,
2014). Yra kelios hipotezés, kodél genomo padalinimas j segmentus yra evoliuciSkai palanki
strategija. 1) Artimy genetiniy linijy virusai gali pasikeisti segmentais koinfekcijos metu (angl.
reassortment). Nors dalis maiSyty rinkiniy palikuoniy praranda virulentiSkuma, yra tikimybé, kad
naujas segmenty rinkinys suteiks naujy bruozZy, pvz.: geriau iSvengs imuninio atsako (McDonald et
al.,, 2016). 2) Trumpesniy segmenty replikacijos metu yra maZesné Zalingy mutacijy kaupimosi

tikimybé (Holmes et al., 2003).

1.2, Vabzdziy platinami virusai

Vabzdziai daznai atlieka perneséjo ar kitaip vektoriaus funkcija platinant vabzdziy arba kity
gyviiny patogenus Zzmoniy populiacijoje. DaZniausiai vektoriai biina uodai, erkés arba musés,
mintantys gyviiny krauju. Tokiu buidu platinami virusai vadinami arbovirusais (angl. arthropod-borne
viruses). Dauguma arbovirusy priklauso Bunyaviridae, Flaviviridae ir Togaviridae Seimoms, taciau
neapsiriboja tik jomis (Beckham ir Tyler, 2015). Ne atsitiktinumas, kad didZioji dalis arbovirusy turi
RNR genomus. RNR virusy dauginimuisi palankiau greitesné genomy replikacija (RpRd be klaidy
taisymo mechanizmo) nei genomo stabilumas (Elena ir Sanjuan, 2005). Dél itin aukSto mutacijy
daznio per replikacija RNR virusy populiacijoje susikaupia daug skirtingy genotipy. Dalis virusy
Zina dél Zalingy mutacijy, bet su naudingomis genotipy mutacijomis virusai greitai prisitaiko prie
besikeicianCiy aplinkos salygy (Duffy, 2018).

Svarbus aspektas aptarinéjant arbovirusus yra vektoriaus kompetencija — fiziologiné
nariuotakojo galimybé uZsikrésti arbovirusu (Kain et al., 2022). DaZniausiai arbovirusai aktyviai
nesidaugina vektoriuje, tik naudojasi horizontalia (tiesioginis kontaktas su infekuotu Seimininku) arba
vertikalia (vektoriaus palikuonys gimsta infekuoti) pernaSa. Arbovirusy daroma Zala vektoriui labai
priklauso nuo nariuotakojo riiSies ir virusy Seimos, taciau horizontaliai perneSami virusai daZniau
kenkia vektoriams, o vertikaliai perneSami — maZiau (Lambrechts et al., 2009). Arboviruso rezervuaru
gali buti Seimininkas, kuriame prisigamina pakankamas viruso titras kraujyje vektoriaus infekavimui.
Seimininkas, kuris infekuojamas vektoriaus, bet negali infekuoti kito sveiko vektoriaus, vadinamas
baigtiniu Seimininku (angl. dead-end host) (Huang et al., 2019). Baigtiniai Seimininkai vis tiek gali
patirti sunkias ir letalias patologijas, sukeltas arboviruso.

Vakary Nilo virusas (WNV, angl. West nile virus) (Flaviviridae Seimos atstovas) yra vienas i3
zoonotiniy patogeny pavyzdZziy, kuriuos platina uodai ir paukSciai. WNV replikacijos cikle uodai

atlieka lokalaus viruso rezervuaro vaidmenj, o pauksciai (daugiausiai plésriis pauksciai) — globalaus

e e W .
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pirma kartg aptiktas WNV buvo priskiriamas prie nepatogeniSky arbovirusy, sukelianciu Svelnius
gripo simptomus. Situacija drastiSkai pasikeité, kai 1999 m. genetinés WNV linijos L1 ir L2, kuriomis
infekuoty Zinduoliy mirtingumas aukstesnis palyginus su kitomis genetinémis linijomis, persikélé j
Siaurés Amerika ir piety Europa (2019 m. WNV pasieké Vokietijos teritorija) (Koch et al., 2024).
Philpott ir kolegy atliktame (2019) tyrime uZfiksuota, kad vien tik Teksase nuo 2002 m. iki 2012 m.
miré 13 % Zmoniy, kuriems buvo nustatyta WNV infekcija. DaZnesni netikéti WNV protrikiai,

keliantys sunkias patologijas, priverté perzvelgti arbovirusy keliama pavojy visuomenei.

1.3. Ortomiksovirusai

Ortomiksovirusai — Orthomyxoviridae Seimos atstovai, turintys apvalkalélj ir segmentuotq
viengrandinés atvirkstinés krypties RNR genoma. Pagal Dudas ir Batson (2023) tyrimus iki 2015 m.
Orthomyxoviridae Seimoje buvo 14 virusy rasiy, daugiausiai susijusiy su susirgimais, o nuo 2015 m.
iki 2022 m. nustatyti 115 j ortomiksovirusus panaSiy virusy. Pagal ICTV sarasSus Orthomyxoviridae
Seimai priklauso 9 gentys (1.1. lentelé) ( Walker et al., 2022). Like yra neklasifikuoti j
ortomiksovirusus panasis virusai, kurie dar nepriskirti konkreciai genciai.

1.1. lentelé. Orthomyxoviridae Seimos gentys.

Gentis RiSiy skaicius

Alphainfluenzavirus 1

Betainfluenzavirus

Gammainfluenzavirus

Deltainfluenzavirus

Isavirus

Quaranjavirus

Mykissvirus

1
1
1
1
Thogotovirus 8
6
1
1

Sardinovirus

1.3.1. Gripo virusai

IS Orthomyxoviridae Seima Siuo metu sudaranciy 9 genciy, net keturioms priskiriami gripo A-
D virusai. Alphainfluenzavirus ir Betainfluenzavirus genciy atstovai turi 8 segmenty genomus, o jy
apvalkaléliai padengti glikobaltymais — hemagliutininu (HA) ir neuraminidaze (NA). HA funkcija
yra receptoriaus atpazinimas bei viruso apvalkalélio ir lastelés membranos susiliejimo iniciacija, o
NA funkcija — sialo riigsc¢iy perkirpimas iSlaisvinant virusa nuo lastelés Seimininkés bei sialo rigsciy
modifikavimas infekcijos metu. NA hidrolizuoja stipriai glikozilintus mucinus, imituojancius sialo
riigSties receptorius, kad virusas galéty judéti iki tikslinés lastelés per gleivémis padengtus kvépavimo

takus (Cohen et al., 2013). Yra nustatyta, kad gripo viruso A pirminiai Seimininkai buvo vandens
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pauksciai, bet dabar atsirade subtipy, galinciy infekuoti naminius paukscius, Zinduolius, Zmones
(AbuBakar et al., 2023). Gripo virusas B infekuoja daugiausiai Zmones, taCiau kartais yra nustatomas
ruoniuose (Osterhaus et al., 2000). Gripo virusai A ir B sukelia sezonine gripo epidemijg. Rimtesnes
patologijas gali sukelti gripo virusas A, bet ir gripo virusu B uZsikréte Zmones gali patirti kvépavimo
taky bei neurologines komplikacijas (pvz.: encefalitas, ataksija) (Popescu et al., 2017). Gripo
epidemijos daZnai kyla Ziemos metu, nes infekcija plinta oro-laseliniu biidu (Ziema didesné absoliuti
oro drégmé) (Deyle et al., 2017). Gammainfluenzavirus ir Deltainfluenzavirus genciy virusai turi tik
7 RNR segmentus, kurie koduoja 9 virusinius baltymus. Siy virusy apvalkalélyje yra hemagliutinino
esterazés suliejimo baltymas (HEF, angl. hemagglutinin-esterase-fusion protein), kuris atlieka HA ir
NA funkcijas. Gripo virusas D yra nustatytas karviy ir kiauliy méginiuose. Gripo viruso C rezervuaru
laikomas Zmogus ir tik dél atvirkStinés zoonozés yra dar aptiktas kai kuriuose gyviinuose. Gripo
viruso C infekcija daZniausiai nustatoma vaikams, bet Sis virusas nesukelia epidemijy, tik nedidelius
protriikius (Sederdahl et al., 2020). | gripo virusus panaSiy virusy amfibijy ir Zuvy transkriptomikos

duomenyse atradimas suteikia pagrindo bendros gripo virusy evoliucijos teorijai (Parry et al., 2020).

1.3.2. Isavirusas

Isavirus gentis turi tik vieng atstova — ISAV, kuris infekuoja atlantine 1asi$a (lot. Salmo salar)
(Falk et., 1997). ISAV turi 8 segmenty genoma, kuriame uZkoduota 10 virusiniy baltymy (Markussen
et al., 2008). Apvalkalélyje yra hemagliutinino esterazé (HE, angl., hemagglutinin-esterase) ir
susiliejimo (F, angl. Fusion protein) glikobaltymai. HE saveikauja su lastelés sialo ragSties
receptoriais, hidrolizuoja nesuristas sialo riigSties liekanas, kad nauji virionai negaléty prikibti prie
tos pacios infekuotos lastelés arba ISAV virusai neagreguoty, o F baltymas sulieja viruso ir lgstelés
membranas (Fosse et al., 2023). SeStajame $io viruso RNR segmente, koduojanciame HE, yra
ortomiksovirusams nebiidingas labai polimorfiskas regionas (HPR, angl. highly polymorphic region),
kuris siejamas su viruso infektyvumu. ISAV-HPRO su pilnu HPR regionu gali infekuoti Zuvis,
(su viso HPR regiono delecija), sukeliantis infekcine lasiSy anemija (Christiansen et al., 2017). Kitos
mutacijos asocijuotos su aukstu virulentiSkumu yra F baltymo Q2esL. (kai kuriais atvejais HgsL.) arba
keliasdeSimt ar. insercija prie Ros7 (Markussen et al., 2008; Cardenas et al., 2022). Idomu, kad ISAV-
HPRO veikia kaip ISAV-HRPA rezervuaras, kuris jvykus mutacijai tampa patogeniSka viruso versija

(Godoy et al., 2013).

1.3.3. Mykissvirusas ir sardinovirusas
Vaivorykstinio upétakio 1 ortomiksovirusas (angl. Rainbow trout orthomyxovirus-1, dabar
Mpykissvirus tructae) yra naujas ortomiksovirusas, aptiktas vaivorykstinio upétakio (lot.

Oncorhynchus mykiss) vidaus organy homogenizatuose (Batts et al., 2017). Dar vienas naujas
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sardiniy ortomiksovirusas (angl. Pilchard orthomyxovirus dabar Sardinovirus pilchardi) pirmiausiai
buvo aptiktas rytinés sardinés méginiuose (lot. Sardinops sagax), o po iki ir fermose auginamy
atlantiniy 1aSiSy méginiuose (lot. Salmo salar). Sardiniy ortomiksovirusas virusas sukelia imig laSiSy
nekroze (angl. salmon orthomyxoviral necrosis) (Godwin et al., 2020). 2022 m. ICTV pripaZino Siuos
naujus virusus kaip pirmuosius Mykissvirus ir Sardinovirus genciy atstovus, taciau yra diskutuojama,

kad Sie virusai téra didesnio Isavirus klado dalis (Walker et al., 2022; Dudas ir Batson, 2023).

1.3.4. Togotovirusai

Thogotovirus genties virusai daugiausiai platinami erkiy ir Siuo metu Siai genciai priskiriami 8
atstovai. Togotovirusy genoma sudaro 6 viengrandinés neigiamos krypties RNR segmentai, kuriy
bendras ilgis yra ~10 kbp (Fuchs et al., 2022). Togotovirusy apvalkalélis padengtas gp64
glikobaltymais, atsakingais uz viruso prikibima ir patekima j lastele. Thogotovirus III klasés virusinis
suliejimo baltymas, gp64, yra evoliuciSkai susijes su Baculoviridae (dvigrandinés DNR virusai)
Seimos sujungimo baltymais gp64, nors dalinasi tik 28% seky panasumu (Peng et al., 2017). Sioje
gentyje pagal filogenetine analize yra du kladai — j Togoto virusus (THOV, angl. Thogoto virus, dabar
Thogotovirus thogotoense) panasis ir j Dori virusus (DHOV, angl. Dhori virus, dabar Thogotovirus
dhoriense) panasis virusai (Fuchs et al., 2022). Ne tik filogenetiniai rySiai sieja klady narius, bet ir
bendri bruoZai, nebtidingi kitam kladui. Vienas i§ pavyzdZiy yra saveika su lastelés antivirusiniu
baltymu MxA (angl. Myxovirus resistance protein a). MxA sudaro agregatus su ortomiksovirusy
nukleokapside, taip sustabdydamas virusy genetinés medZiagos patekimg j branduolj ir tolesne
replikacija (Patzina et al., 2014). ] THOV panasis virusai yra atsparis MxA, o | DHOV panaSiis
virusai yra jautris MxA poveikiui, taciau uZtenka vienos ar. mutacijos (R328V) nukleokapsidés
baltymo sekoje, kad ir  THOV panaSiis virusai iSvengty MxA infekcijos (Fuchs et al., 2020).

Thogotovirus genties atstovy pagrindiniai rezervuarai yra erkés, iSimtys yra Sinu virusas
(SINUYV, angl. Sinu virus, dabar Thogotovirus sinuense) izoliuotas i$ uoduy, ir j togotovirusus panasus
Dielmo ortomiksovirusas (angl. Dielmo orthomyxovirus) — atrastas Culicoides sp. museliy
meéginiuose (Temmam et al., 2016; Contreras-Gutiérrez et al., 2017). Antikiiny prieS Thogotovirus
virusus aptinkama naminiuose gyvinuose, grauZikuose ir t.t., kuriy krauju minta infekuoti vabzdZiai.
Itin daZnai antiktiny prieS THOV ir DHOV aptinkama Zmonése, kurie dirba su naminiais gyviinais
(Lledé et al., 2020). THOV ir DHOV siejami su karSciavimo ir encefalito simptomy sukélimu
Zzmonéms. Thogotovirus genties atstovai nustatyti erkése i§ Europos, Azijos ir Afrikos (Kuno et al.,
2001). Pirmas 2014 m. Siaurés Amerikoje aptiktas Thogotovirus buvo Burbono virusas (BRBV, angl.
Bourbon virus, dabar Thogotovirus bourbonense). Per keturis metus JAV uZzfiksuotos trys Zmoniy
mirtys nuo BRBV infekcijos ir du atvejai, kai Zmonéms pavyko pasveikti (Kosoy et al., 2015;

Schweon, 2016). Visi penki atvejai buvo asocijuoti su erkiy jkandimais.
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1.3.5. Quaranjavirusai

Quaranjavirus yra antroji Orthomyxoviridae Seimos gentis, infekuojanti vabzdZius.
Quaranjavirus genties atstovy genomai sudaryti i$ 6 iki 8 segmenty. Sie virusai yra padengti III klasés
suliejimo baltymu gp64 kaip ir Thogotovirus genties virusai (Briese et al., 2014). Kartais literatiroje
Quaranjavirus glikobaltymas vadinamas HA, nors Quaranjavirus ir Thogotovirus gp64 neturi seky
panasumo | gripo virusy HA. Pirmojo Sios genties atstovo — Quaranfil viruso (QRFV, angl. Quaranfil
quaranjavirus, dabar Quaranjavirus quaranfilense) membraninio glikobaltymo ar. sekos nuo 30 %
iki 40 % sutapo su bakuloviruso pavirSiaus baltymu ir tik dalinai su gripo viruso HA (Presti et al.,
2009; Peng et al., 2017). QRFV buvo pirmiausiai identifikuotas 1953 m. erkése, surinktose Egipte.
Po iki nustatytas ir gripo simptomais besiskundZianciy Egipto vaiky méginiuose (Mohammed et al.,
1970). Sis atvejis paskatino tolimesnius quaranjavirusy epidemiologijos tyrimus ir jie buvo aptikti
jvairiuose erkiy, uody riidyse i§ Kariby saly, Indijos, Siaurés Amerikos, Australijos (Mourya et al.,
2019; Sameroff et al., 2021). Placiai paplitusiy pasaulyje erkiy (lot. Rhipicephalus sanguineus), kuriy
Seimininkai yra jvairtis Zinduoliai, taip pat ir Zmogus, méginiuose aptiktas naujas j quaranjavirusus
panaSus Cataloi erkiy quaranjavirusas (angl. Cataloi tick quaranjavirus) (Bratuleanu et al., 2022).
Nuo 1998 m. iki 2013 m. Keip Kodo, JAV pakrantése jvyko 12 masiniy paprastyjy gagu (lot.
Somateria mollissima) Ziiciy, susiety su Quaranjavirus Wellfleet jlankos virusu (angl. Wellfleet Bay

virus, dabar Quaranjavirus wellfleetense) (Allison et al., 2015).

1.4. Virusiniai baltymai

Ortomiksovirusy viriong sudaro ribonukleobaltymy (RNP, angl. ribonucleoprotein)
kompleksai, oligomerinis matrikso baltymy sluoksnis ir apvalkalélis su virusiniais glikobaltymais.
Virusams biidinga sferiné (nuo 80 nm iki 120 nm diametro) arba filamentiné morfologija. IS audiniy
izoliuoti virusai daZniausiai yra filamentinés morfologijos, taciau perséjant infekuotas lasteles virusai
pasikeicia i sferine morfologija.

Ribonukleobaltymy kompleksai sudaryti i§ viengrandiniy RNR segmenty, nuo RNR
priklausancios RNR polimerazés, prisikabinusios prie 5° galo, bei oligomeriniy nukleobaltymy (NP,
angl. nucleoprotein). Skirtingy ortomiksovirusy NP sudaro dimerus, trimerus ar tetramerus (Dick et
al.,, 2024). Bidama RNP sudétyje RNR iSlaiko antrine struktiirg, o RNP jgyja plauky segtuko
struktiirg (Fournier et al., 2012). Sios struktiiros svarbios RNR-RNR ir NP-NP sgveikoms tarp
skirtingy segmenty RNP. Yra perteklinis RNP-RNP saveiky kiekis, kuris leidZia palaikyti genomo
struktiiros plastiSkuma viriono sudarymo metu. [vairios RNP-RNP saveikos sudaro galimybe
persitvarkyti RNP (angl. reassortment) tarp skirtingy genetiniy linijy koinfekcijos metu, kas gali lemti

imuninio atsako iSvengima (Dadonaite et al., 2019).
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Matrikso baltymas (M) yra labiausiai sintetinamas virusinis baltymas vélyvoje infekcijos
stadijoje, atliekantis jvairias funkcijas. Geriausiai iStyrinétas gripo viruso A matricos baltymas 1 (M1,
angl. matrix protein 1). Sis baltymas formuoja linijinius polimerus, kurie sudaro nuo 1 iki 6 paraleliy
grandiniy spirales. Po apvalkaléliu M1 spiralés formuoja viriono endoskeleta (Peukes et al., 2020).
Filamentiniai virionai pasiZymi poliniu baltymy pasiskirstymu: RNP priekinéje dalyje, nuo kurios
prasidéjo M1 polimerizacija, yra susitelke HA, o kitame gale klasterizuojasi NA, kurie prisideda prie
viriono atsipumpuravimo (Calder et al., 2010). M yra pagrindinis faktorius nulemiantis viriono forma

(1.3. pav.).

Togoto virusas

DZoso0 virusas

Dori virusas

Burbono virusas

1.3. pav. ]vairiy Thogotovirus atstovy sferinés (A) ir filamentinés (B) morfologijos viriony
elektroninio mikroskopo nuotraukos, adaptuotos iS Fuchs et al (2022). Filamentiniai virionai daznai
turi apvalias struktiiras viename gale (baltos rodyklés). Skalé 100 nm.

M1 pradeda kauptis prie plazminés membranos dél elektrostatiniy saveiky, kadangi tokios
sgveikos yra nespecifiSkos M1 kaupiasi ir prie branduolio membranos. Tad biitinos papildomos M1
sgveikos su virusiniy baltymy, inkorporuoty plazminéje membranoje, citoplazminiu regionu (Wang
et al., 2010). Pasiekus kritine M1 koncentracijq prie plazminés membranos prasideda struktirinio
baltymo polimerizacija ir viriono formavimasis (Hilsch et al., 2014). Isaviruso M1 pasiZymi
panaSiomis savybémis kaip ir gripo virusy (Zhang et al., 2017). THOV atveju yra vykdomas jo 6
segmento transkripto alternatyvusis splaisingas, kad biity sintetinamas struktiiriné M forma (Kochs, et
al., 2000). THOV 6 segmento pilno ilgio transkriptas koduoja baltyma ML (angl. M-long protein).
Sis baltymas yra IFN (interferono) antagonistas, kurio pagrindiné funkcija slopinti IFN-B

(interferono-B) indukcija, kuris yra svarbus lastelés atsakas j virusine infekcijq. Vien tik ML
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oligomery neuZtenka viriono karkaso susidarymui, taciau ML gali biiti inkorporuotas j matrikso
sluoksnj (Hagmaier et al., 2004).

Ortomiksovirusy apvalkalélis susidaro pumpuravimosi metu, kada M karkasas pasidengia
lastelés Seimininkés plazmine membrana su joje jau integruotais virusiniais glikobaltymais bei jony
kanalais. Nuo pavirSiaus glikobaltymy priklauso ortomiksovirusy tropizmas, prisitvirtinimas ir
patekimas j lastele bei pumpuravimosi iniciacija. Apvalkalélio pavirSiuje, esanciy suliejimo baltymuy
amfipatiSkas peptidas jsilieja j lastelés plazmine membrang ir atlieka prisitvirtinimo funkcija.
Orthomyxoviridae Seimos evoliucijoje jvyko bent du pavirSiaus glikobaltymy pasikeitimai tarp I ir
III suliejimo baltymy klasés (1.4. pav.) (Dudas ir Batson, 2023). I klasés suliejimo baltymy suliejimo
peptidai yra suliejimo subvieneto N gale, III klasés baltymy suliejimo kilpos iSdéstytos [-laksty
galuose (White et al., 2008).

Isavirus @ HA/HEF
neklasifikuoti virusai O gp64

Quaranjavirus

Thogotovirus

Influenzavirus

1.4. pav. Orthomyxoviridae Seimos filogenetinio medZio schema pagal PB1 (angl. RNA-
directed RNA polymerase catalytic subunit) sekas (Dudas G., nepublikuoti duomenys). Spalva Zymi
genciy pavirSiaus glikobaltymy tipus: geltona — gp64, oranzZiné — HA/HEF. Trikampiy dydis atitinka
panaudoty seky kiekj sudarant filogenetinj medi.

Gripo virusy integruoto j plazmine membrang HA koncentracijos didéjimas lemia plazminés
membranos iSsilenkima ir inicijuoja viriono pumpuravimosi pradZig (Chlanda et al., 2017). Kity
ortomiksovirusy pumpuravimosi veiksniai netyrinéti. Gripo virusy ir ISAV glikobaltymai yra I klasés
suliejimo baltymai. Gripo virusy A ir B HA jungiasi prie a2—3—, a2—6— arba a2—8— sialo riigsties
receptoriy ir sulieja membranas patekus j endosomg (Bottcher-Friebertshduser et al., 2014). Gripo
virusy C ir D visas funkcijas atlieka vienas glikobaltymas HEF, atpaZjstantis 9-O-acetilintg arba 7,9-
O-acetilintg sialo rugsties receptoriy (Barnard et al., 2021). Isaviruso atveju glikobaltymas HE
atpazjsta 4-O-acetilintg sialo riigsties receptoriy, o F atlieka membrany suliejimo funkcijq (Fosse et
al., 2023). Togotovirusy gp64 yra panasios struktiiros j bakuloviruso AcCMNPV gp64, kuris yra III
klases suliejimo baltymas ir lemia pH-indukuojamg membrany suliejimg (Guo et al., 2024). ]| THOV
virusa panasiy virusy klado gp64 isliko strukturiskai artimesnis AcMNPYV glikobaltymui nei | DHOV
virusg panasiy virusy klado glikobaltyma, nors abi grupés atsiskyré nuo bakulovirusy panaSiu metu
(Peng et al., 2017). Spéjama, kad togotovirusai kaip ir gripo virusai patenka j lastele endocitozés

budu: viruso apvalkalélis susilieja su endosomos membrana jvykus pH pokyciui, taip iSlaisvinant
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RNP | Iastelés citozolj (Kosoy et al., 2015; Bai et al.,, 2019). IS Orthomyxoviridae Seimos
Thogotovirus ir Quaranjavirus pavirSiaus glikobaltymai yra struktiiriSkai artimiausi. Thogotovirus ir
Quaranjavirus virusy gp64 taikiniai kol kas néra Zinomi, bet yra jrodymy, kad tai néra sialo ragsties

receptoriai (Peng et al., 2017).

1.5. Tiriamajam darbui aktualGis ortomiksovirusai

1.5.1. Sinu virusas

SINUYV izoliuotas iS uody, sugauty 2013 m Siaurés vakary Kolumbijoje, lasteliy kultiiry,
(Contreras-Gutiérrez et al., 2017). SINUV genoma sudaro 10833 nukleotidai, kurie padalinti | 6
segmentus. Sis virusas priskirtas Orthomyxoviridae Seimai Thogotovirus genciai. Pagal filogenetine
analize SINUV anksciau atsiskyré nuo Zinomy Thogotovirus atstovy. Pasinaudojus pseudovirusy
technologijomis buvo nustatyta, kad SINUV gali infekuoti Zmogaus (HEK293T ir U87-MG), Suny
(MDCK), kiauliy (PK-15) ir SikSnosparniy (Tb1-Lu) Iasteliy linijas (Thamamongood et al., 2024).

Siais atradimais remiantis SINUV turi didelj zoonotinj potenciala.

1.5.1. Uhano 6 uody virusas

WuMV-6 pirmg karta paminétas 2015 m. Li ir kolegy. [vairiy uody, surinkty Kinijoje,
transkriptomikos duomenyse nustatytas j quaranjavirusus panasus WuMV-6, kuris turéjo didZiausigq
panasumg | DZonstono atolo virusa (angl. Johnston Atoll virus, dabar Quaranjavirus johnstonense),
Quaranjavirus atstova (Li et al., 2015). Li et al (2015) tyrime RNR virusy detekcija buvo paremta
konservatyviy RdRp seky aptikimu, taciau visos segmentuoty genomy sekos nustatymui neuZtenka
remtis homologija, nes segmentai gali biiti itin jvair@is. Shi et al (2017) identifikavo dar 5 WuMV-6
genomo segmentus. Batson ir kolegos (2021) likusius WuMV-6 segmentus nustaté metagenomikos
duomenyse pagal pakartotinj neidentifikuoty seky ir WuMV-6 RdRp seky aptikimg pavieniy uody
meéginiy sekose. Surinktas WuMV-6 genomas sudarytas iS 8 segmenty. Daugiausiai WuMV-6
nustatyta Culex sp. transkriptomikos duomenyse (Shi et al., 2017; Pettersson et al., 2019; Batson et
al., 2021).

1.5. pav. WuMV-6 8° > 2k
PB1 seky didiiausiojo O F e o
tikétinumo medis, adaptuotas
iS Dudas ir Batson (2023).
Zemélapyje pazymétos
vietos, kuriose buvo
nustatytas pilnas arba dalinis —
WuMV-6 genomas. " e
Punktyriné  linijja  Zymi
paskutiniu metu jvykusius
geny judéjimgq tarp skirtingy
genetiniy WuMV-6 linijy.
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Culex sp. uodai yra vieni i§ arbovirusy (nariuotakojy perneSami virusai) vektoriai. Sie uodai
placiai paplite pasaulyje, besimaitinantys Zinduoliy (ir Zmogaus) bei pauksciy krauju (Mackay et
al., 2010). Per 20 m. 6 Zemynuose paplitusios genetinés WuMV-6 linijos turi bendrg protévj, tai mini
globalig viruso migracija, kurios paplitimo greitis nebiidingas tik uodus infekuojantiems virusams
(Dudas ir Batson, 2023). Pagal geny perneSimo (angl. gene flow) analize matosi nuoseklus geny
persitvarkymas (angl. reassortment pattern) tarp skirtingy genetiniy WuMV-6 linijy (1.5. pav.).

Antro galimo stuburinio Seimininko hipoteze paremia ir didZiausia seky jvairove pasiZymintis
gp64 koduojantis segmentas, kuriame jvyko daugiausiai ar. pakeiCianCiy mutacijy per metus
palyginus su kitais virusiniais segmentais. Stuburiniy jgytos imuninés sistemos (ypac
neutralizuojanciy antikiiny) spaudimas skatina viruso pavirSiaus glikobaltymo evoliucija (Beretta et
al., 2020). Neaisku, ar nariuotakojy imuniné sistema galéty padaryti tokj patj efekta. Nariuotakojy
imuninéje sistemoje yra stuburiniy jgimtos imuninés sistemos homology, bet ne jgytos (pvz.: T
limfocitai ar B limfocitai, sekretuojantys antikiinus). Nariuotakojy specifinis imuninis atsakas yra
mazai suprastas (Kloc et al., 2024). [tariama, kad nariuotakojy imuniné sistema per létai keiciasi, kad
galéty sudaryti teigiamos atrankos spaudima virusy pavirSiaus glikobaltymams (Obbardi ir Dudas,

2014).

1.6. Pseudovirusy technologija

Vienas iS Zmogaus sveikatai Zalingy virusy tyrimy sunkumy yra auksto biologinés saugos lygio
(BSL) darbo aplinkos reikalavimai. Priklausomai nuo viruso patogeniSkumo biitinos BSL 3 arba 4
laboratorijos yra retos, brangios bei reikalauja darbuotojy aukStesniy kompetencijy. Todél
pseudovirusai, kurie yra sukurti visiSkai atkartojantys viruso pavirSiaus struktiirg, geba infekuoti
tikslines lasteles, bet negeba replikuotis ir néra patogeniski, yra puiki alternatyva virusy moksliniams

ir klinikiniams tyrimams.

1.6.1. Zmogaus imunodeficito virusas 1

Zmogaus imunodeficito virusas (ZIV) — turintis apvalkalélj viengrandinés teigiamos krypties
RNR retrovirusas, priklausantis Lentivirus genciai. ZIV ne tik pasitelkia lastelés molekulines
replikacijos ir baltymy sintezés sistemas infekcijos metu, bet ir integruoja genomo DNR kopijq |
lastelés genoma, taip ZIV infekcija tampa ilgalaike. ZIV genoma sudaro dvi vienodos nuo 9200 nt
iki 9600 nt viengrandés RNR kopijos. Genomo integracijai svarbios LRT (angl. long terminal
repeats) sekos, kurios iSsidésCiusios genomo pradZioje ir pabaigoje. Taip pat, 5° LRT regionas
funkcionuoja kaip silpnas transkripcijos promotorius. Nuo tos pacios iRNR susintetinama sulietas
polibaltymas Gag-Pol (Pr1609%9 - gag (group-specific antigen) ir pol (polymerase) geny
produktas) ir struktiriniy baltymy prekursorinis baltymas Gag (Pr559%, gag geno produktas)
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(santykiu 1:20) (Jacks et al., 1988). Pumpuravimosi metu virusiné dalelé formuojasi i§ Gag, Gag-Pol

polimery ir plazminéje membranoje integruoty virusiniy glikobaltymy (1.6. pav.).
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1.6. pav. ZIV viriono susidarymo ir pumpuravimosi schema, adaptuota i§ Freed (2015).
Vélyvoje ZIV infekcijos stadijoje sintetinami Gag ir GagPol polibaltymai. Gag sqveikauja su virusine
kopijine RNR ir pradeda polimerizuotis prie plazminés membranos. Gag ir GagPol polimerizacijos
metu pritraukiami Env transmembraniniai glikobaltymai ir iSlenkiama plazminé membrana. Viruso
atsipumpuravimui padeda lastelés baltymai ESCRT-I (angl. endosomal sorting complexes required
for transport), ESCRT-III ir ALIX (angl. programmed cell death 6-interacting protein). Plazmine
membrana apgaubtas virionas subresta, kai polibaltymai hidrolizuojami j atskirus baltymus, susidaro
matrikso karkasas, kapsideé ir nukleokapside.

Atsipumpuravimo ir brendimo metu virusinés proteazés hidrolizuoja polibaltyma Gag | 4
strukturinius baltymus ir 2 peptidus: matrikso (p17), kapsidés (p24), nukleokapsidés (p7) ir RNR
stabilizuojantj (p6) baltymus bei SP1 ir SP2 tarpinius peptidus (angl. spacer peptides) (Mendonca et
al., 2021), o Gag-Pol j struktirinius baltymus bei Pol sudedamus baltymus: proteaze (p10), atvirkstine
transkriptaze (p51), ribonukleoaze H (p15) ir integraze (p32) (Lin et al., 2022).

ZIV env (envelope glycoprotein) genas koduoja pavirSiaus glikobaltyma, sudaryta i§ dviejy:
gp120 (pavirSiaus) ir gp41 (transmembraninés) daliy. Nuo Env glikobaltymo priklauso ZIV
tropizmas, infekcijos metu Env gali mutuoti ir sgveikauti su kitais lastelés receptoriais ir
koreceptoriais. DaZniausiai pasitaiko ZIV Env R5 variantas, kuris atpaZjsta CCR5 (angl. C-C

chemokine receptor type 5) ir CD4 (angl. cluster of differentiation 4) receptorius, dengiancius

aktyvuotus CD4+ T limfocitus. Kai kurie Env R5 variantai taip pat gali infekuoti ir makrofagus. ZIV
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Env 4X variantas naudoja T limfocity CXCR4 (angl. C-X-C motif chemokine receptor 4) receptorius
(Islam et al., 2013). ZIV genome yra ir reguliaciniy baltymy genai: tat (trans-activator of
transcription), rev (regulator of expression of virion proteins). Tat pritraukia transkripcijos maSinerija
prie 5° LTR, taip sustiprindamas virusinés RNR transkripcija, ir sukuria lasteléje aplinka,
paskatinancia virusinés RNR transkripcijq lyginant su lastelés geny transkripcija (Das et al., 2011).
Rev turi importo ir eksporto iS branduolio signalus, tad keletas Rev baltymy saveikaudami su RRE
(angl. Rev-responsive element) seka transportuoja genomine neapdorota RNR i$ branduolio j citozolj
prie polimerizuojan¢iy Gag polibaltymy (Cook et al., 1991). ZIV genome taip pat yra pagalbiniy
baltymy, kurie didina viruso infektyvuma, geny: nef (negative regulatory factor), vif (viral infectivity

factor), vpr (viral protein r), vpu (viral protein u).

1.6.2. Lentivirusy pakavimo sistemy kartos

Lentivirusai gali supakuoti apie 9 kb ir infekuoti tiek besidalinancias, tiek nesidalinancias
lasteles, todél yra puikiis rekombinantiniy geny vektoriai. I-osios kartos platformoje ZIV genomas
buvo padalintas j 3 plazmides: 1) pakavimo vektorius su struktiiriniy baltymy, virusiniy fermenty,
reguliaciniy ir papildomy baltymy genais, 2) plazmidé su pavirSiaus glikobaltymo genu ir 3) plazmidé
su transgenu (1.7. pav. A) (Naldini et al., 1996). Tokioje sistemoje galima naudoti bet kurio
apvalkalélj turincio viruso glikobaltymo gena, daZniausiai naudojamas VSV G baltymo genas, kad
pseudovirusas jgyty platy tropizmg. Pakavimo ir apvalkalélio plazmidése LTR sekos pakeistos j
Zmogaus citomegaloviruso (CMV, angl. Human cytomegalovirus) promotoriy, kad pavirSiaus
glikobaltymo sintezé vykty efektyviai. | infekuotos lgstelés genomg gali biti integruotas tik
transgenas, jterptas tarp LTR seky. W pakavimo signalas paliktas tik transportavimo plazmidéje su
transgenu, todél tik Sios plazmidés transkriptai gali biiti supakuoti i lentivirusino vektoriaus (LV)
vidy. Efektyviai transfekavus visas plazmides j lastele Seimininke pagaminami lentivirusai, galintys
infekuoti tiksline lastele tik viena karta. Naudojant I-os kartos vektorius liko didelé replikuotis
galin¢iy pseudovirusy susidarymo tikimybé dél rekombinacijos. II-osios kartos sistemoje buvo iSimti
pagalbiniy baltymy genai iS pakavimo plazmideés, taCiau reguliaciniy baltymy genai palikti (1.7. pav.
B). Buvo nustatyta, kad Gag ir GagPol polibaltymy uZtenka virusinés RNR transportavimui |
branduolj. Papildomy baltymy geny, kurie didina virulentiSkuma, paSalinimas panaikino
rekombinuotis geban¢iy ZIV susidarymo pavojy (Zufferey et al., 1997). II-osios kartos sistemoje
transportuojamos RNR transkripcija vis dar priklausé nuo Tat ir Rev baltymy, nes 5° LRT seka
pasiZymi silpnu baziniu promotoriniu aktyvumu. III-osios kartos sistemoje plazmidéje su transgenu
nuo Tat priklausoma promotoriy pakeité rous sarkomos viruso (angl. Rous sarcoma virus) arba CMV

promotoriai (1.7. pav. C). Tad pakavimo plazmidéje nebeliko tat sekos, o rev perkeltas j ketvirtaja
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plazmide (Dull et al., 1998). Plazmidé su rev seka dar sumaZino rekombinacijos galimybe, dél kurios

susidaryty replikuotis galintys pseudovirusai (Cornetta et al., 2018).

Plazmide su glikobaltymo-EmH s i | kartos
Plazmidé su transgenu-Garis—= 3 vektoriai
AU
Pakavimo plazmidé-gmy s | Fra frevHray -
- . Il kartos
Plazmide su glikobaltymo-gmH vsve o vektoriai

Plazmidé su transgenu-GRuE—F=

Pakavimo plazmidémp...,q;

Plazmidé su Rev seka - lll kartos
- . vektoriai
Plazmide su glikobaltymo gy vsiE e a1

Plazmidé su transgenu-Rsurivs-wHEmma] - HIF0-
A3

1.7. pav. Lentivirusy vektoriy schema, adaptuota iS Duvergé ir Negroni (2020). (A) I-osios
kartos vektoriai; (B) II-osios kartos vektoriai; (C) III-osios kartos vektoriai.

1.6.3. Lentivirusy vektoriy pritaikymas

Lentivirusy pakavimo sistemos leidZia keisti virusinés dalelés tropizma pasirenkant
apvalkalélyje inkorporuotus virusinius glikobaltymus. Galima pritaikyti bet kurios pavirSiaus
glikobaltymus, turincius transmembraninius segmentus. DaZnai naudojamas plataus tropizmo VSV
glikobaltymas G, kuris pasiZymi maZzu lastelés tipui specifiSkumu, nes saveikauja Zemo tankio
lipobaltymy (LDL, angl. low-density lipoprotein) receptorius. Tai yra pritaikoma stabiliy
rekombinantiniy lasteliy kultiiry kirime. VSV pseudotipuoti LV néra universaliis ir turi savy
trukumy, aktualiy geny terapijoje. VSV G pasiZymi toksiSkumu Zmogaus lasteliy kultiiroms, stabiliai
sintetinancias LV, kas pasireiSkia maZesniu virusiniu daleliy titru bégant laikui (Humbert et al., 2016).
Pagrindiniai geny terapijos taikiniy — kamieniniy Igsteliy — plazminéje membranoje yra nedaug LDL
receptoriy, dél ko stipriai sumazéja VSV-G pseudotipuoty LV transdukcijos efektyvumas (Girard-
Gagnepain et al., 2014). PavyzdZiui, Jargalsaikhan ir kolegy (2024) tyrimo metu buvo sukurti dvigubo
pseudotipo LV, apvalkalélyje eksponuojantys kartu VSV G ir Sendai viruso (angl. Sendai virus) HN
(angl. hemagglutinin-neuraminidase protein) glikobaltymus, pseudovirusai pasiZymeéjo platesniu
tropizmu ir geresniu kamieniniy lasteliy transdukcijos efektyvumu. Kitas glikobaltymy pasirinkimo
aspektas — virusiniai glikobaltymai jtakoja pseudovirusy stabiluma ir pusinés eliminacijos laika
(Dautzenberg et al., 2021). Transdukavus LV lasteliy kulttroje lieka pertekliniy pseudovirusy, kurie

kelia pavojy biosaugumui. Reikia imtis papildomy priemoniy, kad tokios lgstelés galéty biiti
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naudojamos geny terapijoje arba darbui BSL-1 salygomis. Dautzenberg et al (2021) tyrime
pademonstruota, kad tripsinas inaktyvuoja dauguma pseudotipuoty LV, taciau silpnai veikia
pseudovirusus, eksponuojan¢ius VSV G. Tad kita veiksminga darbo su pseudovirusais saugos
priemoné yra Zmogaus serumas, kuriame esantys komplemento baltymai gali inaktyvuoti VSV G
pseudotipuotus LV (DePolo et a., 2000). LV sistema ne tik gali veikti kaip transgeno vektorius, bet
ir atkartoti virusy turinciy apvalkalélj infekcijas BSL-2 salygomis, nes Siy virusy atvejy infekcija
ivyksta tik tuomet, kai viruso glikobaltymas saveikauja su infekuojamos lastelés receptoriais. Tseng
et al (2021) tyrime buvo sukurta SARS-CoV-2 (iimiais respiraciniais sindromais susijusiy 2
koronavirusas) spyglio baltymu pseudotipuoty LV metodika tirti SARS-CoV-2 infekcijq in vitro ir in
vivo peliy modeliuose.

Lentivirusai geba savo genomga integruoti j infekuotos lastelés genoma. Sis biologinis
mechanizmas itin patrauklus genomy redagavimo srityse, kaip geny terapija. ZIV genomo integracija
néra atsitiktiné, daznos integracijos vietos yra virusinés infekcijos aktyvuoti geny lokusai (Schroder
et al., 2002). ZIV genomo integracija funkcionuojan¢iy geny sekose kelia vektoriaus sukelto
onkogeniSkumo rizika, taciau tyrimai rodo, kad didZioji dalis integracijy nekelia klinikiniy sutrikimy
(Biffi et al., 2011). ISsiaktyvuojanciy (angl. self-inactivating) LV technologija pasiZymi maZesniu
genotoksiSkumu nei jprasti L'V, bet visgi yra neaiskis ilgalaikio poveikio Salutiniai efektai (Cesana
et al., 2014). Schenkwein et al (2020) pavyko sumazinti LV genotoksiSkuma nukreipiant integrazés
ir endogeninés nukleazés sulietq baltyma j pasikartojancias ribosominés RNR koduojancias sekas.
Kol kas dar lieka neiSsprestas LV integracijos genotoksiSkumo klausimas, taciau net su minimalia
rizika LV naudojami geny terapijos klinikiniuose tyrimuose, pvz.: cerebrinés adrenoleukodistrofija

gydymui (Wang et al., 2024).
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2.1.1.

2. Medziagos ir metodai
2.1. Medziagos

Rinkiniai

Visi rinkiniai jsigyti iS ,,Thermo Fisher Scientific* jmonés:

GeneJET Viral DNA/RNA Purification Kit (#K0821),
GeneJET Plasmid Miniprep Kit (#K0502).

RNR skyrimo rinkinys Saliva/Swab RNA Purification Kit (,,Norgen Biotek“, #69100).

Liuciferazés analizés rinkinys Nano-Glo® Luciferase Assay System (,,Promega“, #N1110).

Lasteliy skai¢iavimui Cedex® HiRes Reagent Kit (,,Roche®, #05650798001).

PBMC izoliavimo 15 ml centrifugavimo mégintuvéliai SepMate™-15 (RUO) (,,Stemcell
technologies®, # 86415).

2.1.2.

Fermentinés reakcijos

Fermentinése reakcijose naudoti ,,Thermo Fisher Scientific pagaminti fermentai, buferiniai ir

reagenty misSiniai:

Polimerazés grandininés reakcijos atliktos su DreamTaq DNR polimeraze(#EP0705),
komplementariu DreamTaq™ Green buferiu (#B71) ir ANTP miSiniu (#R0192); arba
su Phusion™ High-Fidelity DNR polimeraze (#F530S) ir rekomenduojamu Phusion
Green HF buferiu (#F538L), dNTP miSiniu (#R0192); arba su Platinum™ SuperFi™
(#12351010) ir rekomenduojamu buferiu, ANTP miSiniu (#R0192).

DNR fragmenty susiuvimas atliktas su T4 DNR ligaze (#EL0011) ir T4 DNR ligazés
buferiu (#B69).

DNR restrikcijos reakcijos atliktos: su EcoRI (#ER1921), NotI (#ER0592) restrikcijos
endonukleazémis su O buferiu (#BO5); Aarl restrikcijos endonukleaze su Aarl buferiu
ir oligonukleotidy miSiniu (#ER1581); BseDI restrikcijos endonukleaze (#ER1081) su
Tango buferiu (#BY5).

ISskirta RNR buvo veikiama su ,,DNaze I“ fermentu, reakcija inaktyvuota su EDTA
buferiu (#EN0525).

Atvirkstinés transkripcijos reakcijos atliktos su ,,Maxima“ atvirkstinés transkripcijos
fermentu (#EP0741), atsitiktinés sekos heksameriniais pradmenimis (#N8080127) ir
dNTP miSiniu (#R0192).

Kokybinés polimerazés grandininés reakcijos atliktos naudojant ,,L.uminaris Color
Probe qPCR Master Mix“ rinkinj (#0351).

Fosforo liekany pasalinimas nuo DNR fragmenty galy atliktas su karSc¢iui jautriu

,FastAP“ Sarmineés fosfotazés fermentu ir rekomenduojamu buferiu (#EF0651).
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2.1.3.

DNR fragmento gryninimas i$ agarozinio gelio

Fenolis pH=7,5-8 (,,Roth®);

Fenolio-chloroformo misSinys pH=7,5-8 (,,Roth*);

Amonio acetatas — 7,5 M NH4OAc vandeninis tirpalas;

Etanolis — 100 % ir 70 % C;HsOH (,,Sigma-Aldrich®) vandeninis tirpalas.

2.1.4. Pradmenys ir zondai

2.1. lentelé. Darbe naudoty pradmeny poros ir TagMan zondai.

Pavadinimas 5°-3° seka Produkto ilgis
Kokybinés polimerazés grandininé reakcija
GAG-T GGAGCTAGAACGATTCGCAG
GAG-A GATGGTTGTAGCTGTCCCAG 84 bp
GAG-Z FAM-CCTGGCCTGTTAGAAACATCAGAAGG-BHQ-1
Polimerazés grandininé reakcija
nLuc-T TTTAAGGTGGTGTACCCTGTG
114 bp
nLuc-A CATACGGCCGTCCGAAATA
WuMV-6 gp64 sekos modifikavimas
WMV6EDir GCACACCTGCTGATCATGGTGGCGAATTC
2ndATGRev | CGTCACCTGCTCATCATGGTCTTAACAAAAGGGAAAG 0650
WMV6EDir GCACACCTGCTGATCATGGTGGCGAATTC
SignalRev CGTCACCTGCTCATCATGAAAGGCGACCCCGTG b
2.1.5. DNR elektroforezés reagentai

TAE buferis (pH=8,3) — 0,04 M Tris acetato, 0,2 mM EDTA (,,Thermo Fisher Scientific*,

#17892) vandeninis tirpalas;

0,8-2 % agarozeés gelis — 2,4-6 g agarozés iSlydoma 300 ml 1x TAE buferyje, jdedama 7,5 pl

EtBr;

EtidZio bromidas — 10 mg/ml EtBr tirpalas;
DNR daZas — 6x DNA Gel Loading Dye (,,Thermo Fisher Scientific®, #R0611);

DNR fragmenty ilgio Zymenys — ,,GeneRuler DNA Ladder Mix“ (,,Thermo Fisher Scientific“,
#SMO0331), ,,MassRuler Low Range DNA Ladder* (,,Thermo Fisher Scientific®, #SM0383).
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2.1.6. Baltymy NDS-poliakrilamidinés gelelektroforezés denatiruojan€iomis
salygomis reagentai

Koncentruojantis gelis — 3,2 % akrilamido-bisakrilamido tirpalo, 1,25 M Tris-HCI (pH = 6,8),
0,1 % NDS tirpalo, 0,1 % amonio peroksisulfato tirpalo ir 0,001 % TEMED (,,Applichem®);

Frakcionuojantis gelis — 12 % arba 13 % akrilamido-bisakrilamido tirpalo, 0,375 M Tris-HCI
(pH = 8,8), 1 % NDS tirpalo, 0,1 % amonio peroksisulfato tirpalo ir 0,001 % TEMED (,,Applichem®);

2x baltymy meéginiy dazas — 0,5 M Tris-HCI (pH = 6,8), 20 % glicerolis (,,Thermo Fisher
Scientific“), 4 % NDS, 0,001 % bromfenolio mélio ir 10 % merkaptoetanolio tirpalas;

Tris-glicino/NDS elektroforezés buferinis tirpalas —25 mM Tris, 2 mM glicino, 0,03 mM NDS,
pH = 8,3;

Baltymy molekulinés masés standartas — ,,PageRuler™ Prestained Protein Ladder” (,,Thermo

Fisher Scientific“, #26617).

2.1.7. Imunoblotingo reagentai

PerneSimo buferis — 25 mM Tris, 150 mM glicino, 10 % (v/v) etanolio vandeninis tirpalas;

Blokavimo buferis — 1 % pieno milteliy, 100 mM Tris-HCI (pH=7,5), 300 mM NaCl, 0,05 %
(v/v) Triton x100 vandeninis tirpalas;

TBS (pH=7,5) — 20 mM Tris, 0,5 M NaCl vandeninis tirpalas;

TTBS — 0,1 % Tween-20 tirpalas TBS buferyje;

Chemiliuminescencijos detekcijos reagenty rinkinys Amersham ECL Prime Western Blotting
Detection Reagent (,,Cytiva“, #RPN2232);

Nitroceliuliozés membrana (,,Cytiva“, #10600004).

2.1.8. Antikunai

Monokloniniai triuSio anti hemagliutinino (YPYDVPDYA) Zymés - antikiinai (,,Cell Signaling
Technology“, #C29F4);

Monokloniniai pelés anti ZIV Gag p24 antikiinai (,,Biotechne, #MAB7360);

Monokloniniai pelés anti 3-aktino antikiinai, (,,Abcam“ ab3280);

Polikloniniai oZkos anti-pelés IgG antriniai antikiinai, konjuguoti su krieny peroksidaze
(,,Biorad®, #1706516);

Polikloniniai oZkos anti-triuSio IgG antriniai antikiinai, konjuguoti su krieny peroksidaze (HRP)

(,,Biorad“, #1721019).

2.1.9. Bakterijy kamienai
Escherichia coli DH5a (EGIS kolekcija): F—, ¢80lacZAM15, A(lacZY A-argF)U169, recAl,
endA1, hsdR17(rK—, mK+), phoA, supE44, A—thi-1, gyrA96 relAl.
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Escherichia coli Stellar™ (,,Takara®): F—, endA1, supE44, thi—1, recAl, relA1, gyrA96, phoA,
®80d lacZA M15, A(lacZY A-argF) U169, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), AmcrA, A—.

2.1.10. Bakterijy auginimo terpés

Skysta LB terpé — 20 g/l sausos LB ,,Lennox“ terpés (,,Thermo Fisher Scientific*) vandeninis
tirpalas, autoklavuotas;

Agarizuota LB terpé — 25 g/l sausos LB ,Lennox“ terpés (,Thermo Fisher Scientific®)
vandeninis tirpalas su 2 % agaro (,,Thermo Fisher Scientific*), autoklavuotas;

Ampicilinas — 50 mg/ml ampicilino (,,Roth“) ir 50 % C>HsOH vandeninis tirpalas, nufiltruotas

laikomas —20 °C.

2.1.11. Lastelés

Zmogaus embriono inksty lastelés (HEK293T/17), jsigytos i§ ATCC kompanijos;

Pirminés Culex tarsalis uody embrioninés lastelés (CxTr-R2), gautos i§ Wiliam C. Wilson,
USDA Argiculture Research Service (ARS), JAV;

G. g. domesticus PBMC, izoliuotos i§ sveiky 39 dieny amZiaus viSty, Vilniaus apskrities

paukstynas.

2.1.12. Lasteliy augimo terpés

HEK293T/17 augimo terpé DMEM: Gibco™ Dulbecco modifikuota Eagle mitybiné terpé
(DMEM) su GlutaMAX™ (,, Thermo Fisher Scientific“, #11594446), papildyta 10 % Gibco™ galvijy
vaisiaus serumu, Gibco™ 100 U/ml penicilino ir 100 pg/ml streptomicino miSiniu, filtruota per 0,2
pm filtra.

Culex tarsalis CxTr-R2 augimo terpé Culex: Gibco™ Schneider's Drosophila Medium
(-, Thermo Fisher Scientific“, #2172000), papildyta 5 mM natrio bikarbonatu, 0,4 mM L-glutaminu,
19,5 pM redukuotu glutationu, 0,23 mM L-asparginu (,,Sigma-Aldrich®), 20 % Gibco™ karsciu
inaktyvuotu galvijy vaisiaus serumu tinkamu vabzdZiy kultiroms, Gibco™ 100 U/ml penicilino ir
100 pg/ml streptomicino miSiniu, filtruota per 0,2 pm filtra.

Visty PBMC inkubavimo terpé RPMI: Gibco™ Rosvelo parko memorialinio instituto mitybiné
terpé 1640 (RPMI) (,,Thermo Fisher Scientific“, #11875093), papildyta 10 % Gibco™ galvijy
vaisiaus serumu, Gibco™ 100 U/ml penicilino ir 100 pg/ml streptomicino miSiniu, filtruota per 0,2
pm filtra.

PBS — Oxo0id™ Phosphate Buffered Saline tableté (,,Thermo Fisher Scientific®, #10209252)
iStirpinta vandenyje, autoklavuota.

Dimetilsulfoksidas (DMSO) (,,Roth*, #A994.1).

Tripsinas — 0,05 % Trypsin-EDTA su fenolio raudonuoju. (,, CORNING*, #25-052-CI)

2.1.13. Lasteliy transfekcijos ir infekcijos reagentai
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PLL - 0,0002 % poli-L-lizino vandeninis tirpalas;

Transfekcijos reagentas Lipofectamine™ 2000 Transfection Reagent (,,Thermo Fisher
Scientific”, #11668019);

Gibco™ Opti-MEM™ terpé (,,Thermo Fisher Scientific“, #31985070);

Natrio butiratas — 100 pM spiritinis tirpalas;

Infekcijos reagentas: 8 pg/ml polibreno vandeninis tirpalas;

RIPA buferis — 150 mM NaCl, 5 mM EDTA (pH=8), 50 mM Tris (pH=8), 1 % NP-40, 0,5 %
natrio deoksicholato, 1 % NDS ir 1x proteaziy inhibitoriy miSinio vandeninis tirpalas;

Bradford reagentas ROTI®Quant (,,Roth*).

2.1.14. Pseudovirusy koncentravimas

Sacharozés ,,pagalvei“— 20 % sacharozés tirpalas PBS buferyje, filtruota per 0,2 pm filtra.

2.1.15. Vektoriai

pCAGGS - Zinduolinis raiSkos vektorius (Creative Biogene).

Virusy glikobaltymy geny sekos su hemagliutinino Zyme 3¢ gale buvo susintetintos ir
suklijuotos su pMA-RQ vektoriumi (,,Thermo Fisher Scientific®);

psPAX?2 — lentivirusy II-osios kartos pakavimo plazmidé (Trono laboratorija, Sveicarija);

pCDH-CMV-nLuc — lentivirusy II-osios kartos perneSimo plazmidé su nanoliuciferazés genu
(Trono laboratorija, Sveicarija );

pLV-CMV-EFGP - lentivirusy II-osios kartos perneSimo plazmidé su EGFP genu (Trono
laboratorija, Sveicarija );

pCMV-VSV-G — raiSkos vektorius su VSV G glikobaltymo genu (Baselio Universitetas,

Sveicarija).
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2.2. Metodai

2.2.1. Zinduoliniy raiskos vektoriy su ortomiksovirusy gp64 geny sekomis
konstravimas

Glikobaltymy geny seky galuose buvo jterptos EcoRI ir Notl restrikcijos endonukleaziy (RE)
atpazinimo sekos. EcoRI ir NotI hidrolizé buvo atliekama O buferyje 37 °C 1 h. I3kirpti glikobaltymy
genai buvo iSgryninti iS 0,8 % agarozés gelio pasinaudojant ,,GeneJET Gel Extraction” rinkiniu.
RaiSkos vektorius pCAGGS (,,Creative Biogene®), taip pat buvo hidrolizuotas EcoRI ir NotI RE ir
paveiktas Sarmine fosfataze. ParuoStas pCAGGS vektorius ir glikobaltymy geny fragmenty ligavimo
miSinys buvo inkubuotas 1 h su T4 ligaze kambario temperatiiroje ir transformuotas j kompetentines
DH5a E. coli bakterijas. UZaugusios bakterijy kolonijos ant agarizuotos LB su ampicilinu buvo
uzsétos i 5 ml LB terpe su ampicilinu. IS uZaugusios biomasés plazmidés iSskirtos su ,,GeneJET
Plasmid Extraction“ rinkiniu. Glikobaltymo geno jsistatymas buvo patikrintas atliekant hidrolize su

EcoRI ir NotI RE.

2.2.2. DNR fragmenty gryninimas i$ agarozeés gelio

Transiliuminatoriuje biitina 0,8 % agarozés gelj laikyti ant Svarios stiklinés plokstelés, siekiant
apsaugoti DNR nuo UV sukeliamy paZaidy. UZsidéjus apsauginius akinius UV Sviesoje paZymétas
gelyje reikiamo fragmento kontiiras. Jei pjauti keli fragmentai, skalpelis praplautas distiliuotame
vandeniu tarp skirtingy DNR fragmenty pjovimo. Gelio gabaliukas su DNR fragmentais
susmulkintas, perkeltas | mégintuvélj su 1 tiriu fenolio. Laikytas mégintuveélis —20 °C per naktj.
Tuomet centrifuguotas 11 min 16000 g. VirSutiné vandeniné fazé nusiurbta j kita 1,5 ml mégintuvelj
ir uzpilta 1 taris fenolio-chloroformo tirpalo. Gerai sumaiSyta purtykléje ir centrifuguota 3 min
16000 g greiciu. VirSutiné vandeniné fazé nusiurbta j kit 1,5 ml mégintuvelj ir uzpilta 0,5 tirio 7,5 M
NH4OAC tirpalo ir 2,5 tirio 100 % EtOH. MiSinys Saldytas 30 min —70 °C temperatiroje. Po iki
centrifuguotas 15 min 16000 g. Supernatantas nupiltas, o nuosédos praplautos 500 pl 70 % EtOH
tirpalu, sumaiSytas purtykléje ir centrifuguotas 5 min 16000 g. Supernatantas pasSalintas automatine
pipete, nuosédos paliktos iSdziuti. Nuosédos istirpintos 10 pl distiliuoto vandens.

2.2.3. WuMV-6 glikobaltymo gp64 geno sekos modifikavimas ir jsiuvimas j
zinduolinj raiSkos vektoriy pCAGGS

PGR atliktas su Platinum™ SuperFi™ DNR polimeraze, matrica naudota pMA-RQ-WMV6-
gp64 plazmidé, o modifikacijos jvestos su pradmeny poromis, turinCiomis Aarl RE kirpimo sekomis
(signalinés sekos paSalinimui — WMVG6Dir ir SignalRev; nukleotidy iki antrojo ATG paSalinimui —
WMVG6EDir ir 2ndATGRev pradmeny pora). Su signalinés sekos pradmenimis atliktas PGR pakeélus
temperatirg pradmeny hibridizacijos Zingsnyje iki 72 °C, o su antrojo ATG pradmenimis atliktas
PGR pasinaudojus funkcija, kuri hibridizacijos etapo temperatiirg kiekvieng cikla pakeldavo 0,5 °C.
Padauginti fragmentai iSgryninti i$ 0,8 % agarozés gelio fenolio/chloroformo metodu. ISgryninti DNR
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fragmentai hidrolizuoti su Aarl RE pagal gamintojo rekomendacijas. Fragmentai iSgryninti i$ 0,8 %
agarozés gelio su rinkiniu ,,GeneJET Gel Extraction Kit“. Linijinés DNR lipniis galai susitti su T4
ligaze ir ligavimo miSiniu transformuotos kompetentinés E. coli DH5a bakterijos. BseDI RE hidrolize
atskirtos modifikuotos plazmidés nuo pMA-RQ-WMV6-gp64 matricos ir modifikacijos patvirtintos
sekoskaita (,,SeqVision“). Modifikuotos gp64 geny sekos iskirptos i pMA-RQ plazmidinés DNR su
EcoRI ir Notl RE ir jterptos i Zinduolinj raiSkos vektoriy pCAGGS naudojant T4 ligaze. Ligavimo
miSiniais transformuotos kompetentinés E. coli DH5a bakterijos. Plazmidinés DNR iSgrynintos i$

bakterijy pasinaudojant ,,GeneJet Plasmid Miniprep“ rinkiniu.

2.2.4. Plazmidziy padauginimas

Laminarinéje spintoje ant ledo sumaiSyta 200 ng plazmidinés DNR su 50 pl kompetentiniy
bakterijy (pPCAGGS plazmidés transformuotos | DH5a kompetentines E. coli bakterijas, o psPax2,
pCDH-CMV-nLuc ir pLV-CMV-EGFP transformuotos j Stellar kompetentines E. coli bakterijas).
MiSinys inkubuotas lede 30 min., po iki laikytas 2 min (DH5a) arba 40 s (Stellar) 42 °C vandens
voneléje ir vél 5 min. lede. Laminarinéje spintoje transformuotos bakterijos buvo uZsétos ant
agarizuotos LB 1ékstelés su ampicilinu, glaistiklis sterilintas spiritu nudeginant. LékStuté laikoma
37 °C termostate per naktj. Steriliai | mégintuvélj su 5 ml LB terpés jpilta 50 pg/ml ampicilino, su
steriliu pagaliuku bakterijy kolonija nuo agarizuotos LB 1ékStelés uzséta j mégintuvélj su LB terpe ir
palikta purtykléje 37 °C per naktj. Naktiné kultira centrifuguota 1744 g greic¢iu 10 min. Laminarinéje
spintoje nupilta terpé ir plazmidés iSskirtos iS bakterijy su ,,Thermo Scientific“ GeneJET Plasmid
Miniprep Kit pagal rinkinio protokola. Pamatuota DNR koncentracija su ,,Thermo Scientific“

NanoDrop™spektrofotometru.

2.2.5. Lasteliy auginimas ir perséjimas

= Zinduoliniy HEK293T/17

Augimo terpé DMEM paSildyta iki 37 °C vandens voneléje. Lasteliy mégintuvélis iStrauktas is
diuaro su skystu azotu ir létai atSildytas. Lastelés suspenduotos DMEM terpéje ir centrifuguotos 200 g
3 min. Laminarinéje spintoje paSalinta Saldymo terpé (10 % DMSO ir galvijy vaisiaus serumas)
steriliu siurbtuku. Lastelés resuspenduotos 8 ml DMEM terpéje ir augintos 75 cm? inde 37 °C su 5 %
CO> inkubatoriuje.

Augimo terpé, tripsino tirpalas ir PBS paSildyti iki 37 °C vandens voneléje. Lasteléms uzdengus
80 % 75 cm? indo pavirSiaus ploto augimo terpé nusiurbta steriliu siurbtuku laminarinéje spintoje,
lastelés praplautos PBS ir paveiktos tripsinu, kad atSokty nuo indo pavirSiaus. Lastelés su tripsinu
resuspenduotos augimo terpéje ir centrifuguotos 200 g 3 min. Terpé su tripsinu nusiurbta steriliu
siurbtuku ir Igstelés Svelniai resuspenduotos DMEM augimo terpéje. DeSimtadalis lgsteliy persétas j

nauja inda toliau augti.
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®» Culex tarsalis CxTr-R2

Culex augimo terpé paSildyta iki 27 °C vandens voneléje. Lasteliy mégintuvélis iStrauktas iS
diuaro su skystu azotu ir létai atSildytas. Lastelés laminarinéje spintoje kartu su Saldymo terpe (5 %
DMSO ir karSciu inaktyvuotas galvijy vaisiaus serumas) resuspenduotos 4 ml Culex augimo terpéje
ir augintos 25 cm? inde (be filtrinio kamstelio) 27 °C inkubatoriuje.

Kai lastelés uZzémeé 90 % pavirSiaus ploto, 1astelés atkabintos pipetuojant. DeSimtadalis lasteliy

persétos j inda su 27 °C temperatiiros Culex augimo terpe.

2.2.6. Virusiniy glikobaltymy sintezé Zinduolinése HEK293T/17Iagstelése

Lasteliy gyvybingumas ir kiekis pamatuotas su CEDEX 2.2 bioanalyzer (Roche) (,,Roche®)
automatizuotu lgsteliy skaiciavimo aparatu. [ kiekvieng 24 Sulinéliy plokStelés Sulinélj jpilta po 1 ml
auginimo terpés DMEM, uZséta po 20 tikst. lasteliy ir auginta parg 37 °C 5 % CO: inkubatoriuje.
Kita dieng laminarinéje spintoje mégintuvélyje 50 pl paSildytos Opti-MEM terpés sumaiSyta su
raiSkos vektoriumi su glikobaltymy geny sekomis ir pLV-CMV-EGFP plazmide. Kitame
meégintuvélyje j Opti-MEM terpe jdéta Lipofectamine™ 2000 (santykis 1,5 pl lipofektamino reagento
1 pg DNR). MiSinys inkubuotas 5 min kambario temperatiiroje. | kiekviena mégintuvélj su DNR
ipilta po 50 pl Opti-MEM terpés su lipofektamino reagentu, sumaiSyta ir inkubuota 20 min kambario
temperatiiroje, kad susidaryty lipofektamino ir DNR kompleksai. IS kiekvieno Sulinélio nusiurbta
DMEM terpé ir uzpilta 400 pl Opti-MEM terpés bei 100 pl paruoStos Opti-MEM terpés su DNR ir
lipofektamino kompleksais. Plokstelé laikyta 37 °C 5 % CO> inkubatoriuje apie 18 h. Ryte pakeista
Opti-MEM terpé j 1 ml DMEM terpés ir dar auginta 48 h. PrieS lasteliy lizavima su fluorescencijos
mikroskopu patikrinta, ar fluorescavo Zaliai lastelés dél kartu transfekuotos pLV-CMV-EGFP
plazmidés. Lasteliy lizavimas atliktas ant ledo. IS vieno Sulinélio paSalinta terpé, praplauta 500 pl
PBS ir uzZpilta 75 pl RIPA lizés buferio. Tada pakartoti Zingsniai su kitu Sulinéliu. Lastelés su lizés
buferiu inkubuotos ploksteléje 5 min ant ledo. Lizatas surinktas | mégintuvélius ir centrifuguotas
10 min 16000 g 4 °C. Paimta 75 pl supernatanto, Bradfordo metodu pamatuotas bendras baltymy
kiekis. Ant lizato supernatanto uZzpilta 2x baltymy daZo su NDS, inkubuota 3 min 95 °C. Paruosti

baltyminiai méginiai laikyti -20 °C.

2.2.7. Bradfordo analizé

Kalibracinei kreivei buvo paruostas 0,5 pg/pl BSA tirpalas. | 96 Sulinéliy plokstele jpilta po
200 pl 1x Bradfordo reagento. Kalibracinei kreivei nubrézti j 8 Sulinélius jdéta BSA tirpalo, kad
susidaryty koncentracijy gradientas nuo 0O pg iki 10 pg. I kiekviena Sulinélj jleista po 1 pl
analizuojamy lasteliy lizato, j paskutinj Sulinélj jdéta 1 pl naudoto vienkartinio lizés buferio. Visi
Sulinéliai gerai supipetuoti ir plokstelé skenuota su Infinite 200 mikroploksteliy skaitytuvu (,,Tecan®).

Analizuota OD 595 nm.
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2.2.8. Baltymy NDS-poliakrilamidiné gelelektroforezé denatiruojanciomis
salygomis

Paruosti NDS-poliakrilamidiniai geliai: | paruoSta formgq jpilta 5 ml frakcionuojancio gelio
tirpalo, sustingus geliui uZpilta koncentruojancio gelio tirpalo ir jstatytos Sakutés. Sustinges gelis
jstatytas j vertikaly elektroforezés aparata, sistema uZpildyta buferiu. | Sulinélius suleisti méginiai
suvienodinus baltymy kiekj, j atskirg Sulinélj suleista 5 pl baltymy molekulinés masés Zymens.
Baltymy NDS-poliakrilamidiné gelelektroforezé leista 100 mV jtampoje, kol baltyminis markeris

pradéjo frakcionuotis, po iki padidinta iki 160 mV, kol daZas iSéjo iS gelio i buferj.

2.2.9. Imunoblotingo analizé

NDS-poliakrilamidinis gelis jmerktas j perneSimo buferj. Imunobloty aparate kloti sudrékinti
perneSimo buferyje vatmanas, nitroceliuliozés membrana, gelis ir antras vatmanas. Baltymy
perneSimas atliktas 12 V jtampoje 55 min. Membrana perkelta j blokavimo buferj ir laikyta 1 h
kambario temperattroje purtykléje. Membrana padalinta j dvi dalis pagal baltymy molekulinés masés
Zymenj ir per naktj laikyta purtykléje 4 °C: virSutiné dalis, kurioje turéty biuti ~64kDa dydZio
analizuojami glikobaltymai, pamerkta su anti-HA Zymens monokloniniais triuSio antikiinais, apatiné,
kurioje turéty biti 42 kDa [-aktinas arba 24 kDa Gag p24 baltymai, inkubuota su anti-B-aktino
monokloniniais Ziurkés antikiinais arba anti-p24 monokloniniais pelés antikiinais atititinkamai. Ryte
membranos tris kartus praplautos su TTBS buferiu. Membranos inkubuotos 1 h purtykléjé su
atitnkamais antriniais polikloniniais antikiinais, konjuguotais su HRP, pagal tai, kuriame organizme
gaminti pirminiai antikiinai buvo naudoti. Nupylus antriniy antiktiny tirpala membranos praplautos
3kartus su TTBS ir vieng karta su TBS buferiu. Membranos rySkinimui naudota
chemiliuminescenciné Amersham ECL sistema (,,Cytiva“). Membrana vizualizuota ChemiDoc MP

Imaging System (,,Bio-rad®).

2.2.10. Zinduoliniy HEK293T lasteliy transfekcija ir pseudovirusy gamyba

Adhezinéms lgsteléms skirti 75 cm? indai buvo padengti 0,0002 % PLL, siekiant maksimalaus
prikibimo. Po 10 min inkubavimo PLL nusiurbtas ir 75 cm? indai praplauti su steriliu PBS buferiu. |
kiekvieng 75 cm? indg jpilta po 8 ml auginimo terpés DMEM, uZséta po 10 mln. lgsteliy ir auginta
para 37 °C 5 % COz inkubatoriuje. Laminarinéje spintoje 15 ml mégintuveélyje 1,5 ml Opti-MEM
terpéje sumaiSyti planuojamai transfekcijai reikiamy trijy plazmidiniy DNR miSiniai, susidedantys iS:
1) pseudoviruso pavirSiaus virusiniy (SINUV, WuMV-6, VSV arba AcMNPV) glikobaltymy
koduojancias sekas turinciy plazmidiniy DNR pCAGGS, 2) plazmidZiy su reporteriniy baltymy
genais pasirenkant pCDH-CMV-nLuc (su nanoliuciferazés genu) arba pCMV-EGFP (su
fluorescuojan¢io EGFP baltymo genu, transfekcijos efektyvumui analizuoti fluorescenciniu
mikroskopu), 3) psPAX2 plazmidinés DNR, turinc¢ios trumpus lentiviruso geny seky fragmentus

bitinus pseudoviruso susirinkimui. Kitame meégintuvélyje sumaiSyta pCAGGS-VSV-G, pCMV-
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EGFP, psPAX2 ir pCAGGS-nLuc plazmidés. Dar viename meégintuveélyje j Opti-MEM terpe jdéta
Lipofectamine™ 2000 reagento (santykis 1,5 pl lipofektamino reagento vienam pg DNR). MiSinys
inkubuotas 5 min kambario temperatiiroje. | kiekvieng 15 ml mégintuvélj su DNR jpilta po 1,5 ml
Opti-MEM terpés su lipofektamino reagentu, sumaisyta ir inkubuota 20 min. kambario temperatiiroje,
kad susidaryty lipofektamino ir DNR kompleksai. Kiekviename 75 cm? inde nusiurbus DMEM terpe
uzpilta 5 ml Opti-MEM terpés bei 3 ml paruostos Opti-MEM terpés su DNR ir lipofektamino
kompleksais. 75 cm? indai laikyti 37 °C 5 % CO> inkubatoriuje apie 18 h. Tolesni darbai atlikti darbui
su pseudovirusais skirtoje laminarinéje spintoje, naudojant filtrinius antgalius ir neutralizuojant
atliekas natrio hipochloritu (aktyvaus chloro 5%) bei nukenksminant autoklavuojant. Ryte pakeista
Opti-MEM terpé i 10 ml DMEM terpe su 100 pM natrio butirato. Po 48 h. surinkta terpé su
pseudovirusais ir ant lasteliy dar uZpilta 10 ml DMEM terpés su 100 pM natrio butiratu. Po 24 h. vél

surinkta terpé su pseudovirusais.

2.2.11. Pseudovirusy koncentravimas
Terpé su pseudovirusais uZpilta ant 1 ml 20 % sacharozés ,pagalvélés”“ ir sukta
ultracentrifugoje 100 tikst. g greiCiu 4 h. Terpé pasalinta, neutralizuota, o nuosédos iStirpintos 200 pl

PBS. ISpilstyta po 20 pl ir laikyta -70 °C.

2.2.12. Pseudovirusy supakuotos RNR skyrimas

Darbo vieta i§valyta su RNaseAWAY™ priemone (,,Thermo Fisher Scientific*). RNR skirta i§
10 pl sukoncentruoty pseudovirusy koncentrato, gaminty 75 cm? inde. | 385 pl ,,Saliva/Swab RNA
Purification Kit“ rinkinio lizés buferj jdéta 3,85 ul -mercaptoetanolio tirpalo, 10 pl pseudovirusy
PBS tirpalo ir 200 pl etanolio. MiSinys sumaiSytas 10 s purtykléje. Toliau testas darbas pagal

gamintojo rekomendacijas. RNR saugota -70 °C.

2.2.13. Kopijinés DNR sintezé
Paimta 12,5 pl iSskirtos RNR, sumaiSyta su 2 pl DNaze I fermentu ir rekomenduojamu buferiu.
MisSinys inkubuotas 37 °C 30 min. Reakcija sustabdyta jdedant 5 mM EDTA ir inkubuojant 10 min.
65 °C. kDNR sintezei naudoti 8 pl DNase I paveikti RNR miSiniai (Zr. 2.2.12). [déta 100 pmol
atsitiktiniy heksameriniy pradmeny ir 0,4 mM dNTP miSiniy. SumaiSyta purtykléje ir inkubuota
65 °C 5 min. MiSinys papildytas atvirkstinés transkriptazés buferiu, 200 U ,,Maxima“ atvirkstinés
transkriptazés fermentu ir vandens iki 25 pl ttrio. MiniAmp™ termocikleryje (,,Thermo Fisher
Scientific“) jjungta atvirkstinés transkripcijos programa: 10 min 25 °C, 30 min 50 °C, 5 min 85 °C.
2 pl kDNR praskiesta 50 karty vandenyje. kDNR kokybé patikrinta atliekant PGR su pradmeny
poromis (GAG-T ir GAG-A, nLuc-T ir nLuc-A), naudojant DreamTaq polimeraze pagal gamintojo
rekomendacijas. Gauti PGR produktai analizuoti su ,,MassRuler Low Range DNA Ladder“ Zymekliu
2 % agarozeés gelyje.
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2.2.14. TagMan kokybinis PGR

TagMan kPGR reakcija atlikta naudojant 5 pl 100x skiestos kKDNR (Zr. 2.2.13.), Luminaris
Color Probe qPCR Master Mix, 0,25 pM pradmeny pora (GAG-T ir GAG-A) ir 0,9 pM kDNR
komplementary zondqg GAG-Z, turintj 5‘- gale FAM fluoroforq ir 3‘- gale BHQ-1 gesiklj. Standartinei
kreivei sudaryti matuoti pCDH-CMV-nLuc plazmidinés 10°, 10°, 104 103 10> DNR molekuliy
/reakcijoje standartai (standarty koncentracija nustatyta Qubit 4 Fluorometru (,,Thermo Fisher
Scientific®). Atlikti kiekvieno méginio ir standarty trys techniniai pakartojimai. Vykdyta 45 cikly
reakcija, realaus laiko PGR termocikleriu Rotor-Gene Q (,,Qiagen®), detektuojant fluorescencija ties

510 nm.

2.2.15. Lasteliy infekcija pseudovirusais

e Uody C. tarsalis lasteliy infekcija

I 24 Sulinéliy plokstele uZséta po 45 tiikst. C. tarsalis lasteliy 200 pl Culex augimo terpéje ir
auginta 27 °C inkubatoriuje. Po 24 h j Sulinélius jpilta 8 pg/pl polibreno miSinio. | Sulinélius jdéta po
vienoda pseudovirusy kiekij, apskaiciuota pagal kPGR reakcijos rezultatus, ir plokStelé inkubuota
27 °C. Buvo atlikti du biologiniai pakartojimai. Po 24 h buvo paSalinta terpé su pseudovirusais, ji
neutralizuota, Sulinéliai praplauti su steriliu PBS ir uZpilta 200 pl Culex terpés. PlokStelé inkubuota
48 h 27 °C temperatiiroje. Fluorescenciniu mikroskopu patikrinta, ar fluorescavo Sulinéliuose lastelés,
kurios buvo apkréstos pseudovirusais, supakavusiais EGFP Zyme. Po iki lastelés lizuotos ir matuotas
nanoliuciferazés aktyvumas (Zr. 2.2.16).

e Gallus gallus domesticus kraujo lasteliy infekcija

I 24 Sulinéliy plokstele uzséta po 1 min. izoliuoty PBMC iS viSty veninio kraujo j 200 pl RPMI
augimo terpe su 8 pg/pl polibrenu. Lastelés iSkart infekuotos vienodu pseudovirusy kiekiu ir
inkubuotos 37 °C 5 % CO; inkubatoriuje. Po 24 h lastelés su terpe surinktos j 1,5 ml mégintuveélius
ir centrifuguotos 10 min 500 g. Terpé su pseudovirusais pasalinta, o Igstelés Svelniai resuspenduotos
200 pl SvieZioje RPMI. Dar parg inkubuota 37 °C 5 % CO; inkubatoriuje. Lastelés su terpe surinktos
i 1,5 ml mégintuvélius ir centrifuguotos 10 min 500 g. Terpé pasalinta, o lastelés praplautos su PBS.

Vel nucentrifugavus lastelés lizuotos nanoliuciferazés aktyvumo matavimui (Zr. 2.2.16).

2.2.16. Nanoliuciferazés aktyvumo tyrimas

Po infekcijos iS kiekvieno Sulinélio paSalinta terpé ir lastelés praplautos PBS buferiu. Ant
lasteliy uZpilta 30 pl lizés buferio su liuciferazés substratu (,,Promega“ liuciferazés aktyvumo
matavimo rinkinys Nano-Glo® Luciferase Assay System), inkubuota 3 min. IS plokStelés lasteliy
lizatas perkeltas j 1,5 ml mégintuvélius ir centrifuguotas 16000 g greiciu 3 min. | 96 Sulinéliy baltg
plokstele suleista po 10 pl supernatanto miSinio. Sugeneruota Sviesa matuota su Varioskan™

(,,Thermo Fisher Scientific*) plokSteliy skaitytuvu.
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2.2.17. DNR sekoskaita
Sekoskaita atlikta ,,SeqVision“ MB.

2.2.18. Duomeny analize

kPGR duomenys analizuoti Rotor-Gene Q programa.

CxTr-R2 infekcijos metu atlikti trys nepriklausomi biologiniai pakartojimai, apskaiCiuoti
vidurkiai ir SD. CxTr-R2 ir visty PBMC lasteliy infekcijos duomeny statistinis reikSmingumas
nustatytas vienfaktorine ANOVA su Tuckey post-hoc testu. p<0,05 buvo vertintas kaip statistiSkai
reikSmingu skirtumu. Visty PBMC infekcijos metu atlikti trys (SINUV ir VSV(pCAGGS-nLuc)) ir
keturi (WuMV-6 ir AcMNPV) nepriklausomi biologiniai pakartojimai, apskaiciuoti vidurkiai ir SD.
Statistiné analizé atlikta ,,GraphPad Prism 8“ programa.

Mikroskopinés nuotraukos apdorotos ImageJ programa.
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3. Rezultatai

Manyta, kad Quaranjavirus ir Thogotovirus genciy ortomiksovirusai infekuoja tik
nariuotakojus, taciau vis daugéja atvejy, kai Siy genciy atstovai aptinkami tiek nariuotakojuose, tiek
stuburiniuose. Tad atsirado poreikis jvertinti kity atstovy zoonotinj potenciala. Virusy, turinciy
apvalkalélj, audiniy tropizma nulemia pavirSiaus glikobaltymo (-y) saveika su lastelés taikinés
receptoriumi (-iais). Misy keliama hipotezé, kad analizuojamo Quaranjavirus atstovo Uhano uody 6
viruso pavirSiaus glikobaltymas gp64 yra galimai atsakingas uZ gebéjima inicijuoti patekimag |
tikslines lasteles. Sio darbo metu siekiama sukurti saugia pseudovirusy technologija bioinformatiniais
metodais nustatyty Quaranjavirus ir Thogotovirus pavirSiaus glikobaltymy funkcionalumui tirti.

3.1. Zinduoliniy raiSkos vektoriy su glikobaltymy geny sekomis
konstravimas

3.1.1. Virusiniy glikobaltymy geny seky jterpimas j pCAGGS vektoriy

Pasirinkty ortomiksovirusy ir bakuloviruso gp64 geny sekos buvo susintetintos (,,Thermo
Fisher Scientific“) su 3‘-gale HA Zymés seka prieS stop kodona (3.1. lentelé). Tikimasi, kad
susintetintam virusiniam glikobaltymui GGGGS jungtukas suteikia lankstumo ir HA Zymeé
(YPYDVPDYA) nejtakoja jo funkcionalumo. Virusiniy baltymy geny sekos buvo hidrolizuojamos
EcoRI ir Notl RE (Zr. 2.2.1, 2.2.2). Zinduoliy lasteléms skirtas pCAGGS vektorius, buvo
hidrolizuotas EcoRI ir Notl RE bei gauti fragmentai paveikti Sarminés fosfatazés fermentu. Tikslinio
geno ir vektoriaus ligavimo miSinys transformuojamas | DH5a kompetentines bakterijas, kurios
pasizymi aukStu transformacijos efektyvumu. Pseudovirusy psPax2, pCDH-CMV-nLuc ir pLV-
CMV-EGFP plazmidése yra pasikartojanciy virusiniy seky, kurios aktyvuoja E. coli antivirusines
sistemas, todél minétos plazmidés buvo dauginamos naudojant Stellar E. coli imligsias bakterijas,
kuriose yra iSaktyvuota metilintos DNR hidrolizé (Zr. 2.2.4).

3.1. lentelé. Tiriamy virusy gp64 baltymy parametry palyginimas.
gp64 + HA | gp64 + HA gp64 + HA

Viruso pavadinimas Viruso gentis geno sekos baltymo baltymo masé,
ilgis, nt sekos ilgis, ar. kDa
AcMNPV Alphabaculovirus 1581 526 60
SINUYV virusas Thogotovirus 1539 512 57,9
WuMV-6 Quaranjavirus 1488 495 56,2
WuMV-6 (geno seka
nuo antrojoATG Quaranjavirus 1458 485 55,1
kodono)

WuMV-6 (pasalinta

geno signaliné seka) Quaranjavirus 1443 480 54,6
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Taip pat buvo sukonstruotas pCAGGS vektorius su uZ CAG promotoriaus jterpta nluc geno
seka, kontroliniams pseudovirusams gaminti, kuriuose susirinkimo metu gali likti nLuc baltymo (Zr.
2.2.1).

3.3.2. WuMV-6 gp64 geno sekos modifikavimas

Atlikus PGR su pradmeny poromis (WMV6Dir ir 2ndATGRev, WMV6Dir ir SignalRev (2.1.
lentelé)), sukurtomis norimoms modifikacijoms produkte sukurti, be specifinio produkto aptikta ir
daug nespecifiniy jvairaus ilgio fragmenty (3.1. pav.). Siekiant optimizuoti PGR buvo modifikuota
reakcijos programa: kiekviename cikle keliant pradmeny prijungimo temperatiirg (Zr. 2.2.3). Taip
buvo sékmingai padaugintas trumpesnis WuMV-6 gp64 geno produktas (kurio seka prasideda
antruoju iniciacijos ATG tripletu). Kitas modifikuotas WMV 6 gp64 geno produktas buvo padaugintas
pakélus pradmeny hibridizacijos etapo temperatiirg iki 72 °C (Zr. 2.2.3). Abu fragmentai buvo
hidrolizuoti su Aarl RE (Aarl RE atpaZinimo sekos taip pat buvo jvestos su minétais pradmenimis),
kuri kerpa DNR grandine 4 nt uzZ atpaZinimo sekos. O po restrikcijos hidrolizuotus DNR galus
susiuvus ligaze sekoje nebelieka spéjamos signalinés sekos 3¢ gale bei Aarl atpaZinimo seky, o gp64
geno atviro skaitymo rémelis nepasikeicia. Sekoskaita buvo patvirtinta, kad vienu atveju gp64
sutrumpéjes 30 bp iki antrojo ATG tripleto, o kitu atveju gp64 geno sekoje paSalinta 45 bp ilgio

spéjama signaliné seka prieSais pirmajij iniciacijos tripleta, ji paliekant (Zr. 2.2.17).

EcoRl kirpimo seka
WMVBDir\/

2ndATG Rev\ ‘SignaIRev

PMA-RQ-WMV6-gp64
3861 bp

N
Notl kirpimo seka

3.1. pav. WuMV-6 gp64 geno modifikacijy jvedimo schema, nubraiZyta internetinéje
svetainéje ,,Biorender®. amp — atsparumo ampicilinui geno seka, gp64 — WuM V-6 gp64 glikobaltyma
koduojancio geno seka. Mélynai pazyméti pradmenys ir nuo jy vykdomos sintezés kryptis. Juodai
pazymétos EcoRI ir Notl RE hidrolizés vietos.

Modifikuotos gp64 geny sekos buvo jterptos j Zinduolinj raiSkos vektoriy pCAGGS uZ trigubo

CAG Zinduolinio promotoriaus, pasinaudojus Notl ir EcoRI RE ir T4 ligaze (Zr. 2.2.3, 2.2.4).

3.2. Glikobaltymy sintezé HEK293T lastelése
Pseudovirusy gamybai pasirinktos Zinduolinés HEK293T/17 lastelés, kurios pasiZymi aukstu
transfekcijos lygiu, o dél genome esancio SV40 didZiojo T antigeno sekos pseudovirusy sintezé

vyksta efektyviau. Lastelés buvo augintos DMEM 37 °C 5 % CO2 inkubatoriuje, kol uZdengé 80 %
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75 cm? indo pavirSiaus ploto. Lasteliy atkabinimo reagentas buvo pasirinktas tripsinas, kad lastelés
nebiity paZeistos mechaniskai (Zr. 2.2.5). Lastelés centrifuguojamos 200 g greiCiu. PrieS séjant lasteliy
gyvybingumas sieké 99 %. Po 20 tiikst. Iasteliy buvo uZséta j kiekvieng ploksteliy Sulinélj (Zr. 2.2.6).
Po 24 h atlikus transfekcija pPCAGGS-gp64 ir pLV-CMV-EGFP plazmidZiy miSiniu. 18-22 h po
transfekcijos Opti-MEM terpé pakei¢iama j augimo terpe DMEM. Dar po paros fluorescenciniu

mikroskopu buvo vizualiai patikrintas transfekcijos efektyvumas (3.2. pav).

RS

3.2. pav. pLV-CMV-EFGP ir pCAGGS-gp64 plazmidZiy miSiniu transfekuoty HEK293T/17
lasteliy perdengtos Sviesaus lauko ir fluorescencinés mikroskopijos nuotraukos (20x didinimas).
Nuotrauky apdorojimas atliktas programa ,,ImageJ“.

Po fluorescencijos patikrinimo HEK293T/17 lasteliy lizavimas buvo atliktas ant ledo naudojant
RIPA lizés buferj su proteaziy inhibitoriy miSiniu (Zr. 2.2.6). Lizaty baltyminiai méginiai buvo
denatiruoti su baltyminiu dazu 95 °C. Baltymy méginiy koncentracijos buvo suvienodintos pagal
Bradfordo analizés duomenis ir atliktas imunoblotingas (Zr. 2.2.8, 2.2.9). Virusiniy gp64 baltymy
detekcijai buvo naudoti pirminiai specifiniai HA Zymés antikiinai, dél C gale esancios HA Zymeés.
Pastaryjy antikiiny veikimo kontrolei buvo naudotas patikrintas baltymas su HA Zyme. Baltymy
vizualizavimui buvo pasirinkta chemiliuminescenciné reakcija, kuri yra jautresné uz kolorimetrine
detekcijq (Bass et al. 2017). Pagal vienoda [-aktino kiekj lasteliy lizaty méginiuose, skirtingy gp64
sinteze galima jvertinti kiekybiskai (3.3. pav.).

A -
-
. - B
-‘
P <55 kpa —— <55 kDa
| TURRpRp——— TN Ll <42kpa
e 1w T,

3.3. pav. HEK293T/17 lasteliy, sintetinanciy virusinius glikobaltymus, lizaty imunoblotingo
chemiliuminescencinés reakcijos nuotrauka, padaryta su ChemiDoc MP Imaging System (,,Bio-rad®).
Vizualizuojamas [-aktinas (42 kDa) ir virusiniai glikobaltymai. (A) 1 — lasteliy be virusiniy
glikobaltymy lizatas; 2 — ACMNPV gp64; 3 — SINUV gp64; 4 —- WuMV-6 gp64; 5 —teigiama baltymo
su HA Zyme kontrolé. (B) 1 — WuMV-6 gp64 be signalinés sekos; 2 — WuMV-6 gp64 sutrumpintas
iki antrojo iniciacijos tripleto; 3 — WuMV-6 gp64; 4 — lasteliy be virusiniy glikobaltymy lizatas.
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IS imunoblotingo rezultaty galime teigti, kad Zinduolinése lgstelése virusiniy glikobaltymy
sintezé vyko, nors nebuvo vienodai efektyvi. Be iki glikobaltymai jgijo ne vienodas potransliacines
modifikacijas, pavyzdZiui, 3.3. pav. A 3 takelyje galima matyti, kad SINUV sintetinamos dvi

izoformos.

3.3. Pseudotipuoty lentivirusy gamyba

Darbas su pseudovirusais yra leidZiamas antrojo biosaugumo lygio (BSL-2) laboratorijoje tam
skirtoje laminarinéje spintoje, visos atliekos turi biiti neutralizuojamos natrio hipochloritu (aktyvaus
chloro 5%) ir utilizuojamos pagal BSL-2 klasés reikalavimus.

Pseudotipuoty lentivirusy sintezei naudotos HEK293T/17 lastelés, buvo sétos | PLL padengta
75 cm2 inda. Kitq dieng trijy plazmidZiy miSiniai (santykiu 1,6:1:5, Zr. 2.2.10) transfekuoti j lasteles
lipofektamino pisleliy metodu. Infektyviis pseudovirusai pasigamina tik visoms trims plazmidéms
patekus j vieng lastele. Tik pCDH-CMV-nLuc ir pLV-CMV-EFGP turi ¥ RNR pakavimo signala,
todél Siy plazmidZiy transkriptai jpakuojami j virusinés dalelés vidy. Pseudovirusy infektyvumas
priklauso ne tik nuo kokybisko susirinkimo bet ir nuo sékmingos virusiniy glikobaltymy integracijos
i lastelés producentés plazmine membrana, kuria pseudovirusas apsigaubia pumpuravimosi metu.
Tokie pseudotipuoti lentivirusai gali infekuoti lastele tik vieng karta, nes sékmingos infekcijos atveju
i lastele patenka du RNR transkriptai su reporterinio baltymo genu ir supakuoti virusiniai fermentai,
biitini geno integracijai i genoma. Infekuotoje 1asteléje néra naujy virusiniy baltymy sintezei biitinos
RNR matricos.

IStirti galima nLuc baltymo fona infekcijos metu, kuomet dél labai stiprios Sio baltymo sintezés
jis supakuojamas | pseudoviruso struktiirg, buvo sukurti pseudovirusai, kuriuose nebuvo supakuota
nLuc geno seka esanti pseudoviruso RNR, o pasirinktas EGFP pernesamas Zymuo (Zr. 2.2.10). Siy
pseudovirusy sintezés metu su lentivirusinémis plazmidémis buvo transfekuotos pCAGGS-nLuc
plazmidinés DNR. Pastarosios sintetina nLuc baltyma dél stipraus CAG Zinduolinio promotoriaus,
bet jy transkriptai negali buti supakuoti j pseudovirusine dalele, nes neturi tam biitinyjy virusiniy
sekuy.

Po transfekcijos praéjus 18-22 h pakeiciama Opti-MEM terpé j augimo terpe DMEM, papildyta
100 pM natrio butiratu (Zinomas histony deacetilazés inhibitorius, skatinantis geny transkripcija).
Surenkama augimo terpé su pseudovirusais praéjus 48 h ir 72 h po terpés pakeitimo. Surinkta terpé
pirmiausiai centrifuguojama 15 min 500 g greiciu, kad nusésty lasteliy nuolauZos. Supernatantas
uzpilamas ant 20 % sacharozés pagalves, kuri skirtapseudovirusus atskirti nuo plazmidZiy tarSos.
Pseudovirusai koncentruoti ultracentrifuguojant 4 h 100 tukst. g greiCiu (Zr. 2.2.11). IS ultra

meégintuvéliy greitai paSalinamas supernatantas, o pseudovirusy nuosedos iStirpinamos PBS (nes kai
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kurioms infekcijai ruoSiamoms lgsteléms netinka DMEM terpé). PenkiasdeSimt karty sukoncentruoti

pseudovirusai laikomi -70 °C.

3.4. Pseudovirusy kiekio nustatymas

Absoliutaus kiekio nustatymui pirmiausiai buvo iSskirta RNR iS sukoncentruoty pseudovirusy
su Saliva/Swab RNA Purification Kit (Zr. 2.2.12). DNR priemaiSos buvo paSalintos méginius
paveikus DNaze I fermentu. Kopijiné DNR susintetinta Maxima RT fermentu pasinaudojant
atsitiktiniais heksameriniais pradmenimis (Zr. 2.2.13). DNR paSalinimo iS RNR méginio kokybé buvo
patikrinta j kiekvieng RNR méginio reakcijos miSinj nejdedant Maxima RT fermento. KDNR sintezé
buvo patikrinta PGR metodu naudojant nLuc-T ir nLuc-A pradmeny porg (Zr. 2.1. lentelé¢). PGR
produktai (114 bp) analizuoti 2 % agaroziniame gelyje (3.4. pav.).

M -RT/+RT -RT/+RT —RT/+RT —-RT/+RT —-RT/+RT —-RY/+RT -Rt/+RT HO M
i 2 3 4 5 6 7 8

3.4. pav. PGR produkty, gauty nuo kDNR matricos su nLuc genui specifiniais pradmenimis,
analizés agarozinéme gelyje nuotrauka. Naudota kKDNR susintetinta nuo i$ atitinkamy pseudovirusy
iSskirtos RNR meéginiyl — SINUV; 2 — WuMV-6; 3 — WuMV-6 (gp64 nuo antrojo ATG); 4 —
AcMNPV; 5 — VSV; 6 — VSV (su pLV-CMV-EGFP ir pCAGGS-nLuc); 7 — atvirkStinés
transkripcijos neigiama kontrolé, Zuvies RNR; 8 — PGR neigiama kontrolé be DNR. Méginiai po
atvirkstinés transkripcijos reakcijos, kurioje buvo jdéta Maxima RT (+RT) ir kurioje nebuvo fermento
(-RT). M — DNR fragmenty ilgio Zymuo ,,MassRuler Low Range DNA Ladder*.

Galime matyti, kad paveikus RNR méginius 2 U DNazés I Siek tiek, bet ne visuose méginiuose,
liko plazmidinés DNR tarsos.

Kiekybiniam kDNR jvertinimui pasirinktas TagMan realaus laiko PGR metodas, kuriame
naudojama ne tik matricai specifiniai pradmenys, bet ir tre¢iasis pradmuo - zondas su fluoroforu
(FAM) ir gesikliu (BHQ-1) (Zr. 2.2.14). Sis metodas yra tikslesnis nei Sybr Green realaus laiko PGR,
nes fluorescencija generuojama tik Taq polimerazei suardZius zonda DNR dauginimo metu, tad
galimi nespecifiniai pradmeny produktai nedidina fluorescencijos intensyvumo. Pagal pPCDH-CMV-
nLuc standarty fluorescencijos intensyvumag buvo nubrézta standartiné kreive, pagal kuriag buvo
nustatytas KDNR molekuliy skaicius kiekviename méginyje. Pseudovirusy kiekis buvo skaic¢iuojamas
dvigubai maZesnis uZ kDNR molekuliy skaiciy, nes lentivirusai supakuoja dvi vienodas genomines

RNR. Absoliutus kiekis naudotas apskaiCiuoti MOI (pseudovirusy ir infekuojamy lasteliy kiekio
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santykj), skirtingy pseudovirusy kiekio suvienodinimui. MOI yra tik sglyginis, nes dalis virusiniy

daleliy gali biti neinfektyvios dél nepakankamo glikobaltymy kiekio apvalkalélyje.

3.5. Pseudovirusy sandara

Patikrinimui, ar sukoncentruoti pseudovirusai yra padengti virusiniais glikobaltymais, buvo
pakartota HEK293T/17 lasteliy transfekcija pseudovirusy gamybai, bet po ultracentrifugavimo
sukoncentruotos nuosédos buvo tirpinamos RIPA lizés buferyje (Zr. 2.2.10, 2.2.11). IS lizato paruosti
meéginiai buvo analizuojami imunoblotingo metodu naudojant pirminius monokloninius anti-HA
7ymés antikiinus ir pirminius monokloninius anti-ZIV Gag p24 antikiinus (3.5. pav.) (Zr. 2.2.9).

m pes <55 kDa

- oPIeP < i:
1 2 3 4

3.5. pav. Sukoncentruoty SINUV ir WuMV-6 pseudotipuoty lentivirusy lizaty imunoblotingo
chemiliuminescencinés reakcijos nuotrauka, padaryta su ChemiDoc MP Imaging System (,,Bio-rad®).
Vizualizuojami p24 (24 kDa) ir virusiniai glikobaltymai 64. Takeliuose lizaty méginiai gauti
sulizavus: 1 — SINUV gp64; 2 - WuMV-6 gp64; 3 - WuMV-6 gp64 be signalinés sekos; 4 - WuMV-
6 gp64 nuo antrojo iniciacijos tripleto pseudotipuotus lentivirusus.

SINUV ir WuMV-6 pseudotipuoti lentivirusai buvo padengti atitinkamais glikobaltymais.
Labai skiriasi integruoty glikobaltymy ir daleliy kiekio santykis tarp SINUV ir WuMV-6
glikobaltymy varianty. Jei buty suvienodintas p24 kiekis tarp méginiy, membranoje nebesimatyty

WuMV-6 gp64 fragmenty.

3.6. Culex tarsalis embrioniniy lgsteliy infekcija

Pirminé uody Culex tarsalis embrioniniy lasteliy kultira CxTr-R2 buvo iSvesta Schirtzinger et
al (2023). Sioje kultiiroje dominuoja adhezinés dviejy morfologijy lastelés: apvalios ir pailgos. CxTr-
R2 buvo naudojamos kaip teigiama kontrolé WuMV-6 pseudotipuotams lentivirusams, nes Culex sp.
uody transkriptomikos méginiuose daZnai ir gausiai buvo aptiktas WuMV-6 genomas (Batson et al.,
2021).

Infekcija atliekama 48 Sulinéliy ploksteléje. | kiekviena Sulinélj buvo uZséta 45 tikst. CxTr-R2
lasteliy (Sios lastelés geriau auga tankiai uzsétos) ir 24 h leista lgsteléms prikibti prie dugno (Zr.
2.2.15). ] kiekviena Sulinélj jdéta 8 pg/ml polibreno. Sis teigiamai jkrautas polimeras sumaZzina
neigiamai jkrauto lentiviruso ir neigiamai jkrautos lastelés plazminés membranos atstimimo jéga,
taip sudarant salygas pseudovirusui priartéti prie lastelés (Seitz et al., 1998). | kiekviena Sulinélj jdéta
MOI 100 pseudovirusy (4,5 min. virusiniy daleliy) ir inkubuojama 24 h. Po inkubacijos buvo

pasalinta terpé ir lastelés praplaunamos PBS, kad biity sustabdyta aktyvi infekcija. Visos atliekos
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neutralizuojamos natrio hipochloritu (aktyvaus chloro 5%). Lastelés su SvieZia Culex augimo terpe
inkubuojamos 48 h siekiant atgaivinti lasteles ir padidinti infekuotose lastelése susintetintos
nanoliuciferazés kiekj. Chemiliuminescencijos analizé buvo atliekama su Nano-Glo® Luciferase
Assay System pagal gamintojo protokola, sugeneruota Sviesa matuota Varioskan™ (,,Thermo Fisher
Scientific*) ploksteliy skaitytuvu (Zr. 2.2.16). Pamatuota lasteliy lizato baltymy koncentracija
Bradfordo metodu ir sugeneruotos Sviesos kiekis normalizuotas pagal gautg koncentracija (3.6. pav.)

(7r. 2.2.7).
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3.6. pav. Sugeneruoto Sviesos kiekio i§ 1 pg CxTr-R2 lasteliy lizato, infekuoty pseudovirusais,
grafikas. MOI 100. Meélyni stulpeliai Zymi transfekcijos Nr. 1 pseudovirusus, o raudoni —
transfekcijos Nr. 2 metu gautus pseudovirusus. PaZzyméti vidurkiai ir standartiniai nuokrypiai buvo
iSvesti iS trijy biologiniy pakartojimy. Atlikta vienfaktoriné ANOVA ir Tuckey post-hoc analizé
(Priedas A). Statistinis reikSmingumas **** p<0,0001. Grafikas ir analizé atlikti su programa
,GraphPad Prism 8“.

Skirtingy infekcijy rezultatai jrodo, kad Nr.1 ir Nr.2 transfekcijy metu pagaminti pseudovirusai
— nevienodos kokybés. Literatiiros duomenimis SINUV pagrindinis perneséjas yra uodai, tad buvo
tikétasi, kad SINUV pseudovirusai infekuos CxTr-R2 Igsteles. SINUV (Nr.1) infekavo CxTr-R2
lasteles, o SINUV (Nr. 2) — ne, todél po kiekvieno eksperimento reikia atlikti kokybés analize.

Pseudovirusai, kuriy apvalkalélyje inkorporuotas WuMV-6 gp64, infekavo CxTr-R2 Iasteles,
bet pseudovirusai su modifikuotais gp64 (nuo antrojo ATG arba su paSalinta signaline seka) buvo

neinfektyviis.
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Kiekviename matavime buvo nustatytas nLuc fonas, kuris rysSkiai matosi kontroliniy VSV-G
pseudotipuoty (pCAGGS-nLuc) lentivirusais infekuoty Iasteliy analizés iliuminiscencijos
rezultatuose. Svarbu suvienodinti pseudovirusy skaiCiy infekcijos metu, norint lyginti skirtingy

pseudovirusy efektyvuma.

3.7. G. g. domesticus periferinio kraujo monobranduoliniy lasteliy infekcija

Visty PBMC, kurios pries tai buvo iSskirtos iS veninio viSty kraujo pasinaudojant SepMate™
kolonélémis, gyvybingumas sieké 99,6 %. [ 48 Sulinéliy plokstele su RPMI terpe buvo jpilta po 1 miln.
gyvybingy lasteliy (Zr. 2.2.15). Infekcija buvo atliekama iskart, nes PBMC nesidalina ir bégant laikui
Zina. Infekcijai buvo pasirinktas MOI 0,25 (250 tiikst. pseudovirusy). Po 24 h lastelés su terpe buvo
surinktos ir centrifuguojamos 10 min 500 g greiCiu. Terpé su pseudovirusais pasalinta, o lastelés
Svelniai resuspenduotos SvieZioje RPMI terpéje. Tuomet pamatuotas lasteliy gyvybingumas, kuris
sieké 95,8 %. Lastelés buvo lizuojamos praéjus 24 h po terpés pakeitimo. Lasteliy lizaty baltymy
koncentracija pamatuota Bradfordo metodu ir apskaiciuotas sugeneruotos Sviesos kiekis

suvienodintas 1 pg lasteliy lizato (3.7 pav.) (Zr. 2.2.7, 2.2.16).
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3.7. pav. Sugeneruotos Sviesos kiekis 1 pg visty PBMC lasteliy lizate, infekuoty pseudovirusais
(transfekcija Nr. 3), grafikas. MOI 0,25. Grafike yra pazymeéti trijy (SINUV ir VSV (pCAGGS-nLuc)
ir keturiy (AcMNPV ir WuMV-6) biologiniy pakartojimy vidurkiai ir SD. Atlikta vienfaktoriné
ANOVA ir Tuckey post-hoc analizé (Priedas B). Statistinis reikSmingumas * p<0,05, ns p>0,05.
Grafikas ir analizé atlikti programa ,,GraphPad Prism 8.

Visty PBMC eksperimente tap pat nustatytas nL.uc fonas, galime matyti jo intensyvumga 3.7.

pav 4 stulpelis.
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4. Rezultaty aptarimas

Orthomyxoviridae Seima sudaryta i$ turinCiy apvalkalélj segmentuotos viengrandinés RNR
virusy. Anksc¢iau manyta, kad Thogotovirus ir Quaranjavirus genciy virusai infekuoja tik
nariuotakojus, taciau vis daugéjant uZregistruoty atvejy, kai Siy genciy virusai aptinkami ir
stuburiniuose, pvz.: Zmonés susirge po erkiy jkandimo. Atpigus sekoskaitai naujai atrasty
ortomiksovirusy sarasas ilgéja, tad verta perzvelgti naujy atstovy zoonotinj potenciala. Siame darbe
tyrinéjamas biostatistiniais metodais nustatyto | quaranjavirusus panasaus Uhano uody 6 viruso gp64
gebéjimas inicijuoti infekcija. Susintetinti WuMV-6 pavirSiaus glikobaltymu pseudotipuoti
lentivirusai, leido patikrinti Sio viruso gebéjima patekti j skirtingas lasteles.

Pasitelkus metagenominius duomenis per paskutiniuosius 20 m. buvo nustatytas WuMV-6
plitimas pasaulyje per 6 Zemynus, o Sio viruso pavirsiaus glikobaltymo gp64 kitimas laike lyginant
su kitais virusiniais baltymais leido iSkelti hipoteze, kad WuMV-6 gali turéti stuburinj Seimininka,
kurio imuniné sistema skatino viruso evoliucija (Beretta et al., 2020). Pirmiausia reikéjo patvirtinti,
kad biostatistiniais metodais nustatyta gp64 seka koduoja funkcionaly membranoje inkorporuota
baltyma. Buvo iSbandytos trys gp64 sekos variacijos: pirminé seka nuo pirmojo galimo ATG tripleto,
seka nuo antro ATG tripleto ir seka nuo pirmojo ATG tripleto, bet su paSalinta spéjama signaline
seka. Salia WuMV-6 buvo charakterizuojamas naujas Thogotovirus genties uody virusas — SINUV,
kurio platus tropizmas buvo jrodytas paraleliai Thamamongood et al (2024) Sio magistro darbo metu.
Thogotovirus ir Quaranjavirus genciy glikobaltymai gp64 evoliuciS8kai artimi DNR virusy
Baculoviridae Seimos glikobaltymui gp64, todél pagal publikuotus tyrimus Siame tyrime buvo
pasirinkta ACMNPYV gp64, kaip teigiama kontrolé (Peng et al., 2017). Nariuotakojy virusas ACMNPV
gali infekuoti ir Zinduolines lasteles dél gp64 saveikos su NPC1 (angl. Niemann-pick C1)
receptoriumi (Huang et al., 2024). Papildomas kontrolinis VSV glikobaltymas G buvo parinktas dél
plataus tropizmo ir yra pasaulyje labai daznai naudojamas kaip pseudovirusy pavirSiaus baltymas.
Visy virusy glikobaltymy genai turéjo pridéta HA Zyme 3° gale, kad biity galima analizuoti baltymy
sintezés efektyvumga imunoblotingo metodu. HA Zymeé téra 9 ar. ilgio, taciau ji vis tiek teoriSkai gali
pakeisti baltymo susilankstyma. Tuo tikslu prieS pseudovirusy gamyba buvo jsitikinta, kad virusiniai
glikobaltymai efektyviai sintetinami ir inkorporuojami producenciy lasteliy plazminéje membranoje
(Norkiené M., neskelbti duomenys).

Lasteliy producenciy, po virusiniy glikobaltymy transfekcijos, lizés méginiy imunoblotingo
analizé patvirtino, kad SINUV, WuMV-6 ir AcMNPV gp64 su HA Zyme yra sintetinami, taciau
nevienodai efektyviai (3.3. pav.). Labai aiskiai iSsiskyré SINUV gp64 glikozilinimo lygis ir jo kiekis.

IS trijy tirty WuMV-6 gp64 varianty pirminés sekos susintetinto glikobaltymo nustatyta daugiau nei
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kity jo Siame darbe analizuoty varianty. Kadangi buvo naudojamas lasteliy lizatas, Si analizé
neatskleidZia, ar glikobaltymai inkorporuojami j plazmine membrana, kuria apvilkti lentivirusai.

Pagal gp64 sintezés HEK293T/17 lastelése analize lastelés lizato méginiuose WuMV-6 gp64
buvo susintetinta salyginai daugiau nei SINUV gp64 (3.3. pav. A 3 ir 4 takeliai), taciau minéty
glikobaltymy kiekis koncentruoty pseudovirusy lizaty meéginiuose drastiSkai skyrési (3.5. pav.).
SINUV gp64 buvo daugiau maZesniame daleliy kiekyje (normalizavus pagal p24 virusinj baltyma)
nei WuMV-6 gp64 didesniame daleliy kiekyje. Sékmingai infekcijai biitina pseudoviruso pavirSiuje
eksponuojamo glikobaltymo, kuris suteikia kito viruso pseudotipg, saveika su lastelés membrana. O
sekmingai sgveikai reikia taisyklingos glikobaltymo struktiiros ir pakankamo kiekio pseudoviruso
apvalkalélyje.

Jau anksciau buvo nustatyta, kad retrovirusai be savos genominés RNR dar gali supakuoti
lastelés RNR ir tik dalis jy susijusi su virusine RNR (kaip pavyzdZiui tRNR, atliekancios RdRp
pradmeny funkcijg) (Rulli et al., 2007). Pagal Rulli et al (2007) tyrimq didZioji dalis lastelés RNR
supakuojama nespecifiSkai t.y. atsitiktinai, bet jy duomenimis dominuoja nekoduojancios RNR raisys.
Galbiit iRNR su nluc seka supakavimo tikimybé yra didesné dél stipraus pCAGGS vektoriaus
promotoriaus, kurio transkripcija vyksta itin efektyviai ir lasteléje turéty biti daug daugiau
transkripty, lyginant su virusiniais promotoriais

Sio darbo metu pagaminty pseudovirusy kiekio jvertinimui buvo pasirinktas kokybinio PGR
tikslesnis TagMan variantas naudojant GAG-A ir GAG-T pradmeny poras ir GAG-Z zondus, kurie
yra komplementariis sutrumpintos ZIV gag sekos fragmentui, esanc¢iame lentiviruo pakuojamos RNR
sekoje. Pastaroji seka yra pakavimo plazmidés pilname gag gene, bet Sios plazmidés transkriptai
neturi ¥ pakavimo signalo ir neturéty biiti jpakuoti j viriono vidy. ISgryninus i$ pseudovirusy RNR
nustatéme, kad liko transfekcijai naudoty plazmidZiy priemaiSy (3.4. pav. 1, 3, 4 ir 5 takeliy
meéginiuose, kuriy atvirkstiné transkripcija buvo atlikta be Maxima RT fermento), bet kPGR rezultatai
atskleidé, kad minéty méginiy amplifikacijos kreivés kampas nesieké 10 %, tad galutinio kKDNR
molekuliy skaiciaus nekeité. Tokiu budu apskaiciuotas pseudovirusy titras néra ypatingai tikslus, nes
iskai¢iuojamos ir defektyvios viruso dalelés, pvz.: apvalkalélyje neturincios atitinkamo viruso
glikobaltymy. Barczak ir jo kolegy pasiilytas infekcijos efektyvumo tyrimo metodas leidZia
normalizuoti infekuoty lasteliy kiekj pagal genome po infekcijos jstatytg transgeng (Barczak et al.,
2015). Sio metodo netaikéme, nes tyrimo pradZioje nebuvome jsitikine, ar pseudovirusai yra
funkcionalis ir kokias lasteles gali infekuoti.

C. tarsalis lasteliy infekcijai pasirinktas MOI 100 remiantis publikuotais duomenimis
(McGinley et al., 2011). CxTr-R2 infekcija buvo pakartota su dviejy skirtingy transfekciju metu
pagamintais pseudovirusais. Sio magistrinio darbo duomenimis uody lasteliy sékminga infekcija

vyko lentivirusy pseudotipuoty su SINUV ir WuMV-6 gp64 (3.6. pav.). Visgi, atliktos WuMV-6
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gp64 geno sekos modifikacijos nepagerino glikobaltymo funkcionalumo, nes pseudovirusy su
pirminés sekos gp64 ir pseudovirusy eksponuojanciy modifikuotus gp64 infekcijos efektyvumy
skirtumai buvo statistiSkai reikSmingi (p<0,0001) (Priedas A). Nors transfekcijy metodika nesiskyré,
pseudovirusy kokybé buvo nevienoda. AkivaizdZiausiai skirtumas nustatytas palyginus SINUV Nr.
2 ir SINUV Nr. 1 pseudovirusy infekcijy rezultaty skirtumas, kuris yra statistiSkai reikSmingas
(p<0,0001). Abiejy lentivirusy, pseudotipuoty WuMV-6 gp64, gamybos procediry (Nr. 1 ir Nr. 2)
pseudovirusai infekavo CxTr-R2 lasteles, bet ne tokiu paciu efektyvumu (skirtumas néra statistiSkai
reikSmingas). Schirtzinger ir kolegy (2023) tyrime nustatyta, kad VSV neefektingai infekuoja CxTr-
R2. Pagal miisy tyrimo rezultatus negalima nustatyti, ar VSV silpnai infekuoja lasteles ar neinfekuoja.
AcMNPYV infekcija sugeneravo silpng liuminiscencijos signala.

Literatiiroje aprasSytq i$ viSty kraujo izoliuoty PBMC sudétj sudaro 66 % heterofily (Zmogaus
neutrofily atitikmuo), 27 % limfocity, 4 % monocity, 1 % eozofily ir 2 % eritrocity (Tantikositruj et
al., 2021). Zmogaus PBMC sudétis labai skiriasi nuo visty: 60 % T limfocity, 13 % B limfocity, 15 %
NK, 9 % monocity, ~1 dendritinés Igsteliy ir likutis eritrocity (Autissier et al., 2010). Thamamongood
ir kolegy (2024) SINUV tyrime buvo nustatytos 5 Zinduoliniy lasteliy linijos, kurias SINUV
pseudovirusai infekavo in vitro. Misy tyrimo metu buvo gauti preliminaris rezultatai, kad SINUV
gp64 geba inicijuoti pseudoviruso patekima j visSty PBMC, nes SINUV infekcijos sugeneruotos
Sviesos kiekio vidurkio ir AcCMNPV ir WuMV-6 vidurkiy skirtumai statistiSkai reikSmingi (3.7. pav.)
(Priedas B). WuMV-6 pseudovirusai neinfekavo visty PBMC. AcMNPV pseudovirusy ir WuMV-6
pseudovirusai infekcijy sugeneruoto liuminescencijos signalo vidurkiy skirtumai buvo statiSkai
nereikSmingi, tad greiciausiai AcCMNPV neinfekuoja visty PBMC.

TeoriSkai Sio darbo metu naudotais kontroliniais VSV G baltyma eksponuojanciais (pPCAGGS-
nLuc) pseudovirusais infekuotose lgstelése neturéty biiti nL.uc signalo, nes Siy pseudovirusy gamybos
metu vietoj virusinés plazmidés su nluc genu buvo naudotas Zinduolinis raiSkos vektorius su nluc
genu. KonkreCiau, nuo plazmidinio vektoriaus sékmingai vyksta nLuc transkripcija, bet Sie
transkriptai neturi lentiviruso pakavimui svarbiy seky ir neturéty biti supakuoti j pseudoviruso vidy.
pCAGGS-nLuc néra tinkamiausia nLuc fono kontrolé, nes CAG promotorius yra stipresnis uz CMV
promotoriy, esantj lentiviruso supakuotose RNR sekose. Galime spéti, kad su virusy dalelémis
persineSa RNR, turinti nLuc geno seka, o gal net 6 kDa dydZio nLuc baltymas, susintetintas
HEK?293T lastelése gamybos metu jpakuojamas j dalele arba po plazmine membrana (3.6. pav. ir 3.7.
pav. paskutinio stulpelio duomenys). Yra nustatyta, kad L'V gali pernesti lastelinius baltymus ir tik
dalis komponenty asocijuojami su ZIV (Wheeler et al, 2007). Jei nLuc fonas atsiranda dél
pseudoviruso jneSamy veiksniy, tai potencialiai kuo efektyvesné pseudoviruso infekcija, tuo nLuc

fonas yra stipresnis. Taip pat, yra tikimybeé, kad centrifuguojant pseudovirusus lieka plazmidinés

46



pCDH-CMV-nLuc DNR priemaiSy, CMV promotrius veikia uody lastelése, kitaip nei CAG
promotorius.

Liuciferazés aktyvumo analizé leidZia kiekybiSkai jvertinti pseudotipuoty LV infekcijos
efektyvuma. Nanoliuciferazé yra Zymiai stabilesnis, efektyvesnis ir labiau liuminescuojantis (apie
100 karty ryskesnj signalg generuojantis) baltymas nei jo pirmtakai Renila ar jonvabaliy liuciferazés.
Todél Sio darbo metu susidiréme su nLuc fonu, dél kurio negalima vienareikSmiSkai nubrézti
infekcijos buvimo ir nebuvimo ribos. Taip pat, virusai skirtingai efektyviai infekuoja lasteliy tipus,
tam turi jtakos receptoriy koncentracija lgstelés plazminéje membranoje, augimo terpé, jos pH ir t.t.
Pseudovirusy infekcijos iStyrimas papildomu metodu sustiprinty Sio darbo metu gautus rezultatus.
Taip pat, buvo susidurta su CxTr-R2 Igsteliy autofluorescencijos fenomenu, kai tame paciame bangos
ilgyje kaip naudojamas suzadinti GFP fluorescencija, Sios lastelés Siek tiek Svyti, todél infekcijy
pseudovirusais, supakavusiais EGFP reporterj, rezultatai nebuvo jtikinantys (Priedas C). Siai
problemai spresti biity galima iSbandyti atsparumga antibiotikui suteikiantj gena kaip infekcijos
reporterinj signalg .

Sio darbo metu buvo jrodyta, kad pries tai tik transkriptomikos duomenyse nustatyto WuMV-
6 genome esantis segmentas su transmembraninémis sekomis koduoja funkcionaly pavirSiaus
glikobaltyma gp64, gebantj inicijuoti viruso patekimga j lastele. WuMV-6 pavirsiaus glikobaltymu
pseudotipuoti LV infekavo Seimininko, kuriame buvo atrastas (Culex tarsalis), lasteles.
Tolimesniuose darbuose reikéty panagrinéti, kurias uody organy sistemas infekuoja WuMV-6. Uodai
gali platinti virusus per krauja tik tuo atveju, jei infekcija vyksta seiliy liaukuose arba kiauSidZiy

audiniuose vertikaliai pernasai (Kenney et al., 2014).
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ISvados

1. Zinduolinése HEK293T lastelése vyksta ortomiksovirusy glikobaltymy sintezé.

2. Pagaminti pseudovirusai, kuriy apvalkalélyje eksponuojami WuMV-6, SINUYV,
AcMNPV ir VSV G glikobaltymai.

3. SINUV glikobaltymo gp64 integravimas j pseudoviruso apvalkalélj yra efektyvesnis
nei WuMV-6 gp64.

4. WuMV-6 gp64 (nuo pirmo ATG kodono) gali inicijuoti pseudoviruso patekimg j uody
Cx. tarsalis 1asteles, bet ne j viSty PBMC.
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SANTRAUKA

Dél pazangos sekoskaitos ir bioinformatikos srityse atsirado galimybé analizuoti segmentuotos
RNR virusy paplitimg jvairiuose organizmuose. Buvo aptikta, kad Orthomyxoviridae Seimos
Thogotovirus ir Quaranjavirus genciy atstovai vis daZniau nustatomi ne tik nariuotakojuose, bet ir
stuburiniuose. Tai paskatino naujy ortomiksovirusy zoonotinio potencialo sukelti naujas epidemijas
tyrimus. Sio magistro darbo tyrimo objektas yra j quaranjavirusus panasus Uhano uody 6 viruso
(WuMV-6), aptinkamo uody transkriptomikos duomenyse visame pasaulyje, pavirSiaus baltymas.

Sio darbo tikslas buvo eksperimenti$kai istirti bioinformatiniais metodais nustatyto WuMV-6
pavirSiaus glikobaltymo gp64 gebéjimga inicijuoti infekcijos pirma etapa — viruso patekima j lastele.
Sékminga WuMV-6 pseudotipuoty lentivirusy infekcija in vitro priklausé nuo apvalkalélyje
integruoty gp64 saveikos su lastelés receptoriumi (-iais). Lentivirusai buvo pseudotipuoti trimis
WuMV-6 gp64 variantais bei SINUV gp64, bakuloviruso AcCMNPV gp64 ir VSV G.

WuMV-6, SINUV, AcMNPV ir VSV glikobaltymai su C gale prijungta hemagliutinino Zyme
HEK293T Zinduolinése lastelése buvo sintetinami nevienodai efektyviai. HEK293T lastelése buvo
susintetinti pseudovirusai, padengti anksCiau minétais virusiniais glikobaltymais ir supakave
reporterinio baltymo, nanoliuciferazés (nLuc), geno transkriptus. Papildomai buvo pagaminti VSV
pseudovirusai su EGFP geno transkriptais, kurie buvo sintetinti lastelése kartu su nLuc baltymu.
Susintetinti SINUV ir WuMV-6 pseudovirusai buvo padengti atitinkamais glikobaltymais, bet
SINUV gp64 buvo daugiau inkorporuotas j apvalkalélj nei WuMV-6 gp64. TagMan kPGR buvo
pritaikytas apskaiiuoti absoliuty pseudovirusy kiekj. Sio darbo metu, Culex tarsalis (natiiralaus
WuMV-6 Seimininko) ir viSty monobranduolinés kraujo lastelés buvo infekuotos pseudovirusais.
Pagal lastelése sugeneruotos Sviesos kiekj buvo jvertintas infekcijos efektyvumas. Pagal pirminius
duomenis Cx. tarsalis ir viSty monobranduolines kraujo lasteles infekavo SINUV. Deja, buvo
pastebéta, kad skirtingy gamybos serijy pseudovirusy infekcijos efektyvumu varijavo, tad svarbu
kiekvieng kartg jvertinti ju kokybe. Miisy tyrimy duomenimis, WuMV-6 gp64 eksponavimas
pseudovirusy pavirSiuje buvo pakankamas Cx. tarsalis lasteliy infekcijai in vitro. Buvo nustatyta, kad
po VSV G pseudotipuoty lentivirusy, kurie supakave EGFP geno transkriptus, infekcijos lgsteliy
lizatai sugeneravo Sviesg. Dél Sio nLuc fono, kuris gali iSkreipti luminescencijos kiekj, reikéty
patvirtinti nLuc analizés rezultatus antru biidu, pvz.: pagaminti pseudovirusus, supakavusius

atsparumo antibiotikui geno transkriptus.
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ABSTRACT

The prevalence of segmented RNA viruses in a variety of organisms became possible because
of sequencing and bioinformatics breakthroughs. Consequently, viruses of Thogotovirus and
Quaranjavirus, lesser-known genera of the Orthomyxoviridae family, were more frequently observed
not only in invertebrates but also in vertebrates. These observations have sparked numerous studies
focused on the zoonotic potential of new orthomyxoviruses iki cause an epidemic. Our research object
is the surface glycoprotein of a quaranjavirus-like Wuhan mosquito virus 6 (WuMV-6), which is
detectable in mosquito metagenomics data worldwide.

The goal of this study is iki experimentally test the membrane fusion capabilities of WuMV-6
glycoprotein gp64, the sequence of which was determined using bioinformatics tools. Frist viral
infection’s step - cell entry - can be tested by producing pseudotyped lentiviral vectors with WuMV-
6 gp64 integrated into their envelope and infecting cells with them in vitro. Successful WuMV-6
infection can only occur if gp64 binds with cell surface receptors. We used pseudoviruses, each
bearing one of three WuMV-6 gp64 sequence variants, SINUV gp64, AcMNPV gp64, or VSV G.

Synthesis of C terminal hemagglutinin-tagged viral glycoproteins in mammalian HEK293T/17
cells was confirmed, although the efficiency of each glycoprotein’s synthesis differed. Pseudoviruses
coated with previously mentioned glycoproteins and carrying RNA with reporter gene nanoluciferase
(nLuc) were produced by HEK293T. Additionally, VSV pseudoviruses with EGFP gene transcripts
were synthesized, during which the nLuc protein was also synthesized. SINUV and WuMV-6
pseudoviruses were coated with their respective gp64 but SINUV gp64 was incorporated more than
WuMV-6 gp64. The quantification of pseudoviruses was determined with TagMan qPCR. Culex
tarsalis mosquito (natural WuMV-6 host) cells and chicken mononuclear blood cells were infected
with pseudoviruses. Infection efficiency was evaluated by the strength of chemiluminescence from
infected cells. According iki nLuc analysis, mosquito and chicken blood cells were infected with
SINUV pseudoviruses. However, variation in the infection capability of pseudoviruses produced at
separate times was noticed, highlighting the importance of quality checks. Nonetheless WuMV-6
gp64 successfully mediated pseudovirus entry into Cx. tarsalis cells in vitro. Cells infected with VSV
pseudoviruses carrying EGFP RNA still generated a chemiluminescence signal. Due iki nLuc
background, these results should be tested by another method, such as producing antibiotic resistance

gene RNA transporting pseudoviruses.
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Priedas A.

A 1 lentelé. CxTr-R2 infekcijos chemiliuminescencijos duomeny vienfaktorinés ANOVA

Tuckey post-hoc testo rezultatai.

Analizé atlikta ,,GraphPad Prism 8“ programa. PI — pasikliovimo intervalai.

Tukev keliu palveinimu testas Vidurkiy 95,00% StatistiSkai | Koreguota
y kellu palys 4 skirtumas | skirtumo PI | reikSminga? | p reikSmé
Nuo -3071 .
SINUV Nr.1 vs. WuMV-6 Nr.1 2172 i 1273 Taip <0,0001
SINUV Nr.1 vs. WuMV-6 (Il ATG) Nuo -370,8
el 528,2 T 1407 Ne 0,5888
SINUV Nr.1 vs. ACMNPV Nr.1 39,9 | Nuo-859,1 Ne >0,9999
iki 938,9
SINUV Nr.1 vs. VSV Nr.1 19,59 | Nuo 9186 Ne >0,9999
iki 879,4
SINUV Nr.1 vs. VSV (pCAGGS-nLuc) Nuo -1441
N1 5424 | Glocce Ne 0,5536
Nuo -4699 .
SINUV Nr.1 vs. SINUV Nr.2 3800 | 000N Taip <0,0001
Nuo -4858 .
SINUV Nr.1 vs. WuMV-6 Nr.2 3959 | 4o ooen Taip <0,0001
SINUV Nr.1 vs. WuMV-6 (be signalinés Nuo -973,4
sekos) Nr.2 7437 | ki 8246 Ne >0,9999
SINUV Nr.1 vs. WuMV-6 (Il ATG) Nuo -967,1
LD 6813 | L en0 Ne >0,9999
SINUV Nr.1 vs. VSV (pCAGGS-nLuc) Nuo -1635
N 7356 | i 1634 Ne 0,1779
WuMV-6 Nr.1 vs. WuMV-6 (I ATG) Nuo 1801 .
Nr1 2700 iki 3599 Taip <0,0001
WuMV-6 Nr.1 vs. AcCMNPV Nr.1 2211 1\.Iu.0 1312 Taip <0,0001
iki 3110
Nuo 1253 .
WuMV-6 Nr.1 vs. VSV Nr.1 2152 i 3051 Taip <0,0001
WuMV-6 Nr.1 vs. VSV (pCAGGS- Nuo 730,2 .
nLuc) Nr.1 1629 iki 2528 Taip <0,0001
Nuo -2528 .
WuMV-6 Nr.1 vs. SINUV Nr.2 1629 | 00 Taip <0,0001
Nuo -2687 .
WuMV-6 Nr.1 vs. WuMV-6 Nr.2 1788 | gse 7 Taip <0,0001
WuMV-6 Nr.1 vs. WuMV-6 (be Nuo 1198 .
signalinés sekos) Nr.2 2097 iki 2996 Taip <0,0001
WuMV-6 Nr.1 vs. WuMV-6 (I ATG) Nuo 1204 .
e 2103 2000 Taip <0,0001
WuMV-6 Nr.1 vs. VSV (pCAGGS- Nuo 537,0 .
nLuc) Nr.2 1436 iki 2335 Taip 0,0004
WuMV-6 (Il ATG) Nr.1 vs. ACMNPV Nuo -1387
e 4883 | 007 Ne 0,6865
WuMV-6 (Il ATG) Nr.1 vs. VSV Nr.1 | -547,8 1\111‘{11‘)351;“;7 Ne 0,5405
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A 1 lentelé. Tesinys.

Tukev keliu palveinimy testas Vidurkiy 95,00% StatistiSkai | Koreguota
y Kellq palyg 4 skirtumas | skirtumo PI | reikSminga? | p reikSmé
WuMV-6 (IT ATG) Nr.1 vs. VSV Nuo -1970 .
(PCAGGS-nLuc) Nr.1 1071 i 1716 Taip 0,0113
Nuo -5228 .
WuMV-6 (IT ATG) Nr.1 vs. SINUV Nr.2 -4329 iki -3430 Taip <0,0001
WuMV-6 (IT ATG) Nr.1 vs. WuMV-6 Nuo -5386 .
NI.2 4487 | iki-3588 Taip <0,0001
WuMV-6 (IT ATG) Nr.1 vs. WuMV-6 Nuo -1502 Ne 04114
(be signalinés sekos) Nr.2 -602,5 iki 296,5 ’
WuMV-6 (I ATG) Nr.1 vs. WuMV-6 (II Nuo -1495
ATG) Nr.2 596,3 | ki 302,7 Ne 0,4254
WuMV-6 (IT ATG) Nr.1 vs. VSV Nuo -2163 .
(pCAGGS-nLuc) Nr.2 1264 | iki-364,7 Taip 0,0019
Nuo -958,5
AcMNPYV Nr.1 vs. VSV Nr.1 59,5 iki 839,5 Ne >0,9999
AcMNPV Nr.1 vs. VSV (pCAGGS- Nuo -1481
nLuc) Nr.1 -582,3 iki 316,7 Ne 0,4576
Nuo -4739 .
AcMNPYV Nr.1 vs. SINUV Nr.2 -3840 iki -2941 Taip <0,0001
Nuo -4898 .
AcMNPYV Nr.1 vs. WuMV-6 Nr.2 -3999 ki -3100 Taip <0,0001
AcMNPV Nr.1 vs. WuMV-6 (be Nuo -1013
signalinés sekos) Nr.2 -114,3 iki 784,7 Ne >0,9999
AcMNPV Nr.1 vs. WuMV-6 (II ATG) Nuo -1007
Nr.2 108 | iki791,0 Ne >0,9999
AcMNPYV Nr.1 vs. VSV (pCAGGS- Nuo -1674
nLuc) Nr.2 -775,5 iki 123,5 Ne 0,1331
VSV Nr.1 vs. VSV (pCAGGS-nLuc) Nuo -1422
Nr.1 -522,8 | iki376,2 Ne 0,602
Nuo -4680 .
VSV Nr.1 vs. SINUV Nr.2 3781 iki -2882 Taip <0,0001
Nuo -4839 .
VSV Nr.1 vs. WuMV-6 Nr.2 -3940 ki -3041 Taip <0,0001
VSV Nr.1 vs. WuMV-6 (be signalinés Nuo -953,8
sekos) Nr.2 54,77 | iki 844,2 Ne >0,9999
VSV Nr.1 vs. WuMV-6 (Il ATG) Nr.2 Nuo -947,5 Ne >0,9999
T ) -48,53 iki 850,5 ’
VSV Nr.1 vs. VSV (pCAGGS-nLuc) Nuo -1615
Nr.2 716 | iki 183,0 Ne 0,204
VSV (pCAGGS-nLuc) Nr.1 vs. SINUV Nuo -4157 .
Nr.2 3258 | iki-2359 Taip <0,0001
VSV (pCAGGS-nLuc) Nr.1 vs. WuMV-6 Nuo -4316 .
Nr.2 3417 | iki-2518 Taip <0,0001
VSV (pCAGGS-nLuc) Nr.1 vs. WuMV-6 Nuo -431,0 Ne 0.7339
(be signalinés sekos) Nr.2 468 iki 1367 ’
VSV (pCAGGS-nLuc) Nr.1 vs. WuMV-6 Nuo -424,7 Ne 0.7195
(IT ATG) Nr.2 4743 iki 1373 ’
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A 1 lentelé. Tesinys.

o,
Tukev keliu palveinimy testas Vidurkiy si?;?l?rrﬁ) StatistiSkai Koreguota
y 4 palyg 4 skirtumas PI reikSminga? p reikSmé
VSV (pCAGGS-nLuc) Nr.1 vs. VSV Nuo -1092 Ne 0.9992
(pCAGGS-nLuc) Nr.2 -193,2 iki 705,8 ’
Nuo -1058
SINUV Nr.2 vs. WuMV-6 Nr.2 158.8 iki 740,2 Ne 0,9999
SINUV Nr.2 vs. WuMV-6 (be signalinés Nuo 2827 .
sekos) Nr.2 3726 | iki 4625 Taip <0,0001
Nuo 2833 .
SINUV Nr.2 vs. WuMV-6 (Il ATG) Nr.2 3730 iki 4631 Taip <0,0001
SINUV Nr.2 vs. VSV (pCAGGS-nLuc) 2166 iki .
Nr.2 3065 3964 Taip <0,0001
WuMV-6 Nr.2 vs. WuMV-6 (be Nuo 2986 .
signalinés sekos) Nr.2 3885 iki 4784 Taip <0,0001
WuMV-6 Nr.2 vs. WuMV-6 (Il ATG) Nuo 2992 .
NE.2 3891 ki 4790 Taip <0,0001
WuMV-6 Nr.2 vs. VSV (pCAGGS-nLuc) Nuo 2325 .
NL.2 3224 ki 4123 Taip <0,0001
WuMV-6 (be signalinés sekos) Nr.2 vs. 6.4 891\;15(3) i-ki Ne ~0.9999
WuMV-6 (IT ATG) Nr.2 ’ 90’5 9 ’
WuMV-6 (be signalinés sekos) Nr.2 vs. Nuo -1560
VSV (pCAGGS-nLuc) Nr.2 -661,2 iki 237,8 Ne 0,2922
WuMV-6 (I ATG) Nr.2 vs. VSV Nuo -1566
(pCAGGS-nLuc) Nr.2 6674 iki 231,6 Ne 0,281
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Priedas B.

B 1 lentelé. Visty PBMC infekcijos chemiliuminescencijos duomeny vienfaktorinés ANOVA

Tuckey post-hoc testo rezultatai.

Analizé atlikta ,,GraphPad Prism 8“ programa. PI — pasikliovimo intervalai.

Tukev keliu palveinimuy testas Vidurkiy 95,00% StatistiSkai | Koreguota p
y kellupalyg 4 skirtumas | skirtumo PI | reikSminga? reikSmeé
Nuo 106763 .
SINUV Nr. 3 vs. WuMV-6 Nr. 3 473163 | . Conoren Taip 0,0122
SINUV Nr. 3 vs. AcMNPV Nr. 3 412237 N“‘;;‘ggg’g iki Taip 0,0272
SINUV Nr. 3 vs. VSV (pCAGGS-nLuc) Nuo -6984 iki
N 3 384713 a1l Ne 0,0545
Nuo -400146
WuMV-6 Nr. 3 vs. ACMNPV Nr. 3 60926 | o0 Cooon Ne 0,9446
WuMV-6 Nr. 3 vs. VSV (pCAGGS- Nuo -454850
nLuc) Nr. 3 884501 415 277950 Ne 0,8734
ACMNPV Nr. 3 vs. VSV (pCAGGS- Nuo -393924
nLuc) Nr. 3 27524 |4y 338875 Ne 0,9954
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Priedas C.

C 1 pav. Cx. tarsalis lasteliy perdengtos Sviesaus lauko ir fluorescencinés mikroskopijos nuotraukos
(20x didinimas). (A) Neinfekuotos lastelés. (B) EGFP geno transkriptus neSanciais VSV
pseudovirusais infekuotos lastelés. Nuotrauky apdorojimas atliktas programa ,,JmageJ“.
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