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IVADAS

Dazna klasikiniy gydymo metody problema — trumpas vaisty veikimo
laikotarpis ir nepageidaujamas Salutinis poveikis, kuris gali reikSmingai
pabloginti gydomo paciento gyvenimo kokybg. Tiksliné vaisty pernasa yra
vienas perspektyviausiy, ta¢iau kartu ir sudétingiausiy metody, galinCiy
pagerinti daugelio ligy gydyma. Pagrindiniai tikslinés pernasos privalumai yra
tai, kad j reikiamg vietg pristatomas didesnis terapinio preparato kiekis ir taip
sumazinamas galimas Salutinis poveikis bei padidinamas gydymo
veiksmingumas. Vaisty pernasai bandomos taikyti jvairios nanodalelés,
jskaitant liposomines, polimerines ar metalo nanodaleles. Sios struktiiros turi
eile trikumy, tokiy kaip daleliy nestabilumas, imunogeniskumas ar
toksiSkumas (Rohovie et al., 2017). Siekiant iSvengti Siy problemy, daug
démesio skiriama baltymy pagrindu sukurtoms nanodaleléms, tarp jy — |
virusus panasioms dalelems (VLP, angl. virus-like particles). Atlikus
dazniausiai Sioms daleléms apibudinti naudojamo termino ,virus like
particles” paieska Google Scholar paieskos sistemoje, vien 2024 metais rasta
83000 publikacijy — tai rodo didele VLP technologijy svarba ir
perspektyvuma.

Kitaip nei natyvis virusai, VLP neturi genetinés medziagos, todél yra
neinfektyvios. Pasitelkus pasyvios difuzijos metoda, geny inzinerija, cheming
konjugacija ar kontroliuojama kapsidés baltymy susirinkima, j Siy daleliy vidy
arba iSorinj pavirSiy galima jterpti tiek biologinés, tiek sintetinés kilmés
molekules (Chung et al., 2020; McNeale et al., 2023). Iterpimui j VLP
pasirinkus atitinkamus ligandus galima ne tik uztikrinti daleliy patekima j
norimg vieta, bet ir kontroliuoti perneSamos medziagos atpalaidavima
(Tkwuagwu et al., 2022). Placios VLP funkcionalizavimo galimybés, sintezés
sistemy pasirinkimas ir struktariné jvairové lemia Siy daleliy taikyma jvairiose
srityse (Tariq et al., 2022; Deshayes et al., 2022; Zhang et al., 2023).

Vakciny kiirimui naudojamos dalelés, kilusios i§ zmogui patogenisky
virusy, tokiy kaip zmogaus papilomos, gripo, hepatito B ir E bei koronavirusy,
kuriy komponentai sukelia stipry lastelinj ir humoralinj imuninj atsakg (Tariq
et al., 2022). Tikslinéje pernasoje daleliy imunogeniskumas yra vengtinas,
kadangi Iastelés-Seimininkés apsaugos mechanizmai gali sukelti daleliy
degradacija ir prieslaikinj perneSamos medZiagos atpalaidavimg (Dai et al.,
2018; He et al., 2022). Kuriant pernasos nanodalelémis sistemas taip pat
svarbu uztikrinti daleliy stabiluma, kadangi VLP agregacija yra dazna
problema, veikianti jy imunogeniskuma bei antigeniskuma (Chen et al., 2015;
Srivastava et al., 2023; Masarudin et al., 2015). Dél $iy priezasciy, siekiant
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sukurti efektyvig perna$os nanodalelémis sistemg tiriamos jvairios kilmés
VLP.

Mielés Saccharomyces cerevisiae — tai vienas geriausiai iStirty
organizmy, kuris JAV maisto ir vaisty administracijos (FDA, angl. food and
drug administration) visuotinai pripazintas saugiu (GRAS, angl. generally
recognized as safe), o Europoje turintis kvalifikuotos saugos prielaidos (QPS,
angl. qualified presumption of safety) statusg, todél pladiai naudojamas
natyviy ir rekombinantiniy produkty gamybai (Gronchi et al., 2022).
Daugumoje S. cerevisiae kamieny randami dviejy tipy ekstralgstelinés fazés
neturintys totivirusai — L-A bei L-BC (Ribas ir Wickner, 1996; Schmitt ir
Breinig, 2002). L-BC virusams budingas dvigrandininés RNR (dgRNR)
genomas, koduojantis pagrindinj kapsidés baltyma Gag ir nuo RNR
priklausomg RNR polimerazg¢ Pol (Park et al., 1996). L-BC virusy dgRNR
genomas supakuotas 38,5 nm dydzio ikosaedro simetrijos kapsidéje,
sudarytoje i§ 120 Gag monomery, i§ kuriy keletas yra sulieti su Pol baltymu
(Grybchuk et al., 2022). Iki $iol tirtos tik struktiirinés $iy Vvirusy savybés ir
galimos jy funkcijos mieliy lasteléje. Siame darbe jvertintos L-BC-1 viruso
kilmés nanodaleliy taikymo kuriant VLP paremtas pernasos sistemas
galimybeés.

Darbo tikslas:

Ivertinti Saccharomyces cerevisiae L-BC-1 viruso pagrindinio kapsidés
baltymo Gag formuojamy nanodaleliy stabilumg ir jkapsuliavimo galimybes,
siekiant jas pritaikyti pernasos sistemy kiirimui.

Darbo uzdaviniai:

1. Susintetinti L-BC-1 viruso Gag baltyma E. coli ir S. cerevisiae raiskos
sistemose ir nustatyti jo gebéjima formuoti j virusus panasias daleles.

2. Istirti ir palyginti bakterijose ir mielése susintetinty Gag formuojamy
daleliy dydzio stabiluma skirtingose salygose.

3. Istirti ir palyginti bakterijose ir mielése susintetinty Gag formuojamy
daleliy temperattrinj stabiluma skirtingose salygose.

4. Jvertinti Gag formuojamy daleliy jkapsuliavimo galimybes geny
suliejimo ir pasyvios difuzijos metodais.

5. Nustatyti Gag formuojamy daleliy gebéjimg patekti j plaudiy
karcinomos epitelinio audinio A549 linijos zinduoliy lgsteles ir jy
poveik] $iy lagsteliy gyvybingumui.

10



MOKSLINIS DARBO NAUJUMAS IR PRAKTINE REIKSME

Klasikiniai vézio bei kity ligy gydymo metodai daznai pasizymi Salutiniu
poveikiu, kurio galima i$vengti taikant tikslines pernaSos sistemas. Tokiy
sistemy karimui naudojamos jvairiy tipy nanodalelés, jskaitant skirtingos
kilmés | virusus panasias daleles.

Siame darbe | virusus panadiy daleliy sintezei pasirinktas
Saccharomyces cerevisiae randamas ekstralgstelinés fazés neturintis L-BC-1
virusas, nesukeliantis neigiamo poveikio lastelei-Seimininkei. Pirma karta
bakterijose Escherichia coli ir mielése Saccharomyces cerevisiae susintetintas
rekombinantinis L-BC-1 viruso kapsidés baltymas Gag, sékmingai
formuojantis simetriskas sferiSkas ~40 nm dydzio daleles. Naudojant
dinamingés $viesos sklaidos, transmisinés elektrony mikroskopijos ir terminio
poslinkio metodus iStirtas Gag baltymo formuojamy daleliy dydzio ir
temperatirinis stabilumas. Remiantis ilgalaikio daleliy dydzio stabilumo
tyrimo rezultatais nustatyta, kad susintetinty daleliy dydis iSlicka stabilus net
iki 24 savaiciy buferiniuose tirpaluose, turinciuose skirtingas pH reikSmes,
joning jéga bei kitus priedus. Pademonstruota, kad bakterijose susintetinty
daleliy ilgalaikis stabilumas priklauso nuo saugojimui naudojamos
temperatiros — aukStesnése temperatirose jos agreguoja. [vairiy
destabilizuojanciy reagenty poveikis parodé, kad dalelés suyra itin Sarminéje
aplinkoje arba veikiant karbamidu. Temperatirinio stabilumo tyrimy metu
nustatyta, kad didinant temperatira Gag baltymo formuojamy daleliy
struktiiros praradimas vyksta dviem etapais. Sio tyrimo metu taip pat
nustatyta, kad dalelés savo stabilumg praranda ne tik Sarminéje, bet ir
rugstinéje aplinkoje, kurioje Gag baltymas daleliy neformuoja.

Siame darbe pademonstruotas s¢kmingas dviejy skirtingy junginiy
jkapsuliavimas j Gag baltymo formuojamas daleles. Pasyvios difuzijos badu j
Gag daleles patekes antimikrobinis peptidas nizinas Z suteiké daleléms
antibakterinj aktyvumg. Geny suliejimo btdu j daleles patalpintas didelis
kiekis raudonai fluorescuojan¢io mCherry baltymo, nepaveikiant Gag
baltymo gebéjimo formuoti daleles. Tokiomis dalelémis pademonstruotas
Gag baltymo formuojamy daleliy patekimas j zinduoliy lasteles, nenaudojant
transdukcijos reagenty. Parodyta, kad bakterijose susintetintos dalelés
pasizymi citotoksiniu poveikiu zinduoliy lasteléms, 0 mielése susintetintos
dalelés tokio poveikio lasteléms neturi.

Iki $iol tirtas tik natyvus L-BC-1 virusas, todél atlikti rekombinantinio
Gag baltymo formuojamy daleliy dydZio, temperatarinio stabilumo bei
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jkapsuliavimo ir pernaSos galimybiy tyrimai suteikia vertingy Ziniy apie $io
viruso savybes ir pagrindzia galimg jo pritaikyma biotechnologijoje.

GINAMIEJI TEIGINIAI

1. Bakterijose ir mielése susintetintas L-BC-1 viruso kapsidés baltymas
Gag formuoja j virusus panasias daleles.

2. Gag baltymo formuojamos dalelés pasizymi ilgalaikiu dydzio
stabilumu, kuris priklauso nuo daleliy sintezés sistemos ir saugojimo
temperaturos.

3. Gag baltymo formuojamos dalelés praranda integralumg itin
Sarminéje aplinkoje arba veikiant karbamidu.

4. Gag baltymo formuojamy daleliy struktiiros praradimas dél
temperatiirinio poveikio vyksta dviem etapais.

5. Geny suliejimo ir pasyvios difuzijos metodai yra tinkami Gag baltymo
formuojamy daleliy jkapsuliavimui.

6. Gag baltymo formuojamos dalelés patenka j A549 linijos zinduoliy
lasteles be papildomo poveikio, 0 jy jtaka lgsteliy gyvybingumui
priklauso nuo daleliy sintezés sistemos.
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1. LITERATUROS APZVALGA

Siame skyriuje pateikta literatiiros apzvalga, apimanti mieles S. cerevisiae,
zinomus §iy mieliy virusus ir jy savybes; i virusus panasias daleles, jy tipus,
sintezés sistemas, gryninimo metodus ir charakterizavimg, modifikacijas bei
panaudojima.

1.1. Mielés Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae, vienalgs¢iai eukariotiniai organizmai, placiai
zinomi kaip kepimo mielés, yra vieni geriausiai istirty ir charakterizuoty
apie 12 Mb (Goffeau et al., 1996; Fisk et al., 2006). S. cerevisiae genomas yra
organizuotas j 16 chromosomy ir koduoja 6000 atviro skaitymo rémeliy (ORF,
angl. open reading frame). Visg informacija apie mieliy genomg, geny
anotacijg ir jy funkcijas galima rasti Saccharomyces genomo duomeny bazéje
(www.yeastgenome.org), sukurtoje bendradarbiaujant plac¢iai mokslininky
bendruomenei i$ viso pasaulio (Hirschman et al., 2006; Cherry et al., 2012).

Nepaisant to, kad S. cerevisiae yra vienalasciai eukariotiniai organizmai,
jie pasizymi funkcijomis, budingomis daugeliui aukstesniyjy eukarioty, todél
Sios mielés placiai naudojamos kaip modelinis organizmas. Mieliy kaip
modelinio organizmo panaudojimas ypatingai iSaugo po to, kai 1978 metais
Hinnen su kolegomis paskelbé sékminga S. cerevisiae mieliy transformacija
hibridine bakterine plazmidine DNR su jterptu mieliy genu, kuri stabily leu2-
mutantg pavert¢ LEU2+ ir atvéré galimybes atlikti daug manipuliacijy su
mielémis (Hinnen et al., 1978).

Dél atsparumo nepalankioms osmoliariSkumo ir Zemo pH salygoms
S. cerevisiae placiai taikomos ne tik moksliniuose tyrimuose, bet ir
biotechnologijos pramonéje (Parapouli et al., 2020). Mielés dél jy vykdomo
fermentacijos proceso nuo seny laiky laikomos vienu pagrindiniy komponenty
zmoniy civilizacijoje, ypatingai maisto (duonos, kepiniy, Sokolado) ir gérimy
(vyno, alaus, sidro) gamyboje (Stewart, 2014) ir yra visuotinai pripaZintos
esancios saugios (angl. generally recognized as safe). Europos mieliy
pramonéje kasmet pagaminamas apie 1 milijonas tony mieliy ir kiekvienais
metais §is skaicius tik auga (Parapouli et al., 2020). Taip pat mielés taikomos
ir bioetanolio gamyboje, kuris gaminamas atliekant cukry fermentacija,
panaudojant jvairius augalus, tokius kaip cukranendres, cukrinius runkelius,
vaisius ir krakmolg, nemaistines medziagas, priklausancias lignoceliuliozinei
biomasei (mediena, $iaudai, javy ir maisto atliekos), bei dumblius (Mohd
Azhar et al., 2017; Eliodério et al., 2019).
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Nepaisant efektyvaus jvairiy S. cerevisiae kamieny pritaikymo
minétuose procesuose, atliekami papildomi tyrimai, kurie ne tik padeda
optimizuoti jau esancius kamienus, bet ir pritaikyti bei istirti didelj kiekj
gamtiniy izoliaty. Be plataus S. cerevisiae mieliy pritaikymo, §ios mielés
pasizymi dar viena jdomia savybe — gamtiniuose S. cerevisiae izoliatuose
randami ekstrachromosominiai genetiniai elementai, tokie kaip mitochondriné
DNR, 2 mikrony ziediné plazmidé, retrotranspozonai bei viengrandininés
RNR (vgRNR) ir dgRNR molekulés (Futcher, 1988; Wickner, 1996a). Kai
kurie i§ $iy elementy susij¢ su mieliy biocidiniu aktyvumu, kuris placiau
aptariamas sekan¢iame skyriuje (zr. 1.2).

1.2. Mielése S. cerevisiae randami dgRNR virusai

RNR genomag turintys Virusai yra vienas i§ citoplazminiy genetiniy elementy,
randamy daugelyje gryby. Kitaip nei kituose organizmuose randami virusai,
jie neturi ekstralgstelinés fazés ir tarp gryby yra perduodami vykstant lgsteliy
pasidalinimui, sporogenezei ar Igsteliy susiliejimui (Ghabrial, 1998; McCabe
et al., 1999). Manoma, kad prie tokio perdavimo biido $ie virusai prisitaiké
dél storo lastelés sienelés barjero ir dazno poravimosi bei hify susiliejimo,
kurie eckstralgstelinj perdavimo kelig paverté nebitinu (Wickner, 1996a).
Grybuose randami dgRNR genoma turintys virusai, priklausantys net 8 virusy
Seimoms: Totiviridae, Partitiviridae, Megabirnaviridae, Chrysoviridae,
Quadriviridae, Reoviridae, Amalgaviridae, Polymycoviridae; ir vienai
Botybirnavirus (neklasifikuota) virusy genciai (Hough et al., 2023). Visgi,
Amalgaviridae $eimos virusai dazniau aptinkami augaluose, o grybuose — tik
iSimtinais atvejais (Vendrell-Mir et al., 2021).

Mielése S. cerevisiae aptinkami dviejy tipy dgRNR genomg turintys
totivirusai: L-A ir L-BC (Wickner, 1992, 1996a, 1996b; Wickner et al., 2013).
Dauguma S. cerevisiae kamieny turi vieno arba abiejy tipy totivirusus, kurie
stabiliai replikuojasi lastelése nesulétindami jy augimo greicio. Tai parodo,
kad tarp lastelés-Seimininkés ir Siy virusy palaikomas tam tikras balansas
(Wickner, 1996a). L-A virusa turintys S. cerevisiae kamienai papildomai dar
gali turéti palydovinj M virusa (1,5-2,3 kb), kurio palaikymui 1asteléje butinas
L-A virusas. Pilnai funkcionalis M palydovai koduoja sekretuojamus
toksinus, suteikian¢ius mieliy kamienams biocidinj aktyvuma pries Siy virusy
neturin¢ius kamienus (Magliani et al., 1997; Schmitt ir Breinig, 2002 bei
2006; Rodriguez-Cousifio et al., 2011).
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1.2.1. L-A, L-BC virusy ir M palydovo genomai

S. cerevisiae infekuojantys L-A (ScV-L-A) bei L-BC (ScV-L-BC) virusai
priklauso Totiviridae virusy Seimai. IS viso S. cerevisiae mielése rasti keturi
L-A (L-A-1, L-A-2, L-A-28 ir L-A-lus) (Rodriguez-Cousiio et al., 2013 ir
2017; Konovalovas et al., 2016; Rodriguez-Cousifio ir Esteban, 2017) bei trys
L-BC virusai (L-BC-1, L-BC-2, L-BC-lus) (Park et al., 1996; Rodriguez-
Cousifio ir Esteban, 2017). Sie virusai turi viensegmentinj apie 4,6 kb ilgio
dgRNR genomga, kuriame yra du ORF — pirmgjame koduojamas apie 7678
kDa dydZio pagrindinis kapsidés baltymas Gag, o antrgjame — apie 171 kDa
dydzio nuo RNR priklausoma RNR polimerazé (RdRp, angl. RNA-dependent
RNA polymerase) Pol, kuri sintetinama tik kaip sulietinis Gag-Pol baltymas,
ivykus -1 ribosominio rémelio poslinkiui (1.2.1.1 pav.) (Wickner, 1996;
Schmitt ir Breinig, 2006).

Poslinkio seka GGGUUUA 1958-1964 bp
Persidengiantys ORF 1939-2068 bp

S‘UTRZ9bp  jgmyomemt (o000 wwi wmm i (mion o 3FUTR36 bp
ScV-L-A
4579 bp
Poslinkio seka GGAUUUU 1867H1973 bp
Persidengiantys ORF 1961-2117 bp
SUTR23bp yyy ¢ wym 1o v wme §m mur o1 /w0 wimie 3 UTR 54 bp
ScV-L-BC
4614 bp

.

76 kDa

Pol

171kDa

Pav.1.2.1.1. ScV-L-A ir ScV-L-BC genomy organizacijos palyginimas (modifikuota pagal
Taylor et al., 2013). Paveiksle nurodyta pagrindinio kapsidés baltymo Gag ir nuo RNR
priklausomos RNR polimerazés Pol ORF persidengimo sritys (patamsinta spalva); 5¢ ir 3¢
netransliuojami regionai (UTR, angl. untranslated region); ribosominio rémelio poslinkio
sekos (geltonas briksnys). Kapsidés baltymy antriniy struktiiry domenai nurodyti violetine (a-
spiralés) ir oranzine (B-klostés) spalvomis.

Siy virusy genome be dviejy ORF randamos ir kelios kitos svarbios
genomo sritys. Gag-Pol sulietinis baltymas sintetinamas tik jvykus -1
ribosominio rémelio poslinkiui, vykstan¢iam dél Gag ir Pol ORF
persidengimo srityje esancios poslinkio sekos. L-A virusy atveju $i seka yra
5’-...GGGU UUA...-3’, 0 L-BC - 5’-...G GAU UUU...-3’ (Ramirez et al.,
2021 ir 2022). Salia $ios sekos 3’ galo yra susidares pseudomazgas, dél kurio
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ribosoma sustoja (ties pabrauktais kodonais) ir grjZta vienu nukleotidu atgal.
Ribosominio rémelio poslinkis jvyksta apie 2 % atvejy, taip uztikrinant
tinkamg Gag ir Gag-Pol baltymy santykj virione. Sis mechanizmas atlieka
kelias funkcijas: a) viename RNR segmente koduojami du skirtingi baltymai,
taip sutaupant vieta genome; b) reguliuojamas Gag ir Gag-Pol sintezés
santykis; ¢) uztikrinama, kad Pol bus kapsidés viduje, kur ji atlieka
replikacijos ir transkripcijos procesus (Dinman ir Wickner, 1992; Naitow et
al., 2002). L-A ir L-BC virusy genomuose 3° galo srityse taip pat randami ir
genomo pakavimo | virionus bei replikacijos signalai, kuriems biidingos
stiebo-kilpos tipo antrinés struktiiros. Pol baltyma koduojanc¢iame ORF taip
pat randamas polimerazinj aktyvuma uztikrinantis domenas bei VgRNR
suriS§imo ir pakavimo domenai, uZtikrinantys sékmingg koduojan¢ios RNR
grandinés supakavimg j viriong ir jos transkripcija bei replikacija (Wickner et
al., 2013).

Nors ScV-L-A ir ScV-L-BC virusy genomy organizacija atrodo labai
panasi, taciau net didziausio panaSumo regione (717 a. r.) jy identiSkumas
siekia tik 30 % (Wickner et al., 2012). Taip pat, Sie virusai skirtingai reaguoja
] chromosomines mutacijas — mutacijos, lemiané¢ios L-BC virusy praradima,
nelemia L-A praradimo ir atvirks¢iai (Wickner et al., 2012). Jdomu ir tai, kad
dgRNR virusus turin¢ios S. cerevisiae mielés yra praradusios RNR
interferencijos sistema, kuri jprastai naudojama apsaugai nuo virusiniy
infekcijy. Jterpus | Sias mieles artimos mieliy raSies Saccharomyces castellii
RNR interferencijos baltymus, daugumoje mieliy lasteliy stebimas L-A ir M
virusy praradimas, 0 L-BC virusas néra prarandamas, ta¢iau jo kiekis lasteléje
sumazeja (Drinnenberg et al., 2011). Neseniai atliktame tyrime Vijayraghavan
ir jo kolegos iStyré net 100 S. cerevisiae kamieny dél L-A ir
L-BC virusy buvimo. L-A virusas rastas tik apie tre¢dalyje tirty kamieny, 0 L-
BC identifikuotas visuose 100 tirty kamieny, taciau skirtingais kiekiais
(Vijayraghavan et al., 2023). Platesnio L-BC viruso paplitimo priezastis néra
Zinoma, ta¢iau nors jis aptinkamas didesniame kiekyje S. cerevisiae kamieny
nei L-A virusas, bendras jo kiekis lastel¢je sudaro tik apie 10-20 % L-A
kiekio. Tai galimai susij¢ su tuo, kad L-A ir M virusy sistema, kitaip nei L-
BC, daro teigiamg poveikj mieliy Iasteléms suteikdama joms biocidinj
fenotipg (Field et al., 1982; Sommer ir Wickner, 1982).

Kitaip nei L-A ir L-BC virusai, palydoviniai M virusai turi tik vieng ORF,
kuriame koduojamas preprotoksinas (angl. preprotoxin, pptox) —
sekretuojamo kilerinio toksino pirmtakas, suteikiantis Igstelei-Seimininkei
imunitetg sintetinamam toksinui (1.2.1.2 pav.) (Schmitt ir Becker, 2021). Sis
pirmtakas po-transliaciniy modifikacijy metu apdorojamas signalinés
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peptidazés bei Kexlp ir Kex2p proteaziy iki brandaus Kkilerinio toksino
(Wickner etal., 2013). I$ viso mielése S. cerevisiae rasti keturi M palydoviniai
virusai — M1 (1,6 kb), M2 (1,5 kb), M28 (1,75 kb) ir Mlus (2,1-2,3 kb)
(Vijayraghavan et al., 2023).

1801 by
poli-(A) P

M1(+)vgRNR  5-GAAAAA T % 3
VBS1 VBS2/IRE TRE

-(8) 1748 bp
poli-
€ AN ¢
M28(+)vgRNR  5-GAAAAA N ——osT vesrE e O
oA 2033 bp
Mlus(+)vgRNR 5‘-GAAAAA o .3

Pav. 1.2.1.2. S. cerevisiae M1, M28 ir Mlus genomy organizacijos palyginimas
(modifikuota pagal Schmitt ir Becker, 2021). Paveiksle nurodyti poli-A turtingi regionai,
atitinkamus preprotoksinus (K1, K28, Klus) koduojantys genai, virusy prisiri§imo sritys (VBS,
angl. viral binding site), vidiniai replikacijos enhanceriai (IRE, angl. internal replication
enhancer) ir 3¢ galo atpazinimo elementai (TRE, angl. 3 ‘ terminal recognition element).

Kadangi M virusy genome néra koduojami kapsidés baltymai, jy
palaikymui reikalinga kito viruso, Siuo atveju ScV-L-A, kapsidé. Dél $ios
priezasties M virusai yra vadinami palydoviniais, 0 L-A — pagalbiniais
virusais. Skirtingy M palydovy buvimas vienoje mieliy lasteléje in vivo
negalimas, kadangi kiekvienas toksing koduojantis M palydovas paSalina
vienas kitg replikaciniame lygyje, ta¢iau tikslis $io proceso mechanizmai néra
aiskts (Wickner, 1986; Schmitt ir Tipper, 1992). Atlikti tyrimai rodo, kad Sis
apribojimas gali biiti apeinamas atliekant in vitro M2 ir M28 palydovy
preprotoksinus koduojanéiy geny kopijinés DNR (KDNR) jterpimag j M1
palydova turin¢ig mieliy lastele-Seimininke. Taip sukuriamas stabilus trigubas
biocidinis kamienas, kuris ne tik gamina tris skirtingus toksinus, bet yra ir
atsparus jiems (Schmitt ir Schernikau, 1997). Taikant virusy eliminavimo
strategijas parodyta, kad S. cerevisiae biocidiniuose kamienuose, i§ kuriy
pasalintas L-A virusas, ta¢iau ne L-BC, stebimas pilnas biocidinio fenotipo
praradimas. Todél tiksliai zinoma, kad L-BC negali biti pagalbinis virusas M
palydovui ir biocidinj fenotipa Sioms mieléms suteikia biitent L-A ir M virusy
sistema (Sommer ir Wickner, 1982). Nors S. cerevisiae mielése L-BC virusas
neatlieka pagalbinés funkcijos M palydovy palaikyme, nustatyta, kad
Torulaspora delbrueckii mielése rastas TdV-L-BC-barr2 virusas geba
palaikyti netgi du, TdV-Mbarrl ir TdV-M1, palydovinius virusus ir suteikti
Sioms mieléms biocidinj fenotipa (Ramirez et al., 2021).
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1.2.2. Virusy ciklas lasteléje

ScV-L-A ir L-BC virusy replikacijos ir transkripcijos ciklai vyksta viruso
kapsidés viduje, kur lokalizuota ir §iy virusy RdRp, veikianti ir kaip replikaze,
ir kaip transkriptazé. Koduojancios grandinés sintez¢ nuo dgRNR genomo
vyksta konservatyviu mechanizmu ir naujai susintetintas transkriptas
iSstumiamas j citoplazma, kur vyksta transliacijos procesas ir/arba transkripto
ikapsuliavimas | naujai susidariusius virionus. | naujas daleles jkapsuliuota
koduojanti grandiné konvertuojama j dgRNR ir taip uzbaigiamas L-A bei
L-BC virusy ciklas (1.2.2.1 pav. A) (Wickner et al., 2013). Kadangi M
palydovas nekoduoja kapsidés baltymy, savo ciklui panaudoja L-A viruso
kapsid¢. M palydovo atveju koduojanti grandiné replikuojama tol, kol
kapsidéje gaunamos dvi dgRNR molekulés ir tik tada naujai susintetintas
transkriptas yra i§stumiamas i§ kapsidés (1.2.2.1 pav. B) (Esteban ir Wickner,
1986 ir 1988). L-A viruso ir M palydovo replikacijos ir transkripcijos ciklai
vykdomi atskirose kapsidése (Bostian et al., 1980).

18



A Pagrindinis kapsides RdRp (sulietinis Gag-
.

baltymas Gag :/ Pol baltymas)
N ® ® "\ Transliacija (Gag ir
L] P .. Gag-Pol sintezé)
a | ° : |
. GagN-acetiinimas MAK3
) sk
pris o
AN g AAAAAAAT
g AAAAAN
Viriono PV Y V.V.V VN Transkripto
susirinkimas istumimas
L-A viruso replikacijos +
ciklas

(+) grandinés
sintezé

(-) grandinés h
sintezé -
Pilnas dgRNR
genomas

S~

B Pagrindinis kapsidés RdRp (sulietinis Gag-
. baltymas Gag : ~~ Polbaltymas)

N °
. .. SP, Kex1ir2 _
e ®e i
L-Avirionas
/_\ )l—sm

AAANAANT

Naujo transkripto
iSstumimas

— K

(-) grandinés
sinteze
M palydovo replikacijos

ciklas

Dvi genomo
kopijos

+f

Kapsideéje tik

Pav. 1.2.2.1. S. cerevisiae L-A ir M virusy replikacijos ciklai (modifikuota pagal Wickner
etal., 2013). (A) L-A viruso replikacijos ciklas prasideda nuo koduojancios grandinés sintezés,
kuri i§stumiama | citoplazma virusiniy baltymy transliacijai. Transliacija reguliuoja mieliy
superkileriniai genai (SKI, angl. superkiller genes). Susintetinti Gag ir Gag-Pol baltymai
savaime susirenka j kapsides, kuriose jkapsuliuojamas L-A viruso transkriptas. Kapsidés viduje
nuo koduojanéios grandinés susintetinama dgRNR molekulé ir ciklas kartojamas. (B) M
palydovo atveju transkriptas jkapsuliuojamas j atskira L-A viruso kapside ir viduje nuo
koduojanéios grandinés susintetinamos dvi dgRNR molekulés. M palydovo transkripte
koduojamas preprotoksinas, kuris signalinés peptidazés ir Kex1 bei Kex2 proteaziy veréiamas

brandziu sekretuojamu toksinu.

Eukariotin¢ informaciné RNR (iIRNR) 5’ gale turi vadinama 5° kepure

(M’G(5)ppp(5°)X), kuri yra biitina iRNR stabilumui uztikrinti. ScV-L-A ir
L-BC virusai Sios strukttiros neturi ir gali biti atpazjstami lastelés-Seimininkés
imuninés sistemos ir degraduojami. Nustatyta, kad Sie totivirusai turi kepurés
nuskélimo funkcijg (angl. deccaping), t. y. jie geba pasalinti 5’ kepure nuo
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lastelés-Seimininkés iRNR ir pernesti jg ant savo virusinio transkripto 5° galo
ir taip ji apsaugoti (1.2.2.2 pav.). L-A viruso atveju $ig reakcija katalizuoja
kapsidés iSoriniame griovelyje esanti His154 aminortgstis, o L-BC atveju —
His156 (Fujimura ir Esteban, 2011).

5 kepurés

neturinti iRNR
>m7Gp-H == m’Gp-H
iRNR Ea VEG

Pav.1.2.2.2. ScV-L-A ir L-BC virusy 5¢ kepurés nuskélimo nuo lastelés-Seimininkés iRNR
schema (modifikuota pagal Wickner et al., 2013). L-A ir L-BC virusai nuskelia iRNR 5°
kepurg ir suformuoja tarpinj produkta su m7Gp kepure per His154 arba His156 grupe, esancia
kapsidés iSoréje. Tada 5¢ kepuré perkeliama ant virusinio transkripto difosforilinto 5° galo (pp)
ir su 5” kepure suformuojamas 5°-5’ trifosfatinis rySys (m’Gppp).

I citoplazmg iSstimus susintetintg transkriptg ir prie jo prijungus 5’
kepure, atlickama virusiniy transkripty transliacija ir susintetinami Gag bei
sulietinis Gag-Pol baltymai (Fujimura ir Wickner, 1988; Icho ir Wickner,
1989; Dinman et al., 1991). ScV-L-A viriony susidarymui yra butinas Gag
baltymo N-acetilinimas, kurj atlieka lgstelés-Seimininkés baltymai Mak3,
Mak10 ir Mak31, kartu suformuojantys N-acetiltransferazés kompleksa
(Sommer ir Wickner, 1982; Tercero ir Wickner, 1992). Mak3 atpazjsta L-A
Gag baltymo keturias N galo aminortigstis ir atlieka metionino acetilinima
(Tercero etal., 1992 ir 1993; Tercero ir Wickner, 1992). Pademonstruota, kad
ScV-L-BC viruso atveju Gag baltymo N-acetilinimas néra vykdomas ir jis
néra reikalingas virionams susidaryti (Wesolowski ir Wickner, 1984).

1.2.3. L-Air L-BC viriony struktiira

Nors dgRNR virusai infekuoja jvairius organizmus (nuo bakterijy iki
zinduoliy), jie pasizymi panasiomis struktirinémis ir funkcinémis savybémis
(Luque et al., 2018). ScV-L-A viruso struktiira pirmg karta nustatyta 1997
metais krio-elektroninés mikroskopijos (krio-EM) metodu (16 A), o 2002
metais — naudojant rentgeno struktiiring kristalografijg (3,4 A) (Castén et al.,
1997; Naitow et al., 2002). ScV-L-BC viruso struktiira nustatyta tik 2022
metais, naudojant krio-EM (2,9 A) (Grybchuk et al., 2022).

ScV-L-A ir L-BC virusams biidingos ikosaedrinés simetrijos kapsidés,
sudarytos 1§ 2 rsiy subvienety A ir B — kapsidés baltymo Gag asimetriniy
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dimery (1.2.3.1 pav. a). A subvienetas sujungia kapsidés antro ir penkto
laipsnio rotacinés simetrijos asis, 0 B subvienetas iSsidéstes trecio laipsnio
rotacinés simetrijos asyse (1.2.3.1 pav. b ir c) (Naitow et al., 2002; Grybchuk
et al., 2022). Siy virusy kapsidé dar gali biiti jsivaizduojama sudaryta i§ 12
dekamery, kuriy kiekvienas sudarytas i§ 5 asimetriniy Gag baltymo dimery.
Tokia viriony struktiiros savybé yra bendra virusams, replikuojantiems savo
dgRNR genomg kapsidés viduje (Luque et al., 2018).

" 160me @220 A TS

Pav.1.2.3.1. ScV-L-BC ir ScV-L-A viriony struktiiry palyginimas (Grybchuk et al., 2022).
(a) Dalelés pavirsiui suteiktos spalvos, priklausan¢ios nuo subvieneto, formuojancio ikosaedro
asimetrinj vieneta: A subvienetas paZymétas mélynai, B — raudonai. Juodu konttiru pazymétas
asimetrinis kapsidés vienetas. Nurodyta skalé — 200 A. (b) ScV-L-BC ir (c) ScV-L-A daleliy
pavirSiams suteiktos vaivorykstinés spalvos, priklausan¢ios nuo atstumo iki dalelés centro.
Penkto, tredio ir antro laipsnio rotacinés simetrijos as$iy pozicijos nurodytos atitinkamai
penkiakampiu, trikampiu ir ovalu.

Nors L-A ir L-BC virusams budinga labai panasi struktura, jy kapsidése
randami ir skirtumai — L-BC virionai yra 38,5 nm skersmens, o L-A virusas
yra kiek mazesnio 37 nm dydzio. L-A virusas (1.2.3.1 pav. c) penkto laipsnio
rotacinés simetrijos aSyje turi didesnius i$sikiSimus (paZzyméti raudona
spalva), o antro laipsnio aSyse — mazesnius griovelius (pazyméti zZydra spalva).
Bendrai, L-BC virusui biidingas lygesnis kapsidés pavir§ius nei L-A virusui.
Abiejy kapsidziy storis yra 6 nm. Vidinis L-A kapsidés taris yra 17 000 nm?,
o L-BC — 18 000 nm? (Grybchuk et al., 2022).

Kadangi virusy genominé dgRNR yra stiprus jgimtos imuningés sistemos
aktyvatorius, virusai savo genoma apsaugo kapside, kurioje taip pat yra ir
RdRp, bitina viriono viduje vykstan¢iai genomo sintezei (Okamoto et al.,
2020). Per kapsidéje esancias poras | viriony vidy patenka nukleozidy
trifosfatai, reikalingi transkripcijos procesui, o i§ pory j citoplazma
atpalaiduojamas kapsidéje susintetintas transkriptas tolimesniam virusiniy
baltymy transliacijos procesui (Guglielmi et al., 2010). L-A ir L-BC virusai
taip pat turi poras kapsidése — L-BC virusas turi 12 A ir 9 A poras atitinkamai
penkto ir tre¢io laipsnio rotacinés simetrijos aSyse, o L-A turi 18 A poras
penkto laipsnio rotacinés simetrijos aSyse (1.2.3.2 pav. b—g). L-BC virusas
papildomai tarp kapsidés baltymy turi 4-7 nm plocio plysius (Grybchuk et al.,
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2022). Siy virusy kapsidése $alia penkto laipsnio rotacinés simetrijos aSyse
esanéiy pory randama RdRp, padedanti koordinuoti transkripto judéjimag i$
kapsidés (Luque et al., 2018).

L-BC L-A
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A6 b \4‘}
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Pav. 1.2.3.2. Tarpsubvienetinés saveikos ScV-L-BC ir ScV-L-A kapsidése (modifikuota
pagal Grybchuk et al., 2022). (a) L-BC kapsidés baltymy formuojamas ikosaedro asimetrinis
vienetas (pazyméta rySkesnémis mélyna ir raudona spalvomis) ir aplink saveikaujantys
subvienetai (blankesnés mélyna ir raudona spalvos). Subvienetai, priklausantys skirtingiems
ikosaedro vienetams, pazyméti skaiciais. (b—g) L-BC ir L-A virusy tarpbvienetiniy saveiky,
esanéiy skirtingose rotacinés simetrijos asyse, palyginimas. Nurodyta skalé — 50 A.

ScV-L-A ir L-BC vidiniai kapsidziy pavirSiai, kaip ir daugumos gryby
dgRNR virusy, jkrauti neigiamai. Manoma, kad tai padeda transkripcijos metu
vykstan¢iam RNR judéjimui kapsidés viduje ir susidariusiy transkripty
i$stimimui i§ kapsidés (Pan et al., 2009; Grybchuk et al., 2022). Jdomu tai,
kad tiriant natyvaus L-BC viruso struktiira nustatyta, kad tik apie 4 % viriony
savo vidinéje ertméje turéjo genoma, 9 % daleliy buvo ,,atviros* struktiiros, t.
y. joms tritko vieno i$ 12 kapsidés baltymy dekamery, ir net 87 % daleliy buvo
tuscios (Grybchuk et al., 2022). Sie rezultatai pademonstravo, kad Totiviridae
virusy kapsidés susirenka i$ kapsidés baltymy dekamery, bei patvirtino, kad
genomo neturin€ios virusings dalelés yra natiirali virusy ciklo dalis. Genomo
neturin¢ios dalelés ne tik randamos natiiralioje virusy aplinkoje, bet gali buti
ir susintetinamos jvairiose rai§kos sistemose.

1.3. [ virusus panasios dalelés

] virusus panaSios dalelés — tai nanostrukttros, sudarytos i§ savaime
susirenkanciy virusinés kilmés baltymy. Jos atkartoja natyvaus viruso
struktirg, bet yra neinfektyvios, kadangi neturi genetinés informacijos
(Nooraei et al., 2021). Vienas pirmyjy tyrimy, kuriy metu buvo identifikuotos
VLP, atliktas dar 1959 metais. Elektrony mikroskopijos metodu tirtos
poliomelito virusu infekuotos HeLa lastelés ir po 5,5 val. nuo infekcijos
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pradzios identifikuotos trijy tipy dalelés: pilnos, dalinai susiformavusios ir
tuscios (1.3.1 pav.). Sie rezultatai sutapo su pries tai atliktu tyrimu, kurio metu
po ultracentrifugavimo sacharozés gradiente taip pat buvo identifikuotos trijy
rusiy dalelés. Buvo manoma, kad pilnos dalelés yra infektyvus virusas, o
tuscios — neinfektyvios dalelés (Horne ir Nagington, 1959). Tobuléjant
technologijoms, atliekant vis daugiau tyrimy su virusais ir jgyjant daugiau
ziniy parodyta, kad virusiniai kapsidés, voko bei Serdies baltymai in vivo gali
formuoti ne tik virionus, bet ir VLP (Grgacic ir Anderson, 2006).

Pav. 1.3.1. Poliomelito viruso daleliy identifikavimas HeLa lIastelése (modifikuota pagal
Horne ir Nagington, 1959). Tiriamuosiuose méginiuose rasti poliomelito virionai, esantys
skirtinguose etapuose: pilnos (zydros spalvos rodyklé¢), dalinai susiformavusios (Zalios spalvos
rodyklé) ir tus¢ios dalelés, arba kitaip VLP (raudonos spalvos rodyklé). Nurodyta skalé — 1000
A.

Kadangi VLP sudarytos i§ baltyminiy subvienety, jos gali biti
sintetinamos rekombinantiniu btdu laboratorinémis salygomis (Zeltins,
2013). VLP gali biiti sudarytos tiek i$ vieno baltymo, tiek i$ keliy to paties ar
skirtingy virusy baltymy, kurie gali bati i§sidéste 1 ar daugiau sluoksniy, taip
prapleciant jy panaudojima. Dél modifikavimo galimybés ir tus¢ios vidinés
ertmés, j Kurig gali bti patalpinami jvairiis junginiai, VLP placiai taikomos
vakciny, biomolekuliy bei nanomedziagy pernasai (Tariq et al., 2022).

1.3.1. ] virusus panasiy daleliy tipai

Vykstant kapsidés baltymy susirinkimui, priklausomai nuo natyvaus viruso
kilmés gali buti formuojamos ikosaedro ar spiralinés simetrijos, lazdelés ar
sferos formos dalelés (Comas-Garcia et al., 2020). VLP pagal savo struktiirinj
sudétinguma klasifikuojamos j skirtingas grupes: baltymai gali buti iSsidéste
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vienu, dviem ar net trimis sluoksniais, o tuos sluoksnius gali formuoti vienas
ar daugiau skirtingy baltymy (1.3.1.1 pav.). I$ vieno baltymo formuojamos
VLP pasizymi paprasta struktara, 0 i§ keliy skirtingy baltymy sudarytos VLP
— sudétingesnémis ir unikalesnémis savybémis. Sios struktiiros papildomai
gali biti apgaubtos lipidiniu sluoksniu, todél VLP skirstomos j voka turincias
(1.3.1.1 pav. A) bei neturindias daleles (1.3.1.1 pav. B) (Nooraei et al., 2021).
Voka turinCios dalelés gali turéti ir matrikso baltymy, lokalizuoty is$
Seimininko kilusioje lipidinéje membranoje, kurioje taip pat yra jsiterpusiy
glikoproteiny (Ding et al., 2018).
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Pav. 1.3.1.1. VLP struktiiry klasifikacija (modifikuota pagal Nooraei et al., 2021). (A)
Voka turin¢iy VLP atveju vieno sluoksnio dalelés gali biti formuojamos i§ vieno baltymo (i)
arba dviejy baltymy (ii). Atliekant trijy ir daugiau baltymy sintez¢ taip pat gali biti
formuojamos vieno sluoksnio dalelés (iii). Dvisluoksnés dalelés gali biiti formuojamos i§ dviejy
(iv) arba trijy ir daugiau baltymy (v). (B) Voko neturin¢iy daleliy atveju vieno tipo baltymas
formuoja vieno sluoksnio daleles (i), 0 dviejy tipy baltymai gali formuoti tiek viensluoksnes
(i), tiek dvisluoksnes (iii) daleles. Atliekant trijy ir daugiau baltymy sintez¢, voko neturin¢ios
dalelés gali formuoti dvisluoksnes (iv) ar net trisluoksnes (v) daleles.
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Voko neturin¢ios VLP gali buti sudarytos i§ vieno ar keliy kapsidés
baltymy, iSsidéséiusiy vienu, dviem ar trimis sluoksniais (Nooraei et al.,
2021). Pats paprasCiausias voko neturin¢iy VLP pavyzdys yra zmogaus
papilomos viruso (HPV, angl. human papilloma virus) dalelés. Sios VLP
sudarytos i§ vieno kapsidés baltymo L1 ir gali buti sintetinamos tiek
prokariotinése (E. coli bakterijose), tiek eukariotinése (Schizosaccharomyces
pombe mielése) sistemose (Chen et al., 2001; Sasagawa et al., 1995).
Atliekant sudétingesniy, i§ keliy baltymy formuojamy VLP sintezg atsiranda
sistemose: mieliy, zinduoliy, augaly ir vabzdziy lastelése. Skirtingi kapsidés
baltymai gali biti sintetinami ir surenkami j daleles vienoje lasteléje. Tokiy
VLP pavyzdys — mélynojo liezuvio viruso (BTV, angl. blue-tongue) VLP.
Spodoptera frugiperda vabdziy lastelése atlikta dviejy BTV kapsidés baltymy
VP3ir VP7 sintezé ir sekmingas $iy baltymy susirinkimas j dvisluoksnes VLP
(1.3.1.2 pav. A) (French ir Roy, 1990). Pasitelkus vabzdziy bakulovirusing
sistemg sékmingai susintetintos net trisluoksnés rotaviruso VLP — susintetinti
trys VP2, VPG ir VP7 kapsidés baltymai, formuojantys vidinj, tarpinj ir iSorinj
kapsidés sluoksnius (1.3.1.2 pav. B) (Vieira et al., 2005).

ISORINE KAPSIDE ISORINE KAPSIDE

VP2 trimeras VPS5 trimeras

TARPINIS KAPSIDES  VIDINE KAPSIDE TARPINIS KAPSIDES  VIDINE KAPSIDE
SLUOKSNIS SLUOKSNIS

Pav. 1.3.1.2. Virusy, kuriy pagrindu sukurtos VLP, struktiry pavyzdziai (modifikuota
pagal Hulo et al., 2011). (A) BTV isorine kapside sudaro VP2 ir VP35 trimerai, tarpinj sluoksnj
— VP7, vidinj — VP3 baltymai. Taip pat kapsidéje yra RdRp (VP1) bei VP4 ir VP6 baltymai.
(B) Rotaviruso iSoring kapsidg sudaro VPS5, VP8 ir VP7 baltymai, tarpinj sluoksnj — VP8, vidinj
— VP2 baltymai. Taip pat aptinkama RdRp (VP1) ir salia jos esantis VP3 baltymas, su RdRp
sudarantis kompleksa. (C) SARS-CoV-2 virionai sudaryti i§ nukleokapsidés, membranos, voko
ir spyglio baltymy. Raudonai pazyméti baltymai, i§ kuriy sékmingai susintetintos VLP.

Voka turin¢ios VLP skirstomos i vieno sluoksnio ir dvisluoksnes
struktiras, apgaubtas lipidinio voko. Lipiding membrana dalelés gauna
savaiminio susirinkimo ir atsipumpuravimo nuo Igstelés metu (Motsa ir
Stahelin, 2021). | lipiding membrang gali biti jterptas vienas ar daugiau
glikoproteiny, veikian¢iy kaip pagrindiniai antigenai, atpazjstami lgstelés-
Seimininkés imuninés sistemos. Kadangi voko sudétis priklauso nuo VLP
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kilmés, norint uZtikrinti reikiamy lgstelés-Seimininkés komponenty jterpimg j
sintetinamy VLP struktiira, reikia pasirinkti tinkama raiskos sistema (Dai et
al., 2018). Voka turinéiy daleliy pavyzdys — zmogaus embriono inksty (angl.,
human embryonic kidney) 293 lastelése (HEK-293T) ir Vero E6 Zinduoliy
lastelése susintetintos voka turin¢ios SARS-CoV-2 voka VLP. Sios dalelés
gautos atlikus 4 skirtingus baltymus, spyglio (S), voko (E), membranos (M) ir
nukleokapsidés (N), koduojanciy plazmidziy ko-transfekcija i 1asteles (1.3.1.2
pav. C) (Xu et al., 2020).

1.3.2. Sintezés sistemos

Pirmas etapas VLP gamyboje yra virusiniy struktiiriniy geny klonavimas j
raiSkos vektorius, todél sintezés sistemos pasirinkimas turi biti atliktas dar
pries§ pirmajj etapa. VLP sintezei naudojamos bakterijy, mieliy, vabzdziy bei
zinduoliy lastelés, turinCios savus privalumus ir trikumus (1.3.2 lentelé)
(Jeong ir Seong, 2017). Po-transliacinés modifikacijos (PTM), tokios kaip
glikozilinimas ar fosforilinimas, daro jtakg ketvirtinei kapsidés baltymy
struktirai, todél ji gali kisti priklausomai nuo raiskos sistemos, 0 tai gali daryti
jtaka sintetinamy daleliy imunogeni§kumui (Donaldson et al., 2015).

Lentelé 1.3.2. VLP sintezés sistemy palyginimas (sukurta pagal Dai et al., 2018).

Vabzdziy  Zinduoliy
lastelés Iastelés
Su arba Su arba Su arba Su arba
be voko  be voko be voko  be voko

Bakterijos = Mielés Augalai

VLP tipas Be voko

Sekrecija - + +t + +
Greitis +++ +H+ ++ +H+ T+
Kaina + + ++ HH +t

Apimtis +++ o+ ++ +t +

VLP igeiga +++ ++ ++ + +
VLP sudétin- + ++ 4+ ++ ++
gumas

Bakterijos yra viena dazniausiai naudojamy rekombinantiniy baltymy,
jskaitant ir VLP, sintezés sistemy — net apie 28 % VLP susintetintos
bakterijose (Zeltins et al., 2013). Bakterijos jprastai naudojamos paprasty
voko neturinéiy VLP, sudaryty i§ vieno ar dviejy virusiniy struktiriniy
baltymy, sintezei (Fuenmayor et al., 2017). Dazniausiai naudojamos E. coli
bakterijos, pasizymincios greitu augimu ir maza kaina, didelémis sintetinamy
baltymy iseigomis ir galimybe didinti auginimo apimtis (Dai et al., 2018;
Rosano ir Ceccarelli, 2014). Sios savybés ypatingai svarbios kuriant VLP
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paremtas vakcinas, kadangi didelé vakciny gamybos kaina daznai apriboja jy
panaudojimg (Huang et al., 2017). D¢l PTM ir disulfidiniy tilteliy formavimo
trakumo bei baltymy tirpumo problemy, §i sistema néra tinkama voka turinciy
VLP sintezei (Naskalska ir Pyré, 2015). Nepaisant Sios sistemos tritkumy,
E. coli susintetintos ir sudétingesnés VLP, kuriy formavimuisi reikia daugiau
nei vieno tipo struktiriniy baltymy. 2003 metais atliktame tyrime E. coli
lastelése susintetintos infekcinés bursalinés ligos viruso (IBDV, angl. angl.
infectious bursal disease virus) VLP. IBDV viruso genomui budingi du
segmentai, kuriy pirmasis turi du tarpusavyje persidengiancius ORF —
pagrindinis ORF koduoja polipeptida VP2-VP4-VP3. VP4 yra serino
proteaze, atliekanti Sio polipeptido auto-proteolize, kurios metu gaunamas
iSorinis struktiirinis baltymas VP2 bei vidinis strukttrinis baltymas VP3,
formuojantys daleles. Tyrimo metu sukonstruota plazmidé tokio polipeptido
sintezei E. coli bakterijose ir sékmingai gauta visu trijy baltymy raiSka bei
suformuotos imunologiskai aktyvios VLP (Rogel et al.,, 2003). Nors
dazniausiai VLP sintezei naudojamos E. coli bakterijos, taikomos ir kitos
bakterijos, pavyzdziui, Lactococcus lactis bei Pseudomonas fluorescens
(Phelps et al., 2007; Cortes-Perez et al., 2009).

Dar vienas daznai VLP gamybai naudojamas organizmas yra mielés. Jos
pasiZzymi greitu augimu, didelémis sintetinamy baltymy iSeigomis, galimybe
didinti auginimo apimtis ir nedidele gamybos kaina (Donaldson et al., 2015;
Dai et al., 2018). Mielés geba atlikti glikozilinima, fosforilinima bei
acetilinimg, kurie gali bati svarbGs tam tikry virusinés kilmés baltymy
susirinkimui j VLP (Freivalds et al.,, 2015). Dazniausiai VLP sintezei
naudojamos gerai istirtos S. cerevisiae mielés, taciau norint gauti didesnes
baltymy iSeigas tinkamesnés gali bati Pichia pastoris mielés. Visgi reikéty
atsizvelgti | tai, kad daZniausiai baltymy sintezei P. pastoris mielése
naudojami vektoriai su metanoliu indukuojamais promotoriais. Hansenula
polymorpha mieléms taip pat budingas gan aukstas sintezés lygis, taciau §i
sistema néra taip placiai iStirta ir naudojama rec¢iau (Porro et al., 2005).
Dazniausiai mielés naudojamos voko neturin¢iy VLP sintezei, ta¢iau paruosus
mieliy sferoplastus galima net ir sudétingesniy voka turinciy daleliy sintezé.
Tokia strategija pritaiké Sakuragi ir jo kolegos, kurie pademonstravo zmogaus
imunodeficito viruso-1 (HIV) kapsidés baltymo formuojamy daleliy
atsipumpuravima i§ S. cerevisiae sferoplasty (Sakuragi et al., 2002). Mielés
panaudotos net 7 i$ 12 licencijuoty vakciny VLP sintezei. Engerix-B® (HBV),
Recombivax HB (HBV), Gardasil® ir Gardasil-9® (HPV) vakcinoms
naudojamos dalelés gautos S. cerevisiae mielése, 0 Heplisav-B, Fendrix® ir
Hepavax-Gene® (HBV) — H. polymorpha mielése (Qian et al., 2020). Dirbant
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su mieliy sistemomis gali bati susiduriama su problemomis, tokiomis kaip
baltymy hipermanozilinimas, plazmidziy praradimas ir kiek mazesné
sintetinamy baltymy iSeiga, palyginti su bakterijomis (Dai et al., 2018). Atlikti
tyrimai rodo, kad esant dideléms baltymy iSeigoms mieliy kultiirose
aktyvuojamas streso atsakas, galintis sukelti 1éta ar neteisingg baltymy
susilankstyma (Kim ir Kim, 2017).

Kaip ir E. coli, vabzdziy lastelése susintetinta net apie 28 % VLP. Si
sistema naudojama tiek voko neturinciy, tiek turinéiy daleliy sintezei (Dai et
al., 2018; Zeltins et al., 2013). Geny integravimui j bakuloviruso genoma
naudojamos dvi strategijos: komerciskai pricinama Bac-to-Bac sistema,
pagrista tikslinio geno Tn7 transpozicija i§ pernaSos vektoriaus |
bakulovirusinj genoma, ir BagMagic™ arba flashBAC™ sistemos, pagrjstos
homologine rekombinacija (Jarvis et al., 2009). VLP sintezei dazniausiai
naudojamos vabzdziy lgsteliy linijos Spodoptera frugiperda Sf9 bei Sf21 ir
Trichoplusia ni Tn5 (Dai et al., 2018; Fernandes et al., 2013). Siai sistemai
budingos didelés sintetinamy baltymy iSeigos, palyginamos su bakterijy ir
mieliy sistemomis, PTM atlikimas ir gebéjimas sintetinti sudétingas
daugiasluoksnes VLP (Donaldson et al., 2015). S. frugiperda vabzdziy
lastelése sékmingai susintetintos jvairios daugiasluoksnés voka turincios
VLP: SARS-CoV viruso, Ebola viruso, hepatito C, Herpes simplex viruso,
gripo A viruso, enteroviruso 71, HIV-1, Cikungunijos viruso, Zika viruso ir
begalés kitokiy virusy kilmés daleliy (Zeltins et al., 2013; Liu et al., 2013).
Bakulovirusinés sistemos greitis ir geb¢jimas sintetinti sudétingas VLP
pavercia $ig sistemg ypatingai tinkamg Kurti vakcinas prie§ virusus, greitai
kei¢ianéius savo pavirSinius antigenus, pavyzdziui, vykstant gripo ar Kity
virusy epidemijai (Fuenmayor et al., 2017). Nors vabzdziy Iastelése
atliekamos PTM, jose gaminami glikoproteinai turi kitokius N-glikanus nei
zinduoliy lastelése. Pradinése stadijose N-glikany gavimas vabzdziy ir
zinduoliy lastelése vyksta panasiu keliu, taCiau dél sialiltransferazes,
N-acetilgalaktoziltransferazés ir N-galaktoziltransferazés trikumo vabzdziy
lastelése, N-glikanai modifikuojami tik iki paucimanozés. Si problema
iSspresta sukuriant sistemg SweetBac, | bakuloviruso genoma integruojant
genus, koduojancius N-acetilgliukozaminiltransferaze I ir
B-1,4-galaktoziltransferazg. Tokiu biidu gauta sistema, gebanti gaminti
zinduoliams budingus glikoproteinus (Liu et al., 2013; Palmberger et al.,
2012). Didziausias S$ios sistemos trilkumas yra méginiy tar$a
bakulovirusinémis dalelémis. Dél papildomy gryninimo etapy poreikio
padidéja VLP gamybos kaina bei laikas (Cervera et al., 2019). Norint i§vengti
uzterSimo bakulovirusais naudojamos ir kitos vabzdziy linijos, tokios kaip S2
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lastelés, kilusios i§ Drosophila melanogaster, rekombinantiniy baltymy
sintez¢ atliekant stabilios transformacijos budu (Zitzmann et al., 2017).
Stabiliai transfekuotose Drosophila S2 lastelése sékmingai susintetintos
HIV-1 VLP, sudarytos i$ kapsidés baltymo Gag p55 ir glikoproteino gp120.
Tiriant gautas daleles nustatyta, kad jos savo pavirSiuje turi apie 17 spyglio
formos strukttiry, budingy laukinio tipo HIV-1 virionams (1.3.2.1 pav.) (Yang
etal., 2012).

Pav. 1.3.2.1. Drosophila melanogaster S2 Igstelése gauty HIV-1 VLP elektrony

mikrografijos (Yang et al., 2012). Rodyklémis nurodytos i gp120 glikoproteino susidariusios
spyglio formos struktiiros. Nurodyta bendra skalé — 100 nm.

Zinduoliy Igsteliy raiskos sistema taikoma paprasty bei sudétingy, voka
turin¢iy ir neturin¢iy VLP sintezei (Fuenmayor et al., 2017; Dai et al., 2018).
Si sistema laikoma paia efektyviausia rekombinantiniy baltymy gamybai,
kadangi zinduoliy lastelés atlieka net ir sudétingas PTM (Naskalska ir Pyr¢,
2015). VLP sintezei naudojamos tokios lasteliy linijos kaip Kininio ziurkéno
kiausidziy (CHO, angl. Chinese hamster ovary), Ziurkéno jauniklio lasteliy 21
linija, HEK-293T lasteliy linija, CAP-T linija, kilusi i§ Zzmogaus amniocity,
bei Vero 9. Kadangi CHO lasteliy linija kilusi ne i§ zmogaus lasteliy, ji
pasizymi mazesne tar§os zmogaus virusais rizika (Fuenmayor et al., 2017).
VLP gamyba zinduoliy lgstelése gali biiti gaunama tiek trumpalaikes, tiek
stabilios transfekcijos budais. Transfekcijai gali buti naudojami virusiniai
vektoriai arba nevirusiniai metodai, skirstomi j cheminius (kalcio fosfatas,
katijoniniai lipidai, polimerai) bei fizikinius (elektroporacija, ultragarsas,
magnetofekcija) (Kim et al., 2010; Khan, 2013). Zinduoliy lastelés daznai
taikomos zmoniy virusy kilmés, pavyzdziui, visiems gerai Zinomo pasauling
pandemija sukélusio SARS-CoV-2 viruso, daleliy gamybai. SARS-CoV-2
VLP gautos atlikus HEK-293T bei Vero E6 lgsteliy ko-transfekcijg keturiomis
plazmidémis, turin¢iomis spyglio, voko, membranos ir nukleokapsidés
baltymus koduojan¢ius genus. Nustatyta, kad nors HEK-293T Igstelése
baltymy sekrecija buvo geresné, Vero E6 lgstelése gautos stabilesnés dalelés,
turinCios vientisesng morfologija ir ilgesnes spyglio tipo struktaras. Vero E6
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lastelése gauty daleliy transmisinés elektrony mikroskopijos (TEM)
mikrografijose matoma SARS-CoV-2 virusui budinga korona-tipo struktira —
spygliy trimery susidarymas ant voko. Si tyréjy grupé pirmi sékmingai
susintetino SARS-CoV-2 VLP zinduoliy lastelése — biitent tokie tyrimai
prisideda prie platesnio suvokimo apie virusus ir gali padéti sukurti naujus
gydymo biidus (Xu et al., 2020). Nors zinduoliy lgstelés pladiai taikomos
jvairiy VLP sintezei, taciau mazos daleliy iSeigos, didelé gamybos kaina, ilgas
laikas bei tarSos zmogaus virusais rizika yra laikomi didZiausiais $ios sistemos
trikumais, apribojanciais jy klinikinj panaudojima (Dai et al., 2018).

1983 metais, atradus Agrobacterium genties bakterijy gebéjima
efektyviai pernesti plazmiding DNR | augaly lasteles, buvo pradéta
transgeniniy augaly kiirimo era (Grunewald et al., 2013). Pasitelkus $ig
technologija, 1992 metais augaluose susintetintas pirmasis vakcinos
kandidatas — hepatito B viruso pavirSinis antigenas, gebantis formuoti VLP
(Mason et al., 1992). Pirminiai bandymai augaluose susintetinti VLP buvo
susije su idéja sukurti valgomas vakcinas, taCiau vakcinoms butina tiksli
sudétis ir kontroliuojama doz¢, todél injekciné vakciny forma yra tinkamesné
(Rybicki, 2010). Augaly lasteliy sistemai budinga pakankamai maza baltymy
gamybos kaina, eukariotine PTM sistema, teisingu baltymy sulankstymu ir yra
naudojama jvairiy VLP gamybai (Chen ir Lai, 2013). Dazniausiai naudojamas
transgeninis tabakas, bulvés, kopustai, pomidorai, taip pat Nicotiana
benthamiana augalas (Scotti ir Rybicki, 2013). Si sistema pasizymi galimybe
didinti gamybos apimtis, kadangi augalams reikia tik vandens, CO,
neorganiniy maisto medziagy ir Sviesos augimui (Marsian ir Lomonossoff,
2016). Nors augaly lgstelés naudojamos net ir sudétingesniy bei voka turinéiy
VLP sintezei, Sios sistemos pritaikymas daugiausiai apribotas mazy VLP
iseigy. Sis trikumas gali biti i§vengiamas sukuriant stabilias transgeniniy
augaly linijas, tac¢iau palyginti su kitomis sistemomis, tai uzima daug daugiau
laiko (Santi et al., 2006; Chen ir Lai, 2013). Atlieckant stabilig transformacija,
tikslinis genas integruojasi atsitiktinai ir nuo to priklauso, kaip efektyviai vyks
baltymo sintezé (Burnett ir Burnett, 2020). N. benthamiana augale sékmingai
pagamintos hepatito B pavirsinio antigeno (HBsAg) VLP — tam panaudotas
magnICON augaly virusinis vektorius, kuriuo elektroporacijos budu
transformuotos agrobakterijos ir jomis infiltruotas dviejy ménesiy augalas. Po
10 dieny nuo infekcijos gauta nemaza HBsAg iSeiga — 300 ug/g $vieziy lapy
masés. Jau 11 dieng iSeiga pradéjo mazéti, o po 14 dieny buvo stebima pilna
lapy nekrozé — tai atskleidzia vieng i§ sistemos trikumy, kai netgi naudojant
jvairias antibiotiky kombinacijas nepavyksta apriboti agrobakterijy
dauginimosi ir augalas ztista (Huang et al., 2008).
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Atliekant VLP gamybg in vivo sunku kontroliuoti aplinkos sglygas,
dalelés gali biiti toksiSkos ir sutrikdyti normaly Igsteliy augima. Tokiu atveju
gali praversti nelastelinés sintezés sistemos, pasizymincios universalumu ir
lengvu apimties didinimu (Rodriguez-Limas et al., 2013). Si sistema taip pat
vadinama lgsteliy lizatais — joje néra lasteliy membrany ir genominés DNR,
taCiau yra visi substratai ir biomolekulés, reikalingos rekombinantiniy
baltymy sintezei (Khambhati et al., 2019). Nelastelinés sistemos leidzia
sukurti optimalias sglygas daleliy sintezei, tokias kaip joniné jéga, pH ir/arba
redokso potencialas (Bundy et al., 2008). Kontroliuojant redokso potencialg
nelgstelinéje sistemoje, kilusioje i8 E. coli, gautos HBV VLP su net 95 %
susiformavusiy disulfidiniy rySiy (Bundy ir Swartz, 2011). I§ S. cerevisiae
kilusi nelgsteliné sistema pritaikyta HPV L1 VVLP sintezei, P. pastoris mieliy
—HBV VLP, E. coli — zmogaus noroviruso VLP, kvie¢iy gemalo ekstrakto —
hepatito B ir C, zmogaus ir bezdzioniy imunodeficito virusy VLP, tabako
lasteliy lizatas (BY-2) — HBV VLP sintezei (Spice et al., 2020; Armero-
Gimenez et al., 2023). Nors naudojant nelastelines sistemas gaunamos didelés
VLP iSeigos ir i§vengiama méginiy tarSa lasteliniais komponentais, Siai
sistemai budinga didelé baltymy gamybos kaina ir ribotas pritaikomumas
sudétingesnéms VLP gauti. Nepaisant $ios sistemos trikumy, ji sékmingai
pritaikyta dviejy VLP vakciny Inflexal (gripo vakcina) ir Epaxal (hepatito A
vakcinai) gamybai (Nooraei et al., 2021; Gupta et al., 2023). Atlikti tyrimai
rodo, kad tinkamos sintezés sistemos pasirinkimas yra svarbus etapas VLP
kirime, todél atliekant virusinés kilmés daleliy gamybg svarbu jvertinti visas
pasirinktos sistemos galimybes ir apribojimus.

1.3.3. Gryninimo ir charakterizavimo metodai

Tolimesniam daleliy pritaikymui bitinas lastelés Seimininkés komponenty ir
auginimo terpés priemaisy pasalinimas, atlickamas daleliy gryninimo metu.
Gryninimo metodai turi buti efektyvis, taupts, pasizymintys galimybe didinti
gryninimo apimtis ir pageidautina pritaikomi jvairiy VLP gryninimui (Vicente
et al., 2011). Lasteliy suardymas yra svarbus gryninimo etapas, taciau Sis
zingsnis ne visada bitinas, kadangi dauguma zinduoliy ir vabzdziy lasteliy
uztikrina VLP sekrecija j terpe. Bakterijy, mieliy ir augaly lgsteliy suardymui
reikalingas stiprus mechaninis poveikis, atliekamas ultragarsu, veikiant
fermentais, abrazyviomis medziagomis (aliuminio oksidu ar stiklo
rutuliukais), naudojant Saldymo/Sildymo ciklus ar auk$to slégio
homogenizatorius (angl. French press). Siekiant nustatyti optimaly biida bei
iSlaikyti daleliy integralumg, VLP gryninimui taikomi skirtingi ardymo
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metodai bei tirpalai (Zeltins, 2013). Po lgsteliy suardymo ir netirpiy
komponenty pasalinimo, daleliy gryninimui naudojami metodai, originaliai
pritaikyti natyviems virusams — dalelés gryninamos priklausomai nuo savo
dydzio ir tankio, pavyzdziui, naudojant ultracentrifugavimg per sacharozés
ar/ir CsCl gradientus (Vicente et al., 2011). Kadangi ultracentrifugavimo
metodai néra pritaikomi dideliems kiekiams ir reikalauja daug darbo, o CsCl
yra toksiskas ir gali sukelti daleliy deformacijg, VLP gryninimui vis placiau
taikomi chromatografiniai metodai (Burova ir loffe, 2005). I§ pradziy lizatas
nuskaidrinamas taikant 1éta centrifugavima ar tangentinio srauto filtravima, o
tada atliekamas gryninimas naudojant jony mainy, giminingumo ar dydziy
i$skyrimo chromatografija (Morenweiser, 2005).

ISgryninus daleles, atlickamas jy charakterizavimas. Struktiiriné ir
funkciné VLP jvairové nustatoma taikant jvairius biocheminius, biofizikinius
bei biologinius metodus (1.3.3.1 pav.) (Lua et al., 2014). Charakterizuojant
VLP nustatoma aminoriigs¢iy sudétis, molekulinis svoris bei grynumas.
Masiy spektrometrija (MS) yra nepakeiCiamas jrankis analizuojant baltymy
sekas, suteikiantis informacijos apie tiriamojo baltymo molekuling masg bei
aminoriigd¢iy sudétj. Sis metodas naudingas proteolitiniuose bei PTM
tyrimuose. Tiriant VLP, sukurtas i§ bulviy viruso Y kapsidés baltymo su
N gale jterptu HBV viruso epitopu (preS1), nustatyta, kad sintetinamas keliais
kilodaltonais (nuo 29,9 kDa iki 26,4 kDa) sutrumpéjes kapsidés baltymas.
Nepaisant proteolitiniy procesy, dalelés sukélé stipry imuninj atsaka pelése
(Kalnciema et al., 2012). Naudojant MS bei denatiiruojan¢ios natrio
dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezés (SDS-PAGE) metodus,
pirma kartg nustatyta, kad P. pastoris mielése atlickamas hepatito B Serdies
baltymo fosforilinimas (Freivalds et al., 2011). Baltymo grynumo analizé
dazniausiai atlickama naudojant SDS-PAGE bei atvirks¢iy faziy didelio
efektyvumo skys¢iy chromatografija (RP-HPLC, angl. reversed-phase high
performance liquid chromatography). RP-HPLC pritaikyta stebéti HPV-16
VLP, konkreCiau daleles formuojanc¢io L1 baltymo kiekj lizate bei
iSgrynintame preparate. Autoriai teigia sukiir¢ greita (apie 20 min. trunkantj)
ir patikimg metoda (Peruri et al., 2024). SDS-PAGE metodas kartu su
imunobloto analize naudingi tiriant VLP, sudarytas i keliy kapsidés baltymuy.
Bright ir jo kolegos tyré gripo viruso H3N2 VLP, sudarytas i§ hemagliutinino
(HA), neuraminidazés (NA) ir matrikso (M1) baltymy. Po gryninimo
sacharozés tankio gradiente gautos frakcijos tirtos imunobloto metodu,
naudojant specifinius antikiinus, ir patvirtinta visy trijy baltymy sintezé bei
HA ir NA glikozilinimas (Bright et al., 2007). Natyvi agarozinio gelio
elektroforezé naudojama analizuoti nukleorigs¢iy jkapsuliavimui j VLP —
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tiriant méginius paveiktus ir nepaveiktus DNaze I, patvirtintas j infekcinés
poodinés ir hematopoetinés nekrozés virusg (angl. infectious hypodermal and
hematopoietic necrosis virus) panasiy daleliy jkapsuliavimas artimo genomui
dydzio (3,9 kb) dgDNR (Weerachatyanukul et al., 2022).
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Pav. 1.3.3.1. VLP biocheminiy, biofizikiniy bei biologiniy savybiu nustatymui naudojami
metodai (modifikuota pagal Lua et al., 2013).

Informacija apie VLP morfologija ir kitas savybes gali biiti gaunama
atliekant analitinj ultracentrifugavima (AUC) bei ultracentrifugavima tankio
gradiente. AUC suteikia informacijos apie molekulinj svorj, konformacija ir
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heterogeniS$kuma, 0 ultracentrifugavimas tankio gradiente suteikia informacija
apie daleliy tankj. VLP formavimuisi patvirtinti sie metodai kombinuojami
kartu su TEM (Lua et al., 2013). Nors TEM yra pakankamai paprastas ir
greitas metodas, taciau méginio paruo$imo metu dél naudojamy reagenty gali
buti sukelta daleliy deformacija ir suteikiama klaidinga informacija apie
daleliy dydj (Nooraei et al, 2021). Kaip alternatyva gali biti naudojama
krio-EM ir atominés jégos mikroskopija (AFM, angl. atomic force
microscopy). Ruosiant méginius krio-EM ir AFM analizei, atliekamas staigus
uzsaldymas, todél sumazéja daleliy deformacijos tikimybé (Lua et al., 2013).
Sie metodai taikyti charakterizuojant HPV (Zhao et al., 2014; Patel et al.,
2009), SARS-CoV-2 (Sullivan et al., 2022; Gourdelier et al., 2022) ir HBV
VLP (Oropesa et al., 2013; Spice et al., 2020).

Biofizikiniy VLP savybiy charakterizavimui naudojami tokie metodai
kaip dinaminé $viesos sklaida (DLS, angl. dynamic ligth scattering), disky
centrifugavimo analizé, elektropurSkiamoji diferencialinio mobilumo analizé
(ES-DMA, angl. electrospray differential mobility analysis) bei asimetrinio
srauto lauko-srauto frakcionavimas kombinuotas su daugiakampe $viesos
sklaida (AF4-MALS, angl. asymmetric flow field-flow fractionation coupled
with multiple-angle light scattering). DLS yra paprastas ir greitas metodas,
kurio metu gaunami duomenys apie vidutinj daleliy dydj tirpale. Taip pat,
kadangi $is metodas itin jautrus dideliy, gerai $viesg iSsklaidanciy daleliy
nustatymui, jis tinkamas stebéti agregaty susidarymg (Lua et al., 2014).
Kombinuojant TEM su ES-DMA bei AF4 tirtos 4 tipy peliy poliomaviruso
VLP: a) tuscios, b) su viduje supakuotais peptidais (glutationo-S-transferaze,
S ir His Zymémis), c¢) su viduje supakuota genomine DNR ir d) su iSoréje
pateiktais gripo viruso HA fragmentais bei viduje supakuota genomine DNR.
TEM analizé pademonstravo, kad tuscios dalelés yra ne sferiskos, o labiau
primena elipsoidus. Galimai tokia forma daleléms biidinga dél deformacijos,
ivykusios dél viruso genetinés medziagos trukumo arba méginio paruoSimo
proceso (1.3.3.2 pav. a). Dalelés su viduje supakuotais peptidais buvo keliais
nm didesnés (1.3.3.2 pav. b). VLP su viduje supakuota genomine DNR buvo
keliais nm mazesnés, galimai dél vykstan¢ios elektrostatinés sgveikos tarp
kapsidés baltymo N galo ir DNR (1.3.3.2 pav. ¢). Kaip ir buvo tikimasi, gripo
viruso HA fragmentais dekoruoty VLP dydis buvo kiek didesnis, kadangi HA
fragmentai turéty issikisti i§ iSorinio VLP pavirSiaus (1.3.3.2 pav. d). Nors
TEM suteikia informacijos apie daleliy morfologija ir leidzia jas vizualizuoti,
taciau Sis metodas yra brangus ir norint jvertinti daleliy dydzio pasiskirstyma
méginyje reikty skirti daug laiko. Tokiu atveju ES-DMA ir AF4-MALS
metodai yra tinkamesni — per 1 valandg jvertintas net 10° daleliy kiekis. Siais
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metodais nustatytas daleliy dydis ir jy pokytis sutapo su TEM gautais
rezultatais ir leido atlikti greitg daleliy dydzio pasiskirstymo analiz¢ (Pease et
al., 2009).

200 nm

200

Pav. 1.3.3.2. Skirtingy peliy poliomaviruso VLP varianty TEM analizé (modifikuota
pagal Pease et al., 2009). (a) TusCios dalelés, b) dalelés su viduje supakuotais svetimais
peptidais, ¢) dalelés su viduje supakuota genomine DNR ir d) dalelés su iSoréje pateiktais gripo
viruso HA fragmentais ir viduje supakuota genomine DNR. Nurodyta skalé — 200 nm.

Biologinis VLP charakterizavimas dazniausiai atlickamas tiriant VLP
prisijungimag prie zinomy antikiiny. VLP tyrimuose daznai naudojami tokie
metodai kaip su imunofermentinés analizés metodas (ELISA, angl. enzyme-
linked immunosorbent assay), taskinio imunobloto (angl. dot blot), imuninio
nusodinimo, imuninés difuzijos metodai bei pavir§iaus plazmony rezonansas
(Lua et al., 2013). ELISA metodas pritaikytas tiriant SARS-CoV2 ir HPV-16
VLP, panaudojant $ias daleles kaip antigenus, siekiant sukurti in vitro
diagnostinius prietaisus antiking nustatymui zmoniy serumy méginiuose
(Hirschberg et al., 2022; Kirnbauer et al., 1994). Zmogaus poliomaviruso BK
VLP antigeniSkumui jvertinti pritaikytas taskinio imunobloto metodas:
nustatyta, kad natyvios VLP saveikauja su zmogaus ir triusio antikiinais, 0
SDS denatuiruotos dalelés su saveikauja prastai — galimai skiriasi natyviy ir
denatiiruoty VLP antigeniniai epitopai (Li et al., 2003). 2021 metais sukurtas
pavirSiaus plazmony rezonanso biosensorius, paremtas hepatito A kapsidés
baltymu VPI, leidziantis aptikti antik@inus prie§ hepatita A (Santos et al.,
2021). Minéti charakterizavimo metodai padeda nustatyti VLP savybes,
stabiluma ir jvertinti tolimesnj jy pritaikyma.
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1.3.4. Daleliy funkcionalizavimas

Natiiralus virusy krovinys yra jy genomas, t. y. nukleortigstys, taciau VLP yra
lankstus ir universalus jrankis, leidziantis jkapsuliuoti ir pernesti jvairias
molekules. Ikapsuliuojamos molekulés gali buti tiek biologinés kilmés
(nukleortigstys ar baltymai), tiek sintetinés kilmés (chemoterapiniai vaistai).
Molekuliy patalpinimui j VLP vidy arba jy pateikimui daleliy iSoréje taikomi
skirtingi metodai, tokie kaip savaiminis kapsidziy susirinkimas, pasyvi
difuzija, geny inzinerija bei biokonjugacija (1.3.4.1 pav.) (Chung et al., 2020).

a) Savaiminis susirinkimas (| b) Pasyvi difuzija

Kapsidés |kapsuliuojama |kapsuliuojama
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"‘ o ) | | SE S
h Salygy keitimas Salygy keitimas
(pH, joniné jega)

(pH, jonineé jega)

() Geny inzZinerija () Biokonjugacija

Struktariniai baltymai g
Plazmidé - ;4
Plazmide -
¥V NH;
Struktariniai baltymai

+ ikapsull_uojama SH
medziaga

. AN J

Pav. 1.3.4.1. Metodai, naudojami molekuliy patalpinimui j VLP vidy arba juy pateikimui
ant iSorinio pavirSiaus (modifikuota pagal Chung et al., 2020). (a) Savaiminis kapsidés
formavimasis i§ kapsidés baltymy, atlickamas kei¢iant buferinio tirpalo salygas; (b) pasyvi
difuzija per kapsidéje esancias poras, taip pat atlickama keiciant buferinio tirpalo sglygas; (c)
baltyminio krovinio konjugavimas su struktiiriniais virusiniais baltymais geny inzinerijos biidu
ir (d) biokonjugacija, atlieckama per daleliy pavirSiuje esancias aktyvias aminorugséiy grupes.

Virusai savo geneting medziaga supakuoja vykstant savaiminiam viriony
formavimuisi i§ kapsidés baltymy. Panaudojus $ig savybe j VLP galima
supakuoti jvairias molekules. PradZioje, kei¢iant buferinio tirpalo salygas (pH,
jonine jéga) atliekamas kapsidés struktiiros suardymas, o tada — atgalinis
kapsidés formavimas su jkapsuliuojama medziaga. Kininés pupuolés
chlorotinés demétligés viruso (CCMV, angl. cowpea chlorotic mottle virus)
kapsidés praranda integralumg ir atpalaiduoja savo RNR genomg esant
fiziologiniam pH (>7) ir aukstai joninei jégai (1 M). Pakeitus buferinio tirpalo
pH i 3-6 ir sumazinus joning jéga (0,1 M), sukeliamas atgalinis kapsidés
formavimasis (1.3.4.1 pav. a) (Lavelle et al., 2007). Naudojant §j metoda
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atliktas CpG sintetiniy oligodeoksinukleotidy jkapsuliavimas j CCMV VLP,
kuris pagerino oligodeoksinukleotidy efektyvuma, sulétino naviko augimg ir
prailgino peliy i§gyvenamuma (Cai et al., 2020). VLP disociacija taip pat gali
biti atlickama pridéjus redukuojanciy ar denatiruojanciy medziagy.
Bakteriofago Qp ir PP7 VLP suardomos buferiniame tirpale, sudarytame i§ 20
mM Tris-HCI, 6 M karbamido, 50 mM NaCl ir 10 mM DTT, o atgalinis
kapsidés formavimasis inicijuojamas dializés btidu, pakeiciant buferinj tirpalg
1 20 mM Tris-HCI (pH 7,5) su 50 mM NaCl. Tokiu badu j QB ir PP7 VLP
jkapsuliuotas mazas ultravioletinéje Sviesoje raudonai fluorescuojantis
baltymas (angl. small-ultrared fluorescent protein). Gautos dalelés
pasizyméjo natyviam virusui biidingu dydziu bei morfologija. Dalelés lengvai
vizualizuotos peliy odoje — §ie rezultatai rodo potencialg kuriant VLP sekimo
audiniuose sistemas (Herbert et al., 2020). Sé¢kmingas jkapsuliavimas
priklauso nuo jkapsuliuojamos medziagos dydzio ir pavirSiaus kravio,
elektrostatiniy sgveiky, hidrofobiskumo ir kity sgveiky, susidaranciy
formuojantis daleléms (Chung et al., 2020). Daleliy jkapsuliavimas taip pat
gali buti atlieckamas remiantis elektrostatinémis sgveikomis, susidaranc¢iomis
tarp teigiamai jkrauto kapsidziy vidinio pavirSiaus ir neigiamai jkrauto
krovinio, imituojan¢io neigiamai jkrautas nukleorigstis (Aanei et al., 2018).

Daugumai VLP yra budinga poréta struktira, leidzianti atlikti mazy
molekuliy jkapsuliavima | jy viding ertmg¢ pasyvios difuzijos biidu (Qian et
al., 2020). Nustatyta, kad raudonyjy dobily nekrozinio mozaikos viruso
(RCNMV, angl. red clover necrotic mosaic virus) viriony pavir§iuje yra
390+30 Ca** jony, o viduje — 420425 Mg?* jony. Siy jony pasalinimas pridéjus
etilendiaminotetraacto raigsties (EDTA) lemia struktirinius poky¢ius, kuriy
metu susiformuoja 11-13 A skersmens poros, uZsiveriancios j tirpalg atgal
pridéjus Ca®* ir Mg jony (1.3.4.1 pav. b) (Sherman et al., 2006). Remiantis
Sia savybe, doksorubicinas jkapsuliuotas ] RCNMV VLP, konjuguotass su j
CD46 nukreipianciu peptidu — dalelés pateko j HeLa lasteles ir sukéle
reik§mingg citotoksiSkuma lgsteléms (Lockney et al., 2011). Be pasyvaus ir
nespecifinio jkapsuliavimo, jkapsuliavimas gali buti atlieckamas pasitelkus
specifines sgveikas — ] MS2 bakteriofago VLP norimg medziaga galima
patalpinti ja konjuguojant su 19 nt ilgio RNR stiebo-kilpos struktira. Sios
Kilpos dideliu afiniSkumu jungiasi prie kapsidés baltymy, vykstant
elektrostatinéms sgveikoms. Tokiu bidu j MS2 sékmingai supakuoti
kvantiniai taskai, chemoterapiniai vaistai (doksorubicinas, -cisplatina,
5-fluoruracilas) bei ricino toksino A grandinés (Ashley et al., 2011).

Didzioji dalis strukttiriniy VLP baltymy geba formuoti daleles net ir tada,
kai jie suliejami su svetimais baltymais ar peptidais. Sis procesas leidzia

37



tiesiogiai prijungti perneSama medziagg prie strukttiriniy baltymy ir jj pateikti
dalelés iSor¢je arba viduje (He et al., 2022). PerneSamg medziaga koduojanti
seka jterpiama ] kapsidés baltymo seka geny inzinerijos budu, leidzianciu
kontroliuoti jkapsuliuojamos medziagos kiekj (Chung et al., 2020). Taikant
tokj metodag BTV VLP jkapsuliuotos 41 kDa dydzio Herpes simplex viruso 1
timidino kinazés (HSV1-TK) fermentu — BTV viruso vidinio kapsidés
baltymo VP3 N-galas sulietas su HSV1-TK (1.3.4.1 pav. ¢). HSV1-TK vercia
provaistg ganciklovirg | jo monofosfatinj variantg, kuris toliau endogeniniy
kinaziy konvertuojamas j trifosfatg. Gancikloviro trifosfatas yra atpazjstamas
DNR polimeraziy, lemia grandinés terminacijg, sulaiko DNR replikacijg, taip
paskatinant Igsteliy, sintetinan¢iy HSV1-TK, apoptozg. BTV VLP,
ikapsuliuotos HSV1-TK, sékmingai pateko j glioblastomos lgsteles ir esant
ganciklovirui efektyviai jas zudé. Jos sugebg¢jo iSeiti i§ endosomy ir leido
HSV1-TK pasiekti citozolinj ATP, reikalingg gancikloviro fosforilinimui
(Thuenemann et al., 2021).

Baltymai ar peptidai prie VLP gali buti prijungiami pasitelkus chemines
reakcijas arba kitaip vadinama biokonjugacijg. Tam panaudojamos
virusiniuose baltymuose esan¢ios amino, sulfhidrilo, karboksilo ir kitos
funkcinés grupés (1.3.4.1 pav. d) (Balke ir Zeltins, 2019). Cisteino sulfhidrilo
grupé panaudojama atliekant reakcijas su maleimido junginiais, kurie esant
pH 6,5-7,5 lengvai ir negrjZztamai formuoja tioeterinius ry$ius su cisteino
liekanomis (1.3.4.2 pav. A) (Rohovie et al., 2017). Sis metodas pritaikytas
bakteriofago P22 VLP modifikavimui. Pradzioje j P22 VLP iSoréje esancig
Kilpa jterptas cisteinas, tada tokios dalelés paveiktos 2-(4‘-maleimidil-
anilin)naftaleno-6-sulfonine  rigstimi  (MIANS), naudojama  kaip
fluorescencinis Zymuo. Laisva MIANS turi labai Zemga arba jokios
fluorescencijos, tuo tarpu kovalentiskai ja prijungus prie laisvos sulfhidrilo
grupés, MIANS fluorescencija stipriai padidéja (Kang et al., 2008). Kita
daznai biokonjugacijai naudojama aminortigstis yra lizinas. PradZioje prie
n-hidroksisukcinimido (NHS) esteriniu ry$iu prijungiamas norimas ligandas,
0 tada Sis junginys reaguoja su lizino amino grupe ir sudaro amidinj rysj
atpalaiduojant patj NHS (1.3.4.2 pav. B) (Rohovie et al., 2017). Siuo bidu
prie CCMV VLP prijungti du skirtingi ligandai: biotinas ir digoksigeninas.
Gautos dalelés disocijuotos, méginiai sumaiSyti tarpusavyje skirtingais
santykiais ir inicijuotas atgalinis daleliy formavimasis — tokiu btidu gautos
dalelés, turincios tiek biotina, tiek digoksigening. Modifikuotos CCMV VLP
i8grynintos naudojant streptavidino agarozg, o abiejy ligandy buvimas
dalelése patvirtintas atlikus imunobloto analize. Toks metodas leido gauti
daleles su dviem skirtingais ligandais bei kontroliuoti jy kiekj (Gillitzer et al.,
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2006). Reciau naudojamy karboksiliniy aminorigs¢iy aspartato ir glutamato
reakcijoms reikalingi keli etapai: pradzioje karboksiliné aminortigstis
aktyvuojama  naudojant  1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)-karbodiimido
hidrochlorida (EDC), po aktyvacijos vyksta reakcija su NHS ir
suformuojamas esteris. Kai karboksilinés aminoriig§ties Sonin¢ grandiné
tampa NHS esteriu, pridedamas norimas prijungti ligandas su pirminio amino
grupe ir suformuojamas stabilus amidinis rySys (1.3.4.2 pav. C) (Rohovie et
al., 2017). Si strategija panaudota fluorescencinio Zymens eozino kadaverino
pateikimui ant CCMV VLP. Modifikuotos dalelés buvo didesnés (32 nm),
palyginti su nemodifikuotomis VLP (25 nm) (Gillitzer et al., 2002). Be
natiraliy aminortigs¢iy, VLP modifikacijai taikomos ir nenatdralios
aminorigstys —  kapsidés baltymus gali biiti jterpiamas azidohomoalaninas
(AHA). AHA jterpimas atliekamas globalaus metionino pakeitimo metodu.
Kadangi AHA labai panasus j metioning, esant metionino trikumui kartu su
AUG kodonu jterpiamas AHA. AHA turi aziding grupg, dalyvaujancig
vario(l) katalizuojamame azido-alkino ciklo-prijungime, ar Kitaip vadinamoje
click reakcijoje, kurios metu suformuojami kovalentiniai triazolo ziedai su
alking turinCiais ligandais (1.3.4.2 pav. D) (Rohovie et al., 2017). Click
reakcijos metodas pritaikytas folio ragsties-polietilenglikolio (PEG)
konjugato bei prie intergrino prisijungian¢io RGD peptido (Arg-Gly-Asp)
pateikimui ant kininés pupuolés mozaikos viruso (CPMV, angl. cowpea
mosaic virus) VLP (Destito et al., 2007; Hovlid et al., 2012).

A. Cisteino-maleimido reakcija
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Pav. 1.34.2. VLP funkcionalizavimui naudojamos biokonjugacijos reakcijos
(modifikuota pagal Rohovie et al., 2017). (A) Cisteino-maleimido reakcija, (B) lizino-NHS
esterio reakcija, kurios metu papildomai susidaro NHS, (C) aspartato/glutamato EDC
aktyvacija, NHS esterio formavimasis ir NHS-esterio reakcija, (D) azidohomoalanino (AHA)
click reakcija. X pazymétas norimas prijungti krovinys ar ligandas.
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Taip pat svarbu paminéti ir du naujausius VLP modifikacijos metodus,
paremtus transpeptidazés ir izopeptidazés reakcijomis (1.3.4.3 pav.).
Amidinio rySio formavimui tarp VLP ir norimo prijungti peptido gali biti
panaudojama bakteriné transpeptidazé sortazé A (1.3.4.3 pav. A) (Antos et al.,
2016; Thérien et al., 2017). SpyCatcher sistemoje, kilusioje i§ Streptococcus
pyogenes bakterijy, naudojami peptidai, spontaniSkai formuojantys
izopeptidinius ry$ius. SpyTag konjuguoti antigenai formuoja kovalentinius
rySius su SpyCatcher modifikuotomis VLP (1.3.4.3 pav. B) (Reddington ir
Howarth, 2015; Brune et al., 2016).
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Pav. 1.3.4.3. Fermentiniai metodai, naudojami antigeno-VLP konjugaty sintezei
(modifikuota pagal Balke ir Zeltins, 2019). (A) Sortaze A paremta VLP ir antigeno sujungimo
sistema, (B) Spy-Catcher sistema, naudojama su SpyTag konjuguoto antigeno kovalentiniam
prijungimui prie VLP, turin¢ioms SpyChatcher domena. L pazymétas leucinas, P — prolinas, T
— treoninas, G — glicinas, X — bet kokia aminoragstis.

Naujy funkcionalizavimo metody atradimas bei esamy metody
pritaikymas ne tik leidzia jgyti naujy ziniy apie VLP, bet ir praplecia jy
pritaikymo galimybes.

1.4. T virusus panas$iy daleliy panaudojimas

VLP yra sudarytos i§ virusiniy struktiiriniy baltymy, atkartojan¢iy natyviy
virusy struktlirg ir antigenines savybes, taCiau JOS neturi genetinés
informacijos. Dél joms biidingo 20—150 nm dydZio ir didelio pavirSiaus ploto,
VLP priskiriamos nanodaleléms (Yan et al., 2015). Palyginti su kitomis
nanodalelémis, VLP turi kelis privalumus: a) jos gali biti
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funkcionalizuojamos taip, kad ant jy vidinio ar iSorinio pavirSiaus biity
pateikti norimi baltymai, leidZiantys atlikti tiksling vaisty pernasa ir sumazinti
nenorimus Salutinius poveikius, b) VLP suteikia stabilig aplinkg kroviniui,
apsaugo jj nuo degradacijos bei leidzia kontroliuoti jo atpalaidavimag. Taip pat,
kadangi VLP yra struktiiriskai panaSios j natyvius virusus, joms budingos
imunomoduliacinés savybés. Galiausiai VLP laikomos biologiSkai
suderinamomis ir gerai toleruojamomis organizmo. Dél Siy unikaliy savybiy
ir privalumy VLP placiai taikomos kuriant vakcinas ir jvairias hanodalelémis
paremtas pernasos sistemas (Taghizadeh et al., 2024).

1.4.1. Vakciny kiirimas

Didzioji dauguma profilaktiniy virusiniy vakciny sudarytos i§ susilpninty ar
inaktyvuoty virusy. Nors susilpninty virusy vakcinos gerai imituoja virusing
infekcija ir sukelia stipry B ir T Iasteliy atsaka, taciau teoriSkai jos vis dar yra
laikomos ,,gyvomis® ir iSlieka tikimybé, kad jvyks grizimas j patogening
forma. Inaktyvuoty virusy vakcinos yra saugesnés ir stabilesnés bei sukelia
stipry B lasteliy ir antikiiny atsakg. Taciau, nesugebédamos infekuoti
Seimininkés lasteliy, $ios vakcinos daznai nesukelia pakankamo T lasteliy
atsako. Taip pat inaktyvinimo procesas gali lemti pokyc¢ius epitopy struktiiroje
(Kozak ir Hu, 2023). Naujos kartos vakcinos yra saugesnés, nes vietoj virusy
naudojami baltyminiai subvienetai, DNR/RNR ar VLP. Subvienetinés
vakcinos yra sudarytos i§ iSgryninty virusiniy baltymy, veikianciy kaip
antigenai, taciau jie nesukelia infekcijos, todél $ios vakcinos yra laikomos
saugiomis. Pagrindinis jy trikumas yra tas, kad daznai sukeliamas tik
antikiiny atsakas, o norint sukelti ir Igstelinj atsaka reikalingi adjuvantai
(Apostolopoulos ir Chavda, 2024). DNR ir RNR vakcinose naudojama viruso
genetiné medziaga, kurig jterpus i lasteles susintetinamas numatytas kiekis
patogeno, kuris sukelia imuninj atsaka. Sios vakcinos sukelia tiek B, tiek
T lasteliy atsakg ir yra lengvai modifikuojamos. Taciau RNR vakciny
saugojimui ir transportavimui reikalinga Zema temperatira, RNR gali sukelti
interferony atsakg, o naudojant DNR vakcinas kyla rizika dél integravimosi j
genomg (Leitner et al., 1999; Qin et al., 2021). VLP vakcinos yra laikomos
saugiomis, kadangi jos neturi virusinio genomo ir negali sukelti infekcijos.
Kadangi VLP imituoja natyvaus viruso struktiira, jos sukelia stipry imuninj
atsakg pries antigenus, pateiktus jy pavirsiuje. Sios dalelés gali biti chemiskai
arba genetiSkai modifikuojamos ir gali pasizyméti geresniu funkcionalumu,
monodispersiskumu ir stabilumu (Kyriakidis et al., 2021; Tariq et al., 2022).
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Deél VLP privalumy, palyginti su kity tipy vakcinomis, pastaraisiais metais
susidoméjimas VLP technologija stipriai iSaugo (Fuenmayor et al., 2017).

VLP geba aktyvuoti tiek humoralinj, tiek lastelinj imuninius atsakus
(1.4.1.1 pav.). Dendritinés lgstelés, vienos i§ antigeng pateikianciy Igsteliy, su
VLP sgveikauja per motyvy atpazinimo receptorius (angl. pattern recognition
receptors), tokius kaip toll-tipo (TLR, angl. toll-like) ar C-tipo lektino
receptorius, ir perneSa VLP | antrinius limfoidinius audinius, pavyzdziui,
bluznj. Taip inicijuojamas dendritiniy Igsteliy brendimas, kuris paskatina pro-
uzdegiminiy faktoriy, tokiy kaip naviko nekrozés faktoriaus a ir interleukino
8, gamyba. Pro-uzdegiminiai faktoriai pritraukia daugiau antigena
pateikian¢iy lasteliy ir suaktyvina lizosominés proteolizés procesa
dendritinése lgstelése. Tai lemia VLP pagrindu sukurtos vakcinos apdorojimg
iki mazy peptidy, kurie suformuoja pagrindinio audiniy suderinamumo
komplekso (MHC, angl. major histocompatibility complex) ir peptido
kompleksus ant dendritinés lastelés pavirsiaus. Tuo paciu metu ant dendritiniy
lasteliy pavirSiaus atsiranda limfocity ko-stimuliacinés molekulés,
pavyzdziui, CD80 ir CD86, aktyvuojancios B ir T lasteles. II klasés
MHC-peptido kompleksas ir ko-stimuliacinés molekulés aktyvuoja CD4+
T pagalbines lasteles, kurios saveikauja su B lastelémis ir skatina IgG antikiiny
sekrecija plazmos lastelémis bei atminties B Igsteliy gamyba — taip sukeliamas
humoralinis Iastelinis atsakas. Tam tikrais atvejais B lastelés gali atpazinti
VLP ir tiesiogiai aktyvuoti humoralinj imunitetg, nepriklausomai nuo jgyto
imuniteto ar T pagalbiniy Igsteliy. Lastelinis imuninio atsako suzadinimas
vyksta susidarant I klasés MHC-peptido kompleksui, aktyvuojanc¢iam CD8+
citotoksines T lasteles, kurios proliferuoja ir diferencijuojasi j efektorinius bei
atminties citotoksinius T limfocitus (Nooraei et al., 2021).
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Pav. 1.4.1.1. VLP vakcinos sukeliamo jgyto imuninio atsako schema (modifikuota pagal
Nooraei et al., 2021). Po vakcinos injekcijos, VLP yra fagocituojamos antigena pateikianciy
lasteliy, tokiy kaip dendritinés lastelés. Tada VLP yra apdorojamos ir pateikiamos MHC-II ir
MHC-I, kad baty atpazjstamos atitinkamai CD4+ ir CD8+ T lasteliy. Humoralinio atsako
suzaidinimui B lagstelés sgveikauja su CD4+ T pagalbinémis lastelémis, kad VLP bity
paimamos B lasteliy receptoriy. Esant sgveikai tarp CD4+ T pagalbiniy lasteliy ir B lasteliy
inicijuojama IgG antikiny sekrecija plazmos lastelémis ir atminties B Igsteliy gamyba.
Lastelinio imuniteto suzadinimui nebrandiis CD8+ citotoksiniai T limfocitai proliferuoja ir
diferencijuoja j efektorines ir specifines atminties citotoksines T lgsteles. Efektorinés CD4+ T
pagalbinés lastelés paskatina antigeno pateikimg antigeng pateikianCiomis lastelés
sekretuodamos citokinus ir padédamos aktyvuotoms citotoksinéms T lasteléms.

Siuo metu rinkoje galima rasti 17 licencijuoty vakciny, sukurty VLP
pagrindu: Heptavax-B, Engerix-B, Recombivax HB, PreHevbrio, Heplisav-B,
Fendrix ir Hepavax-Gene vakcinos, suteikian¢ios imunitetg prie$ hepatito B
virusg, Gardasil, Cervavix, Gardasil-9, Cecolin ir Walrinvax — prie§ Zmogaus
papilomos virusa, Hecolin prie§ hepatito E virusg, Flublok trivalenté ir
keturvalenté vakcinos prie§ gripo virusg ir tik prie§ porg mety rinkoje
atsiradusios Nuvaxovid ir Covifenz vakcinos prie§ SARS-CoV-2 (1.4.1
lentelé). Daugybé kity VLP pagrindu sukurty vakciny tiriamos jvairiose
ikiklinikinése bei klinikinése stadijose. Sios vakcinos kuriamos siekiant
apsaugos pries gripa, COVID-19, encefalita, gastroenterita, denges karstlige,
maliarija, hepatitg C, ranky, kojy ir burnos ligg bei 1 tipo diabetg (Qian et al.,
2020; Hassine et al., 2024).
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Lentelé 1.4.1.1. Licencijuotos VLP pagrindu sukurtos vakcinos (sukurta pagal Qian et al., 2020; Hassine et al., 2024).

Vakcina Ekspresijos sistema Adjuvantas Taikinys Antigenas
Heptavax-B - (i§ plazmos) Al(OH); HBV S antigenas
Engerix-B Mieliy S. cerevisiae Al(OH); HBV S antigenas
Recombivax HB Mieliy S. cerevisiae Al(SO0.)3 HBV S antigenas
PreHevbrio Zinduoliy CHO lgstelés AI(OH)3 Hepatitas B HBV S antigenas, pre-S1 (L),
pre-S2 (M)
Heplisav-B Mieliy H. polymorpha 1018 ISS HBV S antigenas
Fendrix Mieliy H. polymorpha Al(OH);zir MPL HBV S antigenas
Hepavax-Gene Mieliy H. polymorpha Al(OH); HBV S antigenas, pre-S2 (M)
Gardasil Mieliy S. cerevisiae AAHS HPV L1 6/11/16/18
Cervavix Vabzdziy High Five™ ASO%‘L(B H)air ) HPV L1 16/18
Zmogaus HPV L1
il- ieli isi apilomos viruso
Gardasil-9 Mieliy S. cerevisiae AAHS pap infokcila 6/11/16/18/31/33/45/53/58
Cecolin Bakterijy E. coli Al(OH)3 HPV L1 16/18
Walrinvax Mieliy P. pastoris ASO4 HPV L1 16/18
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Vakcina Ekspresijos sistema Adjuvantas Taikinys Antigenas
Hecolin Bakterijy E. coli Al(OH); Hepatitas E HEV ORF2 (368-606 a. r.)
Flublok Vabzdziy S . HA AJHIN1, A/H3N2, B
trivalente Grinas
Flubok Vabadsia S ] P HA A/HINL, AJH3N2,
keturvalenté a U B/Yamagata, B/Victoria
Nuvaxovid Vabzd#iy SO Matrix-M SARS-CoV-2 spyglio
antigenas
COVID-19 SARS-CoV-2 spyglio
Covifenz Augaly N. benthamiana ASO3 . Pyg
antigenas

ISS — sintetiniai CpG oligodeoksinukleotidai su imunostimuliaciniu aktyvumu; MPL — monofosforilo lipidas A; ASO4 — adjuvantas, sudarytas i§ aliuminio
hidroksido ir monofosforilo lipido A; AAHS — amorfinis aliuminio hidroksifosfato sulfatas; Matrix M — adjuvantas, sudarytas i§ saponiny, i§gryninty i$
Quillaja saponaria Molina medZio, kombinuoty su cholesteroliu ir fosfolipidais, kad biity suformuotos 40 nm atviros nanodalelés; ASO 3 — adjuvantas,

sudarytas i$ skvaleno, DL-a-tokoferolio ir polisorbato 80.
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Stiprus citotoksiniy T limfocity sukeliamas imuninis atsakas yra svarbus
veiksnys naikinant navikines lgsteles ir VLP geb¢jimas sukelti tokj atsaka,
perneSant antigeng j citozolj ir aktyvuojant I klasés MHC kelia, daro jas
puikiais kandidatais kuriant prieSvézines vakcinas. Keletas imuninés sistemos
elementy atlieka svarby vaidmenj kovojant su vézinémis lastelémis. Pirma,
dendritinés lastelés turi gauti pakankamai signaly, kad vykty brendimas ir bty
stimuliuojamas jgytas imunitetas. Tai svarbu siekiant uztikrinti, kad imuniné
sistema netapty tolerantiska antigenui, aktyvuodama reguliacines T Igsteles ir
slopindama imuning sistema. Antra, dauguma véziniy antigeny yra giminingi
arba identiski saviems antigenams. Galiausiai, T lgstelés turi sugebéti jveikti
imuniteta slopinancius signalus, kuriuos generuoja naviko lastelés. VLP
Krities vézys yra labiausiai paplites vézio tipas tarp motery, tac¢iau juo serga
ir vyrai. Apie 20-30 % invazinio kriities véZio atvejy yra susije su padidinta
zmogaus epidermio augimo faktoriaus receptoriaus-2 (HER2, angl. human
epidermal growth factor receptor-2), dalyvaujanéio proliferacijoje ir
programuotos lasteliy mirties slopinime, raiska (Slamon et al., 1987;
Bianchini ir Gianni, 2014). Monokloniniy antikiiny panaudojimas pasyvaus
imunogeniskumo indukcijai veiksmingai uzkerta kelig metastazéms ir naviko
augimui, taciau $is metodas yra brangus ir ilgalaikei apsaugai reikalingas
reguliarus daugkartinis vartojimas, o taip pat stebimas $alutinis poveikis (Garg
et al., 2014; Leyland-Jones, 2001). Yra parodyta, kad VVLP pagrindu sukurtos
priesveézinés vakcinos padeda Sias problemas iSspresti. 2017 metais atliktame
tyrime, naudojant SpyCatcher sistema prie Acinetobacter phage AP205
kapsidés baltymo prijungtas pilnas HER2 domenas, taip sukuriant VLP, kuriy
kiekviena turi vidutiniSkai 183 vienetus SpyCatcher-HER?2 antigeny. Atlikus
laukinio tipo FVB peliy, kurioms buvo persodintos HER2 ekspresuojancios
zmogaus kriities vézio lgstelés, vakcinacija sékmingai pavyko jveikti
B lasteliy tolerancijg ir indukuotas didelis kiekis anti-HER2 IgG antikiiny,
kurie uzkirto kelig naviko augimui (Palladini et al., 2018). Dar vienu taikiniu
kriities vézio terapijoje laikomas SLC7A11 geno produktas xCT — tai
transmembraninis baltymas, kurio sintezé yra padidéjusi vézio kamieninése
lastelése. Sis baltymas aktyvuoja reguliacines T lasteles, maZina glutationo
sintez¢ ir skatina naviko invazija, kadangi reguliacinés T Igstelés slopina
imuning sistema, kad skatinty imuniteto tolerancija naviko Igsteléms (Conti et
al., 2020). xCT baltymo ekstralgstelinis domenas ECD3 jterptas j bakteriofago
MS2 VLP per kapsidés baltymo pavirsiaus kilpa. Siomis MS2-ECD3 VLP
imunizuotos pelés, turin¢ios metastazines krities vézio Iasteles ir indukuoti
dideli kiekiai anti-xCT antikiny bei stebétas sumazgjgs metastaziy
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formavimasis in vivo (Rolih et al., 2020). Daugelio véZio atvejy, jskaitant ir
kasos vézj, stebima padidéjusi lasteliy pavirSiaus glikoproteino mezotelino
raiska, todél jis laikomas potencialiu priesvéziniy vaisty taikiniu. Sis
glikoproteinas dalyvauja lasteliy adhezijoje ir lemia véZziniy lasteliy masés
prisitvirtinima prie mezotelio lasteliy. Simpanziy-?moniy imunodeficito
viruso (SHIV) daleliy pavirSiuje pateiktas peliy mezotelinas ir tokiomis
mezotelino-SHIV VLP imunizuotos pelés, turinéios kasos naviko Igsteliy. Po
vakcinacijos stebétas naviko augimo slopinimas ir net apie 60 % peliy
iSgyvenamumas. Tokios VLP stipriai stimuliavo specifiniy anti-navikiniy
antikiiny gamybg ir CD8+ T lasteliy imuniteta (Zhang et al., 2013). Sie
pavyzdziai atskleidzia VLP kaip galimy prie$véziniy vakciny potenciala.
Siuo metu vienintelis galimas alergijos gydymo bidas yra alergenui
specifing desensibilizacija (angl. allergen-specific desensitization). Si
strategija reikalauja ilgalaikio alergeny taikymo ir gali sukelti gyvybei
pavojinga anafilaksinj Soka (Cappella ir Durham, 2012). Patrauklia alergijy
gydymo strategija laikomos terapinés vakcinos, galin¢ios palengvinti alergijos
simptomus vos po keliy injekcijy. Vienas i$ pavyzdziy — terapiné vakcina,
skirta gydyti alergija katéms, sudaryta i§ pagrindinio kaciy alergeno Fel d1,
konjuguoto prie bakteriofago QB VLP. QB-Fel d1 VLP dalelés pasizyméjo
dideliu imunogeniskumu pelése ir jau po vienos imunizacijos serume buvo
aptinkamas didelis kiekis ilgalaikiy antigenui specifiniy IgG antikiiny.
Vakcinacija QB-Fel d1 dalelémis stipriai sumazino I tipo alerginiy reakcijy
kiekj pelése bei buvo visiskai panaikintas IgE atminties B Iasteliy atsakas |
antigeng. Stebina tai, kad Fel d1 pateikimas ant Qf VLP i§ esmés panaikino
jo gebéjimg sukelti alergines reakcijas peléms arba zmogaus bazofily, gauty
i§ alergisky asmeny, degranuliacija. Taigi Fel d1 pateikimas ant QB VLP
padidino alergeno imunogeniskuma ir terapinj veiksminguma, kartu stipriai
sumazindamas jo reaktyvuma (Schmitz et al., 2009). Alergija Zemés rieSutams
yra viena i$ dazniausiy anafilaksiniy reakcijy priezasciy tarp maistui alergisky
pacienty. Ara h 2 ir Ara h 6 yra dazniausi alergenai, nustatyti rieSutams
alergiskuose pacientuose. Ara h 2 gali buti svarbiausias alerginiy reakcijy i
zemés rieSutus sukéléjas, kurj galima panaudoti alergeny specifinei
imunoterapijai. VLP pagrindu sukurta efektyvi vakcina VLP Peanut, sudaryta
i§ dviejy baltymy: a) kapsidés baltymo, kilusio i§ agurky mozaikos viruso
(CuMV) sujungto su universaliu T-1gsteliy epitopu (CuMV+r) ir b) CuMV+r
subvienetas, sulietas su Zemes riesuty alergenu Ara h 2, kurie kartu formuoja
mozaikines CuMV+11/CuMVrr-Ara h 2 VLP. Sintezés bakterijose metu j $ias
daleles jkapsuliuojama prokariotiné vgRNR, taip pat atliekanti svarby
vaidmen] imunizacijoje: ji stabilizuoja daleles bei tarnauja kaip TLR7/8
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ligandas, skatinantis IgG klasés persijungimg ir antriniy plazminiy Igsteliy
susidarymg. Imunizacija tokiomis dalelémis abejose naiviose ir Zemés
rieSutais jjautrintose pelése sukélé stipry anti-Ara h 2 IgG atsaka. Tokios
dalelés pateko j zemés rieSutams jautrias peles nesukeliant alerginiy reakcijy,
i8liko stipriai imunogeniskos, apsaugojo nuo visy Zemés riesuty alergeny tipy
ir suteiké apsaugg nuo zZemés rieSuty sukeliamos anafilaksijos (Sobczak et al.,
2023). Siuo metu VLP Peanut vakcina yra pirmoje klinikiniy tyrimy fazéje ir
yra perspektyvus kandidatas gydant alergija zemés rieSutams (Krenger et al.,
2024).

1.4.2. Nanodalelémis paremtos pernasos Sistemos

Nanodalelés ir nanomedziagos vis dazniau tiriamos dél jy potencialaus
pritaikymo medicinoje. Viena i§ perspektyviausia taikymo sri¢iy yra tiksliné
vaisty pernaSa | specifines organizmo lasteles ar audinius panaudojant
nanodaleles, kurios dar vadinamos nanoneSikliais. Nanodalelés gali buti
sukonstruotos taip, kad jy pavirSius pasizyméty savybémis, leidzian¢iomis
joms selektyviai veikti reikiamas lgsteles, o tai padidina vaisty efektyvuma ir
sumazina jy S$alutinj poveikj. Nanodalelés taip pat gali biiti naudojamos
diagnostikos tikslais, pavyzdziui, kaip kontrastiné medziaga biovaizdinime
arba specifiniy biomolekuliy aptikimui biologiniuose méginiuose (Yusuf et
al., 2023). Nanodaleliy kaip nanonesikliy pritaikymas sparéiai pleéiasi, o tai
skatina ieSkoti alternatyviy pernasos sistemy su pranaSiausiomis savybémis.
Molekuliy pernaSai taikomos jvairios nanodalelés: lipidy pagrindu
sukurtos dalelés, sintetiniai ir natiiraliis polimerai bei neorganinés dalelés
(Mitchell et al., 2021). Lipidy pagrindu sukurtoms nanodaleléms, pavyzdziui,
liposomoms budingas geras biosuderinamumas, mazas imunogeniskumas ir
jos naudojamos hidrofiliniy, hidrofobiniy bei lipofiliniy vaisty pernasai. Jy
toksiSkumas gali biiti sumazinamas keiciant jy dydj, krtivj bei kitas pavirSiaus
savybes (Lietal., 2019; Fernandes et al., 2021). Vis délto, 2022 metais rinkoje
buvo prieinama tik 14 liposominiy produkty, 0 tai rodo, kad §i sistema turi ir
trakumy, vienas i$ jy — stabilumo problemos (Liu et al., 2022). Siekiant jas
stabilizuoti turi buti atlickamas papildomas padengimas kitomis
biomedziagomis, pavyzdziui, PEG (Hashmi ir Koester, 2018). Kiti liposomy
trikumai yra galimos alerginés reakcijos j liposomy sudedamasias dalis,
oksidacija ir fosfolipidinio dvisluoksnio hidrolizés-tipo reakcijos,
ikapsuliuoto vaisto ,,nutekéjimas*, didelés gamybos sgnaudos ir tam tikrais
atvejais — mazas tirpumas (Tutunji, 2023). Placiai tiriamos ir polimerinés
nanodalelés, sudarytos i§ polilaktokoglikolio riigsties ar polilakto riigsties,
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taip pat vis daugiau démesio skiriama ir chitozanui dél jo biosuderinamumo,
mazo imunogeniS$kumo ir toksiskumo (Nicolas et al., 2018; Cheung et al.,
2015). Nors polimerinéms daleléms budingas mazas dydis, geras
dispersiSkumas vandenyje bei kontroliuojamas vaisty atpalaidavimas, taciau
daznai stebimas polimery citotoksiSkumas, taip pat staigus vaisto
atpalaidavimas (angl. burst drug release), galimi organiniy tirpikliy liku¢iai
(Jiang etal., 2017). Neorganinés dalelés, tokios kaip dendrimerai, magnetinés,
aukso, silicio dioksido, gelezies oksido nanodalelés, taip pat placiai
naudojamos vaisty pernasai ir biovaizdinimui. Sios dalelés gali bati jvairios
morfologijos bei dydzio — placiausiai tiriamos aukso nanodalelés gali sudaryti
tokias struktiiras kaip nanosferas, nanovamzdelius, nanonarvelius,
nanozvaigzdes ar nanoapvalkalélius (Vines et al., 2019). Neorganinés
nanodalelés pasizymi unikaliomis fizikinémis, elektrinémis, magnetinémis ir
optinémis savybémis, kurias lemia medziaga, i$ kurios jos yra sudarytos.
Aukso nanodalelés savo pavirSiuje turi laisvyjy elektrony, kurie nuolat
svyruoja dazniu, priklausanciu nuo jy dydzio ir formos, tod¢l joms biidingos
fototerminés savybés (Wang et al., 2020). Kita daZnai neorganiniy
nanodaleliy sintezei naudojama medziaga yra geleZies oksidas — tokios dalelés
sudaro didziaja dali FDA patvirtinty neorganiniy nanodaleliy pagrindu
sukurty vaisty (Bobo et al., 2016). Magnetinés gelezies oksido nanodalelés,
sudarytos i§ magnetito (FesOs) arba magemito (Fe.0s), pasizymi
superparamagnetinémis savybémis ir pritaikomos kaip kontrastinés
medziagos, vaisty nanoneS$ikliai bei naudojamos fototerminéje terapijoje
(Arias et al., 2018). Nors neorganinés dalelés turi jvairiy patraukliy savybiy,
ju klinikinis panaudojimas yra ribotas dél prasto tirpumo ir didelio
citotoksiskumo — jos gali sukelti oksidacinj stresa, reaktyviy deguonies formy
susidaryma, uzdegima ir apoptoze (Bhatti et al., 2022). ISvardinti nanodaleliy
apribojimai paskatino alternatyviy, baltyminiu pagrindu sukurty VLP
panaudojima jvairiy junginiy pernaSai. VLP pasizymi savybémis, butinomis
biomedicininiame pritaikyme, tokiomis kaip tirpumas vandenyje,
biosuderinamumas ir biosuirimas, minimalus toksiskumas, kontroliuojamas
susirinkimas ir krovinio atpalaidavimas, tinkamas dydis, vientisa struktira ir
lengvas funkcionalizavimas (Kim et al., 2023).

Atliekant pernasa nanodalelémis susiduriama su keliais i$siukiais. Visy
pirma, krovinys turi biiti patalpinamas j nanodaleles, modifikuotas taip, kad
krovinys buity pristatytas ] tikslines lasteles. Nanodalelés turi islikti stabilios
kraujotakoje ir tarplasteliniuose audiniuose, iSlaikyti savo krovinj ir i§vengti
nespecifinio jtraukimo | fagocity vidy. Be to, po ekstravazacijos |
ektravaskulinj (prie kraujagysliy sieneliy iSorés esantj) audinj nanodalelés turi
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bati nukreiptos j tikslines lgsteles, i§vengiant patekimo j sveikas lgsteles, kad
bty apribotas kaupimasis organuose ir toksiskumas. Po adsorbcijos  tikslines
lasteles ir patekimo per receptorinés endocitozés kelius, krovinj nesancios
dalelés turi istrukti i§ endosomy, disocijuoti ir atpalaiduoti terapinj krovinj |
citozolj (1.4.2.1 pav.). Atliekant mazy stabiliy molekuliy pernasg daleliy
iStrikimas 1§ endosomy gali biti ir nebiitinas, kadangi daleliy lizosominé
degradacija vis tiek turéty atpalaiduoti krovinj (Rohovie et al., 2017).

Kraujagyslé

Afagocitu Endotelio lastelés
b0 i, iSvengimas
000

Ekstravazacija i kraujagysliu

Fagocitu iSvengimas
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C333
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tiksline lastel; Citozolis
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Istriakimas i$ endosomu Krovinio atpalaidavimas

Branduolys
© Terapinis krovinys

AN NN\ —C Nukreipiantis ligandas

—— Lasteliu pavirsiaus Zymuo

Pav. 1.4.2.1. VLP pernasos lasteléje schema (modifikuota pagal Hajebi et al., 2022). VLP
pavirsius modifikuotas ir funkcionalizuotas ligandais, kurie naudojami nukreipimui j tikslines
lasteles. Po ekstravazacijos VLP patenka j tiksling lastel¢ iSvengiant imuninés sistemos. PO
endocitozés VLP istruksta i§ endosomy, disocijuoja ir taip atpalaiduojamas krovinys.

Siekiant VLP nukreipti | tikslines lasteles pasitelkiami jvairts
funkcionalizavimo metodai, leidZiantys daleliy pavirSiuje pateikti peptidus,
sgveikaujancius su ant tiksliniy lasteliy esanciais receptoriais. SP94 peptidas
s¢kmingai panaudotas doksorubicino, siRNR, kvantiniy tasky bei ricinos
toksino A-grandinés pernaSai bakteriofago MS2 VLP | Zmogaus kepeny
karcinomos lasteles (Ashley et al., 2011). RGD peptidas (Arg-Gly-Asp),
sagveikaudamas su ant véziniy lasteliy pavirSiaus esanciais integrinais owps,
lemia doksorubicino pernasg HBV VLP j US7MG véZj turincias peles — tokios
dalelés integrinais aktyvuotos endocitozés budu patenka j lizosomas, kur VLP
degraduojamos, o doksorubicinas atpalaiduojamas j vidulgsteline ertme (Shan
et al., 2018). Peptidas transferinas panaudotas siRNR, veikianéiy prie§ Zinoma
naviko taikinj bcl onkongeno transkripta, pernasai MS2 VLP | HeLa lasteles
receptorinés endocitozés biidu (Galaway et al., 2012).
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VLP gali biiti sukuriamos taip, kad jy pavirSiuje bity pateikti ne tik
nukreipiantys ligandai, bet ir j lgstele prasiskverbiantys peptidai, kurie
naudojant mazas koncentracijas padeda daleléms istrukti i§ endosomy. Tokio
metodo pritaikymas gali biiti reikalingas norint pagerinti funkcionalios
terapinés medziagos pernasa. Po to, kai krovinj neSancios VLP yra
endocituojamos tiksliniy lasteliy, jos turi iStrukti i§ endosomos iki pasiekiant
endosominio kelio galg — lizosomg. Lizosomos sudegraduoja ne tik VLP, bet
ir bet kokj nukleoriigs¢iy, peptidy ar baltyminj krovinj, taciau
mazamolekuliniai kroviniai po VLP degradacijos turéty islikti stabils (Erazo-
Oliveras et al., 2012). VLP istrikimui i§ endosomy prie MS2 bakteriofago
prijungtas transaktyvuoto transkripcijos aktyvatoriaus (HIV-Tat) bei
histidinu-turtingas HSWYG peptidas (Pan et al., 2012; Ashley et al., 2011),
prie CPMV VLP - argininu-turtingas R5 peptidas (Wu et al., 2012).
Katijoniniy peptidy, tokiy kaip HIV-Tat ir RS, veikimas pagristas tuo, kad jie
tiesiogiai elektrostatiSkai sgveikauja su neigiamai jkrautais fosfolipidais,
formuojanciais endosomos membrang, taip destabilizuoja membrang ir
sukelia endosomy lize (Blanco et al., 2015). ] lasteles prasiskverbiantys
peptidai, turintys protonuojamas antrines ar tretines aminy grupes, pavyzdziui,
H5WYG peptidas, sumazéjus pH gali elgtis kaip buferins medziaga ir
absorbuoti protonus. Salia endolizosominés membranos  susidares
elektrocheminis gradientas lemia vandens ir/arba jony srauta, sukeliantj
endosomy i$brinkima ir ply§ima. Sis procesas vadinamas ,,protony kempinés*
(angl. proton sponge) efektu (Martens et al., 2014). Dél pries tai minéty placiy
VLP funkcionalizavimo galimybiy ir kity privalumy Sios dalelés tiriamos ir
bandomos pritaikyti ne tik vakciny gamyboje, bet ir chemoterapijoje, geny
terapijoje ir biovaizdinime.

Vienas i§ daZniausiy vézio gydymo bidy yra chemoterapija.
Chemoterapijos metu naudojami tokie junginiai kaip doksorubicinas (DOX,
angl. doxorubicin), cisplatina, paklitakselis bei 5-fluoruracilas, pazeidziantys
DNR (Tilsed et al., 2022). Sie vaistai veikia ne tik véZines, bet ir sveikas
lasteles, todél siekiant sumazinti Salutinj chemoterapiniy vaisty poveikj
naudojami vaisty nanonesikliai. Chemoterapiniy vaisty pernasai j vézines
lasteles panaudotos CCMV, HBYV, kojy ir burnos ligos viruso, fizalio
démétligés viruso (PhMV, angl. physalis mottle virus), tabako mozaikos
viruso (TMV), bakteriofago MS2 bei rotaviruso VLP (Kim et al., 2023; Zhao
et al., 2022; Ashley et al., 2011; Zhao et al., 2011). TMV VLP buvo
ikapsuliuotos cisplatina, vykstant elektrostatinei sgveikai tarp teigiamai
jkrautos cisplatinos (cisPt?") bei neigiamai jkrauto TMV daleliy vidaus, ir
s¢kmingai atlikta cisplatinos pernasa | peliy kiauSidziy vézio lasteles.
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Cisplatina jkapsuliuvotos TMV VLP pasizyméjo didesniu efektyvumu nei
laisva cisplatina, buvo stebimas naviko augimo sumazéjimas ir padidéjes peliy
iSgyvenamumas (Zhao et al., 2022). 2011 metais Zhao ir jo kolegos prie
rotaviruso VP6 kapsidés baltymo kovalentiskai prijungé DOX ir esant
tinkamai joninei jégai DOX-VP6 konjugatai susirinko j VLP. Prie tokiy
daleliy buvo prijungta laktobioniné riigstis, kuri fermentinés hidrolizés metu
konvertuojama j galaktozg, taip nukreipiant Sias daleles | Zmogaus kepeny
vézio lasteles HepG2, turincias asialoglikoproteino galaktozinius receptorius.
Imunofluorescentiné analizé parodé, kad laktobioniné riigstis ant daleliy
pavirSiaus lemia jy endocitoze, todél matomas daleliy pasiskirstymas
citoplazmoje. Po keturiy valandy DOX buvo pilnai patekes j véziniy lasteliy
branduolius ir atlikus citotoksiSkumo tyrimus nustatyta, kad visos lastelés
zuvo (Zhao et al., 2011).

mazyjy RNR molekuliy pernasa j tikslines Igsteles, kur jos buity panaudotos
funkciskai pakeisti paZeistus genus arba pakeisti specifiniy baltymy raiska.
Tai svarbu gydant genetines ligas arba kovojant su virusinémis infekcijomis.
Nepaisant geny terapijos likesCiy, in vitro ir in vivo geny pernasa yra
sudétinga ir dazniausiai apsiriboja adenovirusais, adeno-asocijuotais virusais
ir lentivirusinémis sistemomis. Sios geny pernasos sistemos gali sukelti
onkogenezg, uzdegiminj atsakg ir gali buti toksiSkos (Goverdhana et al.,
2005). Geny terapijai placiausiai naudojami augaly virusy, TMV, CPMV,
CCMV ir bromo mozaikos viruso (BMV, angl. brome mosaic virus) VLP,
gyvuny virusy, DZono Kaningemo viruso (angl. John Cunningham virus) bei
HBV VLP, ir QB bei MS2 bakteriofagy VLP (Comas-Garcia et al., 2020).
Bakteriofago MS2 VLP panaudotos mikro RNR (miRNR) jkapsuliavimui —
tai endogeninés mazos nekoduojancios RNR, galincios sgveikauti su tikslinés
iRNR 3° UTR ir neigiamai reguliuoti jy geny raiska, slopindamos transliacija
arba degraduodamos tiksling iRNR potranskripciniame lygyje. Kadangi pries§
tai buvo nustatytas potencialus miRNR terapinis efektas, jos gali buti
naudojamos gydant vézj, pavyzdziui, hepatoceliuling karcinoma (HCC)
(Borel et al., 2012). miR-122, kurios sumazéjimas nustatytas tick HCC
sergantiems pacientams, tieck HCC lgsteliy linijose, neigiamai reguliuoja keliy
tiksliniy geny, pavyzdziui, ciklino G1, serumo atsako faktoriaus bei insulino
tipo augimo faktoriaus 1 receptoriaus raiska. Norint nustatyti Sios miRNR kaip
priesvézinio vaisto kandidato potencialg tirtas miR-122 poveikis HCC in vivo
ir in vitro. Jkapsuliavus miR-122 j MS2 VLP, ant kuriy pavirSiaus buvo
pateiktas prie§ tai minétas j lasteles efektyviai prasiskverbiantis HIV-Tat
peptidas, gautos MS2-Tat-miR-122 VLP sékmingai pateko j lasteles ir sukélé
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apoptoze visose trijose tirtose lasteliy linijose, Hep3B, HepG2 ir Huh7. Taip
pat nustatyta, kad MS2-Tat-miR-122 paveiktose grupése sumazéjo ir ciklino
G1 bei insulino tipo augimo faktoriaus 1 receptoriaus raiska. Siekiant nustatyti
slopinantj MS2-Tat-miR-122 VLP poveikj in vivo, panaudoti BALB/c peliy
HCC modeliai. Palyginti su neigiamomis kontrolémis, po daleliy suleidimo j
Hep3B turincias peles stebétas naviko augimo grei¢io sumazéjimas. Taip pat,
palyginti su MS2-miR-122 dalelémis, Tat peptida turinCios dalelés
pasizyméjo tiek geresniu citotoksiSkumu, tiek geresniu naviko augima
slopinanéiu poveikiu (Wang et al., 2016). BMV VLP panaudotos mazy
interferuojan¢iy RNR  (siRNR) jkapsuliavimui. Geny nutildymas
pademonstruotas su siGFP — po 6 valandy nuo kriities vézio lgsteliy (MDA -
MB-231) poveikio BMV-siGFP VLP gautas efektyvus krovinio
atpalaidavimas ir sustabdyta GFP sintezé, nenaudojant jokiy papildomy
nukreipian¢iy ligandy. Tada j BMV VLP jkapsuliuota priesvéziné siRNR
Aktl (siAktl) kinazé, dalyvaujanti Iastelés proliferacijos, migracijos ir
transformacijos procesuose. BMV-siAktl VLP buvo suleistos kriities vézio
navikg turinioms peléms, atliekant pakartoting injekcija kas tris dienas dvi
savaites. Naviko dydis vertintas du kartus per savaite 28 dienas. Nustatytas
reik§mingas skirtumas — BMV-siAktl VLP pasizyméjo didziausiu aktyvumu
ir, palyginti su kontrole, sumazino naviko dydj net apie 50 % (Nufez-Rivera,
et al., 2020).

Audiniy ir lgsteliy biovaizdinimas gali buti naudingas ikiklinikingje
vézio diagnostikoje, paciento biiklés steb¢jimui ir tiksliniy audiniy aptikimui
operacijos metu. Pastaraisiais metais tiriamos nanomedziagy jgalintos
biologinio vaizdinimo technologijos, jskaitant kvantinius taskus, aukso
nanodaleles, silicio dioksido nanodaleles, polimerus bei VLP (Kim et al.,
2023). Pozitrony emisijos tomografija yra labai jautrus ir neinvazinis
klinikinis metodas. Dél didelio jautrumo ir erdvinés skiriamosios gebos jis
svarbus ankstyvoje vézio diagnostikoje ir stadijos nustatyme (Gambbhir, 2002;
Aanei et al., 2016). Pozitrony emisijos tomografijoje naudojami jvairiis
radioizotopai, tokie kaip 8F, ®Cu bei ®Ga, ta¢iau dauguma jy turi trumpg
puséjimo trukme ir zema specifiSkuma. Dél savo biosuderinamumo ir lengvo
pavirSiaus  funkcionalizavimo VLP naudojamos siekiant prailginti
radioizotopy puséjimo trukme (Farkas et al., 2013; Shukla ir Steinmetz,
2015). PEG funkcionalizuotos MS2 VLP, turin¢ios p-aminofenilalanino ir
cisteino  grupes, panaudotos maleimido-DOTA-%Cu  konjugavimui.
Modifikuotos ®*Cu-DOTA-MS2 VLP pasizyméjo dideliu stabilumu serume ir
neatpalaidavo ®*Cu. Panaudojus peliy modelj su implantuotomis zmogaus
kriities vézio MCF7cL18 lastelémis po 24 valandy nuo injekcijos naviko
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vietoje buvo nustatytas 3 kartus didesnis kiekis ®*Cu-DOTA-MS2 VLP,
palyginti su laisvu ®Cu. Taip pat kraujyje nustatytas net 10 karty didesnis
procentinis kiekis (suleistos dozés gramui audinio) **Cu-DOTA-MS2 VLP nei
laisvo %4Cu — Sie rezultatai rodo, kad VLP pagerino ®Cu cirkuliacijos laikg
kraujyje. Visgi, naviko vietoje aptikta nepakankama daleliy koncentracija
(Farkas et al., 2013). Magnetinio rezonanso vaizdinimas taip pat yra
neinvazinis metodas, kuriame naudojamos kontrastinés medziagos (Caravan,
2006). I VLP jkapsuliuotos kontrastinés medziagos pasizymi sustiprinta
relaksacija in vitro ir in vivo, palyginti su jprastomis kontrastinémis
medziagomis. Naudojant click reakcija prie PhMV VLP iSorinio pavir§iaus
konjuguotas prostatos vézinéms lasteléms PC-3 specifinis peptidas
Asp-Gly-Glu-Ala, o prie vidinio pavirSiaus — daugiafunkcinés kontrastinés
medziagos Cy5.5 (fluorescentinis dazas) bei Gd**(DOTA). Gautos Gd-Cy5.5-
PhMV-mPEG VLP pasizyméjo 7 kartus geresne relaksacija nei Gd**(DOTA)
komerciné T1 kontrastiné medziaga. Suleidus tokiy VLP PC-3 navika
turin¢ioms peléms, naviko vietoje po 240 valandy nustatyta 2 kartus didesné
Gd* koncentracija, palyginti su VLP, neturiniomis Asp-Gly-Glu-Ala
ligando. Sie rezultatai rodo, kad sukurtos dalelés leidzia atlikti ilgalaike
naviko diagnostika, joms biidingas geresnis relaksacijos laikas ir gebéjimas
patekti j tikslines vézines lgsteles (Hu et al., 2019).

VLP budingos patrauklios savybés, tokios kaip lengva gamyba pasitelkus
Jvairias sintezés sistemas, didelé funkcionalizavimo ir jkapsuliavimo jvairové,
stabilumas, vientisa struktiira, biosuderinamumas, kontroliuojamas krovinio
atpalaidavimas bei mazas toksiskumas. Dél Siy savybiy VLP placiai taikomos
kuriant vakcinas ir jvairias pernasos nanodalelémis sistemas. Nepaisant $iy
privalumy, dauguma VLP pritaikymo tyrimy kol kas yra labiau
fundamentiniai ir norint sukurti rinkoje prieinamus produktus reikalingi
issamesni daleliy savybiy tyrimai bei bandymai su zinduoliy lgstelémis ir
modelinémis sistemomis.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

Siame darbe naudotos medziagos ir metodai atitinkamai pateikti 2.1 ir 2.2
poskyriuose.

2.1. Medziagos
2.1.1. Reagentai, komerciniai rinkiniai ir kitos priemonés

Siame darbe naudoti reagentai, komerciniai rinkiniai bei kitos priemongs ir jy
gamintojai nurodyti 2.1.1 lenteléje.

Lentelé 2.1.1. Tyrime naudoti reagentai, komerciniai rinkiniai ir kitos priemonés bei ju
gamintojai.

Reagentai, komerciniai rinkiniai ir Kitos

Gamintojas . X
priemones

Agar Scientific,

Did¥ioji Britanija Anglimi dengti vario tinkleliai

Gliukozé, galaktoze, EDTA, Tris, pB-
merkaptoetanolis (BME), SDS, fenolis, natrio
acetatas, izopropanolis, 0,22 pm polivinilideno
fluorido filtrai, PEG-4000, DTT, li¢io acetatas,
MgCl,, CaCl,, LiCl, CsCl, bromfenolio mélis,
glicerolis, Coomassie briliantinis mélis (CBB) R-
Roth, Vokietija 250, ampicilinas, kanamicinas, formaldehidas,
NaOH, izopropil-p-D-tiogalaktopiranozidas (IPTG),
L-arabinozé, sacharozé, 40 % akrilamido ir
bisakrilamido miSinys (37,5:1), glicinas, amonio
persulfatas, fenilmetilsulfonilfluoridas (PMSF),
stiklo rutuliukai, acto ragstis, etidzio bromidas,
karbamidas, paraformaldehidas (PFA)
Epredia, Vokietija 12 mm skersmens dengiamieji stikleliai
Handary, Belgija  Nizinas Z
Honeywell, JAV  Etanolis
Leica, Vokietija Imersinis aliejus Type F
Liofilchem®, Italija Peptonas, mieliy ekstraktas, triptonas, agaras
Merck, Vokietija  MTT reagentas
Sigma Aldrich, N’-tetrametiletilendiaminas (TEMED),
JAV dimetilsulfoksidas (DMSQO)
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Reagentai, komerciniai rinkiniai ir Kitos
priemonés
Dnazé 1, RevertAid atvirkstiné transkriptaze,
DreamTaq ir Phusion High-Fidelity polimerazés,
restrikcijos endonukleazés (Bcul, Bglll, BshTI,
Ecl13611, EcoRlI, Esp3l, Hindlll, Misl, Ndel, Notl,
Xhol), Klenow fragmentas, T4 polinukleotidy
kinazé, FastAP termojautri Sarminé fosfatazé, T4

Gamintojas

DNR ligazé ir atitinkami fermenty reakcijy
buferiniai tirpalai, AINTP miSinys, ATP, molekulinés
masés standartai (Generuler DNA Ladder Mix,
PageRuler™ Unstained Broad Range Protein
Ladder, PageRuler™ Unstained Protein Ladder),
nukleortig§¢iy dazas DNA Gel Loading Dye (6x),
Thermo Eisher agarozé,  koncentratoriai ~ Pierce™  Protein
Scientific, Lietuva  Concentrators PES (100K MWCO), gelfiltracinés
kolonélés Zeba™ Spin Desalting Columns (7K
MWCO), 24 Sulinéliy Iasteliy kultivavimo
plokstelés,  objektiniai  stikliukai,  reagentas
ProLong™ Diamond  Antifade Mountant,
fluorescuojantis dazas Hoechst 33342, terpé DMEM
high glucose GlutaMAX™ Supplement pyruvate,
fetalinis verSelio serumas, penicilino-streptomicino
misinys, lasteliy disociacijos reagentas TrypLE™
Express

Komerciniai rinkiniai: GeneJET Gel Extraction and
DNA Cleanup Micro Kit, GeneJET Gel Extraction
Kit, GeneJET Plasmid Miniprep Kit, GeneJET Gel
Extraction and DNA Cleanup Micro Kit
TPP Techno Plastic 96 Sulinéliy lasteliy kultivavimo plokstelés, T25
Products, Sveicarija talpos lasteliy kultivavimo indai

2.1.2. Oligonuokleotidai
Siame darbe geny ir jy sri¢iy padauginimui naudoti sintetiniai

oligonukleotidai nurodyti 2.1.2 lenteléje. Tyrime naudoty oligonukleotidy
sintezé atlikta jmonéje Metabion (Vokietija).
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Lentelé 2.1.2. Tyrime naudoty sintetiniy oligonukleotidyu DNR sekos.

Oligonukleotidai Seka (5‘—>3¢) Paskirtis
L-A-R2.2-F GATGTTCTCACTCACAA  Naudoti L-A-1POL
G geno srities
L-A-R3-R GCGTCCA'I_’I_'[BATTCTTAC padauglgllor;]w (461
L-BC-pol-dir-1 GATAACGATGGACATAT Naudoti L-BC-1
P CATG viruso POL geno
L-BC-rev-4 GTGGTTGCCTGTATATC  srities padauginimui
ATG (475 bp)
L-BC-dir-3 CCGTCTCACATGTCCTC  Naudoti pilno ilgio

TCTGTTAAATTCATTAC  L-BC-1 viruso GAG
geno padauginimui ir
CTATTCTATATCCGGTG Esp3I atpazinimo
GAAG sekos jterpimui
(2103 bp)

L-BC-rev-2

2.1.3. Plazmidiniai vektoriai

Siame darbe naudotos plazmidés nurodytos 2.1.3 lenteléje.

Lentelé 2.1.3. Tyrime naudotos plazmidés ir jy aprasymai.

Plazmidé Savybés ir paskirtis

Mieliy raiSkos vektorius, turintis galaktoze indukuojama
GAL10  promotoriy, PYK1 geno, koduojancio
piruvatkinaze promotoriaus fragmenta, PGK1
pFEX7 terminatoriy, dvi DNR replikacijos pradzios sekas (mieliy
2 p plazmidés ORF ir bakterijy ORI DNR fragmenta),
atsparumo ampicilinui bei formaldehidui genus, naudotas
L-BC Gag ir Gag+tmCherry baltymy sintezei mielése

Bakterijy raiskos vektorius, turintis IPTG indukuojamag T7
promotoriy, lac operatoriy, lac represoriy, ribosomy
prisijungimo sritj, T7 terminatoriy, dvi DNR replikacijos

pET28a pradzios sekas (bakteriofagy (fl1) ir bakterijy (ColEl
PBR322) ORI DNR) bei atsparumo kanamicinui gena,
naudotas L-BC Gag ir Gag+mCherry baltymy sintezei
bakterijose

Plazmidés gautos i§ Eukarioty geny inZinerijos skyriaus.
2.1.4. Tirpalai ir terpés
Siame darbe naudoti tirpalai ir jy sudétys nurodyti 2.1.4.1 lenteléje.

57



Lentelé 2.1.4.1. Tyrime naudoti tirpalai ir jy sudétys.

Tirpalo

.. Sudétis
pavadinimas
Ca tirpalas 5 mM Tris-HCI (pH 8), 100 mM CaCl;, 5 mM
MgCl,
. 5 mM Tris-HCI (pH 8), 100 mM NaCl, 5 mM
Na tirpalas

MgCl,

1x TE tirpalas

10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA (pH 8)

1x Tris-Gly-SDS
buferinis tirpalas

25 mM Tris, 0,192 M glicino, 0,1 % SDS, pH 8,3

3 % PFA tirpalas

3 % PFA, 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na;HPOg, 1,8 mM KH2PO4, pH 7,4

5x SDS-PAGE
méginio paruos$imo
buferinis tirpalas

313 mM Tris-HCI (pH 6,8), 10 % SDS, 0,05 %
bromfenolio mélis, 50 % glicerolis, 215 mM ME

50x TAE tirpalas

2 M Tris, 1 M ledinés acto ragsties ir 50 mM
EDTA (pH 8,0)

1x Ardymo buferinis

100 mM Tris-HCI (pH 8), 150 mM NaCl, 1 mM

tirpalas EDTA
CBB R-250 dazymo 0,125 % (w/v) CBB R-250, 50 % izopropanolio, 10
tirpalas % acto riigsties

Natrio fosfato ir
citrato buferiniai

RuosSiami i§ 0,1 M citrinos ragsties ir 0,2 M
Na,HPO tirpaly

tirpalai
0,9 mM CaCl, 0,5mM MgClz, 137 mM NaCl, 2,7
dPBt?rggfg NS mMKCI, 8,1 mM Na;HPO., 1,1 mM KH,POs, pH

7,4

Fosfatiniai buferiniai
tirpalai

Ruosiami i§ 0,2 M KHzPO, ir 0,2 M K;HPO4
tirpaly

Frakcionuojantis
gelis (10,8 %)

Gaminamas i§ 4,73 mL vandens, 2,7 mL 40 %
AA:BIS miSinio, 2,5 mL 1,5 M Tris-HCl su 0,4 %
SDS (pH 8,8), 60 uL 10 % APS ir 13 uL TEMED

Koncentruojantis
gelis (5,6 %)

Gaminama i$ 3 mL vandens, 0,7 mL 40 % AA:BIS
miSinio, 1,25 mL 0,5 M Tris-HCI su 0,4 % SDS
(pH 6,8), 25 ulL. 10 % APS ir 20 uLL. TEMED

LPTE tirpalas

100 mM LiAc (pH 7,5), 40 % PEG-4000, 10 mM
Tris-HCI (pH 7,5), 1 mM EDTA

100 mM LiAc (pH 7,5), 5 mM Tris-HCI (pH 7,5),

LTE tirpalas 0.5 mM EDTA
PBS buferinis 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO,, 1,8
tirpalas mM KH,PQO4, pH 7,4
PEG4000 i$sodinimo 25 % PEG4000, 100 mM Tris-HCI (pH 8), 2,5 M
reagentas NaCl, 10 mM EDTA
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Tirpalo

- Sudétis
avadinimas
PEG4000 plovimo 5 % PEG4000, 100 mM Tris-HCI (pH 8), 3 M
tirpalas NaCl, 10 mM EDTA
TES buferinis 10 mM Tris-HCI (pH 8), 100 mM NacCl, 10 mM
tirpalas EDTA, 0,2 % SDS

Siame darbe naudotos terpés ir jy sudétys nurodytos 2.1.4.2 lenteléje.

Lentelé 2.1.4.2. Tyrime naudotos terpés ir jy sudétys.

Terpé Sudétis
YPD 2 % bakterinio peptono, 1 % mieliy ekstrakto, 2 % gliukozés
YPG 2 % bakterinio peptono, 1 % mieliy ekstrakto, 2 % galaktozés
LB 1 % triptono, 1 % NaCl, 0,5 % mieliy ekstrakto
Triptono- 1,7 % peptono i§ kazeino, 0,3 % peptono i$ sojy milty, 0,25
sojy % gliukozeés, 0,5 % NaCl, 0,25 % K;HPO4 (pH 7,3)

er}duo_hq DMEM terpé, papildyta 10 % fetalinio verSelio serumo ir
kultivavimo . . e
terpé 1 % penicilino-streptomicino misiniu

Jeigu naudojamos agarizuotos terpés, papildomai j terpe dedama 2 %
agaro.

2.1.5. Lasteliy kamienai ir linijos

Siame darbe plazmidziy padauginimui naudotas E. coli DH10B kamienas
(F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)  p80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl
araD139 A (ara-leu)7697 galU galK A— rpsL(Str®) nupG), o baltymy sintezei
— BL21-Al (F- ompT hsdSB (rB-mB-) gal dcm araB::T7RNAPtetA)
(Invitrogen). L-BC-1 viruso GAG geno padauginimui, baltymy sintezei ir
mieliy metabolizmo tyrimams naudoti S. cerevisiae BY4741 (MATa his341
leu240 met 1540 ura340, ScV-LA-1, ScV-LBC-1), BY4741[LA-LBC-] (MATa
his3A1  leu2A0 met15A40 wura340, ScV-LA-1-0, AScV-LBC-1) bei
M437[LA+M+] (ScV-LA-lus, M-2), M437[LA+M-] (ScV-LA-lus, M-2-0),
M437[LA-M-] (ScV-LA-lus-0, M-2-0) kamienai i$ laboratorijos kolekcijos.
Tyrime naudota plauciy karcinomos epitelinio audinio A549 lasteliy linija
suteikta dr. J. Skerniskytés.
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2.2. Metodai
2.2.1. dgRNR isskyrimas i§ mieliy S. cerevisiae

Paviené mieliy kolonija suspenduojama 5 mL skystos YPD terpés ir auginama
purtant 20 wval. 30 °C temperatiiroje. Mieliy biomasé surenkama
centrifuguojant 10 min. 1000 x g. Lastelés resuspenduojamos 1 mL 50 mM
EDTA tirpalo ir surenkamos centrifuguojant 1 min. 6000 x g. Lastelés
resuspenduojamos 1 mL 50 mM Tris-HCI (pH 8) tirpalo ir 10 uL BME, gerai
iSmaiSoma ir 15 min. inkubuojama 21 °C temperatiiroje. Lastelés
centrifuguojamos 1 min. 6000 x g, resuspenduojamos 800 uL. TES buferinio
tirpalo ir 600 pL ragstinio fenolio, gerai iSmaiSoma ir inkubuojama stipriai
purtant 30 min. 21 °C temperatiroje. Méginiai centrifuguojami 20 min.
20000 x g 4 °C ir 600 uL virSutinés vandeninés fazés perkeliami j naujus
mégintuvélius. UZpilama 60 pL natrio acetato tirpalo (pH 5,2) ir 660 pL $alto
izopropanolio, gerai iSmaiSoma ir centrifuguojama 10 min. 20 000 x g 4 °C.
Nuosédos plaunamos 150 pL 70 % etanolio tirpalu, gerai iSmaiSoma ir
centrifuguojama 5 min. 20 000 x g 4 °C. Pasalinus supernatantg, visuminés
RNR (VRNR) nuosédos dziovinamos ir tirpinamos steriliame vandenyje.

130 uL vVRNR méginio pridedama 70 pL 4 M LiCl tirpalo, kad galutiné
LiCl koncentracija buty 2,8 M, ir miSinys inkubuojamas 16 val. 4 °C. Po
inkubacijos méginys centrifuguojamas 45 min. 20 000 x g 4 °C. Apie 90 uL
supernatante esancios dgRNR perkeliama j nauja mégintuvélj ir pridedama
9 uL 3 M NaCl tirpalo bei 99 uL. 100 % izopropanolio. Centrifuguojama
10 min. 20 000 x g 4 °C ir nuosédos uzpilamos 150 uL 70 % etanolio tirpalo,
gerai iSmaiSoma ir centrifuguojama 5 min. 20 000 x g 4 °C. Pasalinus
supernatantg, dgRNR nuosédos dziovinamos ir tirpinamos steriliame
vandenyje.

Siekiant pasalinti galimas genominés DNR priemaisas, i 1 png dgRNR
méginio pridedamas 1 unL DNazés I 10x reakcijos buferinio tirpalo su MgCly,
1 uL DNazés I ir sterilaus vandens, kad bendras reakcijos miSinio tiris bty
10 pL. Reakcijos miSinys inkubuojamas 30 min. 37 °C, po inkubacijos
pridedamas 1 uL 50 mM EDTA tirpalo ir inkubuojama 10 min. 65 °C.

Visi auginimai atlickami termostatingje purtykléje Innova® 40
(Eppendorf, Vokietija) arba vandens voneléje THERMOLAB® 1083 (GFL,
Vokietija). Centrifugavimams naudojama Saldoma centrifuga 5804R
(Eppendorf, Vokietija). Méginiy inkubavimams naudojamas
termomaiSytuvas TS-100 (Biosan). Nukleortigs¢iy koncentracijos nustatomos

60



spektrofotometru NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific). Visi
nukleoriig§¢iy méginiai saugomi -20 °C temperatiroje.

2.2.2. Atvirkstiné transkripcija

kDNR sintezé atlickama atvirkstinés transkripcijos budu, naudojant
RevertAid RT atvirkstine transkriptaze ir iSgrynintg dgRNR (zr. 2.2.1) kaip
matricg. Atvirkstinés reakcijos miSinio komponentai ir jy kiekiai nurodyti
2.2.2 lenteléje. Individualiam atvejui naudoti pradmenys nurodyti 2.1.2
lenteléje (zr. 2.1.2).

Lentelé 2.2.2. AtvirkStinés transkripcijos reakcijos miSiniy komponentai ir ju
kiekiai.

Reakcijos miSinio komponentas Kiekis
Gryna dgRNR (zr. 2.2.1) 0,01 pg-0,5 ng
10 uM tiesioginis pradmuo 1 uL
10 uM atvirkstinis pradmuo 1 uL
5x atvirkstinés tranksriptazés buferinis tirpalas 4 uL
10 mM dNTP miSinys 2 uL
Revert AID RT atvirkstiné transkriptazé 1 uL
Sterilus vanduo Iki 20 pL

Reakcija vykdoma 60 min. 42 °C ir fermentas inaktyvuojamas
inkubuojant 5 min. 70 °C.

2.2.3. Polimeraziné grandininé reakcija

Gauta KDNR (Zr. 2.2.2) padauginama polimerazinés grandininés reakcijos
(PGR) budu naudojant termociklerj Biometra T-Personal 48 (Analytik Jena,
Vokietija). Virusy nustatymui mieliy S. cerevisiae kamienuose naudojama
DreamTaq DNR polimerazé, o plazmidiniy vektoriy konstravimui reikalingy
geny fragmenty padauginimui — Phusion High-Fidelity DNR polimerazé.
Individualiam atvejui naudoti pradmenys nurodyti 2.1.2 lenteléje (Zr. 2.1.2).
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Lentelé 2.2.3.1. PGR reakcijos miSiniy komponentai ir jy kiekiai.

DreamTagq Phusion HF

Reakcijos miSinio komponentas

Kiekis
kDNR (zr. 2.2.2) 0,5-2 uL
10 uM tiesioginis pradmuo 1 uL
10 pM atvirkstinis pradmuo 1 uL
Atitinkamai 10- a_rba_Sx polimerazeés 2uL 4L
buferinis tirpalas
10 mM dNTP miSinys 0,4 uL
Polimerazé 0,2 uL
Sterilus vanduo Iki 20 pL

PGR  reakcijy  salygos  nustatomos  remiantis  gamintojo
rekomendacijomis. Pradmeny prilydimo temperatiiros (X) apskai¢iuojamos
naudojant interneting skaiciuokle NEB Tm Calculator
(https://tmcalculator.neb.com/). Jeigu PGR fragmentas naudojamas
ligavimui, jis papildomai valomas nuo drusky naudojant GeneJET Gel
Extraction and DNA Cleanup Micro Kit rinkinj remiantis gamintojo
rekomendacijomis.

2.2.4. Plazmidiniy vektoriy konstravimas

Tiksliniy baltymy (Gag ir Gag+mCherry) sintezei bakterijose ir mielése
atitinkamai naudojami pET28a ir pFX7 indukuojamos raiskos vektoriai (Zr.
2.1.3). PGR metodu padaugintas L-BC GAG genas (zr. 2.2.3 ir 3.1)
hidrolizuojamas Esp3l restrikcijos endonukleaze, gryninamas i§ agarozinio
gelio, fosforilinamas ir jterpiamas j defosforilintg bakterijy raiskos vektoriy
pET28a, hidrolizuota Ncol bei Ecl136lI restrikcijos endonukleazémis. To
paties GAG geno fragmento lipnais galai uzpildomi, fragmentas gryninamas i$
agarozinio gelio ir jterpiamas j defosfosforilintg mieliy raiSkos vektoriy pFX7,
hidrolizuota BglIl restrikcijos endonukleaze. Gaunami pET28a- ir
pFX7-L-BC-gag plazmidiniai vektoriai. mCherry baltyma koduojantis geno
fragmentas hidrolizuojamas EcoRI ir Xhol restrikcijos endonukleazémis i$
pries  tai  sukonstruotos  plazmidés  pYAK3-L-BC-gag+mCherry
(nepublikuota, Gerda Skinderyté), gryninamas i§ agarozinio gelio ir
jterpiamas | sukonstruotg bakterijy raiSkos vektoriy pET28a-LBC-gag,
hidrolizuotag tomis paciomis restrikcijos endonukleazémis. Kitu atveju
mCherry  baltymg  koduojantis geno fragmentas i§  plazmidés
pYAK3-L-BC-gag+mCherry hidrolizuojamas Bcul ir BshTI restrikcijos
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endonukleazémis, atliekamas lipniy galy uZpildymas ir fragmentas jterpiamas
1 sukonstruotg mieliy raiskos vektoriy pFX7-L-BC-gag, hidrolizuota BglII
restrikcijos endonukleaze. Gaunami pET28a- ir pFX7-L-BC-gag+mCherry
plazmidiniai vektoriai.

Plazmidiniy vektoriy konstravimui arba sekoskaitai reikalingos
plazmidinés DNR i$skyrimas atlickamas naudojant GeneJET Plasmid
Miniprep Kit rinkinj. Fragmenty hidroliz¢ atlickama pasirinktomis restrikcijos
endonukleazémis. Po hidrolizés gauti fragmentai atskiriami 1 % agaroziniame
gelyje (zr. 2.2.12), i kurio gryninami naudojant GeneJET Gel Extraction Kit
rinkinj. Fragmenty fosforilinimas atlickamas naudojant T4 polinukleotidy
kinaze, o defosforlinimas — FastAP™ termojautrig Sarming fosfataze. Lipniy
DNR fragmenty galy uzpildymas atliekamas naudojant Klenow fragments.
Fragmenty jterpimas j raiSkos vektorius atlickamas naudojant T4 DNR ligazg.
Visos procediiros atliekamos remiantis gamintojo rekomendacijomis.
Atliekant ligatais transformuoty bakterijy kolonijy atranka, plazmidinés DNR
i§skyrimas atliekamas sarminés lizés metodu (zr. 2.2.6). Plazmidiniy vektoriy
konstravimui in silico ir sekoskaitos duomeny analizei naudojama programiné
jranga SnapGene Viewer v5.3.2 (www.snapgene.com) ir Vector NTI Advance
v11.0.

2.2.5. Kompetentiniy E. coli lasteliy paruosimas ir cheminé transformacija

Plazmidziy padauginimui naudojamas E. coli DH10B kamienas, o
rekombinantiniy baltymy raiskai — BL21-Al. Paviené bakterijy kolonija
suspenduojama 10 mL skystos LB terpés ir auginama purtant 14-16 val.,
37 °C. Naktin¢ kulttra skiedZiama santykiu 1:50 j 20 mL Sviezios LB terpés
ir lastelés auginamos tomis paciomis sglygomis, kol lasteliy kulttiros optinis
tankis 600 nm bangos ilgyje pasiekia 0.5-0.6 optinio vieneto. Optinio tankio
matavimai  atliekami  spektrofotometru  BioPhotometer  (Eppendorf,
Vokietija). Lastelés surenkamos centrifuguojant 10 min. 1000 x g 4 °C ir
resuspenduojamos 2 pradinio thrio Salto Na tirpalo. Lastelés
centrifuguojamos 10 min. 1000 x g 4 °C, resuspenduojamos % pradinio tario
Ca tirpalo ir 30-60 min. inkubuojamos lede. Centrifuguojama tokiomis
paciomis sglygomis ir paruoStos kompetentinés lastelés resuspenduojamos
1/12 pradinio tario Ca tirpalo. Jeigu lastelés naudojamos ne i§ karto, jos
uzsaldomos -80°C, pridéjus lygy tirj sterilaus 50 % glicerolio.

150 uL paruosty kompetentiniy bakterijy lasteliy pridedama 5 pL ligato
arba 10-20 ng plazmidinés DNR ir miSinys inkubuojamas 15 min. lede.
Atliekamas lgsteliy temperattrinis Sokas inkubuojant 2 min. 42 °C ir méginiai
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dedami atgal j ledus. Pridedama 450 pL S$viezios LB terpés ir inkubuojama
30-60 min. 37 °C termostate. Méginiai su ligatu centrifuguojami 30 sek.
6000 x g, supernatantas paSalinamas, lastelés resuspenduojamos 50 pL LB
terpés ir paskleidziamos ant agarizuotos LB terpés, papildytos reikiamu
antibiotiku. Bakterijoms, transformuotoms plazmidéms pYAK3 ir pFX7
naudojamas ampicilinas (100 pg/mL), 0 pET28a — kanamicinas (50 pg/mL).
Atliekant plazmidziy padauginimg, i§ viso po atgaivinimo gauto tdirio
(0,5 mL) ant agarizuotos terpés paskleidziama tik 50 pL lasteliy. Plazmidémis
transformuotos bakterijy Iastelés auginamos 14-18 val. 37 °C.

2.2.6. Plazmidinés DNR isskyrimas Sarminés lizés metodu

Apie 0,25 cm? ant agarizuotos LB terpés uzaugusios bakterijy biomasés
suspenduojama 100 uL 2x TE buferinio tirpalo. Pridedama 200 puL 0,1 M
NaOH su 1 % SDS tirpalo ir atsargiai maiSoma, mégintuvélj létai vartant 46
kartus. Misinys inkubuojamas 5 min. 21 °C temperatiiroje, pridedama 150 uL
3 M NaOAc (pH 7) tirpalo ir létai vartoma 4—6 kartus. Pridedama 450 pL
chloroformo, 1étai vartoma 46 kartus ir centrifuguojama 10 min. 20 000 x g.
Po centrifugavimo apie 300 uL vandeninés fazés perkeliama ] nauja
meégintuvelj, pridedamas lygus turis 100 % izopropanolio ir gerai iSmaiSoma.
Centrifuguojama 5 min. 20 000 x g ir nuosédos plaunamos 150 puL 70 %
etanoliu, gerai iSmaiSoma ir centrifuguojama 5 min. 20 000 x g. Pasalinus
supernatantag nuosédos dziovinamos ir tirpinamos 20 pL sterilaus vandens.
Méginiai analizuojami 1 % agaroziniame gelyje (zr. 2.2.12).

2.2.7. Kompetentiniy S. cerevisiae lasteliy paruosimas ir transformacija

Paviené S. cerevisiae BY4741[LA-LBC-] kolonija suspenduojama 10 mL
YPD terpés ir auginama purtant 16—20 val. 30 °C. Naktiné kultiira skiedziama
santykiu 1:50 j 20 mL Sviezios YPD terpés ir lgstelés auginamos tomis
paciomis sglygomis, kol dieninés mieliy kultiros optinis tankis 600 nm
bangos ilgyje pasiekia 1,0 optinj vienetg. Lastelés surenkamos centrifuguojant
10 min. 1000 x g ir suspenduojamos 25 mL 1x TE tirpalo. Lastelés
centrifuguojamos tomis paciomis saglygomis ir resuspenduojamos 1,5 mL LTE
tirpalo bei inkubuojamos 10 min.

1 100 puL paruosty kompetentiniy lasteliy pridedama 1-2 pg plazmidinés
DNR ir 700 pL LPTE tirpalo. MiSinys gerai iSmaiSomas ir inkubuojamas 30
min. 30 °C. | miSinj dedama 88 puL DMSO tirpalo, gerai iSmaiSoma ir
inkubuojama 7 min. 42 °C. Po temperatiirinio Soko lgstelés centrifuguojamos
1 min. 6000 x g, resuspenduojamos 1 mL $viezios YPD terpés ir
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inkubuojamos purtant 14-16 val., 30 °C. Lastelés surenkamos centrifuguojant
1 min. 6000 x g, resuspenduojamos 1 mL 1x TE tirpalo ir centrifuguojamos
tomis paciomis sglygomis. Lastelés resuspenduojamos 50 pL 1x TE tirpalo,
paskleidziamos ant agarizuotos YPD terpés, papildytos 0,024 %
formaldehido, ir auginamos apie 48-72 val. 30 °C.

2.2.8. Rekombinantiniy baltymy sintezé bakterijose

Paviené pET28a plazmide transformuoto E. coli BL21-Al kamieno kolonija
suspenduojama 20 mL skystos LB terpés, papildytos 50 pg/mL kanamicino,
ir auginama purtant 16-18 val. 37 °C. Naktiné kultira skiedziama santykiu
1:50 § 600 mL §viezios LB terpés, papildytos 50 pg/mL kanamicino, ir lastelés
auginamos tomis paciomis sglygomis, kol kultiros tankis 600 nm bangos
ilgyje pasiekia 0,7-0,8 optinio vieneto. Rekombinantinio baltymo sintezé
indukuojama j terp¢ pridéjus 0,1 % L-arabinozés ir 0,1 mM IPTG (jeigu
nenurodyta Kkitaip). Indukcija atlickama kultirg purtant 4 val. 21 °C
temperatiiroje. Lastelés surenkamos centrifuguojant 10 min. 5000 x g 4 °C.
Jeigu ardymas atliekamas ne iS karto, biomasé uz8aldoma -20 °C Saldiklyje.

Surinkta bakterijy biomasé resuspenduojama 10 tiriy ardymo buferinio
tirpalo (1 g biomasés — 10 mL tirpalo) su 1 mM PMSF ir atliekamas ardymas
ultragarsu, 40 % amplitude, 6-7 kartus po 40 sek., po kiekvieno ardymo darant
40 sek. pertraukas. Ardymui naudojamas ultragarsinis sonikatorius Vibra-cell
VCX-130 (Sonics and Materials, JAV). Méginiai viso ardymo proceso metu
laikomi lede. Po ardymo tirpi baltymy frakcija nuo suardyty Igsteliy ir netirpiy
baltymy frakcijos atskiriama centrifuguojant 15 min. 15000 x g 4 °C.
Baltymy frakcijos analizuojamos SDS-PAGE gelyje (zr. 2.2.13).

2.2.9. Rekombinantiniy baltymy sintezé mielése

Paviené pFX7 plazmide transformuoto S. cerevisiae BY4741[LA-LBC-]
kamieno kolonija suspenduojama 250-300 mL YPD terpés, papildytos 0,012
% formaldehido, ir auginama purtant 16-24 val. 30 °C. Lastelés surenkamos
centrifuguojant 10 min. 1000 x g 4 °C ir perkeliamos j 300 mL YPG
indukcijos terpés su 2 % galaktozés, papildytos 0,012 % formaldehido.
Indukcija atliekama kultirg purtant 16-24 val. 30 °C (jeigu nenurodyta
kitaip). Lastelés surenkamos centrifuguojant 10 min. 1000 x g 4 °C ir
resuspenduojamos viename tiiryje ardymo buferinio tirpalo (1 g biomasés —1
mL tirpalo) su 1 mM PMSF. Pridedamas dvigubas kiekis 212-300 um
skersmens stiklo rutuliuky (1 g biomasés — 2 g rutuliuky). Lastelés ardomos
stipriai purtant 10 karty po 30 sek., po kiekvieno purtymo méginius 30 sek.
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perkeliant j ledus. Ardymui naudojamas purtytuvas Vortex-Genie 2 (Scientific
Industries, JAV). Po ardymo gautas mieliy lgsteliy lizatas centrifuguojamas
10 min. 1000 x g 4 °C, kad buty pasalintos lasteliy nuolauzos ir stiklo
rutuliukai. Surinktas lizatas dar kartg centrifuguojamas 10 min. 10 000 x g 4
°C, kad biity atskirta tirpi ir netirpi baltymy frakcijos. Baltymy frakcijos
analizuojamos SDS-PAGE gelyje (zr. 2.2.13).

2.2.10. ] virusus pana$iy daleliy gryninimas

Tiriant mieliy virusy ry$j su lastelés Seimininkés metabolizmu, daleliy
i§sodinimui i$ tirpiy baltymy frakcijos naudojamas iSsodinimo PEG reagentu
metodas — j tirpiy baltymy frakcijg pridedama 0,25 tiirio PEG i$sodinimo
reagento (1 mL frakcijos — 0,25 mL reagento) ir inkubuojama 30 min. lede.
Centrifuguojama 10 min. 15000 x g 4 °C, iSsodintos dalelés resuspenduojamos
0,6 tario PEG plovimo tirpale (1 mL frakcijos — 0,6 mL tirpalo).
Centrifuguojama 5 min. 15000 x g 4 °C, supernatantas paSalinamas ir nuosédy
frakcija su dalelémis resuspenduojama 220 uL ardymo buferinio tirpalo.

Susintetinty VLP i$sodinimui naudojamas daleliy iSsodinimas
ultracentrifuguojant. IS mieliy arba bakterijy gauta tirpiy baltymy frakcija
skiedziama ardymo buferiniu tirpalu iki 15 mL ir visas tdris atsargiai
uzpilamas ant 15 mL 45 % sacharozés-ardymo buferinio tirpalo. Daleliy
i$sodinimas atliekamas centrifuguojant 16-18 val. 76 000 x g 4 °C, naudojant
ultracentrifugg MSE MS60 (Sanyo, Japonija) ir rotoriy TST 28.38 (Kontron,
Vokietija). Supernatantas paSalinamas, o nuosédy frakcija su dalelémis
resuspenduojama 300 pL ardymo buferinio tirpalo.

I$sodintos dalelés létai pilamos ant 2,4 mL 1,36 g/cm?® tankio cezio
chlorido-ardymo  buferinio tirpalo. Daleliy gryninimas atliekamas
ultracentrifuguojant 24 val. 75 000 x g 4 °C, naudojant tg pacig ultracentrifuga
ir rotoriy TST 60.4 (Kontron, Vokietija). Po ultracentrifugavimo surenkamos
9 frakcijos. Méginiai analizuojami SDS-PAGE gelyje (zr. 2.2.13).

2.2.11. Buferinio tirpalo pakeitimas

Méginiy buferiniy tirpaly keitimas atliekamas naudojant 0,5 mL talpos
gelfiltracines kolonéles Zeba™ Spin, skirtas baltymams, kuriy molekuliné
maseé didesné uz 7 kDa (7K MWCO). Prie$ naudojimg nulauZiama kolonélés
apacia, kolonélé perkeliama | mégintuvélj ir atlaisvinus dangtelj kolonélé
centrifuguojama 1 min. 1500 x g 4 °C, kad buty pasalinamas kolonélés
saugojimo buferinis tirpalas. Ant kolonélés pilama 300 pL pasirinkto tirpalo,
1 kurj kei¢iamas esamas tirpalas, ir centrifuguojama 1-2 min. 1500 x g 4 °C.
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Sis procesas kartojamas tris kartus. Kolonélé perkeliama j nauja mégintuveélj
ir ant jos pilama 70—130 uL baltyminio méginio. Centrifuguojama 2 min. 1500
x g 4 °C ir gaunamas baltyminis méginys su pakeistu tirpalu.

2.2.12. Nukleortugsciy elektroforezé agaroziniame gelyje

Nukleortigs¢iy méginiai sumaiSomi su 6x DNR uznesimo dazu DNA Gel
Loading Dye. Kaip molekulinés masés standartas naudojamas misinys
Generuler DNA Ladder Mix. DNR elektroforezé atlickama 1 % agaroziniame
gelyje, paruoStame 1xTAE buferiniame tirpale, horizontalioje elektroforezés
voneléje Wide Mini-Sub Cell GT Cell (Bio-Rad, JAV), naudojant
elektroforezés srovés Saltinj PowerPac™ HC High-current (Bio-Rad, JAV).
Gelis dazomas vandeniniame etidzio bromido tirpale (0,5 pg/mL) 2-3 min. ir
plaunamas vandenyje 10-15 min. DNR fragmentai vizualizuojami naudojant
UV transiliuminatoriy Gel Doc XR+ (Bio-Rad, JAV).

2.2.13. Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje
denatiiruojanciomis saglygomis

Baltyminiai méginiai sumaiSomi su 5x SDS-PAGE méginio paruos$imo
buferiniu tirpalu, turin¢io BME, ir kaitinami 10 min. 95 °C. Kaip molekulinés
masés standartas naudojamas misinys PageRuler™ Unstained Broad Range
Protein Ladder arba PageRuler™ Unstained Protein Ladder. Paruo$ti méginiai
frakcionuojami gelyje, sudarytame i§ 5,6 % koncentruojancio ir 10,8 %
frakcionuojancio  gelio sluoksniy, 1x  Tris-Gly-SDS elektroforezés
buferiniame tirpale. Elektroforezé atlickama vertikalios elektroforezés
voneléje Mini-PROTEAN®  Tetra Cell (Bio-Rad, JAV), naudojant
elektroforezés srovés Saltinj EV265 (Consort, Belgija). Meéginiai
koncentruojami 10 min. esant 15 mA/1 geliui srovés stipriui ir frakcionuojami
45-60 min. esant 25 mA/1 geliui srovés stipriui. Gelis dazomas CBB R-250
dazymo tirpale $velniai purtant 10-20 min. Nupylus daza, gelis blukinamas
30 % izopropanolio ir 10 % acto ragsties tirpale $velniai purtant 10-20 min.
ir perkeliamas | vandenj. Baltymy koncentracijos nustatymui
poliakrilamidiniame gelyje naudojama programiné jranga ImageJ v1.53t
(Schneider et al., 2012).

2.2.14. Vidutinio daleliy dydzio tirpale nustatymas

Vidutinio daleliy dydzio matavimai atliekami naudojant analizatoriy Zetasizer
uV su 4 mW HeNe lazeriu (633 nm) (Malvern Panalytical, Jungtiné

67



Karalysté). ISsklaidytos $viesos intensyvumo matavimai atlickami 22 °C, 90°
kampu, naudojant 2 upL talpos kvarcing kiuvete ZMV1002 (Malvern
Panalytical, Jungtiné Karalyst¢). Daleliy dydZio pasiskirstymas gaunamas i$
koreliacijos funkcijy. Gauti duomenys konvertuojami naudojant programing
jranga Malvern Zetasizer v8.02 (https://www.malvernpanalytical.com/en).
Matavimams naudojami VLP méginiai, kuriuose baltymy koncentracija yra
0,4-0,6 mg/mL. Prie§ kiekvienag méginj atlickamas 30 sek. prietaiso
kalibravimas. Tas pats méginys matuojamas tris kartus ir iSvedamas vidurkis.
Vidutinio daleliy dydzio grafikai sudaromi naudojant programing jranga
GraphPad Prism v.8.0.1 (www.graphpad.com).

2.2.15. Méginiy analizavimas elektroniniu mikroskopu

Ant anglimi dengto vario tinklelio pilama 3 pL VLP méginio, kuriame
baltymy koncentracija yra 0,1-0,2 mg/mL. Po 1 min. tinklelis nusausinamas
filtriniu popieriumi, 10 s. plaunamas 3 pL sterilaus vandens ir vél
nusausinamas. Méginys 10 s. dazomas 3 pL 2 % uranilo acetato tirpalu,
nusausinamas ir papildomai dziovinamas 1 min. atvirame ore. Daleliy
vizualizavimas atliekamas transmisiniu elektrony mikroskopu Morgagni 268
(D) (FEI, Olandija) arba Talos™ L120C (Thermo Fisher Scientific). Strukttry
dydzio nustatymui gautose mikrografijose naudojama programiné jranga
ImageJ v1.53t (Schneider et al., 2012).

2.2.16. Terminio poslinkio tyrimas

Terminio poslinkio vertinimas atliekamas naudojant realaus laiko PGR
prietaisa Rotor-Gene Q (Qiagen, Vokietija). ] 10 uL VLP méginio, kuriame
baltymy koncentracija yra 0,4 mg/mL, pridedama 0,2 uLL 10 mM 1-anilino-8-
naftalenosulfono ragsties (ANS) fluorescentinio dazo, iStirpinto 100 %
DMSO tirpale. Paruosto misinio temperattra didinama po 1 °C per min. nuo
25 iki 99 °C, iSmatuojant reporterinj signalg kiekviename etape.
Fluorescencijos suzadinimui naudojama 365 nm bangos ilgio $viesa, o
detekcijai — 460 nm. Méginiy lydymosi temperatiry (Tm) nustatymui
naudojamas programinés jrangos jrankis Thermott (Gedgaudas et al., 2022).).
Fluorescencijos intensyvumo priklausomybés nuo temperatiiros diagramos
sudaromos  naudojant  programing GraphPad Prism v.8.0.1
(www.graphpad.com).
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2.2.17. Nizino jkapsuliavimas j virusus panaSias daleles

Ruosiamas 300 uM (1 mg/mL) koncentracijos pradinis antimikrobinio
peptido nizino Z vandeninis tirpalas, kuris saugomas 4 °C iki naudojimo. Pries§
ikapsuliavimo tyrima pradinis nizino tirpalas skiedziamas steriliu vandeniu iki
220, 22 ir 2,2 uM (atitinkamai 0,74, 0,074, 0,0074 mg/mL). Naudojant
gelfiltracines kolonéles Zeba™ Spin (7K MWCO) (zr. 2.2.11), ruoSiamas
0,22 pM (2 mg/mL) koncentracijos daleliy méginys 2% natrio fosfato ir citrato
buferiniame tirpale (pH 6) su 300 mM NaCl ir 20 mM EDTA. VLP méginys
(0,22 uM) natrio fosfato ir citrato buferiniame tirpale lygiais tliriais maiSomas
su vandeniniais nizino tirpalais (220, 22 ir 2,2 uM). Taip gaunami VLP:nizino
miSiniai, kuriy moliniai santykiai yra 1:1000, 1:100 ir 1:10. Siuose miiniuose
pries filtravimg VLP moliné koncentracija yra 0,11 uM, o nizino — atitinkamai
110, 11 ir 1,1 pM. Paruosti VLP:nizino miSiniai inkubuojami lengvai purtant
16 val. 4 °C. Nejkapsuliuotas nizinas pasalinamas filtravimo btidu, naudojant
koncentravimo kolonéles Pierce™, skirtas didesniems nei 100 kDa
baltymams, remiantis gamintojo rekomendacijomis. Po filtravimo atliekamas
papildomas daleliy plovimas 500 uL natrio fosfato ir citrato buferinio tirpalo
(pH 6) su 150 mM NaCl ir 10 mM EDTA. Po koncentravimo sumazgjes
méginiy turis atstatomas iki pradinio, naudojant ta patj natrio fosfato ir citrato
buferinj tirpalg. Jkapsuliavimo vertinimui atlickamas gauty méginiy
antibakterinio aktyvumo nustatymas (zr. 2.2.18).

2.2.18. Antibakterinio aktyvumo nustatymas

Antibakterinis méginiy aktyvumas vertinamas kaip gram-teigiamy bakterijy
indikatorius naudojant Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus aureus
ATCC 29213 ir Streptococcus pyogenes ATCC 19615 bakterijy kamienus. 20
uL analizuojamo méginio uZneSama ant agarizuotos LB terpés su
paskleistomis B. subtilis ir S. aureus kultiromis, taip pat ant agarizuotos
triptono-sojy terpés su inokuliuotomis S. pyogenes bakterijomis (2x10’
last./Ieksteléje). Po 24 val. inkubacijos 37 °C temperatiiroje iSmatuojamos
augimo slopinimo zonos. I§ viso atlickami 5 biologiniai pakartojimai ir
apskai¢iuojamas vidurkis su standartiniu nuokrypiu (£SN). Sis tyrimas
atliktas Gamtos tyrimy centro Genetikos laboratorijos darbuotojy.

2.2.19. Zinduoliy lasteliy transdukcija

Plauciy karcinomos epitelinio audinio A549 linijos lastelés kultivuojamos
T25 talpos induose 5 mL zinduoliy kultivavimo terpés 37 °C 5 % CO; ir 95 %

69



drégmés termostate S-Bt Smart Biotherm (Biosan, Latvija). Po 2-3 dieny
pasalinama sena terpé, Iastelés plaunamos 5 mL 1x PBS tirpalo ir atkeliamos
nuo auginimo talpos pavirSiaus 0,5 mL disociacijos reagento TrypLE™
Express, inkubuojant 2,5 min. termostate. Po atkélimo lastelés
resuspenduojamos 5 mL $viezios zinduoliy kultivavimo terpés ir perkeliamos
i nauja T25 talpos kultivavimo indg atskiedus iki reikiamo lgsteliy tankio.

196 (MTT testui) arba 24 (fluorescencinei analizei) sulinéliy kultivavimo
ploksteles pilamas reikiamas kiekis lasteliy Kultivavimo terpéje (lentelé
2.2.18). Lastelés kultivuojamos 16-20 val. tomis paciomis salygomis.
Pasalinama sena kultivavimo terpé ir uzpilamas 1 mL (24 Sulinéliy plokstelei)
arba 100 pL (96 Sulinéliy plokstelei) $viezios kultivavimo terpés su reikiama
VLP méginio koncentracija. Pradiniai VLP méginiai ruoSiami PBS tirpale.
Lasteliy transdukcija dalelémis atliekama 4, 24, 48 arba 72 val. (lentelé
2.2.19), inkubuojant tame pa¢iame termostate.

Lentelé 2.2.19. Laikas ir lasteliy skaifius, naudotas A549 linijos lasteliy transdukcijos
tyrimui.

Transdukcijos trukmé Lasteliy sk. Sulinéliui
96 sulin¢liy plokstele (MTT testui)
24 val. 5000
48 val. 2300
72 val. 1500
24 sulinéliy plokstelé (fluorescencinei analizei)

Iki 4 val. 50 000
24 val. 30 000
48 val. 13 800
72 val. 6000

Lasteliy kultivavimui naudojant 24 Sulinéliy ploksteles, pries lasteliy
perkélimg j Sulinélius papildomai jdedami sterilis dengiamieji
mikroskopavimo stikliukai.

2.2.20. Zinduoliy lasteliy fluorescenciné analizé ir gyvybingumo vertinimas

Daleliy patekimas | AS549 lasteles vertinamas atliekant méginiy
fluorescencinés mikroskopijos analize mikroskopu AX70 (Olympus,
Japonija), naudojant 60% objektyva su imersiniu aliejumi. Po transdukcijos i$
24 sulinéliy plokstelés pasalinama transdukcijos terpé ir lastelés du kartus
plaunamos 1 mL dPBS tirpalo. Lastelés fiksuojamos 0,4 mL 3 % PFA tirpalu
su 1 ug/mL branduolio lokalizacijos dazu Hoechst 33342 ir inkubuojama 20
min. 21 °C temperatiiroje. Lastelés plaunamos 1 mL dPBS tirpalo, tirpalas
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nusiurbiamas ir pincetu i§imamas dengiamasis mikroskopavimo stikliukas. Jis
dedamas ant objektinio mikroskopavimo stikliuko, su pries tai uzteptu
reagentu ProLong™ Diamond Antifade Mountant, skirtu ilgiau issaugoti
fluorescencijos signalg mikroskopuojamuose meéginiuose. Branduoliy,
nudazyty dazy Hoechst 33342, fluorescencijai stebéti naudojamas U-MWU
filtras, o su mCherry suliety daleliy — U-MWG. Vaizdai fotografuojami
nespalvine kamera ORCA-spark (Hamamatsu, Japonija). Fluorescenciniy
nuotrauky paruo$imui naudojama programiné jranga Image] v1.53t
(Schneider et al., 2012).

Meéginiy poveikis A549 lasteliy santykiniam gyvybingumui nustatytas
MTT testu. Jis pagrjstas geltonos spalvos MTT reagento redukcija iki
violetinés spalvos produkto. Po transdukcijos i§ 96 Sulinéliy plokstelés
pasSalinama transdukcijos terpé ir lastelés du kartus plaunamos 150 uL dPBS
tirpalo. Tirpalas nusiurbiamas, uzpilama 100 uL auginimo terpés su 0,5
mg/mL MTT reagento ir inkubuojama 4 val. 37 °C. Tirpalas paSalinamas ir
susidare kristalai tirpinami 100 pL izopropanolio 10 min. Méginiy sugertis
565 nm bangos ilgyje iSmatuojama ploksteliy skaitytuvu Infinite M Nano
(Tecan, Sveicarija). Santykinis lasteliy gyvybingumas apskai¢iuojamas
paveikty lasteliy sugertj padalinant i§ kontroliniy (neveikty) lasteliy sugerties,
pries tai i§ visy méginiy atémus tu$éiy méginiy sugertj (fong). I§ viso atlickami
6 biologiniai pakartojimai ir apskai¢iuojamas vidurkis su standartiniu
nuokrypiu (£SN). Skaiciavimai atlieckami programine jranga Microsoft Excel.

2.2.21. Rezultaty statistiné analizé

Statistinis rezultaty reik§Smingumas vertinamas naudojant vienpusj ANOVA
metoda, taikant Tukey daugialypio palyginimo testa ir yra pateikiamas kaip
nurodyta: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****). Statistiné
analizé atliekama naudojant programineg jrangg GraphPad Prism v.8.0.1
(www.graphpad.com).
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3. REZULTATAI

Sio darbo metu tirtos S. cerevisiae viruso L-BC-1 Gag baltymo formuojamy j
virusus panasiy daleliy savybés ir pritaikymo galimybés. Skyriuje pateikti
rezultatai, apimantys raiSkos vektoriy su virusiniais genais kiirima, daleliy
sintez¢ bakterijose E. coli bei mielése S. cerevisiae, jy gryninimg ir
vizualizavima bei daleliy stabilumo skirtingose sglygose tyrimus. Nustaéius
daleliy savybes, jvertintos jy jkapsuliavimo galimybés bei poveikis zinduoliy
lasteléms. Darbai atlikti  Vilniaus universiteto Biomoksly instituto
Biochemijos ir molekulinés biologijos katedroje.

3.1. Raiskos vektoriy konstravimas

Raiskos vektoriy konstravimui reikalingas L-BC viruso GAG genas
padaugintas PGR metodu i§ mieliy S. cerevisiae BY4741 kamieno. Siame
kamiene, kaip ir daugelyje kity, randami abiejy tipy natyviis L-A bei L-BC
virusai (Ramirez-Garrastacho ir Esteban, 2011). Kadangi $ie virusai turi
dgRNR genomg (~4,6 kb), pradzioje atliktas VRNR isskyrimas i§ BY4741
kamieno biomasés. I§ VRNR frakcijos isgryninta dgRNR buvo paveikta
DNazel, kad biity pasalinami bet kokie genominés DNR likuciai (3.1.1 pav.
A). Atvirkstinés transkripcijos biidu, naudojant L-A-1 bei L-BC virusy POL
geny sritims specifinius pradmenis ir DNazel paveikta dgRNR kaip matricg,
susintetinta KDNR, kuri padauginta PGR metodu. Atlikus gauty produkty
analize¢ 1 % agaroziniame gelyje BY4741 kamiene nustatyti abu virusai,
L-A-1 (461 bp produktas) (3.1.1 pav. B) bei L-BC (475 bp produktas) (3.1.1
pav. C). Naudojant pilnam L-BC GAG genui specifinius pradmenis ir ta pacia
matrica, atvirk$tinés transkripcijos bei PGR metodais susintetintas pilno ilgio
GAG geno fragmentas (1-697 a. r., 2094 bp), reikalingas plazmidziy
konstravimui (3.1.1 pav. D). Naudojant pradmenis GAG geno 5°¢ gale jterpta
Esp3I restrikcijos endonukleazés atpazinimo seka, todél galutinis GAG geno
fragmento dydis pailgéjo 9 nukleotidais (2103 bp).
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Pav. 3.1.1. Natyviy L-A-1 ir L-BC virusy nustatymas S. cerevisiae BY4741 kamiene ir Gag
baltyma koduojancio geno padauginimas. (A) I$ BY4741 kamieno dviejy pavieniy kolonijy
i§skirta VRNR frakcija, i$ kurios iSgryninta dgRNR ir veikiant DNazel pasalinta genominé
DNR. (B) L-A-1 ir (C) L-BC virusy identifikavimas atvirkstinés transkripcijos ir PGR
metodais, naudojant L-A-1 ir L-BC virusy POL genams specifinius pradmenis, atitinkamai
R2.2-F:R3-R bei pol-dir-1:rev4, bei Dnazel paveikta dgRNR kaip matricg. (D) Pilno ilgio L-
BC GAG geno sintezé atvirks$tinés transkripcijos ir PGR metodais, naudojant L-BC viruso
visam GAG genui specifinius pradmenis dir3:rev2 ir tg pacig matricg. K- — PGR produktas,
gautas j reakcijos misinj jdéjus atvirks$tinés transkripcijos produkta, bet nenaudojant atvirkstinés
transkriptazés fermento (neigiama kontrol¢). M — DNR molekulinés masés standartas
GeneRuler™ DNA Ladder Mix.

PGR budu padaugintas pilno ilgio GAG geno fragmentas (2103 bp)
hidrolizuotas Esp3I restrikcijos endonukleaze, suformuojant lipny gala
5¢ gale, isgrynintas i§ agarozinio gelio ir fosforilintas. Fragmentas jterptas i
defosforilintg bakterijy indukuojamos raiskos vektoriy pET28a, hidrolizuota
Ncol bei Ecl136]I restrikcijos endonukleazémis. Gautas bakterijy raiskos
vektorius pET28a-L-BC-gag (3.1.2 pav.). Kolonija su pET28a vektoriuje
teisingai jterptu GAG genu atrinkta atliekant iSskirtos plazmidinés DNR
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hidroliz¢ HindllI restrikcijos endonukleaze (hidrolizés vietos nurodytos 3.1.2
pav.).

T7 terminator

(7174) HindIII (LG

(5719) HindIII

pET28a-LBC-gag ColE1 pBR322 ori

7351 bp

lac operator
T7 promoter
rop

Pav. 3.1.2. Bakterijy rai$kos vektoriaus pET28a-L-BC-gag schema. Vektorius turi IPTG
indukuojama T7 promotoriy, lac operatoriy, lac represoriy (lac 1), ribosomy prisijungimo sritj
(SD), L-BC GAG geno, koduojancio pagrindinj L-BC viruso kapsidés baltyma Gag, fragmenta,
bei T7 terminatoriy. Vektorius turi dvi DNR replikacijos pradzios sekas — bakteriofagy (f1)
ORI DNR ir bakterijy (ColE1 pBR322) ORI DNR sekas. Vektoriaus atrankos Zymenys: KanR
genas, suteikiantis bakterijoms atsparuma kanamicinui.

To paties pilno ilgio GAG geno fragmento (3.1.1 pav. D) lipnus galai
uzpildyti, fragmentas iSgrynintas i§ agarozinio gelio ir jterptas j
defosfosforilintg mieliy indukuojamos raiskos vektoriy pFX7, hidrolizuotg
Bglll  restrikcijos endonukleaze. Gautas mieliy raiSkos vektorius
pFX7-L-BC-gag (3.1.3 pav.). Kolonija su pFX7 vektoriuje teisingai jterptu
GAG genu atrinkta atliekant i$skirtos plazmidinés DNR hidroliz¢ Mlsl ir Ndel
restrikcijos endonukleazémis (hidrolizés vietos nurodytos 3.1.3 pav.).
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Pav. 3.1.3. Mieliy rai§kos vektoriaus pFX7-L-BC-gag schema. Vektorius turi galaktoze
indukuojama GAL10 promotoriy, PYK1 geno, koduojanéio piruvatkinazg, promotoriaus
fragmenta, L-BC GAG geno, koduojancio pagrindinj L-BC viruso kapsidés baltyma Gag,
fragmenta, bei PGK1 terminatoriy. Vektorius turi dvi DNR replikacijos pradzios sekas: mieliy
2 p plazmidés ORF ir bakterijy ORI DNR fragmenta. Vektoriaus atrankos zymenys: mieliy
Candida maltosa FDH1 genas, koduojantis formaldehido dehidrogenazg¢ ir suteikiantis
mieléms atsparumg formaldehidui, bei AmpR genas.

Sukonstruoti rekombinantinio L-BC Gag baltymo raiskos vektoriai
pPET28a-L-BC-gag ir pFX7-L-BC-gag padauginti bakterijy E. coli DH10B
kamiene. Atlikta j vektorius jterpto GAG geno sekoskaita ir gautos sekos
analizuotos naudojant programine jrangg Vector NTI Advance v11.0 —
mutacijy nenustatyta.

3.2. Gag baltymo sintezé bakterijose ir mielése

Transformavus E. coli BL21-Al kamieng raiskos vektoriumi pET28a-L-BC-
gag, atliktas Gag baltymo (~76 kDa) sintezés optimizavimas. Sintez¢é atlikta
4 val. esant skirtingoms temperatiroms ir keiciant vieno i§ induktoriaus,
L-arabinozés, kiekj indukcinéje terpéje. Antrojo induktoriaus IPTG
koncentracija terpéje buvo fiksuota (0,1 mM). Pradiniai induktoriy kiekiai
pasirinkti remiantis literatira (Serrano et al., 2021). Surinkta bakterijy
biomasé suardyta ultragarsiniu homogenizatoriumi ir centrifuguojant atskirta
tirpi bei netirpi baltymy frakcijos. Netirpiy baltymy frakcija suspenduota
ardymo buferiniame tirpale, kurio tiiris atitiko tirpiy baltymy frakcijos turj.
Vienodi ttriai gauty baltyminiy méginiy analizuoti SDS-PAGE (3.2.1 pav.).
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Pav. 3.2.1. E. coli BL21-Al kamiene susintetinto Gag baltymo tirpumo analizé
poliakriamidiniame gelyje. (A) Gag baltymo tirpumo nustatymas, sinteze atliekant skirtingose
temperattrose (30 °C, 21 °C) ir naudojant skirtingus induktoriaus L-arabinozés (L-ara) kiekius
(0,2 %, 0,1 %). (B) Tirpaus Gag baltymo kiekio palyginimas, sintez¢ atliekant skirtingomis
salygomis. K- — baltymy frakcijos, gautos i§ bakterijy, transformuoty pET28a vektoriumi
(neigiama kontrol¢). L-BC Gag — baltymy frakcijos, gautos i§ bakterijy, transformuoty pET28a-
L-BC-gag vektoriumi. Lizatas — bendra baltymy frakcija, gauta po biomasés suardymo. T —
tirpiy baltymy frakcija. N — netirpiy baltymy frakcija. M — baltymy molekulinés masés
standartas PageRuler™ Unstained Protein Ladder.

Nustatyta, kad Gag baltymo sintez¢ atliekant bakterijose 4 val. 30 °C
temperatiroje, esant 0,1-0,2 % L-arabinozés ir 0,1 mM IPTG Kiekiui
indukcingje terpéje, sintetinamas netirpus Gag baltymas. Sintezg atliekant
zemesnéje 21 °C (kambario) temperatiiroje Gag baltymas sintetinamas tiek
tirpioje, tiek netirpioje formose (3.2.1 pav. A). Palyginus skirtingomis
salygomis gauto tirpaus Gag baltymo kiekj matoma, kad jis nepriklauso nuo
L-arabinozés kiekio, todél tolimesniems tyrimams pasirinktas mazesnis (0,1
%) L-arabinozés kiekis indukcinéje terpéje (3.2.1 pav. B). Kadangi gautas
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pakankamas kiekis tirpaus Gag baltymo, IPTG kiekis indukcinéje terpéje
neoptimizuotas.

Rai8kos vektoriumi pFX7-L-BC-gag transformavus S. cerevisiae
BY4741[LA-LBC-] kamiena, Gag baltymo sintezé atlikta 20 val. 30 °C
temperatiroje, naudojant standarting 3 % (Gedvilaite et al., 2000; Pleckaityté
et al., 2011; Nainys et al. 2014; Spakova et al., 2019) arba mazesne 2 %
galaktozés koncentracija indukcingje terp¢je. Surinkta mieliy biomasé
suardyta stiklo rutuliukais ir centrifuguojant atskirta tirpi bei netirpi baltymy
frakcijos. Netirpiy baltymy frakcija suspenduota ardymo buferiniame tirpale,
kurio tiiris atitiko tirpiy baltymy frakcijos tiirj. Vienodi turiai gauty baltyminiy
méginiy analizuoti SDS-PAGE (3.2.2 pav.).

L-BC Gag L-BC Gag L-BC Gag
Pries ind. 30°C, 2 % Gal 30°C, 3 % Gal

A}\‘b"" ,\\u\"-‘ N .\\'b;-‘
N I N A N Rt A U

85 kDa—»>  LBCGag
70 kDa > ; 76 kDa

]
mmg%m

Pav. 3.2.2. S. cerevisiae BY4741[LA-LBC-] kamiene susintetinto Gag baltymo tirpumo
analizé poliakrilamidiniame gelyje. Gag baltymo tirpumui nustatyti sintezé atlikta 30 °C
temperatiiroje, naudojant skirtingus induktoriaus galaktozés kiekius (2, 3 %). L-BC Gag —
baltymy frakcijos, gautos i§ mieliy, transformuoty pFX7-L-BC-gag vektoriumi. Lizatas —
bendra baltymy frakcija gauta po biomasés suardymo. T — tirpiy baltymy frakcija. N — netirpiy
baltymy frakcija. M — baltymy molekulinés masés standartas PageRuler™ Unstained Protein
Ladder.

Atlikta baltyminiy méginiy analizé rodo, kad sinteze atliekant mielése 20
val. 30 °C temperatiiroje, j indukcine terpe pridéjus 2 arba 3 % galaktozés,
sékmingai sintetinamas didelis tirpaus L-BC Gag baltymo kiekis. Esminiali
skirtumai, naudojant mazesnj ar didesnj galaktozés kiekj, nenustatyti, todél
tolimesniems tyrimams pasirinkta mazesné (2 %) galaktozés koncentracija
indukcinéje terpéje.

3.3. Gag baltymo formuojamy daleliy gryninimas

Virusinés kilmés baltymo formuojamy daleliy gryninimo metodas pradzioje
optimizuotas tiriant kito mieliy S. cerevisiae viruso L-A-lus bei M2 palydovo
ry$j su lgstelés Seimininkés baltymy metabolizmu (Luksa et al., 2022). Tam
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pasirinkti trys S. cerevisiae M437 kamienai: M437[LA+M+], turintis L-A-lus
virusg ir M2 palydova; M437[LA+M-], turintis tik L-A-lus virusa; ir
M437[LA-M-], kuriame $iy virusy néra (LukSa et al., 2017). Uzauginta
biomasé suardyta stiklo rutuliukais ir atskirta tirpiy baltymy frakcija. Pirmame
gryninimo etape atliktas virusiniy daleliy i$sodinimas i$ tirpiy baltymy
frakcijos, naudojant PEG iSsodinimo reagenta (zr. 2.2.10) (3.3.1 pav. A).
Antrame gryninimo etape po centrifugavimo issodintos dalelés nuo likusiy
priemaiSy i8grynintos ultracentrifuguojant 1,36 g/cm?® tankio cezio chlorido
tirpale (3.3.1 pav. C) (Luksa et al., 2022).

Pirmas Zingsnis Antras Zingsnis
A B C
PEG - } Sukoncentruotos VLP
tirpalas Tirpiy '
i baltymy -
frakcija } v
} I18grynintos VLP
' Tirpiy E 1,36 g/cm?®
' baltymy 1 CsCl
: frakcija ' 45%
' : sacharozes
i ! tirpalas
Sukoncentruotos Sukoncentruotos

Pav. 3.3.1. Gag baltymo formuojamy VLP/viriony gryninimo schema. Pirmas gryninimo
etapas: (A) Gag baltymo formuojamy VLP/viriony sukoncentravimas i$ tirpiy baltymy
frakcijos naudojant PEG4000 issodinimo reagenta arba (B) ultracentrifuguojant per 45 %
sacharozés tirpalg. Antras gryninimo etapas: (C) sukoncentruoty daleliy atskyrimas nuo
priemaisy ultracentrifuguojant 1,36 g/cm?® tankio cezio chlorido tirpale. Schema paruosta
naudojant Biorender.

Po ultracentrifugavimo gauty méginiy analizé poliakrilamidiniame ir 1 %
agaroziniame gelyje atskleidé, kad L-A-lus virusinés dalelés sékmingai
atskirtos pagal juose esantj dgRNR turinj (3.3.2 pav.) (Luksa et al., 2022).
Kaip ir tikétasi, méginiuose, gautuose i§ virusy neturin¢io kamieno M437[LA-
M-], neidentifikuoti jokie virusiniai baltymai ar nukleortgstys. L-A-lus virusg
ir M2 palydova turin¢io kamieno M437[LA+M+] bei tik L-A-lus virusa
turin¢io kamieno M437[LA+M-] atvejais, po ultracentrifugavimo gautoje
mazesnio tankio frakcijoje identifikuotos tuséios L-A-lus dalelés. Tik L-A-lus
virusg turin¢io kamieno M437[LA+M-] atveju vidutinio tankio frakcijoje taip
pat identifikuotos tuscios dalelés, 0 L-A-lus virusg ir M2 palydova turincio
M437[LA+M+] kamieno atveju — M2 palydovo RNR jkapsuliuotos dalelés.
Didesnio tankio frakcijoje abiem atvejais gautos dalelés, jkapsuliuotos L-A-
lus viruso genomu.
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Pav. 3.3.2. L-A-lus ir M virusy baltymy ir nukleoraig§¢iy nustatymas S. cerevisiae M437
kamienuose (modifikuota pagal Luksa et al., 2022). (A) Po gryninimo surinkty frakcijy
baltymy analizé poliakrilamidiniame ir nukleortigs¢iy analizé 1 % agaroziniame geliuose: L-A
viruso kapsidés baltymas Gag identifikuotas visose tirtose M437[LA+M+] ir M437[LA+M-]
kamieny frakcijose, ta¢iau neidentifikuotas nei vienoje is tirty M437[LA-M-] kamieno frakcijy;
L-A-lus viruso dgRNR identifikuota didesnio tankio frakcijose, gautose i§ M437[LA+M+] ir
M437[LA+M-] kamieny; M2 palydovo dgRNR identifikuota vidutinio tankio frakcijoje,
gautoje i§ M437[LA+M+]. (B) Remiantis gautais duomenimis sudaryta po gryninimo gauty
frakeijy schema: mazesnio tankio frakcija M, kurioje i$ skirtingy kamieny gautose virusinése
dalelése neidentifikuota jokia dgRNR; vidutinio tankio frakcija V, kurioje dgRNR identifikuota
tik i§ M437[LA+M-+] kamieno gautose virusinése dalelése; didesnio tankio frakcija D, kurioje
dgRNR identifikuota tiek i§ M437[LA+M+], tiek i§ M437[LA+M-] kamieno gautose virusinése
dalelése. Schema paruosta naudojant Biorender.
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Kadangi Sio tyrimo metu pavyko atskirti frakcijas su tus¢iomis dalelémis,
arba kitaip VLP (frakcija M), nuo virionus turin¢iy frakcijy (frakcijos V ir D),
§is metodas pritaikytas rekombinantinio L-BC Gag baltymo formuojamy VLP
gryninimui. Visgi, norint turéti didesnio grynumo meéginius teko pirmaji
zingsnj tobulinti ir daleliy iSsodinimui vietoj PEG iSsodinimo reagento
pasirinktas ultracentrifugavimas per 45 % sacharozés tirpalg (3.3.1 pav. B).
Optimizavus tirpaus L-BC Gag baltymo sintezés salygas E. coli BL21-Al bei
S. cerevisiae BY4741[LA-LBC-] kamienuose (zr. 3.2), uzsiaugintas didesnis
kiekis biomases, atliktas lasteliy ardymas ir gryninimas. Gauti baltyminiai
méginiai analizuoti SDS-PAGE kartu su zinomo kiekio jaucio serumo
albumino (BSA, angl. bovine serum albumin)) méginiais (3.3.3 pav.).

A
Tirpi fr. Sach. N Gryninimas CsCl BSA standartas

e B
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Pav. 3.3.3. Gag baltymo gryninimas i§ E. coli BL21-Al (A) bei S. cerevisiae BY4741[LA-
LBC-] (B) kamieny. Gag baltymo formuojamos dalelés i$ tirpiy baltymy frakcijos i$sodintos
ultracentrifuguojant per 45 % sacharozés tirpalg ir i$grynintos 1,36 g/cm? tankio cezio chlorido
tirpale. K- — baltymy frakcijos, gautos i§ bakterijy ir mieliy, transformuoty atitinkamai pET28a
bei pFX7 vektoriumi (neigiama kontrol¢). Gag — baltymy frakcijos, gautos i$ bakterijy ir mieliy,
transformuoty atitinkamai pET28a- L-BC-gag bei pFX7-L-BC-gag vektoriumi. Sach. N — po
i§sodinimo per sacharozeés tirpalg gauta nuosédy frakcija. Gryninimas CsCl — frakcijos, gautos
po daleliy gryninimo CsCl tirpale. BSA — zinomy kiekiy jau¢io serumo albuminas. M — baltymy
molekulinés masés standartas PageRuler™ Unstained Protein Ladder.
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Bakterijose ir mielése susintetintas rekombinantinis Gag baltymas (apie
76 kDa) sékmingai i$sodintas i$ tirpiy baltymy frakcijos ultracentrifuguojant
per 45 % sacharozés tirpalg ir papildomai iSgrynintas per 1,36 g/cm? tankio
cezio chlorido tirpalg (3.3.3 pav.). Atliekant L-BC Gag méginiy ir L-A-lus
méginiy palyginima (zr. 3.3.2 pav.) matoma, kad pakeitus pirmajj gryninimo
zingsnj gaunami didesnio grynumo méginiai. Kaip ir prie§ tai masy atliktame
tyrime su S. cerevisiae L-A-lus virusu bei M2 palydovu, po gryninimo cezio
chlorido tirpale rekombinantino L-BC Gag baltymo formuojamos dalelés
pasiskirsté mazesnio tankio 3 bei 4 frakcijose. Atlikus kelis biologinius
pakartojimus, naudojant zinomy kiekiy BSA (66,5 kDa) méginius ir ImageJ
v1.53t programing jrangg (Schneider et al., 2012), apskai¢iuotos iSgryninto
Gag baltymo iseigos pagal Slapig biomase. IS bakterijy iSgryninto Gag
baltymo bendra iseiga 3 ir 4 frakcijose buvo 0,25+0,03 mg/g (n=4), 0 i§ mieliy
iSgryninto Gag baltymo iSeiga buvo kelis kartus didesné ir sieké 0,78+0,05
mg/g biomaseés (n=3).

3.4. Gag baltymo gebéjimo formuoti daleles nustatymas

Sékmingas Gag baltymo iSsodinimas per 45 % sacharozés tirpala, taikoma
didelés molekulinés masés baltymy/baltyminiy kompleksy sukoncentravimui,
bei isgryninimas cezio chlorido tirpale, skirtame atskirti molekules pagal jy
tankj, leidzia daryti prielaida, kad bakterijose bei mielése susintetintas
rekombinantinis L-BC Gag baltymas formuoja VLP. Vis délto, daleliy
formavimuisi jrodyti reikalingi papildomi tyrimai. Kadangi po gryninimo
baltyminis méginys yra buferiniame tirpale su cezio chloridu, kuris néra
suderinamas su tolimesniais tyrimais, atliktas cezio chlorido tirpalo
pakeitimas j ardymui naudotg buferinj tirpalag (100 mM Tris-HCI pH 8, 150
mM NaCl, 1 mM EDTA) (zr. 2.2.11). Siekiant jvertinti Gag baltymo geb¢jima
formuoti daleles, paruosti ardymo buferiniame tirpale méginiai analizuoti
Zetasizer puV prietaisu, kuris, taikydamas DLS metoda, nustato vidutinj
sferiniy daleliy dyd; tirpale, bei TEM, leidzianciu vizualizuoti daleles (3.4.1

pav.).
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Pav. 3.4.1. I§ bakteriju (B-VLP, virSutiné dalis) bei mieliu (M-VLP, apatiné dalis)
iSgryninty Gag baltymo formuojamy daleliy charakterizavimas. (A) Daleliy dydzio
pasiskirstymas (pagal tiirio procentus) paruo$tame Gag baltymo tirpale (0,5 mg/mL), nustatytas
DLS metodu. Rezultatai pateikti kaip trijy biologiniy pakartojimy vidurkis su standartiniu
nuokrypiu (£SN). (B) Isgryninto Gag baltymo (0,1 mg/mL) formuojamy VLP TEM
mikrografijos. Skalés dydis: 200 nm.

Atlikus DLS matavimus nustatyta, kad vidutinis daleliy dydis i$ bakterijy
iSgrynintame Gag baltymo méginyje (B-VLP) yra 41,1£2,53 nm (n=3), 0 i$
mieliy (M-VLP) —41,8+1,42 nm (n=3) (3.4.1 pav. A). Abiejy méginiy TEM
mikrografijose (3.4.1 pav. B) matomos panasaus j DLS metodu nustatyto
skersmens (3843 nm) tus¢iavidurés simetriskos sferos formos dalelés, kuriy
dydis atitinka natyviy L-BC viriony dydj (38,5 nm) (Grybchuk et al., 2022).
Akivaizdziy skirtumy tarp vidutinio B-VLP ir M-VLP dydzio bei
morfologijos nenustatyta. Méginiuose taip pat stebima dalis atviros struktiiros
daleliy. Gauty méginiy analizé DLS ir TEM metodais patvirtino, kad
bakterijose ir mielése susintetintas rekombinantinis L-BC Gag baltymas
formuoja i virusus panasias daleles.

3.5. Gag baltymo formuojamy daleliy stabilumo tyrimai

I virusus panasiy daleliy sintezei pasirinkta raiSkos sistema gali turéti jtakos
susintetinty daleliy savybéms, jy morfologijai ir stabilumui (Mejia-Méndez et
al., 2022). Kadangi L-BC Gag VLP sintezei buvo pasirinktos dvi skirtingos
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raiSkos sistemos, atliktas bakterijose ir mielése susintetinty daleliy dydzio
stabilumo skirtingose salygose vertinimas ir palyginimas.

3.5.1. Gag baltymo formuojamy daleliy dydZio stabilumas

Siekiant jvertinti ir palyginti L-BC Gag formuojamy daleliy, susintetinty
bakterijose ir mielése, dydzio stabiluma, jos buvo laikomos skirtingomis
salygomis ir tyrimo pradzioje bei po 1, 2, 4, 8, 16 ir 24 savaiciy DLS prietaisu
iSmatuotas vidutinis daleliy dydis tirpale. Matavimy metu gaunama
informacija ne tik apie tirpale esanciy daleliy dydj, bet ir jy uzimama ttrj —
kai tirpale yra tik tikslinio dydzio dalelés, miisy atveju ~40 nm, jy uzimamas
taris lygus 100 %, bet jeigu tirpale yra daugiau nei vieno dydzio daleliy,
tiksliniy daleliy uzimamas tiiris sumazéja (<100 %). Sie duomenys svarbiis
stebint galimg daleliy disociacijos ar agregacijos proceso pradzig (Srivastava
et al., 2023), tod¢l rezultatuose pateikti ne tik vidutiniai daleliy dydziai, bet ir
tiksliniy daleliy procentinis kiekis pagal uzimamga tarj tirpale. Daleliy dydzio
vidurkis ir standartinis nuokrypis apskaiciuotas atlikus trijy biologiniy
pakarojimy matavimus, naudojant programing jrangg GraphPad Prism v.8.0.1
(www.graphpad.com). Daleliy dydziy statistinis reikSmingumas jvertintas
atlikus daleliy dydziy, iSmatuoty po 1, 2, 4, 8, 16 ir 24 savaiciy inkubacijos
atitinkamomis salygomis, palyginima su tyrimo pradzioje nustatytu daleliy
dydziu (zr. 2.2.21). Svarbu paminéti, kad grafikuose pateikiamas tirpale
dominuojanciy, t. y. didesng¢ tiirio dalj uzimanciy, daleliy vidutinis dydis.

Kadangi vienas i$ tolimesniy tyrimo uzdaviniy buvo patikrinti, kaip
L-BC Gag formuojamos dalelés veikia zinduoliy lasteles, jprastai
kultivuojamas 37 °C temperatiroje, atliktas daleliy dydzio stabilumo
palyginimas 37 °C, 21 °C (kambario) arba 4 °C temperattroje (3.5.1.1 pav.).
Daleliy gryninimui ir charakterizavimui naudotas Tris-HCI buferinis tirpalas
gali turéti toksinj poveikj lasteléms, todél darbui su Zinduoliy Igstelémis jis
néra tinkamas (lrvin et al., 1981). D¢l Sios priezasties B-VLP ir M-VLP
daleliy dydzio stabilumas jvertintas jas saugant ne tik skirtingose
temperatiirose, bet ir skirtinguose tirpaluose — Tris-HCI bei fosfatiniame
buferiniame tirpale. Sio tyrimo metu pasirinkta naudoti tokias pat buferiniy
tirpaly sudedamasias dalis ir pH, kaip ir daleliy gryninimui bei suspendavimui
naudotame tirpale — pH 8, 150 mM NaCl ir 1 mM EDTA.
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Pav. 3.5.1.1. Gag B-VLP ir M-VLP dydZio stabilumo ir uZimamo tirio priklausomybé
nuo temperatiiros ir saugojimui naudoto buferinio tirpalo. Vidutinio daleliy dydzio
matavimai atlikti 24 savaiiy eigoje, daleles saugant Tris-HCI ir fosfatiniame buferiniuose
tirpaluose, 4 °C (A), 21 °C (B) bei 37 °C (C) temperatirose. (D) Tiksliniy Gag formuojamy
daleliy kiekis, jvertintas pagal uzimamo tario procentus (n=3). Vidutinio daleliy dydZio
matavimy rezultatai pateikti kaip trijy biologiniy pakartojimy vidurkis su standartiniu
nuokrypiu (£SN). Statistinis reikSmingumas yra pateiktas kaip nurodyta: p<0,05 (¥*), p<0,01
(**), p<0,001 (***), p<0,0001 (****),

Atlikti stabilumo tyrimai rodo, kad B-VLP ir M-VLP daleles saugant
4 °C temperatiroje (3.5.1.1 pav. A), nepriklausomai nuo daleliy saugojimui
naudoto buferinio tirpalo (Tris-HCI ar fosfatinio), vidutinis daleliy dydis
reik§mingai nekito (p>0,05) visg 24 savaiciy laikotarpj ir tirpale dominavo
tikslinio dydzio Gag dalelés (99,7-100 %) (3.5.1.1 pav. D). Tiriamuoju
laikotarpiu taip pat nefiksuotas reikSmingas M-VLP, saugomy 21 °C
temperataroje (3.5.1.1 pav. B), dydzio pokytis (p>0,05) bei kitokio nei
tikslinio dydzio daleliy atsiradimas tirpale (>97,2 %) (3.5.1.1 pav. D). 21 °C
temperatiiroje saugomy B-VLP (3.5.1.1 pav. B) vidutinis dydis reikSmingai
nekito 16 savaiéiy (p>0,05), taciau buvo stebimas tikslinio dydzio Gag daleliy
uzimamo tario Tris-HCI buferiniame tirpale sumazéjimas iki 89 % (3.5.1.1
pav. D). Reik§mingas B-VLP dydzio padidéjimas (p<0,0001) nustatytas po 24
savai¢iy saugojimo 21 °C temperatiiroje — Tris-HCI buferiniame tirpale
tikslinio dydzio daleliy nefiksuota visai, o fosfatiniame buferiniame tirpale jos
sudaré tik 29 % tirpalo turio (3.5.1.1 pav. D). B-VLP inkubuojant 37 °C
temperatiiroje jau NUO pirmos savaités stebétas tikslinio dydzio daleliy
uzimamo tdirio sumazéjimas (79,8-93,1 %) (3.5.1.1 pav. D). Sioje
temperatiiroje inkubuojamy B-VLP dydis reikSmingai padidéjo tik po 16
savaic¢iy (3.5.1.1 pav. C), abiejuose Tris-HCI ir fosfatiniame buferiniuose
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tirpaluose (atitinkamai p<0,01 ir p<0,001), kuriuose atitinkamai fiksuotas arba
mazas tikslinio dydzio daleliy kiekis (30 %), arba jy nefiksuota visai (0 %)
(3.5.1.1 pav. D). M-VLP pasizyméjo ilgesniu dydzio stabilumu 37 °C
temperatiiroje — daleliy dydis reikSmingai nepakito net ir po 24 savaiciy
inkubacijos (p>0,05), nepriklausomai nuo buferinio tirpalo (3.5.1.1 pav. C).
Vis délto, M-VLP daleliy uzimamas tiris fosfatiniame buferiniame tirpale po
24 savaiciy Siek tiek sumazéjo (84,3 %) (3.5.1.1 pav. D). Sio tyrimo metu
nustatyta, kad M-VLP dydis nekinta ilgesnj laikg ir temperattra jy dydzio
stabilumui turi maZzesnj poveikj nei B-VLP daleléms. ReikSmingy skirtumy
daleles saugant Tris-HCI ir fosfatiniame buferiniame tirpale nenustatyta
(p>0,05), todél tolimesniems tyrimams pasirinktas fosfatinis buferinis
tirpalas. Dél daleliy polinkio agreguotis auksStesnéje temperatiiroje, toliau jos
inkubuotos tik 4 °C temperatiiroje.

Tyrimai, atlikti su kitomis VLP rodo, kad buferinio tirpalo pH taip pat
gali turéti jtakos daleliy dydzio stabilumui (Al-Ghobashy et al., 2017; Le ir
Miiller, 2021). Temperatiiros jtaka L-BC Gag daleliy dydziui nustatyta jas
inkubuojant pH 8 tirpaluose, taciau tyrimams su zinduoliy lastelémis
aktualesnis neutralus pH, 0 vienam i§ numatyty jkapsuliavimo tyrimy
reikalingas ir kiek ragstesnis pH 6. Siekiant nustatyti pH jtaka L-BC Gag
daleliy dydzio stabilumui, B-VLP ir M-VLP dalelés buvo saugomos ta patj 24
savaiciy laikotarpj 4 °C fosfatiniuose buferiniuose tirpaluose su 150 mM NaCl
ir 1 mM EDTA, kuriy pH yra 6, 7 arba 8 (3.5.1.2 pav. A). Nepriklausomai nuo
fosfatinio buferinio tirpalo pH, viso tyrimo metu reikSmingy B-VLP ir M-VLP
dydzio poky¢iy nenustatyta (p>0,05) ir tikslinio dydzio daleliy Kiekis tirpale
Zymiai nekito (>96,5 %), (3.5.1.2 pav. B).
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Pav. 3.5.1.2. Gag B-VLP ir M-VLP dydzio stabilumo ir uZimamo tiirio priklausomybé
nuo saugojimui naudoto fosfatinio buferinio tirpalo pH. (A) Vidutinio daleliy dydzio
matavimai atlikti 24 savaiCiy eigoje, daleles saugant 4 °C temperaturoje fosfatiniuose
buferiniuose tirpaluose, kuriy pH yra 6, 7 ir 8. (B) Tiksliniy Gag formuojamy daleliy kiekis,
jvertintas pagal uzimamo tiirio procentus (n=3). Vidutinio daleliy dydzio matavimy rezultatai
pateikti kaip trijy biologiniy pakartojimy vidurkis su standartiniu nuokrypiu (+SN). Statistinis
reik§mingumas yra pateiktas kaip nurodyta: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001

(****) i

Esant zemai joninei jégai, SCV-L-A virusas praranda stabilumg ir savo
dgRNR, ta¢iau duomeny apie joninés jégos poveikj ScV-L-BC virusui néra
(Fujimura ir Wickner, 1988). Tokie tyrimai svarbiis tolimesniam daleliy
panaudojimui, pavyzdziui, siekiant pritaikyti joninés jégos sumazinimo
metoda daleliy disociacijai. Joninés jégos jtaka L-BC Gag formuojamy daleliy
stabilumui jvertinta B-VLP ir M-VLP daleles saugant 24 savaites 4 °C
fosfatiniuose buferiniuose tirpaluose (pH 8) su 1 mM EDTA, be NaCl,
turinCiame viduting 150 mM arba didesng 500 mM NaCl koncentracija
(3.5.1.3 pav. A). Gauti rezultatai rodo, kad, nepriklausomai nuo NaCl
koncentracijos fosfatiniame buferiniame tirpale, M-VLP daleliy dydis
reikSmingai nekito visg tiriamajj laikotarpi (p>0,05). B-VLP atveju
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reikSmingas daleliy dydzio padidéjimas (p<0,01) nustatytas tik po 24 savaiciy,
daleles inkubuojant fosfatiniame buferiniame tirpale su 500 mM NacCl.
Kitomis salygomis visa 24 savaiciy laikotarpi B-VLP daleliy dydis
reik§mingai nekito (p>0,05). Tiek B-VLP, tiek M-VLP atveju tikslinio dydzio
daleliy uZimamas taris tirpale zZymiai nekito (>96,5 %) (3.5.1.3 pav. B).
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Pav. 3.5.1.3. Gag B-VLP ir M-VLP dydzio stabilumo ir uZimamo tiirio priklausomybé
nuo saugojimui naudoto fosfatinio buferinio tirpalo joninés jégos. (A) Vidutinio daleliy
dydZio matavimai atlikti 24 savaiCiy eigoje, daleles saugant 4 °C temperatiiroje fosfatiniuose
buferiniuose tirpaluose be NaCl, su 150 arba 500 mM NaCl. (B) Tiksliniy Gag formuojamy
daleliy kiekis, jvertintas pagal uzimamo tirio procentus (n=3). Vidutinio daleliy dydZio
matavimy rezultatai pateikti kaip trijy biologiniy pakartojimy vidurkis su standartiniu
nuokrypiu (+SN). Statistinis reikSmingumas yra pateiktas kaip nurodyta: p<0,05 (*), p<0,01
(**), p<0,001 (¥*%*), p<0,0001 (****).

Literatiiroje aprasoma, kad magnio jonai gali stabilizuoti viruso kapside
ir jy pasalinimas i§ tirpalo gali susilpninti kapsidés baltymy saveikas ir
inicijuoti kapsidziy struktiiros praradima (Bond et al., 2020). Magnio jony
jtaka L-BC Gag formuojamy daleliy stabilumui jvertinta B-VLP ir M-VLP
daleles saugant 24 savaites 4 °C fosfatiniame buferiniame tirpale (pH 8) su
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150 mM NacCl, papildytame 10 mM EDTA arba MgCl. (3.5.1.4 pav. A). Gauti
rezultatai rodo, kad magnio jony buvimas fosfatiniame buferiniame tirpale
arba jy paSalinimas neturéjo reikSmingo poveikio (p>0,05) L-BC Gag
formuojamy daleliy stabilumui 24 savaiciy laikotarpyje ir tikslinio dydzio
daleliy kiekis tirpale zymiai nekito (>96 %) (3.5.1.4 pav. B).
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Pav. 3.5.1.4. Gag B-VLP ir M-VLP dydzio stabilumo ir uZimamo tiirio priklausomybé
nuo magnio jony buvimo saugojimui naudotame fosfatiniame buferiniame tirpale.
Vidutinio daleliy dydzio matavimai atlikti 24 savaifiy eigoje, daleles saugant 4 °C
temperaturoje fosfatiniuose buferiniuose tirpaluose su 10 mM EDTA arba MgClz. (B) Tiksliniy
Gag formuojamy daleliy kiekis, jvertintas pagal uzimamo tiirio procentus (n=3). Vidutinio
daleliy dydZio matavimy rezultatai pateikti kaip trijy biologiniy pakartojimy vidurkis su
standartiniu nuokrypiu (£SN). Statistinis reikSmingumas yra pateiktas kaip nurodyta: p<0,05
(*), p<0,01 (¥*), p<0,001 (***), p<0,0001 (****).

Atlikti daleliy dydzio stabilumo tyrimai rodo, kad esant skirtingoms NaCl
koncentracijoms (0, 150, 500 mM), fosfatinio buferinio tirpalo pH (6, 7, 8) bei
pasalinus ar pridéjus magnio jony (10 mM EDTA arba MgCl;) Gag
formuojamy daleliy dydis islieka stabilus net iki 24 savaiciy.
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3.5.2. Gag baltymo formuojamy daleliy stabilumo vertinimas TSA metodu

Skirtingy temperatiiry, NaCl koncentracijos, magnio jony bei buferinio tirpalo
pH poveikis L-BC Gag formuojamy daleliy stabilumui papildomai tirtas
terminio poslinkio metodu (TSA). Siame metode baltymy agregacijai ir
denatiiracijai nustatyti naudojamas ANS fluorescencinis dazas, kuris dideliu
afiniSkumu jungiasi su baltymy hidrofobiniu pavirSiumi, atsiverianciu
baltymui denatiiruojant, todél stebimas fluorescencijos padidéjimas (Ota et
al., 2021). Daleliy, esanciy skirtinguose tirpaluose, ir ANS miSinio
temperatiira buvo didinama po 1 °C per minutg¢ nuo 25 iki 99 °C ir iSmatuotas
reporterinis signalas kiekviename etape. Méginiy lydymosi temperatiiros (Trm)
apskaiCiuotos i§ gauty fluorescencijos intensyvumo duomeny, naudojant
programinés jrangos jrankj Thermott (Gedgaudas et al., 2022). Daleliy
lydymosi temperatary ir dydziy vidurkis bei standartinis nuokrypis
apskaiCiuotas atlikus trijy biologiniy pakartojimy matavimus, naudojant
programing jrangg Microsoft Excel. Daleliy lydymosi temperatiry ir dydziy
statistinis reik§mingumas jvertintas atlikus rezultaty, gauty su skirtingo tipo
dalelémis, arba rezultaty, gauty su dalelémis, esanciomis skirtinguose
tirpaluose, palyginimg (zr. 2.2.21).

Pradzioje TSA metodu vertintas daleliy, esanciy ilgalaikio daleliy dydzio
stabilumo tyrimams naudotuose tirpaluose, stabilumas: standartiniame
ardymo buferiniame tirpale (100 mM Tris-HCI (pH 8), 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA) (1), fosfatiniuose buferiniuose tirpaluose, kuriy pH 6, 7 bei 8 (150 mM
NaCl, 1 mM EDTA) (atitinkamai 2, 3 ir 4), fosfatiniame buferiniame tirpale
be NaCl (pH 8, 1 mM EDTA) (5) bei su 500 mM NaCl (pH 8, 1 mM EDTA)
(6), taip pat fosfatiniame buferiniame tirpale, papildytame 10 mM MgCl. (pH
8, 150 mM NaCl) (7) (3.5.2.1 pav.). Nepriklausomai nuo buferinio tirpalo
sudéties, abiejy tipy Gag daleliy méginiy fluorescencijos intensyvumo
priklausomybés nuo temperatiiros grafikuose matomi du terminiai poslinkiai
— pirmoji smailé su mazesniu fluorescencijos intensyvumu, dalinai
persidengia su antrosios smailés maksimumu. Nustatyta, kad B-VLP pirmoji
lydymosi temperatiira (Tmz1) yra 62,9-64,4 °C, o antroji (Tm2) — 70,5-71,7 °C
(3.5.2.1 pav. A). M-VLP atveju pirmoji ir antroji lydymosi temperatiiros
atitinkamai yra 65,0-67,2 °C ir 71,3-74,1 °C (3.5.2.1 pav. B).

Atlikus B-VLP ir M-VLP lydymosi temperatiiry palyginima, reikSminga
daleliy tipo jtaka lydymosi temperatiroms nenustatyta (p>0,05). Visgi,
matoma tendencija, kad M-VLP budingos keliais laipsniais aukstesnés
lydymosi temperatiiros. Buferinio tirpalo sudéties jtaka lydymosi
temperatiroms nustatyta tik M-VLP, esan¢ioms fosfatiniame buferiniame
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tirpale su 500 mM NaCl — jy Tm2 buvo reikSmingai mazesné (p<0,05) uz
kituose buferiniuose tirpaluose esanciy daleliy Trmo.

Siekiant iSsiaiSkinti, kodél Gag daleléms biidingas dviem etapais
vykstantis struktiiros praradimas, DLS prietaisu iSmatuotas vidutinis daleliy
dydis TSA tyrimui paruostuose buferiniuose tirpaluose prie§ temperatiirinj
poveikj, t. y. 25 °C temperatiroje. Nustatyta, kad tirpaluose vyravo pilnos
37,2-42,2 nm dydzio dalelés, kuriy dydis tarpusavyje reikSmingai nesiskyré,
nepriklausomai nuo buferinio tirpalo sudéties ar daleliy tipo (p>0,05) (3.5.2.1
pav. lentelés).

A B
15 25
— — T
E] E]
83 5527 o \
e S @ ml
§ £ 107 g & 154 /A
o ; @ g
g > ol > M-VLP
gt §E
e 5 [ .g
= = 5
T T T T T T T T T T T T T T
30 40 50 60 70 80 90 30 40 50 60 70 80 920
Temperatiira (°C) Temperatira (°C)
Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl, 10 mh EDTA (1) = Fosfatinis pH 8. 0 mi NaCl. 10 mM EDTA (4) = Fosfatinis pH 8, 500 mM NaCl, 10 mM EDTA (6)
Fosfatinis pH 6, 150 mh NaCl, 10 m\ EDTA (2} ——  Fosfatinis pH 8, 150 mh NaCl, 10 mM EDTA (5) ——  Fosfatinis pH 8, 150 mi NaCl, 10 mh MgCl, (7)
——  Fosfatinis pH 7, 150 mM NaCl. 10 mM EDTA (3)
B-VLP M-VLP
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7
T oC 63,9+ 62,9+ 643+ 644+ 63,0+ 63,1+ 63,5+ 659+ 672+ 66,8+ 664+ 66,0 650+ 66,2+
m 071 064 134 134 170 127 1414035 028 042 021 120 064 042
T oC 70,5+ 70,5+ 70,9+ 71,7+ 71,0+ 71,0& 70,6+ i 73,6+ 732+ 738+ 73,5+ 74,1+ 713+ 734+
e 1,70 021 120 021 028 035 08 {035 021 078 028 035 007 085
Dydis, 41,4+ 372+ 39,1+ 40,1+ 394+ 392+ 38,5+ ! 41,8+ 422+ 40,6+ 40,5+ 414+ 42,0+ 41,5+
nm 310 358 186 505 257 226 069 { 1,74 267 152 042 237 135 126

Pav. 3.5.2.1. Temperatiirinis Gag B-VLP (A) ir M-VLP (B), esan¢iy ilgalaikio daleliy
dydzio stabilumo tyrimams naudotuose tirpaluose, stabilumas. Fluorescencijos
intensyvumai gauti didinant miSiniy su ANS daZu temperatiira nuo 25 iki 99 °C ir iSmatuojant
reporterinj signala. Lenteléje pateiktos apskaiciuotos daleliy lydymosi temperatiiros Tma ir Tmz
bei tyrimo pradzioje iSmatuoti vidutiniai daleliy dydziai. Rezultatai pateikti kaip trijy biologiniy
pakartojimy vidurkis su standartiniu nuokrypiu (+SN). a. u. — santykiniai vienetai (angl.
arbitrary units).

Atliekant daleliy stabilumo tyrimus pH 6-8 tirpaluose, reik§minga pH
jitaka vidutiniam daleliy dydziui ir lydymosi temperattiroms nebuvo nustatyta
(p>0,05), todél TSA metodu papildomai jvertintas daleliy stabilumas
platesniame pH intervale nuo 3 iki 8, naudojant natrio fosfato ir citrato
buferinio tirpalo sistema (3.5.2.2 pav.). Buferiniame tirpale, kurio pH yra 3,
Gag daleléms nenustatytas joks terminis peréjimas. B-VLP taip pat neturéjo
terminio peréjimo pH 4 tirpale, 0 M-VLP Siame pH nustatytas vienas terminis
per¢jimas, i§ kurio apskaiciuota 42,3 °C lydymosi temperatiira. Esant pH 5,
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B-VLP ir M-VLP daleléms nustatytas vienas terminis peréjimas ir atitinkamai
apskaiciuota 58,4 ir 65,3 °C lydymosi temperatira. Du terminiai peréjimai
natrio fosfato ir citrato buferiniuose tirpaluose esan¢ioms Gag daleléms
nustatyti tik nuo pH 6. pH intervale nuo 6 iki 8, Gag daleliy temperatiirinis
stabilumas buvo panaSus: M-VLP daleliy méginiams apskaiciuotos
64,9-65,7 °C (Tm1) ir 71,5-73,5 °C (Tm2) lydymosi temperatiiros, o B-VLP —
62,2— 63,5 °C (Tm1) ir 69,3°C-71,2 °C (Tm2).
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30 40 50 60 70 80 90
Temperatira (°C) Temperatira (°C)
B-VLP M-VLP
pH3 pH 4 pH5 pH6 pH7 pH8 pH3 pH 4 pH5 pH®6 pH7 pH8
T..oC 58,4+ 622+ 63,5+ 62,7+ . 423+ 653+ 657+ 66,0+ 64,9+
m 3,27 2,66 3,27 3,81 5,30 0,44 3,04 3,09 3,36
Ton oC 69,3+ 71,2+ 70,1+ } } ; 73,2+ 73,5+ 71,5+
" 2,68 2,40 3,70 2,92 2,82 2,50
Dydis, B B 41,4+ 458+ 47,6+ 445+ : : 49,8+ 46,1+ 429+ 459+
nm 521 6,22 0,27 7,55 1,87 0,47 1,46 0,19

Pav. 3.5.2.2. Temperatirinis Gag B-VLP (A) ir M-VLP (B), esan¢iy pH 3-8 natrio fosfato
ir citrato buferiniuose tirpaluose, stabilumas. Fluorescencijos intensyvumai gauti didinant
misiniy su ANS dazu temperatiirg nuo 25 iki 99 °C ir iSmatuojant reporterinj signala. Lenteléje
pateiktos apskaiciuotos daleliy lydymosi temperatiiros Tmz1 ir Tmz bei tyrimo pradZioje iSmatuoti
vidutiniai daleliy dydziai. Rezultatai pateikti kaip trijy biologiniy pakartojimy vidurkis su
standartiniu nuokrypiu (+SN). a. u. — santykiniai vienetai (angl. arbitrary units).

Reiksmingy skirtumy tarp Gag daleliy, esanciy natrio fosfato ir citrato
buferiniuose tirpaluose, kuriy pH yra 5, 6, 7 bei 8, lydymosi temperattiry
nenustatyta, nepriklausomai nuo daleliy tipo ar tirpalo pH (p>0,05).
Reik$mingas skirtumas nustatytas tik M-VLP, esan¢ioms pH 4 tirpale — jy
lydymosi temperatiira buvo reik§mingai mazesné uz kituose pH nustatytas
daleliy lydymosi temperatiras (p<0,0001). Nors pH 5-8 intervale reik§mingy
skirtumy tarp daleliy lydymosi temperattiry nenustatyta (p>0,05), stebima ta
pati tendencija kaip ir dydzio stabilumo tyrimams naudotuose tirpaluose —
B-VLP daleléms budingos vienu ar keliais laipsniais mazesnés lydymosi
temperatiiros nei M-VLP, o pH 4 tirpale B-VLP daleléms i$ viso nenustatytas
joks terminis peré¢jimas, kuriame M-VLP turéjo vieng terminj peréjima.

Meéginiy DLS analizé atskleidé, kad tyrimo pradZioje (25 °C
temperatiiroje) pH 3 ir 4 tirpaluose nebuvo apibrézto dydzio daleliy. Sie
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rezultatai sutampa su TSA rezultatais ir rodo, kad ragstinio pH aplinkoje Gag
baltymas neformuoja daleliy ir galimai yra denattiravegs. Nors pH 5 tirpale
TSA metodu nustatyta tik viena lydymosi temperatiira, DLS prietaisu Siuose
méginiuose nustatytos pilnos 41,4-49,8 nm dydzio dalelés. Panasaus dydzio
(42,9-47,6 nm) dalelés aptiktos ir pH 6-8 tirpaluose. Kaip ir TSA atveju,
nepriklausomai nuo pH ar daleliy tipo reik§mingy skirtumy tarp daleliy dydziy
nenustatyta (p>0,05).

3.5.3. Gag baltymo formuojamy daleliy disociacijos tyrimai

Vienas i§ VLP jkapsuliavimo metody yra daleliy disociacijos (angl.
disassembly) ir atgalinio daleliy formavimo (angl. reassembly) kartu su
norimu jkapsuliuoti kroviniu metodas (He et al., 2022). Tiriant L-BC Gag
formuojamy daleliy dydzio ir terminj stabilumag nenustatytos salygos,
kuriomis jos disocijuoty, todél atliktas papildomas tyrimas, kurio metu
iSbandyti jvairlis reagentai ir pH, galintys inicijuoti daleliy disociacijos
procesg. Gag formuojamos dalelés paruoStuose tirpaluose laikytos per naktj
4 °C temperatiroje ir iSmatuotas vidutinis daleliy dydis tirpale (3.5.3.1
lentelg).

Lentelé 3.5.3.1. Gag B-VLP ir M-VLP disociacijos salygy nustatymas. Dalelés per naktj

inkubuotos skirtinguose tirpaluose 4 °C temperattiroje ir DLS prietaisu iSmatuotas vidutinis
daleliy dydis. Rezultatai pateikti kaip trijy techniniy pakartojimy vidurkis.

Priedo Vidutinis dydis, nm

Nr. Tirpalas konc.  B-VLP M-VLP
50 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM
K NaCl (kontrolinis méginys) i 39,3 44,4
1 . 5% 47,1 47,6
5 50 mM Tris-HCI pH 8 + pME 10 % 0,68 381
3 . 20 mM 40,6 38,8
4 50 mM Tris-HCI pH 8 + DTT 50 mM 39.9 435
5 1mM 44,2 40,3
6 Vanduo + NaOH 3mM 435 40,4
7 10 mM 21,5 13,8
8 1M 35,3 42,4
9 50 mM Tris-HCI pH 8 + 2M 13,3 41,3
10 karbamidas 3M 15,5 18,0
11 4 M 15,4 17,2
12 . 1M 43,8 43,9
13 50 mM Tris-HCI pH 8 + NaCl oM 496 53.3

Tiriant HPV-11 viruso VLP nustatyta, kad net 90 % daleliy disocijuoja
jas veikiant 5 % BME tirpalu su 150 mM NacCl arba veikiant karbonatiniu
buferiniu tirpalu, kurio pH yra 9,6 (McCarthy et al., 1998). Kitame tyrime
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nustatyta, kad $iy daleliy disociacija gali biati atlickama veikiant 2 mM kito
redukuojancio reagento DTT (Mach et al., 2006). Miisy atliktame tyrime
nustatyta, kad 5% PBME koncentracija 50 mM Tris-HCI pH 8 tirpale
neinicijavo Gag daleliy disociacijos. Palyginti su kontroliniu méginiu (3.5.3
lentelé Nr. K), 5 % BME paveikty daleliy dydis Siek tiek padidéjo (47,1-47,6
nm) (3.5.3 lentelé Nr. 1). Padidinus BME koncentracija tirpale iki 10 %,
vidutinis daleliy dydis B-VLP méginyje sumaz¢jo net iki 0,68 nm, o M-VLP
daleliy dydis nepakito (38,1 nm) (3.5.3 lentelé Nr. 2). Siekiant nustatyti DTT
poveikj Gag daleléms isbandyta 20 mM DTT koncentracija 50 mM Tris-HCI
pH 8 tirpale, ta¢iau net po 16 valandy poveikio daleliy dydis nepakito (38,8—
40,6 nm) (3.5.3 lentelé Nr. 3). Net esant 50 mM DTT koncentracijai daleliy
dydis isliko stabilus (39,9—43,5 nm) (3.5.3 lentelé Nr. 4).

Norint nustatyti, ar Gag dalelés gali disocijuoti Sarminiame tirpale, j
vandeninj daleliy tirpalg pridéti skirtingi NaOH kiekiai ir tokiu biidu gauti pH
11, 11,5 ir 12 tirpalai. Nustatyta, kad esant pH 11 ir 11,5 Gag daleliy dydis
nekito (40,3-43,5 nm), ta¢iau pH 12 tirpale tiek B-VLP, tiek M-VLP daleliy
dydis sumazéjo iki 13,8-21,5 nm (3.5.3 lentelé Nr. 5-8). Gag daleliy
disociacijai taip pat isbandytas karbamidas, pla¢iai naudojamas jvairaus tipo
VLP disociacijai (Fang et al., 2015; Le ir Miiller, 2021). Atlikus daleliy
inkubacija 50 mM Tris-HCI pH 8 tirpale su 1-4 M karbamido nustatyta, kad
M-VLP daleliy dydis sumaz¢jo esant 3 M karbamido koncentracijai tirpale
(18 nm), 0 B-VLP — 2 M karbamido (13,3 nm) (3.5.3 lentelé Nr. 9-12).

Atlikti Gag daleliy dydZio stabilumo tyrimai rodo, kad esant 0-500 mM
NaCl koncentracijai tirpale daleliy dydis iSlicka stabilus ilgg laikg, taciau
didesnés joninés jégos poveikis §ioms daleléms nebuvo tirtas. Tyrimai, atlikti
su CCMV dalelémis rodo, kad joninés jégos padidinimas gali inicijuoti VLP
disociacijg — Sios dalelés prarado savo integralumg tirpale, turin¢iame 0,9 M
NaCl ir 1 mM DTT (Lavelle et al., 2007). Nustatyta, kad esant 1 M NaCl
koncentracijai 50 mM Tris-HCI pH 8 tirpale Gag daleliy dydis nekinta, 0 2 M
NaCl koncentracijos tirpale stebétas Gag daleliy dydzio padidéjimas iki 49,6—
53,3 nm (3.5.3 lentelé Nr. 13 ir 14).

Kadangi esant sarminiam pH 12 arba veikiant karbamidu nustatytas Gag
daleliy dydzio sumazéjimas, siekiant patvirtinti daleliy disociacijg, atlikta M-
VLP méginiy TEM analizé¢ (3.5.3 pav.). M-VLP, esanciy Kkontroliniame
ardymo buferiniame tirpale, mikrografijose nustatytos 40-45 nm dydzio
simetriSkos sferos formos dalelés bei nedidelé dalis atviros struktiiros daleliy
(3.5.3 pav. A). Panasaus dydzio ir morfologijos dalelés identifikuotos 2 M
NaCl tirpale (38-43 nm) (3.5.3 pav. D). Daleliy méginio, inkubuoto pH 12
tirpale, mikrografijose matomos gana simetriskos morfologiskai panasios 12—
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19 nm dydzio strukttiros, kuriy dydis artimas DLS matavimy metu gautam
dydziui (3.5.3 pav. B). Kadangi $iame méginyje VLP nebuvo nustatytos,
galima teigti, kad daleliy disociacija jvyko. Panasaus dydzio (12-22 nm) ir
morfologijos strukttiros identifikuotos ir 3 M karbamidu paveiktame M-VLP
méginyje (3.5.3 pav. C).

Pav. 3.5.3. I§ mieliy i§gryninty Gag VLP disociacijos vertinimas TEM metodu. Analizuoti
M-VLP méginiai po 16 valandy inkubacijos (A) ardymo buferiniame tirpale; (B) pH 12
vandeniniame tirpale; (C) 50 mM Tris-HCI pH 8 tirpale su 3 M karbamido; (D) 50 mM Tris-
HCI pH 8 tirpale su 2 M NaCl. Nurodyta skalé: 200 nm.

Atlikus jvairiais reagentais ir pH paveikty daleliy analiz¢ DLS ir TEM
metodais nustatyta, kad Gag daleliy strukttira suardoma pH 12 vandeniniame-
NaOH tirpale arba 50 mM Tris-HCI pH 8 tirpale su 2-3 M karbamido. Kaip
ir ilgalaikio daleliy dydzio bei temperatiirinio stabilumo tyrimuose, stebima,
kad B-VLP dalelés yra jautresnés aplinkos sglygoms, kadangi jos disocijavo
esant mazesnei karbamido koncentracijai. Kadangi po disociacijos gauty
strukttry dydis buvo tik kelis kartus mazesnis nei VLP, tikétina, kad dalelés
disocijavo ne j kapside formuojan¢ius monomerus, bet | didesnes struktiiras,
pavyzdziui, dekamerus. Toks rezultatas gali buti pranasus, kadangi ateityje Sis
procesas bus taikomas jvairiy junginiy jkapsuliavimo tyrimuose — daleliy
atgalinis formavimas i§ didesniy struktiry gali biiti efektyvesnis nei i§ |
monomerus disociavusiy daleliy.
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3.6. Gag baltymo formuojamy daleliy jkapsuliavimo tyrimai

Nustacius, kad L-BC Gag baltymo formuojamos dalelés iSlieka stabilios ilga
laikg jvairiomis tirtomis saglygomis, jvertintos Siy daleliy pernasos galimybés.
Viena pagrindiniy ir svarbiausiy nanonesikliy savybiy, be daleliy dydzio, jy
stabilumo ir dispersiskumo, yra gebéjimas jkapsuliuoti jvairias medziagas, jas
apsaugoti ir atpalaiduoti reikiamoje vietoje (Alshawwa et al., 2022; Elumalai
et al., 2024). Gag daleliy jkapsuliavimo galimybés nustatytos geny suliejimo
bei pasyvios difuzijos metodais.

3.6.1. Fluorescuojancio baltymo mCherry jkapsuliavimas geny suliejimo
metodu

L-BC Gag formuojamy daleliy ijkapsuliavimui pasirinktas raudonai
fluorescuojantis baltymas mCherry. Kadangi Gag VLP atveju dalelé yra
formuojama i$ 120 baltymo vienety, geny inzinerijos budu priliejant mCherry
baltyma koduojantj geng prie GAG, | dalele turéty buti supakuojama 120
mCherry molekuliy (3.6.1.1 pav.).

Promotorius Terminatorius
Sulietinio Gag+mCherry baltymo
sintezé ir daleliy formavimasis
L-BC Gag mCherry

76 kDa 26,7 kba

L-BC VLP, jkapsuliuotos
mCherry

Pav. 3.6.1.1. Raudonai fluorescuojancio baltymo mCherry jkapsuliavimas j L-BC Gag
VLP (PDB 7QWX) geny suliejimo biidu. Schema paruosta naudojant Biorender

Sulietinio Gag+mCherry baltymo raiSkos vektoriy konstravimui
panaudota laboratorijos kolegy anks¢iau sukonstruota pYAK3-L-BC-
gag+mCherry plazmidé (nepublikuota, Gerda Skinderyté). IS Sios plazmidés
mCherry baltyma koduojantis geno fragmentas hidrolizuotas EcoRI ir Xhol
restrikcijos endonukleazémis, i§skirtas 1§ agarozinio gelio ir jklonuotas j tomis
paciomis restrikcijos endonukleazémis hidrolizuota bakterijy raiskos vektoriy
pET28a-LBC-gag. Gautas bakterijy raiskos vektorius pET28a-L-BC-
gag+mCherry (3.6.1.2 pav.).
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T7 terminator f1 origin

_—|ColE1 pBR322 ori

pET28-LBC-gag+mCherry
8079 bp

(5719) HindIII

.'rop

SDI— "
lac operator/ |

T7 promoter Bgll (3184)

Pav. 3.6.1.2. Bakterijuy raiSkos vektoriaus pET28a-L-BC-gag+mCherry schema. Vektorius
turi IPTG indukuojama T7 promotoriy, lac operatoriy, lac represoriy, ribosomy prisijungimo
sritj (SD), sulietinj L-BC viruso Gag ir fluorescuojan¢io mCherry baltymo (Gag+mCherry)
koduojancio geno fragmentg bei T7 terminatoriy. Vektorius turi dvi DNR replikacijos pradzios
sekas - bakteriofagy (f1) ORI DNR ir bakterijy (ColE1 pBR322) ORI DNR sekas. Vektoriaus
atrankos Zymenys: KanR genas, suteikiantis bakterijoms atsparuma kanamicinui

Mieliy raiskos vektorius pFX7-L-BC-gag hidrolizuotas Bglll restrikcijos
endonukleaze, atliktas lipniy galy uZpildymas ir defosforilinimas. mCherry
baltyma koduojancio geno fragmentas hidrolizuotas Beul ir BshTI restrikcijos
endonukleazémis i§ pYAK3-L-BC-gag+mCherry plazmidés, atliktas lipniy
galy uzpildymas ir fragmentas jklonuotas j paruosta mieliy raiskos vektoriy
pFX7-L-BC-gag.

Gautas mieliy raiskos vektorius pFX7-L-BC-gag+mCherry (3.6.1.3
pav.). Kolonijos su pET28a ir pFX7 vektoriuose jterptu sulietinj
Gag+mCherry baltyma koduojanéiu genu atrinktos naudojant Hindlll ir Bgll
arba Ecl13611 ir Notl restrikcijos endonukleazes (hidrolizés vietos nurodytos
3.6.1.2ir 3.6.1.3 pav.). Sukonstruoti sulietinio Gag+mCherry baltymo raiskos
vektoriai padauginti bakterijy E. coli DH10B kamiene. Atlikta j vektorius
iterpto sulietinj Gag+mCherry baltyma koduojancio geno sekoskaita ir gautos
sekos analizuotos naudojant programing jranga Vector NTI Advance v11.0 —
mutacijy nenustatyta.
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Pgk1-terminator

pPFX7-L-BC-Gag+mCherry ‘]
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Pav. 3.6.1.3. Mieliy raiSkos vektoriaus pFX7-L-BC-Gag+mCherry schema. Vektorius turi
galaktoze indukuojamg GAL10 promotoriy, PYK1l geno, koduojanio piruvatkinaze,
promotoriaus fragmenta, sulietinj L-BC viruso Gag ir fluorescuojan¢io mCherry baltymo
(Gag+mCherry) koduojanéio geno fragmentg bei PGK1 terminatoriy. Vektorius turi dvi DNR
replikacijos pradzios sekas: mieliy 2 p plazmidés ARS ir bakterijy ORI DNR fragmenta.
Vektoriaus atrankos Zymenys: mieliy Candida maltosa FDH1 genas, suteikiantis mieléms
atsparumg formaldehidui, bei AmpR genas.

Sulietinio Gag+mCherry (104 kDa) baltymo sintezé atlikta E. coli BL21-
Al bei S. cerevisiae BY4741[LA-LBC-] kamienuose, optimizuotomis Gag
baltymui salygomis. Surinkta bakterijy ir mieliy biomasé suardyta,
centrifuguojant atskirta tirpiy baltymy frakcija, kuri analizuota SDS-PAGE
(3.6.1.4 pav. A, 1 takelis).

Nustatyta, kad tiek bakterijose, tiek mielése sintetinamas tirpus sulietinis
Gag+mCherry baltymas. Sio baltymo gryninimas atliktas Gag VLP
gryninimui pritaikytu metodu — is tirpiy baltymy frakcijos dalelés i$sodintos
ultracentrifuguojant per 45 % sacharozés tirpalg ir atliktas papildomas
gryninimas 1,36 g/cm?® tankio cezio chlorido tirpale (3.6.1.4 pav. A, 2 ir 3
takelis). Kadangi Gag baltymo formuojamy daleliy molekuliné mase¢ yra 76
kDax120=9,12 MDa, o Gag+mCherry — 104 kDax120=16,8 MDa, sulietinio
Gag+mCherry baltymo formuojamos dalelés pasiskirsté vidutinio tankio 5
frakcijoje. Pakeitus cezio chlorido tirpalg j ardymo buferin;j tirpalg, DLS ir
TEM metodais patvirtintas savaiminis sulietinio Gag+mCherry baltymo
susirinkimas j daleles. DLS metodu nustatyta, kad vidutinis i§ bakterijy
i8gryninty Gag+mCherry formuojamy daleliy dydis yra 46,6+4,85, o i§ mieliy
—46,1 £0,98 nm (3.6.1.4 pav. B).
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Pav. 3.6.1.4. I§ E. coli BL21-Al (B-VLP) bei S. cerevisiae BY4741[LA-LBC-] (M-VLP)
kamieny iSgryninto sulietinio Gag+mCherry baltymo formuojamuy daleliy
charakterizavimas. (A) Dalelés i§ tirpiy baltymy frakcijos (1 takelis) issodintos
ultracentrifuguojant per 45 % sacharozés tirpalg (2 takelis) ir iSgrynintos 1,36 g/cm? tankio
cezio chlorido tirpale (3 takelis). M — baltymy molekulinés masés standartas PageRuler™
Unstained Protein Ladder. (B) Daleliy dydzio pasiskirstymas (pagal tiirio procentus)
paruo$tame sulietinio Gag+mCherry baltymo tirpale (0,5 mg/mL), nustatytas DLS metodu.
Rezultatai pateikti kaip trijy biologiniy pakartojimy vidurkis su standartiniu nuokrypiu (SN).
(C) Isgryninto sulietinio Gag+mCherry baltymo (0,1 mg/mL) formuojamy VLP TEM
mikrografijos. Skalés dydis: 200 nm.

Analizuojant TEM mikrografijas nustatyta, kad Gag+mCherry VLP
dydis atitinka Gag VLP dydj, tatiau joms budinga kiek pailgesné forma
(3.6.1.4 pav. C). Geny suliejimo metodu j Gag daleles sékmingai jkapsuliuotas
didelis raudonai fluorescuojanc¢io mCherry baltymo Kkiekis, nesukeliant
esminiy poky¢iy daleliy struktiroje.

3.6.2. Antimikrobinio peptido nizino Z jkapsuliavimas pasyvios difuzijos
metodu

L-BC Gag formuojamy daleliy jkapsuliavimui pasyvios difuzijos budu
pasirinktas mazos molekulinés masés (3,35 kDa) antimikrobinis peptidas
nizinas Z (3.6.2.1 pav.). Jis priklauso bakteriocinams, kurie naudojami maisto
kokybés gerinimui, apsaugai nuo patogeniniy bakterijy ir potencialiai veikia
kaip antivirusinés bei priesvézinés medziagos (Janci¢ ir Gorgieva, 2021).
Kadangi nizinas yra jkrautas teigiamai (Janci¢ ir Gorgieva, 2021), jis buvo
puikus kandidatas jkapsuliavimui j neigiamai jkrauta L-BC kapsidziy vidy
(Grybchuk et al., 2022).

99



Nizinas (3,35 kDa,
teigiamai jkrautas)
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12 A poros penkto
laipsnio rotacinés
simetrijos adyse

L-BC VLP (9,1 MDa, L-BC VLP, jkapsuliuotos
neigiamai jkrautos viduje) nizinu

Pav. 3.6.2.1. Antimikrobinio peptido nizino Z jkapsuliavimas | L-BC Gag VLP (PDB
TQWX) pasyvios difuzijos per kapsidés poras badu. Schema paruos$ta naudojant Biorender.

Ikapsuliavimas atliktas naudojant skirtingus i§ bakterijy bei mieliy
iSgryninty daleliy ir nizino molekulinius santykius: 1:1000, 1:100 arba 1:10
(zr. 2.2.17). Tokiu biuidu paruosti méginiai, kuriuose pries filtravimg galutiné
daleliy moliné koncentracija buvo 0,11 uM, o nizino atitinkamai 110, 11 arba
1,1 pM. Paruosti daleliy ir nizino miSiniai inkubuoti per naktj 4 °C
temperatiiroje. Méginiai filtruoti naudojant Pierce koncentravimo kolonéles,
skirtas baltymams, kuriy molekuliné masé didesné uz 100 kDa. Kadangi
vienos L-BC VLP dydis yra 9,1 MDa, o nizino — 3,35 kDa, nufiltruojamas tik
1 daleles nejkapsuliuotas nizinas. Po filtravimo atliktas papildomas méginiy
plovimas. Buvo paruosti ir kontroliniai méginiai: neigiama daleliy kontrolé,
turinti tokig pacia 0,11 pM L-BC VLP koncentracija, kaip ir paruoStuose
miSiniuose, tadiau neturinti nizino, bei teigiamos kontrolés, turincios tokias
pacias 110, 11 ir 1,1 uM nizino koncentracijas, kaip ir paruoStuose misiniuose,
taciau neturincios daleliy. Kontroliniai méginiai inkubuoti tomis paciomis
salygomis, taCiau jie nefiltruoti. Antibakterinis paruosty méginiy poveikis
prie§ gram-teigiamas B. subtilis, S. pyogenes ir S. aureus bakterijas tirtas agar-
difuziniu metodu (zr. 2.2.18) (3.6.2.2 pav.).

100



VLP - neigiama

Nizinas - teigiama
kontrolé (K-)

kontrolé (K+)

Bacillus subtilis
Petri leksteléje

.......

Augimo
slopinimo zonos

VLP,
jkapsuliuotos
nizinu

Pav. 3.6.2.2. Méginiy antibakterinio aktyvumo nustatymas agar-difuziniu metodu. Ant
bakterijy uzlasinama 20 pL analizuojamo méginio ir po 24 val. inkubacijos 37 °C iSmatuojamos
augimo slopinimo zony dydis (mm). Schema sudaryta naudojant Biorender.

Kaip ir buvo tikétasi, L-BC VLP (neigiama kontrolé) neslopino nei
vienos i8 tirty bakterijy rasiy augimo (3.6.2 lentel¢). | daleles nejkapsuliuotas
nufiltruotas nizinas pasizyméjo kiek mazesniu antimikrobiniu aktyvumu,
palyginti su teigiamomis nizino kontrolémis. Sie rezultatai leidzia manyti, kad
1 daleles jkapsuliuota bent dalis nizino. [kapsuliavimui naudojant 0,11 pM
VLP ir 110 pM nizino (1:1000 molekulinj daleliy:nizino santykj),
antibakterinis nizinu jkapsuliuoty daleliy aktyvumas nustatytas visoms tirtoms
bakterijy rasims, tadiau priklausomai nuo bakterijy rasies aktyvumas buvo
apie 27-43 % mazesnis, palyginti su teigiamomis nizino kontrolémis. Nizinu
ikapsuliuotos dalelés, paruoStos naudojant 0,11 pM VLP ir 11 pM nizino
(1:100 molekulinj daleliy:nizino santykj), slopino B. subtilis ir S. pyogenes
bakterijy augima, bet ne S. aureus. Jkapsuliavimui naudojant 0,11 uM VLP ir
1,1 uM nizino (1:10 molekulinj daleliy:nizino santykj) antibakterinis nizinu
jkapsuliuoty daleliy aktyvumas nenustatytas nei ant vieny i$ tirty bakterijy —
galimai $is santykis yra per mazas efektyviam nizino jkapsuliavimui j daleles.
Esminiy skirtumy, nizino jkapsuliavimui naudojant skirtingo tipo L-BC VLP,
nenustatyta. DidZiausiu jautrumu paruoStiems méginiams pasiZyméjo
S. pyogenes bakterijos.
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Lentelé 3.6.2. Méginiy antibakterinis aktyvumas prie$ B. subtilis, S. pyogenes ir S. aureus
bakterijas, jvertintas iSmatuojant augimo slopinimo zonas (mm). Prie augimo slopinimo
zony nurodyta ,,N“ reiskia, kad méginys bakterijy augimo neslopino. Rezultatai pateikti kaip
penkiy biologiniy pakartojimy vidurkis su standartiniu nuokrypiu (£SN).

Moliné konc.

. pries filtravimg Augimo slopinimo zonos, mm
Méginys (uM)

VLP Nizino B.subtilis S.pyogenes S. aureus
| I§ bakterijy iSgryninty daleliy jkapsuliavimas nizinu |

Gag B-VLP
(neigiama 0,11 0 N N N
kontrolé)

Nizinas 110 12,8403 21,303  10,2+0,3
(teigiama 0 11 9,7+0.3 13,5+0,9 8,0+0,3
kontrol¢) 1,1 8,2+0,3 9,3+0,6 N

Nizinu 110 9,3+0,3 12,2+0,8 6,7+0,3

ikapsuliuotos 0,11 11 6,2+0,3 10,3+0,6 N

B-VLP 1,1 N N N
Neikapsu- 13,3+0,3 19,5+0,5 8,7£0,3

liuotas - 5,9+0.,5 9,8+0,3 N

nizinas N N N

I$ mieliy iSgryninty daleliy jkapsuliavimas nizinu
Gag M-VLP
(neigiama 0,11 0 N N N
kontrol¢)

Nizinas 110 13,0+0,4 20,4+1,3 10,3+0,4
(teigiama 0 11 9,9+0,2 13,94+1,2 8,2+0,3
kontrolé) 1,1 8,1+0,2 9,7+0,7 N

Nizinu 110 9,0+0,8 11,9+0,5 6,2+1,1

ikapsuliuotos 0,11 11 8,1+0,2 10,2+0,4 N

M-VLP 1,1 N N N

Nejkapsu- 12,2+0,3 19,9+0,7 9,6+0,4

liuotas - 8,3+0.4 10,2+0,4 N

nizinas N N N

Atlikti tyrimai rodo, kad pasyvi difuzija per kapsidéje esancias poras yra
tinkamas metodas Gag daleliy jkapsuliavimui — nizinu jkapsuliuotos dalelés
pasizyméjo antibakteriniu aktyvumu prie$ B. subtilis, S. pyogenes ir S. aureus
bakterijas.
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3.7. Zinduoliy lasteliy transdukcija Gag dalelémis

Norint L-BC Gag formuojamas daleles pritaikyti nanodalelémis paremtoje
pernasoje, svarbu jvertinti jy gebéjima patekti j zinduoliy lasteles. Siy daleliy
patekimas j Igsteles jvertintas naudojant raudonai fluorescuojanc¢iu mCherry
baltymu jkapsuliuotas Gag daleles (Zzr. 3.6.1), leidzianCias jas stebéti
fluorescenciniu mikroskopu. Siame tyrime naudota 50 pM daleliy
koncentracija zinduoliy lgsteliy kultivavimo terpéje, anksciau optimizuota su
Kity mieliy virusy kilmés dalelémis (nepublikuota, Joris JuSka). Kultivavimo
terpéje suspenduotos dalelés inkubuotos su plauciy karcinomos epitelinio
audinio A549 linijos lastelémis 4 arba 24 val. 37 °C temperattroje. Atliktas
lasteliy plovimas, kurio metu pasalintos j lasteles nepatekusios dalelés, ir
lastelés fiksuotos PFA tirpalu su branduolio lokalizacijos dazu Hoechst
33342. Paruos$i méginiai analizuoti fluorescenciniu mikroskopu AX70
(Olympus, Japonija) (3.7.1 pav.). Galutinés fluorescencijos nuotraukos
paruostos programing jrangg ImageJ v1.53t (Schneider et al., 2012).
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4 valandos 24 valandos

Neigiama
kontrolé

L-BC
Gag+mCherry
is bakteriju

L-BC
Gag+mCherry
i$ mieliy

mCherry

Hoechst 33342 mCherry

Pav 3.7.1. Plaudiy karcinomos epitelinio audinio AS549 linijos lasteliy analizé
fluorescenciniu mikroskopu. AS549 linijos lastelés inkubuotos kultivavimo terpéje,
neturincioje daleliy (neigiama kontrol¢), turinéioje 50 pM mCherry jkapsuliuoty Gag daleliy
koncentracija arba 50 pM mCherry baltymo koncentracija, 4 (kairéje) arba 24 (deSinéje)
valandas.

Kontroliniame neveikty Igsteliy méginyje tiek po 4, tiek po 24 valandy
stebima tik branduoliy, nudazyty Hoechst 33342 dazu, fluorescencija. Tokie
patys rezultatai matomi ir lasteliy, inkubuoty su laisvu mCherry baltymu,
méginiuose. Su mCherry jkapsuliuotomis Gag dalelémis inkubuotose
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lastelése jau po 4 val. matomas silpnas mCherry fluorescencijos signalas,
netolygiai pasklides po lgsteliy citoplazma, kurio intensyvumas po 24 val. Siek
tiek padidéjo. Sie rezultatai rodo, kad abiejy tipy dalelés pateko j A549 linijos
lasteles, nenaudojant papildomy transdukcijos reagenty.

Patvirtinus daleliy patekima j lgsteles, nustatytas Siy daleliy poveikis
plauciy karcinomos epitelinio audinio A549 linijos lgsteliy gyvybingumui.
Siam tyrimui pasirinktos trys mCherry jkapsuliuvoty Gag daleliy
koncentracijos: 50 pM, kuri naudota nustatant daleliy patekima j lasteles, bei
mazesné (10 pM) ir didesné (100 pM) daleliy koncentracijos. A549 linijos
lastelés su dalelémis inkubuotos 24, 48 ir 72 val. ir MTT testu jvertintas
santykinis lasteliy gyvybingumas (3.7.2 pav.). Santykinio gyvybingumo
vidurkis ir standartinis nuokrypis apskaiCiuotas atlikus 6 biologiniy
pakartojimy matavimus, naudojant programing jrangg GraphPad Prism
v.8.0.1. Santykinio gyvybingumo statistinis reikSmingumas jvertintas
atliekant veikty (10, 50 arba 100 pM) ir neveikty (0 pM) lasteliy santykinio
gyvybingumo palyginimag (zr. 2.2.21).

A B-VLP sumCherry B M-VLP su mCherry
24 val. 48 val. 72 val. 24 val. 48 val. 72 val.
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Pav. 3.7.2. Santykinis plau¢iy karcinomos epitelinio audinio A549 linijos lasteliy
gyvybingumas. Lastelés inkubuotos kultivavimo terpéje, turin¢ioje 10, 50 arba 100 pM
mCherry jkapsuliuoty Gag daleliy koncentracija, 24, 48 arba 72 valandas. Santykinis
gyvybingumas jvertintas kontrolinés (neveiktos) grupés atzvilgiu. Santykiniai gyvybingumai
pateikti kaip Sesiy biologiniy pakartojimy vidurkis su standartiniu nuokrypiu (£SN). Statistinis
reikSmingumas yra pateiktas kaip nurodyta: p<0,05 (*), p<0,01 (**), p<0,001 (***), p<0,0001

(****) i

Nustatyta, kad nei viena i$ tirty i§ mieliy iSgryninty mCherry jkapsuliuoty
Gag daleliy koncentracijy (10, 50, 100 pM) reikSmingai nesumazino A549
linijos lasteliy santykinio gyvybingumo, nepriklausomai nuo inkubacijai
naudoto laiko (24, 48, 72 val.) (p>0,05) (3.7.2 pav. B). Lasteles inkubuojant
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su 1§ bakterijy iSgrynintomis dalelémis, pirmajg para santykinis Igsteliy
gyvybingumas reikSmingai nekito (3.7.2 pav. A). ReikSmingas lasteliy
santykinio gyvybingumo sumazéjimas iki 73 % (p<0,001) nustatytas po 48
val. inkubacijos, esant 100 pM i§ bakterijy iSgryninty daleliy koncentracijai
terpéje. Po 72 val. inkubacijos, esant 100 pM daleliy koncentracijai terpéje,
lasteliy santykinis gyvybingumas sumazéjo net iki 55 % (p<0,0001), o esant
mazesnei 50 pM koncentracijai — iki 68 % (p<0,001). Remiantis Siais
rezultatais, tik i§ bakterijy iSgrynintos dalelés reik§mingai sumazino A549
linijos lgsteliy gyvybingumg.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Siame darbe atlikta S. cerevisiae L-BC-1 viruso pagrindinio kapsidés baltymo
Gag sintezé. Natyviy ScV-L-A viriony formavimuisi bitinas Gag baltymo
N-acetilinimas, taciau ScV-L-BC virusui §i po-transliaciné modifikacija
nereikalinga (Wesolowski ir Wickner, 1984). D¢l Sios priezasties L-BC-1
viruso kapsidés baltymo Gag sintezei pasirinktos ne tik natyvaus L-BC-1
viruso Seimininkés mielés S. cerevisiae, bet ir bakterijos E. coli. Gag baltymo
sintezei bakterijose pasirinktas BL21-Al kamienas, neturis lon proteazés ir
iSorinés membranos proteazés OmpT, todél jam budinga sumazinta
sintetinamy heterologiniy baltymy degradacija. Siame kamiene araBAD
operono araB lokuse jterptas T7 RNR polimerazés genas (T7 RNAP), kurio
raiska reguliuojama araBAD promotoriumi ir indukuojama L-arabinoze
(Bhawsinghka et al., 2020). Pasirinkto bakterijy raiskos vektoriaus pET28a
veikimas paremtas IPTG, paSalinanciu lac represoriy nuo lac operono ir
leidZian¢iu T7 RNR polimerazei inicijuoti geny raiSka (Dubendorff et al.,
1991; Shilling et al., 2020). Gag baltymo sintezei mielése pasirinktas
BY4741[LA-LBC-] kamienas, neturintis natyviy L-A ir L-BC virusy, kurie
trukdyty daleliy gryninimo procesui (laboratorijos kolekcija, nepublikuota).
Pasirinktame mieliy raiskos vektoriuje pFX7 iterpto geno raiska reguliuojama
hibridiniu promotoriumi GAL10-PYK1 ir indukuojama galaktoze (Sasnauskas
et al., 1999). Tokiu buidu sukurtos atitinkamai dviem (IPTG ir L-arabinoze)
arba vienu priedu (galaktoze) indukuojamos Gag baltymo sintezés bakterijose
ir mielése sistemos, leidziancios tiksliau reguliuoti tikslinio baltymo sintezg ir
gauti didesnius jo kiekius (Fitz et al., 2018). Optimizavus tirpaus Gag baltymo
sintezés salygas, susintetintas Gag baltymas iSgrynintas naudojant kitame
misy tyrime taikyta daleliy gryninimo protokola (Luksa et al., 2022), pakeitus
pirmgjj gryninimo zingsnj. Nustatyta, kad Gag baltymo iSeiga bakterijose
buvo kelis kartus mazesné nei mielése (atitinkamai apie 0,25 ir 0,78 mg/g).
Taip pat buvo pastebéta, kad bakterijas transformavus plazmide pET28a-L-
BC-gag sulétéjo jy augimas. Tai gali reiksti, kad L-BC Gag baltymas yra
toksiskas bakterijoms, tafiau toliau Sis efektas netirtas, kadangi gautas
tinkamas kiekis tirpaus Gag baltymo. Mielése susintetinto Gag baltymo iSeiga
buvo palyginama j kity VLP baltymy, kuriy sintezei taip pat naudotas pFX7
raiSkos vektorius: bakteriofago vB_EcoS NBD2 uodegélés baltymo gauta
0,85+0,33 mg/g iseiga (Spakova et al., 2019), o Zmogaus poliomaviruso
HPyVs VP1 baltymo — 0,42-1,05 mg/g (Norkiene et al., 2015). Poky¢iy
mieliy lasteliy augime jas transformavus pFX7-L-BC-gag plazmide nebuvo
pastebéta.
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Sékmingas bakterijose ir mielése susintetinto Gag baltymo susirinkimas
1 daleles patvirtintas DLS ir TEM metodais. DLS yra paprastas ir greitas
metodas, paremtas daleliy Siluminiu (Brauno) judéjimu tirpale, susijusiu su
hidrodinaminiu sferiniy daleliy skersmeniu (Raval et al., 2019). Sis metodas
placiai taikomas VLP dydziui, agregacijai ir stabilumui nustatyti jvairiomis
salygomis (Spice et al., 2020; Al-Ghobashy et al., 2017; Ausar et al., 2006;
Hu et al.,, 2011; Lin et al., 2014). DLS metodas suteikia informacijos tik apie
vidutinj daleliy dyd; tirpale, todél morfologinei daleliy analizei pasirinktas
papildomas metodas TEM. Tiek i§ bakterijy, tiek mieliy iSgryninto Gag
baltymo méginiuose nustatytos apie 38-43 nm dydzio simetriskos sferos
formos dalelés, kuriy dydis atitiko krio-EM mikroskopijos buidu nustatyta
natyvaus L-BC-1 viruso dydj (38,5 nm) (Grybchuk et al., 2022).

Nustacius, kad DLS metodas yra tinkamas Gag formuojamy daleliy
dydzio matavimames, jis panaudotas nustatant buferiniy tirpaly, jy pH, joninés
jégos, magnio jony bei Saugojimo temperatiiros jtaka ilgalaikiam daleliy
dydzio stabilumui. Net mazy agregaty kiekio nustatymas tirpale yra svarbus,
kadangi tai gali padidinti bendra agregacijos greitj daleliy saugojimo metu
(Al-Ghobashy et al., 2017). I$ mieliy i$gryninty daleliy dydziy stabilumui
temperatiira jtakos neturéjo — jy dydis reikSmingai nekito visg 24 savaiciy
laikotarpj, nepriklausomai nuo saugojimui naudotos temperatiros (4, 21 ar 37
°C). Bakterijose susintetinty daleliy dydis visg 24 savaiCiy laikotarpj
reik§mingai nekito 4 °C temperatiiroje, o 21 ir 37 °C temperatiiroje dalelés
atitinkamai po 24 ir 16 savaiCiy agregavo. Esant aukStesnei aplinkos
temperatirai vidiniame baltymy sluoksnyje padidéja hidrofobiniy sgveiky
kiekis, lemiantis agregacija, todél jprastai VLP dydis Zemesnése
temperatirose nekinta ilgesnj laika (Xu et al., 2014). Mazesné temperattiros
jtaka mielése susintetinty daleliy stabilumui gali buti susijusi su raiSkos
sistemy skirtumais (zr. 1.3.2) bei faktu, kad mielés yra natiiralus natyvaus
L-BC-1 viruso $eimininkas (Ribas ir Wickner, 1996; Schmitt ir Breinig,
2002). Palyginti su HIV-1 voko baltymo ir Noroviruso GlI-4 kapsidés
baltymo VLP, kurios 23-24 °C temperatiiroje PBS tirpale isliko stabilios tik
iki 7 dieny (Huhti et al., 2010; Aguado-Garcia et al., 2022), abiejy tipy Gag
dalelés pasizyméjo ilgalaikiu dydzio stabilumu.

Daleliy saugojimui naudojamo tirpalo pH bei jame esancios druskos
veikia pavir§inj VLP krivj ir jy hidrofobiskuma, todél Sie veiksniai, kaip ir
temperattira, daro jtaka daleliy dydzio stabilumui. Dél Sios priezasties i$
skirtingy virusiniy baltymy sudaryty daleliy stabilumui optimalios sglygos
gali skirtis: CCMV daleléms optimalus pH 5, rotaviruso — ragstinis pH, 0
2-serotipo adeno-asocijuoto viruso — Sarminis pH 9 (Le ir Miiller, 2021).
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Ekstralgstelinés fazés neturintys gryby virusai, jskaitant L-BC, randami
citozolyje, kurio pH yra neutralus (Ghabrial et al., 2015). Nustatyta, kad
rekombinantinio Gag baltymo formuojamoms daleléms optimali neutralaus
pH aplinka — jy dydis pH intervale nuo 6 iki 8 reikSmingai nekito visg 24
savai¢iy laikotarpj, nepriklausomai nuo daleliy tipo. I§ mieliy iSgryninty
daleliy dydzio stabilumui tiriamuoju laikotarpiu jtakos neturéjo ir tirta joniné
aplinka (0-500 mM). I3 bakterijy iSgryninty daleliy dydis reik§mingai nekito
esant zemai arba vidutinei NaCl koncentracijai buferiniame tirpale, taciau
esant 500 mM NacCl koncentracijai, $iy daleliy dydis po 24 savaiéiy padidéjo
apie 10 nm. PanaSus daleliy dydzio padidéjimas stebétas ir su Suny
parvoviruso VLP (Xu et al., 2014). Toks daleliy dydzio padidéjimas gali bati
stebimas dél daleliy pereinamosios biisenos arba kitaip vadinamo i$siptitimo
iniciacijos (Bond et al., 2020). Daleliy iSsipttimas gali jvykti dél pory,
esanciy 3-¢io laipsnio rotacinés simetrijos asyse, atsiradimo ar jy padidéjimo
(Segovia-Gonzalez et al., 2023). RCNMV viruso tyrimy metu
pademonstruota, kad 200 mM EDTA arba Ca?* jony koncentracija tirpale
nedaro jtakos jy dydziui, tatiau atitinkamai lemia 11-13 A dydZio kapsidés
pory atsivérimg arba uzsivérimg (Loo et al., 2008). Poros natyvaus L-BC
viruso kapsidéje identifikuotos esant 10 mM MgCl, koncentracijai tirpale
(Grybchuk et al., 2022). Vis dél to, tokios koncentracijos magnio jony arba
dvivalenéiy jony chelatoriaus EDTA jtaka Gag daleliy dydzio stabilumui
tiriamuoju laikotarpiu nenustatyta.

Norint geriau suprasti veiksnius, darancius jtaka Gag daleliy stabilumui,
atliktas daleliy stabilumo jvertinimas TSA metodu, kurio metu jvertintos jy
lydymosi temperatiiros. Nustatyta, kad pH intervale nuo 6 iki 8, Gag daleléms
biidingos dvi lydymosi temperattiros, kurios tarpusavyje skiriasi per 6-8 °C.
Dviejy etapy terminis peréjimas nustatytas ir saldziyjy bulviy plunksinés
(angl. Sweet potato feathery mottle virus) bei §velnios demétliges (angl. Sweet
potato mild mottle virus) virusy, 2-tipo galvijy enteroviruso ir arkliy rinito A
viruso daleléms. Siy daleliy dvi lydymosi temperatiiros atitinkamai sietos su
(1) daleliy disociacija | kapsidés monomerus ir (2) kapsidés subvienety
denatiiracija (Walter et al., 2012; Chase et al., 2023). Norvalko viruso VLP
atveju dvi daleliy lydymosi temperatiiros sietos su dviejy daleles formuojanéio
baltymo VP1 domeny denatiiracija (Ausar et al., 2006). Tiriant natyvaus
L-BC viruso struktiirg nustatyta, kad $io viruso susirinkimas galimai vyksta
keliais etapais — pradzioje susidaro asimetrinis Gag baltymo dimeras, tada
penki tokie dimerai susijungia j dekamera, o galiausiai i§ dvylikos dekamery
susirenka pilna viruso kapsidé. Toks mechanizmas pasitlytas todél, kad
tirpale rasta dalis atviry kapsidZziy, kurioms triko vieno i§ dvylikos dekamery
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(Grybchuk et al., 2022). Remiantis masy atliktais tyrimais, manome, kad dvi
Gag daleléms budingos lydymosi temperattros taip gali biiti susijusios su
VLP disociacija | atskiras daleles sudarancias struktiiras (dekamerus ar
pavienius kapsidés baltymus) bei galutine kapsidés baltymo denatiiracija.
Meéginiuose, paruoStuose stipriai ragstiniame pH 3, nebuvo nustatyta jokiy
apibrézto dydzio strukttiry ar lydymosi temperatiiry, todél galima manyti, kad
Siame pH kapsidés baltymas jau buvo visiskai denatiiraves. Nors pH 4 tirpale
taip pat nebuvo aptikta daleliy, i§ mieliy iSgrynintoms daleléms nustatyta
viena lydymosi temperatiira — tikétina, kad ji atitinkg galuting kapsidés
baltymo denatiiracija. pH intervale nuo 6 iki 8 nustatytos dvi lydymosi
temperatiiros bei stebétos jprasto dydzio dalelés, todél galima daryti prielaida,
kad pirmoji lydymosi temperatiira atitinka daleliy disociacija, 0 antroji —
galuting kapsidés denatiiracija. Sis mechanizmas taip pat galéty paaiskintj,
kodél esant pH 5 nustatyta tik viena lydymosi temperatiira, nors stebétos
jprasto dydzio dalelés. Tikétina, kad pH 5 tirpale disociacija jau buvo
prasidéjusi, todél jos signalas (atitinkantis pirmaja intensyvumo smail¢) buvo
silpnesnis ir visiskai persidengé su kapsidés baltymo denatiiracijos signalu
(atitinkanciu antrajg smaile), kitaip nei pH 6-8 atveju, kur stebimas dalinis
signaly persidengimas. Sie rezultatai taip pat dar karta patvirtino, kad Gag
daleliy stabilumui optimali neutralaus pH aplinka.

Daleliy disociacija ir atgalinis formavimas padeda atsikratyti lgstelés-
Seimininkés baltymy ir kity molekuliy, kurios j daleles patenka savaiminio
susirinkimo metu (Nooraei et al., 2021). Naudojant §j metoda j daleliy vidy
galima patalpinti norima krovinj, kuris negali buiti konjuguojamas su virusinés
kilmés baltymais geny suliejimo biidu ar netelpa per kapsidés poras
(Wijesundara et al., 2022). Siekiant ateityje tokj metoda pritaikyti Gag daleliy
ikapsuliavimui, iStirtos jvairios salygos, galin¢ios inicijuoti VLP disociacija.
Pavyzdziui, HPV VLP disociacijai naudojamas 5 % BME ar 2 mM DTT
tirpalas (McCarthy et al., 1998; Mach et al., 2006). Laukinio tipo Simpanziy
virusas 40 praranda savo efektyvuma ir integralumg Sarminiame pH (>10,7).
Nustatyta, kad Sio viruso disociacija prasideda nuo daleliy iSsipitimo ir
genomo praradimo per susiformavusias poras, po kurio seka kapsidziy
susitraukimas ir pilna disociacija j subvienetus (Asor et al., 2020). Tam tikrais
atvejais joninés jégos padidinimas, o ne jos sumazinimas taip pat gali sukelti
daleliy disociacija (Lavelle et al., 2007). Hepatito B Serdies baltymo
formuojamy daleliy disociacija atliekama 2,5 M karbamido tirpale, tuo tarpu
bakteriofago QP disociacijai reikalinga net 6 M karbamido koncentracija bei
maza joniné jéga (Le ir Miiller, 2021). L-BC Gag daleliy atveju disociacija
ivyko pH 12 tirpale arba j neutralaus pH buferin; tirpala pridéjus karbamido.
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IS bakterijy iSgrynintos Gag dalelés disocijavo esant 2 M, o i§ mieliy
iSgrynintos dalelés —3 M karbamido koncentracijai tirpale. Abiejy tipy dalelés
disocijavo j 12-22 nm dydzio strukttras. Remiantis nustatytu struktiry dydziu
ir prie§ tai minétu L-BC virionams budingu formavimosi mechanizmu,
tikétina, kad Gag dalelés disocijavo ne j kapsid¢ formuojancius monomerus,
taciau j didesnio dydzio struktiiras, pavyzdziui, dekamerus. Jdomu tai, kad i$
bakterijy iSgrynintas Gag daleles paveikus 10 % PME, DLS metodu méginyje
buvo nustatytos daug mazesnés, net 1 nm nesiekiancios, struktaros.
Literattiroje nurodoma, kad tokie mazi dydziai DLS prietaisu gali bati
uzfiksuoti tirpale esant didelio dydzio netirpiems agregatams, kuriy prietaisas
iSmatuoti negali (Jerajani et al., 2022). Kita galima prieZastis, dél kurios buvo
nustatytos tokios mazos struktiiros, yra tai, kad esant 10 % BME koncentracijai
tirpale dalelés galéjo disocijuoti ne j dekamerus, taCiau | kapside
formuojancius Gag baltymo monomerus.

IStyrus jvairiy salygy jtaka Gag daleliy dydziui ir temperatiiriniam
stabilumui, jvertintos §iy daleliy jkapsuliavimo galimybés. Fluorescuojanciy
baltymy jkapsuliavimas j VLP vidy arba jy pateikimas daleliy iSoréje yra
vienas i§ budy, naudojamy VLP patekimo j zinduoliy lasteles stebéjimui.
Iprastai fluorescuojanti molekulé prie dalele formuojancio baltymo
prijungiama kovalentiskai, pasitelkiant geny inzinerija (Shirbaghae et al.,
2016). Tokiu budu molekulé prijungiama prie kiekvieno dalele formuojancio
vieneto, todél tokia strukttra gali prarasti savaiminio susirinkimo savybg arba
dél neteisingo baltymo susilankstymo gali biiti prarandamas jo tirpumas
(Tarig et al., 2022). Geny suliejimo strategija sékmingai panaudota
fluorescuojan¢iy baltymy jkapsuliavimui | bakteriofago P22, adeno-
asocijuoto viruso bei HSV daleles (O'Neil et al., 2012; Lux et al., 2005; Hoque
et al., 2005). Pritaikius §j metodg Gag baltymui, bakterijose E. coli ir mielése
S. cerevisiae sékmingai susintetintas sulietinis Gag+mCherry baltymas, kuris
formavo keliais nm didesnes ir kiek maziau simetrikas daleles, palyginti su
Gag. DLS matavimy metu nustatytas didesnis mCherry jkapsulivoty Gag VLP
dydis gal¢jo biiti gautas biitent dél jy mazesnio simetriSkumo, kadangi Siuo
metodu nustatomas sferiniy daleliy skersmuo. Geny suliejimo bidu j Gag
daleles jkapsuliuotas net apie Y visos dalelés masés sudarantis baltyminis
krovinys, nesukeliant esminiy poky¢iy daleliy strukttroje. Fluorescuojancio
mCherry baltymo jkapsuliavimas j daleles ne tik palengvino gryninimo
procesa, bet ir leido jas panaudoti tiriant Gag daleliy patekima i zinduoliy
lasteles. Gag daleliy jkapsuliavimui isbandytas ir kitas metodas — pasyvi
difuzija. L-BC viruso kapsidéje, kaip ir daugelyje kity dgRNR virusy, 5-to ir
3-¢io laipsnio rotacinés simetrijos aSyse randamos atitinkamai 9 bei 12 A
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skersmens poros, o tarp kapsidés baltymy — nuo 4 iki 7 nm ploéio plySiai
(Grybchuk et al., 2022). Kapsidéje esan¢iy pory konformacija gali keistis
keiciant buferinio tirpalo sudétj — jos gali didéti ar mazéti, taip kontroliuojant
patenkanCiy ir/ar iSeinan¢iy molekuliy judéjimg. Pasitelkiant kapsidéje
esanCias poras, gali biiti atliekamas mazy per poras telpanciy junginiy
jkapsuliavimas | VLP vidy (Chung et al., 2020). L-BC Gag daleliy
ikapsuliavimui pasirinkome apie 3 kDa dydzio antimikrobinj peptida nizing Z
(Jan¢i¢ ir Gorgjeva, 2021). Sis peptidas pasirinktas ne tik dél savo mazos
molekulinés masés, bet ir dél teigiamo kriivio, kadangi L-BC kapsidés vidus
yra jkrautas neigiamai — prieSingas jkapsuliuojamo krovinio ir kapsidés
vidinis kravis gali padidinti sékmingo jkapsuliavimo tikimybe (McNeale et
al., 2022). Atlikus gauty méginiy antibakterinio aktyvumo vertinimg prie$ B.
subtilis, S. pyogenes bei S. aureus bakterijas nustatyta, kad nizinas pateko j
Gag daleliy vidy ir $is procesas buvo grjztamas — dalelés gebéjo atpalaiduoti
ikapsuliuota nizing ir slopinti tirty bakterijy augimg. Sékmingas
fluorescuojan¢io mCherry baltymo ir antimikrobinio peptido nizino
ikapsuliavimas j Gag daleles rodo, kad Sios dalelés pasizymi universaliomis
ikapsuliavimo galimybémis.

Siekiant nustatyti ar Gag baltymo formuojamos dalelés gali biti
pritaikytos pernasai, jvertintas jy gebéjimas patekti j zinduoliy lgsteles ir
nustatytas jy poveikis lgsteliy gyvybingumui. Gag daleliy patekimas i
zinduoliy lasteles pademonstruotas pasitelkus mCherry jkapsuliuotas daleles.
Dalelése esan¢io mCherry baltymo fluorescencija plau¢iy karcinomos
epitelinio audinio A549 linijos lastelése buvo stebima jau po 4 valandy
inkubacijos. Kadangi lastelése buvo stebimas netolygus taskinis mCherry
fluorescencijos signalo pasiskirstymas, manoma, kad dalelés po patekimo j
lasteles galéjo likti sutelktos endosomose. Daleliy susitelkimas endosomose
stebétas ir su bakteriofago Qp dalelémis, jkapsuliuotomos zaliai
fluorescuojanéiu GFP baltymu (Hagge et al., 2023). Iprastai, daleléms patekus
] endosomas jos nukreipiamos j lizosomas degradacijai, taip sumazinant
dalelése pernesamo krovinio kiekj, bioprieinamumag ir terapinj efekta. Todeél
kuriant pernasos nanodalelémis sistemg svarbu uztikrinti, kad nanonesiklis
iStrokty i§ endosomy prie$ degradacija (Hagge et al., 2023). Kita vertus,
literatiiroje aprasoma, kad nanonesiklio nukreipimas j endolizosomas gali biiti
efektyvus krovinio pristatymo biidas. Parodyta, kad prie CPMV iSorinio
pavirSiaus kovalentiskai prijungus doksorubicing, tokios dalelés buvo
endocituojamos HeLa Igsteliy. Patekusios ] endolizosomas dalelés dél
rugstinés aplinkos disociavosi, o0 atpalaiduotas doksorubicinas istriko i$
endolizosomy ir sukélé citotoksinj poveiki lagsteléms. Maza dozé tokiy
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CPMV-DOX daleliy (1,45 uM doksorubicino) pasizyméjo geresniu
doksorubicino efektyvumu nei laisvas doksorubicinas. Tyrimo autoriai mano,
kad dalelés geba doksorubicing paskirstyti tolygiau ir efektyviau (Aljabali et
al., 2013). Panasus efektas stebétas ir su DAPI jkapsuliuotomis CPMV. Siame
tyrime DAPI jkapsuliuotas pasyvios difuzijos biidu, o ne kovalentiskai, kaip
doksorubicino atveju. Nustatyta, kad branduolyje DAPI buvo aptinkamas jau
po 60 minuciy (Yildiz et al., 2013). Taigi, galvojant apie tolimesnj daleliy
pritaikyma svarbu jvertinti, ar jos gebés disocijuoti ragstingje aplinkoje.
Lizosomoms, j kurias gali biiti nukreipiamos dalelés, bidingas riigstinis pH
(4,5-5) (Zeng et al., 2020), tat¢iau musy atlikti tyrimai rodo, kad esant pH 5
Gag formuojamos dalelés islieka stabilios, todél lizosomose jos galimai
nedisocijuoty ir neatpalaiduoty krovinio, kaip kad CPMV dalelés. Tai
paaiskinty, kodél net po 24 valandy lasteliy inkubacijos su dalelémis, mCherry
baltymo fluorescencijos signalas tolygiai nepasklido po lastelés citoplazmg.
Siy hipoteziy patvirtinimui ar paneigimui reikalingas mCherry fluorescencijos
signalo stebéjimas lastelése platesniame laiko intervale. Jeigu vis délto Gag
dalelés | citoplazma nepatekty, Kaip alternatyva bty galima panaudoti
kontroliuojama krovinio atpalaidavimg lizosomose, panaudojus ragsciai
jautrias jungtis. Toks budas pritaikytas PAMV VLP — j daleles cheminés
konjugacijos btidu jkapsuliuotas 6-maleimidkaproilhidrazono doksorubicinas.
Kadangi hidrazino jungtis yra jautri $velniai rugstiniam pH, esan¢iam véziniy
lasteliy ir endosomy bei lizosomy aplinkoje, doksorubicinas atpalaiduojamas
net nejvykus daleliy disociacijai (Hu ir Steinmetz, 2020). Kitas budas
panaudoti Gag daleles junginiy pernasai galéty biti pasitelkti pabégimo i$
endosomy metodg. Hagge ir jos kolegos sukiiré tioliams jautry maleimido
jungiklj, sujungiantj gerai Zinomg j mitochondrijas nukreipiantj lipofilinj
trifenilfosfonio katijong (angl. triphenylphosphonium cation, TPP) su
baltyminiu QB VLP pavirSiumi. Dél savo lipofilinés ir katijoninés prigimties
TPP suardo endosoming membrang ir taip nulemia VLP pabégimag i
endosomy. Tokiai dalelei patekus j citozolj glutationas reaguoja su tioliams
jautriu maleimido jungikliu, pasalina TPP nuo daleliy ir taip sustabdo jy
judéjima j mitochondrijas ir dalelés lieka citozolyje. Pademonstruotas tokio
metodo sékmingas pritaikymas GFP pernasai in vitro bei mazo ultravioletinéje
Sviesoje raudonai fluorescuojancio baltymo pernasai in vivo, stebint tolygy
fluorescencijos signala atitinkamai A549 linijos lastelése bei BALB/c peliy
plauciy epitelinése lastelése (Hagge et al., 2023). Tokiy funkcionalizavimo
metody poreikis Gag daleléms bus apsvarstytas ateityje. Tiriant VLP
pritaikyma junginiy pernasai daznai susiduriama su nepageidautinu daleliy
imunogeniskumu, todé¢l ateityje reikty patikrinti, ar Gag dalelés nesukelia
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imuninio atsako, galin¢io apriboti jy pritaikymg kuriant nanodalelémis
paremta pernaSos sistemg. DaZznu atveju imunogeniSkumas gali biiti gan
lengvai iSvengiamas daleles papildomai padengiant PEG (Yildiz et al., 2013).
Ivertinus A549 linijos lasteliy, inkubuoty su mCherry jkapsuliuotomis Gag
dalelémis, santykinj gyvybinguma nustatyta, kad citotoksiniu poveikiu
lasteléms pasizyméjo tik i§ bakterijy iSgrynintos dalelés. Vienas esminiy
gram-neigiamy bakterijy, iskaitant E. coli, lasteliy sieneliy komponenty yra
lipopolisacharidai  (Bonhomme et al., 2024). Kadangi Dbakterijy
lipopolisacharidai yra endotoksinai, esant jy priemaiSoms daleliy preparate
gali buti stebimas citotoksinis poveikis lasteléms. Siekiant atsikratyti tokiy
priemaiSy, gauti méginiai gali bti veikiami detergentais arba gali biti
naudojami papildomi gryninimo metodai, pavyzdziui, chromatografija (Le ir
Miiller, 2021). Kadangi mielése susintetintos dalelés reik§mingai nesumazino
santykinio lgsteliy gyvybingumo, galimai jos bty tinkamesnés efektyviai
tiksliniy junginiy pernasai j zinduoliy lgsteles.

114



ISVADOS

Bakterijy E. coli ir mieliy S. cerevisiae indukuojamos raiskos sistemos
yra tinkamos L-BC-1 viruso kapsidés baltymo Gag formuojamy j virusus
panasiy daleliy generavimui.

Gag baltymo formuojamy daleliy dydis iSlieka stabilus bent 24 savaites,
daleles inkubuojant 4 °C temperatiiroje. 21 ir 37 °C temperatiiroje
inkubuojamy daleliy dydzio stabilumas priklauso nuo daleliy sintezés
sistemos: bakterijose susintetintos dalelés ilgalaikio saugojimo metu
linkusios agreguotis.

Gag baltymo formuojamos dalelés praranda integralumg pH 12 tirpale
arba karbamido koncentracijai neutralaus pH tirpale pasiekus 2-3 M.
Didinant Gag baltymo formuojamy daleliy aplinkos temperatira,
stebimas dviejy pakopy daleliy struktiiros praradimas.

Geny suliejimo budas yra tinkamas mCherry baltymo jkapsuliavimui j
Gag baltymo formuojamas daleles. | daleliy vidy pasyvios difuzijos budu
ikapsuliuotas nizinas Z suteikia daleléms antibakterinj aktyvuma.
mCherry jkapsuliuotos Gag baltymo formuojamos dalelés patenka j
plauciy karcinomos epitelinio audinio A549 linijos zinduoliy lasteles jau
po 4 valandy inkubacijos. Citotoksiniu poveikiu Sioms lasteléms
pasizymi tik i§ bakterijy iSgrynintos dalelés.
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SUMMARY

LIST OF ABBREVIATIONS

ANS: 1-anilinonaphthalene-8-sulfonic acid
B-VLPs: virus-like particles purified from bacteria
CPMV: cowpea mosaic virus

DLS: dynamic light scattering

DOX: doxorubicin

FTSA: fluorescent thermal shift assay

HPV: human papillomavirus

IPTG: isopropyl p-d-1-thiogalactopyranoside
PEG: polyethylene glycol

PMSF: phenylmethanesulfonylfluoride
SDS-PAGE: sodium dodecyl-sulphate polyacrylamide gel electrophoresis
TEM: transmission electron microscopy

TPP: triphenyl phosphonium cation

VLP: virus-like particle

Y-VLPs: virus-like particles purified from yeast

INTRODUCTION

Classical therapies are often not only temporary but also, they cause severe
side effects. Targeted delivery is one of the most promising, and at the same
time the most challenging, techniques that can improve the treatment of many
diseases. Using this approach, higher concentrations of therapeutic drug reach
the specific site, lowering the chance of adverse effects while increasing the
effectiveness of the treatment. A variety of nanoparticles are used for the
delivery of therapeutic drugs, including liposomal, polymeric or metal
nanoparticles. Due to the disadvantages of these particles, like instability,
immunogenicity or toxicity (Rohovie et al., 2017), focus on protein-based
nanoparticles, such as virus-like particles (VLPs), has increased over the
years. A search of the commonly used term “virus-like particles” in the
Google Scholar search engine yielded 83 000 publications in 2024 alone,
indicating the high importance of VLPs technology. Proteins from various
viruses are studied to create particles with most desirable properties for
application in nanoparticle-based delivery.

Unlike native viruses, VLPs possess no genetic material and therefore are
considered non-infectious. Using passive diffusion, genetic engineering,
chemical conjugations or controlled assembly of capsid proteins, molecules
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of both biological and synthetic origin can be inserted into the interior or outer
surface of VLPs (Chung et al., 2020; McNeale et al., 2023). Incorporation of
appropriate ligands into the VLPs allows the particles to reach the targeted site
and control release of the cargo (Ikwuagwu et al., 2022). The structural
diversity of VLPs, different options for functionalisation and the wide choice
of synthesis systems make them appealing for application in different fields
(Tariqg et al., 2022; Deshayes et al., 2022; Zhang et al., 2023).

VLP-based vaccines are developed using particles derived from the proteins
of human pathogenic viruses, such as human papillomaviruses, influenza,
hepatitis B and E, and coronaviruses, whose components elicit strong cellular
and humoral responses (Tariq et al., 2022). However, for VLP-based targeted
delivery systems, immunogenicity is prohibited, since host cell defence
mechanisms might induce particle degradation and early release of the cargo
(Dai et al., 2018; He et al., 2022). It is important to ensure the stability of such
particles, as aggregation of VLPs is a common problem affecting the
immunogenicity and antigenicity of the particles (Chen et al.,, 2015;
Srivastava et al., 2023; Masarudin et al., 2015). For these reasons, particles of
different origins are being investigated to develop an efficient nanoparticle-
based delivery system.

The yeast Saccharomyces cerevisiae is one of the best-studied organisms that
is generally recognised as safe (GRAS) by the Food and Drug Administration
(FDA) in the USA and have qualified presumption of safety (QPS) status in
Europe, therefore is widely used in the production of native and recombinant
products (Gronchi et al., 2022). Two types of totiviruses, L-A and L-BC, are
found in most S. cerevisiae strains (Ribas and Wickner, 1996; Schmitt and
Breinig, 2002). L-BC viruses have a double-stranded RNA (dsRNA) genome
that encodes the major capsid protein Gag and the RNA-dependent RNA
polymerase Pol (Park et al., 1996). The dsSRNA genome of L-BC viruses is
packaged in a 38.5 nm icosahedral symmetry capsid consisting of 120 Gag
monomers, several of which are fused to Pol protein (Grybchuk et al., 2022).
To date, only the structural properties of totiviruses and their function in yeast
cells have been investigated. In this work, potential application of the
L-BC-1 virus-derived nanoparticles for the development of VLP-based
delivery system was evaluated.

The aim of this study:

To assess the stability and encapsulation capacity of nanoparticles formed
from the major capsid protein Gag of the Saccharomyces cerevisiae L-BC-1
virus, with the aim of their application in the development of delivery systems.
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The main tasks:

1. Tosynthesize S. cerevisiae virus L-BC-1 capsid protein Gag in E. coli
and S. cerevisiae expression systems and evaluate its capability to
form virus-like particles.

2. To investigate and compare the size stability of the particles formed
from Gag protein synthesized in bacteria and yeast in different
conditions.

3. To investigate and compare the thermal stability of the particles
formed from Gag protein synthesized in bacteria and yeast.

4. To evaluate the encapsulation capabilities of Gag-formed particles by
gene fusion and passive diffusion methods.

5. To determine the ability of Gag-formed particles to enter lung
carcinoma epithelial tissue A549 line mammalian cells and their effect
on cell viability.

SCIENTIFIC NOVELTY

Targeted delivery systems can help to prevent side effects that are associated
with traditional methods, used for treatment of cancer and other diseases. To
develop such systems, various types of nanoparticles are used, including
virus-like particles of different origins.

In this work, L-BC-1 virus found in S. cerevisiae yeasts was chosen for the
synthesis of virus-like particles. Recombinant L-BC-1 virus capsid protein
Gag was synthesised in bacteria Escherichia coli and yeast Saccharomyces
cerevisiae for the first time. Gag protein successfully formed symmetrical
spherical particles in the size of ~40 nm in both bacterial and yeast cells. Using
dynamic light scattering, transmission electron microscopy and thermal shift
assays, size and thermal stability of Gag-formed particles was evaluated.
Long-term particle size stability studies have shown that the size of Gag-
formed particles remain stable for up to 24 weeks in buffers with different pH,
ionic strength, and other additives. It was demonstrated that long-term size
stability of the particles purified from bacteria depends on the temperature
used for storage — at higher temperatures aggregation of the particles was
observed. It was found that Gag-formed particles dissociate when exposed to
highly alkaline pH or urea. Thermal stability studies have shown that, as the
temperature increases the loss of Gag-formed particle structure occurs in two
stages. This study also revealed that Gag-formed particles lose their stability
not only at highly alkaline but also at acidic pH environment.
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In this work, successful encapsulation of two different compounds into Gag-
formed particles was demonstrated. Gag-formed particles with antibacterial
activity were obtained by passive diffusion of the antimicrobial peptide nisin
Z into the particles. Using gene fusion method, an equimolar to Gag protein
amount of red fluorescent mCherry protein was encapsulated into the particles
without affecting the ability of the fusion protein to self-assemble into the
particles. Such particles were used to demonstrate the entry of Gag-formed
particles into mammalian cells without the use of transfection reagents. It was
found that only the particles purified from bacteria exert cytotoxic effect on
mammalian cells, whereas the particles purified from yeast have no such
effect.

Since only the native L-BC-1 virus has been investigated so far, research on
the Gag-formed particle size and thermal stability, as well as evaluation of
their encapsulation and delivery features, provides new insights into the
properties of L-BC-1 virus ant its potential application in biotechnology.

STATEMENTS TO BE DEFENDED

1. The L-BC-1 virus capsid protein Gag synthesized in bacteria and
yeast forms virus like particles.

2. Gag-formed particles have long-term size stability, that depends on
synthesis system and temperature used for the storage.

3. Gag-formed particles disassemble at highly alkaline pH or by being
exposed to urea.

4. The loss of Gag-formed particle structure occurs in two phases as
temperature increases.

5. Gene fusion and passive diffusion methods are suitable for
encapsulation of Gag-formed particles.

6. Gag-formed particles enter A549 line mammalian cells without the
need of additional affect and their impact on relative cell viability
depends on particle synthesis system.

MATERIALS AND METHODS

Strains and cell lines

In this work, E. coli DH10B strain was used for the plasmid cloning
(F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)  ¢p80lacZAM15 AlacX74 recAl endAl
araD139 4 (ara-leu)7697 galU galK A— rpsL(Str®) nupG) (Invitrogen) and
BL21-Al strain was used for the protein synthesis (F- ompT hsdSB (rB-mB-)
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gal decm araB::T7RNAPtetA) (Invitrogen). For the cloning of L-BC-1 virus
GAG gene, protein synthesis and yeast metabolism studies S. cerevisiae
BYA4741 (MATa his341 leu240 metl540 ura340, ScV-LA-1, ScV-LBC-1),
BYA4T741[LA-LBC-] (MATa his3A41 leu2A0 met1540 ura340, ScV-LA-1-0,
AScV-LBC-1) and M437[LA+M+] (ScV-LA-lus, M-2), M437[LA+M-] (ScV-
LA-lus, M-2-0), M437[LA-M-] (ScV-LA-lus-0, M-2-0) strains were used
(laboratory collection). The human lung carcinoma epithelial tissue cell line
A549 was provided by Dr. J. Skerniskyté.

Construction of expression vectors

All enzymes, molecular mass standards, and kits for DNA manipulations were
purchased from Thermo Fisher Scientific Baltics (Lithuania) and utilized
following the manufacturer’s recommendations. Oligonucleotides were
obtained from Metabion (Germany).

For the extraction of the native L-BC-1 virus (further named as L-BC)
genomic dsRNA (UniProt number U01060) from S. cerevisiae strain BY4741
previously published method was used (Luksa et al., 2017). A cDNA of full-
length L-BC virus GAG gene with Esp3I recognition sequence at the 5’
terminus (2103 bp) was synthesized from Dnasel-treated dSRNA template by
reverse transcription using RevertAid reverse transcriptase followed by PCR
performed by Phusion High-Fidelity DNA Polymerase. For these reactions,
L-BC-dir-3 (5°-CCGTCTCACATGTCCTCTCTGTTAAATTCATTAC-39)
and L-BC-rev-2 (5‘-CTATTCTATATCCGGTGGAAG-3¢) oligonucleotide
primers were used. ATG and termination codons are indicated in bold.

For the synthesis of L-BC Gag protein in bacteria, obtained PCR product was
digested with Esp3l restriction endonuclease and inserted by T4 DNA ligase
into the Ncol- and Ecl13611-digested vector pET28a under the control of T7
promoter (Shilling et al., 2020). For the synthesis of L-BC Gag protein in
yeast, the same Esp3l-digested PCR product was blunted using Klenow
fragment and inserted into Bglll-digested and blunted pFX7 vector under the
control of hybrid GAL10-PYK1 promoter (Sasnauskas et al., 1999).

For the synthesis of L-BC Gag and mCherry fusion protein in bacteria,
previously in our laboratory constructed pYAKS3-L-BC-Gag+mCherry
plasmid (Gerda Skinderyté, unpublished) was hydrolysed with EcoRI and
Xhol restriction endonucleases. Using T4 DNA ligase mCherry protein
coding gene was inserted into pET28a-L-BC-Gag vector that was hydrolysed
with the same endonucleases. For the synthesis of L-BC Gag and mCherry
fusion protein in yeast pY AK-L-BC-Gag+mCherry plasmid was digested with
Bcul and BshTI restriction endonucleases. Fusion protein Gag+mCherry
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coding gene was blunted and inserted into the Bglll-digested and blunted
pFX7 vector.

All resulting expression vectors (pET28a-L-BC-Gag and -Gag+mCherry;
pFX7-L-BC-Gag and -Gag+mCherry) were cloned in E. coli DH10B strain
and absence of mutations in GAG and GAG+mCHERRY genes was verified
by DNA sequencing.

Synthesis and purification of recombinant Gag and Gag+mCherry
proteins

For the synthesis of recombinant Gag and Gag+mCherry proteins in bacteria,
E. coli BL21-Al strain and constructed pET28a-based plasmids were used.
Selection of transformants was carried out on the Luria-Bertani (LB) (1%
tryptone, 1% NaCl, 0.5% yeast extract) agar plates (2% agar) supplemented
with 50 pg/ml kanamycin. Transformed colonies were cultivated in 600 ml
LB medium supplemented with 50 pg/ml kanamycin at 37°C until the OD600
reached 0.6-0.8. Synthesis of proteins was induced by adding 0.1% (w/v)
L-arabinose and 0.1 mM isopropyl-B-d-1-thiogalactopyranoside (IPTG) into
the culture. Induction was carried out for 4 h at 21°C. Then bacterial cells were
harvested by centrifugation at 5000xg for 10 min at 4°C and frozen at -20°C
if purification was carried out later. The obtained biomass was resuspended in
10 volumes (w/v) of lysis buffer (100 mM Tris-HCI pH 8, 150 mM NaCl,
1 mM EDTA) with 1 mM phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF). For the
lysis of the cells, suspension was sonicated on ice at 40% amplitude 5-7 times
for 30 s, with 30 s breaks between the sonications using a Vibra-cell VCX-
130 ultrasonic processor (Sonics and Materials, USA). After centrifugation at
15000%g for 15 min at 4°C obtained soluble protein fraction was diluted with
the same lysis buffer to 15 ml.

For the synthesis of Gag and Gag+mCherry proteins in yeast, S. cerevisiae
BY4741[LA-LBC-] strain and constructed pFX7 plasmids that has a gene
responsible for the resistance to formaldehyde were used. Selection of yeast
transformants was carried out on the YPD (2% peptone, 1% yeast extract, 2%
glucose) agar plates (2% agar) supplemented with 0.024% formaldehyde.
Transformed colonies were cultivated in 250 ml YPD medium supplemented
with 0.012% formaldehyde for 18-24 h at 30°C. For the induction of protein
synthesis YPD medium was changed into the same volume of YPG induction
medium (2% peptone, 1% yeast extract, 2% galactose) supplemented with
0.012% formaldehyde. Induction was carried out for 16-18 h at 30°C. Then
yeast cells were harvested by centrifugation at 1000xg for 10 min at 4°C and
frozen at -20°C if purification was carried out later. The obtained biomass was
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resuspended in 2 volumes of the same lysis buffer (w/v) with 1 mM PMSF.
Cells were disrupted by vortexing with double amount of 212-300 um
diameter glass beads (Roth, Germany) (w/w), ten times for 30 s with 30 s rests
of the sample on ice using VVortex-Genie 2 shaker (Scientific Industries, USA).
Soluble protein fraction was obtained by centrifugation at 1000xg for 10 min
followed by centrifugation at 15000%g for 15 min at 4°C.

For the studies of the relationship between yeast viruses and the host cell
metabolism, the polyethylene glycol (PEG) precipitation method was used.
0.25 volume (v/v) of PEG precipitation reagent (25 % PEG4000, 100 mM
Tris-HCI (pH 8), 2.5 M NaCl, 10 mM EDTA) was added to the soluble protein
fraction and incubated for 30 min on ice. The particles were concentrated by
centrifugation at 15000xg for 10 min at 4°C and resuspended in 0.6 volume
(v/v) of PEG wash solution (5 % PEG4000, 100 mM Tris-HCI (pH 8), 3 M
NaCl, 10 mM EDTA). After washing, samples were centrifugated at 15000xg
for 5 min at 4°C, supernatant was removed and concentrated particles were
resuspended in 220 pl of lysis buffer.

For the concentration of the synthesized Gag-formed particles from the
soluble protein fraction, it was diluted to 15 ml with lysis buffer and
transferred on 15 ml of 45% (w/v) sucrose solution in lysis buffer. The
particles were concentrated by ultracentrifugation at 76000xg for 16-18 hours
at 4°C using MSE MS60 ultracentrifuge (Sanyo, Japan) with TST 28.38 rotor
(Kontron, Germany). The resulting pellet was resuspended in 300 ul lysis
buffer.

Resuspended particles were transferred on 2.4 ml of 1.36 g/cm? density CsCl
solution in lysis buffer. Additional purification was carried out by
ultracentrifugation at 75000xg for 24 hours at 4°C using the same
ultracentrifuge with TST 60.4 rotor (Kontron, Germany). After the
ultracentrifugation, total of nine fractions were collected and analysed in SDS-
PAGE. To change the solution containing the particles, 0.5 ml volume Zeba
spin 7K MWCO columns (Thermo Fisher Scientific, Lithuania) pre-
equilibrated with desired buffer or other solution were used, following the
manufacturer’s recommendations.

SDS-PAGE analysis

The Mini PROTEAN® Tetra Cell vertical mini gel electrophoresis system
(Biorad, USA) and EV265 electric current source (Consort, Belgium) were
used to separate the protein samples in polyacrylamide gel, consisting of 5.6
% concentrating and 10.8 % fractionating gel layers, in 1xTris-Gly-SDS
electrophoresis buffer (25 mM Tris, 0.192 M glicino, 0.1 % SDS, pH 8.3).
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Samples were prepared in reducing sample buffer (313 mM Tris-HCI pH 6.8,
10% SDS, 0.05% bromophenol blue, 50% glycerol, 0.06% BME) and heated
for 10 min at 95°C. Staining with 0.125% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R-
250 (Roth, Germany) in 50% isopropanol and 10% acetic acid solution was
used for the visualization of proteins. Protein concentrations from gels were
calculated using ImageJ v1.53t software (Schneider et al., 2012).

Dynamic Light Scattering assay

The hydrodynamic diameter of the particles in the solutions was evaluated by
dynamic light scattering (DLS) assay using Zetasizer uV instrument (Malvern
Panalytical, UK) with 4 mW HeNe laser (633 nm). The intensity of the
scattered light was measured at 22°C temperature with an angle of 90° using
2 pl volume quartz batch cuvette ZMV1002 (Malvern Panalytical, UK).
Obtained data was converted using Malvern Zetasizer v8.02 software
(https://www.malvernpanalytical.com/en). Protein concentration in the
samples was 0.4-0.6 mg/ml. Measurements were performed in triplicates with
a 30 sec equilibration time between samples. Graphs of medium particle sizes
were generated using GraphPad Prism v.8.0.1 software (www.graphpad.com).

Transmission Electron Microscopy imaging

3 ul of the VLP sample, with a protein concentration of 0.1-0.2 mg/ml, were
applied on carbon-coated copper grids (Agar Scientific, UK). After 1 minute
grid was dried using filter paper, washed with 3 ul of sterile water for 10
seconds and again dried with filter paper. 3 pl of 2% uranyl acetate water
solution was used to stain the sample. After 10 seconds uranyl acetate was
dried using filter paper and the grid was additionally air-dried for 1 minute
before putting it into the grid box. Electron microscopy of the samples was
performed using a Morgagni 268 (D) (FEI, Netherlands) or Talos™ L120C
(Thermo Fisher Scientific) transmission electron microscope. To determine
the sizes of the structures in the micrographs, ImageJ v1.53t software was used
(Schneider et al., 2012).

Thermal Shift Assay

Thermal stability of the samples was evaluated by thermal shift assay (TSA),
using Rotor-Gene Q real-time PCR cycler (Qiagen, Germany). VLP samples
were prepared with a protein concentration of 0.4 mg/ml. 0.2 pl of 10 mM
1-anilinonaphthalene-8-sulfonic acid (ANS) stock solution in 100% dimethyl
sulfoxide was added to 10 pl of the sample. Temperature of prepared mixtures
was raised by 1°C every minute from 25°C to 99°C and the reported signal
was measured at each step. The fluorescence excitation and detection

146



wavelengths were 365 and 460 nm, respectively. Obtained fluorescence
intensity curves were used to determine the melting points (Tm) of the samples
using Thermott software tool (Gedgaudas et al., 2022). Plots of fluorescence
intensity versus temperature were generated using GraphPad Prism v.8.0.1
software (www.graphpad.com).

Nisin encapsulation into Gag-formed VLPs

For the encapsulation experiment three different molar concentrations of nisin
Z (Handary, Belgium) aqueous solutions were prepared: 220 uM (0.74
mg/ml), 22 uM (0.074 mg/ml) and 2.2 uM (0.0074 mg/ml). Gag-formed VLPs
were prepared at molar concentration of 0.22 uM (2 mg/ml) in 2Xcitrate-
phosphate buffer (pH 6) with 300 mM NaCl and 20 mM EDTA using 0.5 ml
volume Zeba spin 7K MWCO columns (Thermo Fisher Scientific, Lithuania),
following the manufacturer’s recommendations. Particle solutions were
mixed by equal volumes with prepared nisin water solutions (220, 22 and 2.2
uM). Thus VLP:nisin mixtures with molar ratios of 1:1000, 1:100 and 1:10
(or 0.11 uM for the particles and 110, 11 and 1.1 uM for nisin, respectively)
were prepared. For the passive diffusion of nisin through the pores of the
particles, VLP:nisin mixtures were incubated at 4°C for 16 h with gentle
shaking. Non-encapsulated nisin was filtered from the samples using Pierce™
Protein Concentrators, 100 kDa cut-off” ultrafiltration columns (Thermo
Fisher Scientific, Lithuania), following the manufacturer’s recommendations.
Samples were additionally washed with 500 ul of 1xcitrate-phosphate buffer
(pH 6) with 150 mM NaCl and 10 mM EDTA. After filtration reduced volume
of the samples was adjusted to the initial volume using them same buffer.
Agar-diffusion assay was used to determine whether nisin was successfully
encapsulated into the particles. Bacillus subtilis ATCC 6633, Staphylococcus
aureus ATCC 29213, and Streptococcus pyogenes ATCC 19615 strains were
used as gram-positive bacterial indicators for the evaluation of the
antibacterial activity of prepared samples. 20 ul of the samples were spotted
onto LB agar plates seeded with B. subtilis and S. aureus cultures, and onto
Tryptic soy agar medium (1.7% peptone from casein, 0.3% peptone from
soymeal, 0.25% glucose, 0.5% NaCl, 0.25% K;HPO,, 2% agar, pH 7.3)
inoculated with S. pyogenes cells (2x107 cells/plate). After incubation at 37°C
for 24 h, the growth inhibition zones were measured. A total of 5 biological
replicates were evaluated and the mean with standard deviation (£SD) was
calculated. This experiment was performed in Nature Research Centre (NRC)
by staff members of the Genetics Laboratory.
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Studies with mammalian cells

Lung carcinoma epithelial tissue A549 line cells were grown in T25 culture
flasks with 5 ml of mammalian culture medium (DMEM supplemented with
10% fetal bovine serum and penicillin-streptomycin (Thermo Fisher
Scientific, Lithuania)) at 37°C, 5% CO and 95% humidity in S-Bt Smart
Biotherm thermostat (Biosan, Latvia). For the cell passaging, old culture
medium was removed, and the cells were washed with 5 ml of 1 xPBS solution
(137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 1.8 mM KH;PO4, pH 7.4).
Cells were detached using 0.5 ml of TrypLE™ Express dissociation reagent
(Thermo Fisher Scientific, Lithuania) by incubating for 2.5 min at the same
conditions. The required number of A549 cells (Table 2) was transferred into
24 (for fluorescence assay) or 96 (for MTT assay) well culture plates and
cultivated for 16-20 h at the same conditions. For the cell cultivation in 24-
well plates cover slips were added into the wells before the seeding. To
transduce the cells with L-BC VLPs, old medium was removed and 1 ml (for
24-well plate) or 100 pl (for 96-well plate) of freshly prepared mammalian
culture medium with required concentration of L-BC VLPs was added. Cells
were incubated with the particles for 4, 24, 48 or 72 h at the same conditions.

Table 1. Time and number of cells used for the A549 line cell transduction experiment.

Time of transduction Cells per well
96-well plate (for MTT assay)

24 h 5000

48 h 2300

72 h 1500
24-well plate (for fluorescence assay)

4 h 50 000

24 h 30 000

48 h 13 800

72 h 6000

To determine if Gag-formed VLPs had entered A549 line cells, fluorescence
imaging of the cells was carried out. Fluorescence imaging of the samples was
accomplished using AX70 microscope (Olympus, Japan) with 60x objective
with immersion oil. After transduction, old medium was removed from 24-
well plates and cells were washed two times with 1 ml of dPBS solution (0.9
mM CacCl;, 0.5 mM MgCl,, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8.1 mM Na;HPQ,,
1.1 mM KH2POy4, pH 7.4). For the fixation of the cells, 0.4 ml of PFA solution
(3% PFA, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4, 1.8 mM KH2PO,,
pH 7.4) with 1 pg/ml of Hoechst 33342 nuclear localisation dye (Thermo
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Fisher Scientific, Lithuania) was added and samples were incubated for 20
min at 21°C. After incubation, cells were washed with 1 ml of dPBS solution.
The cover slips were carefully taken out the wells using tweezers and put on
microscope slides with previously applied ProLong™ Diamond Antifade
Mountant (Thermo Fisher Scientific, Lithuania), that protects fluorescent dyes
and protein from fading. For the imaging of Hoechst 33342 stained nucleus
and mCherry protein, U-MWU and U-MWG filters were used, respectively.
Images were taken using monochrome ORCA-spark camera (Hamamatsu,
Japan). Fluorescence images were prepared using ImageJ v1.53t software
(Schneider et al., 2012).

Relative viability of transduced A549 cells was evaluated using MTT assay.
After transduction, old medium was removed from 96-well plates and cells
were washed two times with 150 pl of dPBS solution. Then, 0.1 ml of culture
medium with 0.5 mg/ml MTT reagent (Merck, Germany) was added to the
wells and incubated for 4 h at 37°C. After incubation, medium with MTT was
removed and formazan crystals were solubilized in 100 pl isopropanol for 10
min at 21°C. Infinite M Nano (Tecan, Switzerland) instrument was used to
measure the ODses values of the samples. Relative viability of the cells was
calculated by subtracting the ODsss value of the background (blank samples)
from treated and non-treated cells and then ODsgs value of treated cells was
divided by the value of non-treated cells. A total of 6 biological replicates was
performed and the mean with standard deviation (£SN) was calculated using
Microsoft Excel software.

Statistical analysis

Statistical differences among groups were obtained by one-way ANOVA
followed by Tukey’s multiple pairwise comparison test, with statistical
significance marked as follows: p<0.05(*), p<0.01(**), p<0.001(***),
p<0.0001(****), Statistical analysis was performed using GraphPad Prism
v.8.0.1 software (www.graphpad.com).

RESULTS

Synthesis and characterization of L-BC Gag virus-like particles

Full-length L-BC virus GAG gene fragment was cloned from S. cerevisiae
BY4741 strain and ligated into two inducible expression vectors: pET28a
(Shilling et al., 2020) and pFX7 (Sasnauskas et al., 1999), used for protein
synthesis in bacteria and yeast, respectively. Ligation products were cloned in
bacteria E. coli DH10B strain. For the selection of colonies with right pET28-
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L-BC-gag and pFX7-L-BC-gag plasmids restriction analysis was carried out.
Absence of mutations in the GAG gene was confirmed by DNA sequencing.
For the synthesis of L-BC Gag protein in bacteria, pET28a-L-BC-gag plasmid
was transformed into E. coli BL21-Al strain (Bhawsinghka et al., 2020). For
Gag protein synthesis in yeast, pFX7-L-BC-gag plasmid was transformed into
S. cerevisiae BY4741[LA-LBC-] strain (laboratory collection, unpublished).
After the soluble protein optimization procedures, purification of L-BC Gag
protein from bacteria and yeast cells was performed. The purification of virus-
like particles was initially optimized by investigating the relationship between
S. cerevisiae L-A-lus virus and M2 satellite and their host cell metabolism
(Luksa et al., 2022). In that work, sedimentation of VLPs from total soluble
protein fraction was carried out by using PEG precipitation reagent and
particles were additionally purified by ultracentrifugation in 1.36 g/cm?®
density CsCl solution in lysis buffer (Figure 1A-1 and 3). Using this strategy,
L-A-lus viral particles were successfully separated by their dSRNA content
(Figure 1B).
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Figure 1. Purification of Gag-formed virions/virus-like particles. (A) First step of the
purification: (1) concentration of virions or virus-like particles from soluble protein fraction
using PEG precipitation reagent or (2) by ultracentrifugation through sucrose cushion; second
step (3) — additional purification of concentrated particles by ultracentrifugation through CsCl
solution. (B) Fractions obtained after purification of native L-A-lus virus and M2 satellite from
different S. cerevisiae M437 strains: upper fraction, in which no dsRNA was identified in viral
particles obtained from different strains; middle fraction, in which dsRNA was identified only
in viral particles obtained from strain M437[LA+M+]; lower fraction, in which dsSRNA was
identified in viral particles from both strains M437[LA+M+] and M437[LA+M-]. Schemes
were prepared using Biorender based on Luksa et al., 2022.

Since we were able to separate the fractions of empty particles, also referred
to virus-like particles, from the virions containing fractions, we applied this
strategy for the purification of recombinant L-BC Gag-formed VLPs.
However, because of the purity problems, sedimentation of the particles using
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PEG precipitation reagent was changed to ultracentrifugation through sucrose
cushion (Figure 1A-2). Samples obtained in different purification steps were
analysed in SDS-PAGE (Figure 2).
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Figure 2. Purification of Gag protein from (A) E. coli BL21-Al and (B) S. cerevisiae
BY4741 [LA-LBC-] strains. Gag-formed particles were concentrated from the soluble protein
fraction by ultracentrifugation through 45% sucrose cushion and purified in 1.36 g/cm? density
CsCl solution. K- — soluble protein fraction, obtained after induction and disruption of the cells
transformed with pET28a (for bacteria) and pFX7 (for yeast) plasmids (negative control). Gag
—soluble protein fractions, obtained after induction and disruption of the cells transformed with
pET28a-L-BC-gag (for bacteria) and pFX7-L-BC-gag (for yeast) plasmids. Conc. VLPs —
precipitate obtained after ultracentrifugation through sucrose cushion. Purification in CsCl
solution — fractions obtained after purification of concentrated particles in CsCl solution. BSA
— different concentrations of BSA protein. M — protein molecular mass standard PageRuler™
Unstained Protein Ladder.

Recombinant Gag protein (~76 kDa) was successfully concentrated from the
soluble protein fractions of bacteria and yeast lysates by ultracentrifugation
through sucrose cushion and additionally purified in CsClI solution. As in our
previous study with L-A-lus and M2 viruses (Figure 1B), empty virus-like
particles, formed from recombinant Gag protein, distributed in upper 3 and
4" fractions. The total yield of purified Gag protein was evaluated by
densitometric analysis of several biological replicates and known amounts of
BSA protein (66.5 kDa) using ImageJ v1.53t software (Schneider et al., 2012).
Total yield of Gag protein from wet biomass in two purified fractions was
0.25+0.03 mg/g (n=4) for E. coli and for S. cerevisiae the yield was several
times higher and reached 0.78+0.05 mg/g (n=3).

To validate the formation of Gag-formed VLPs and evaluate the size of the
obtained particles, DLS and transmission electron microscopy (TEM)
methods were employed. According to DLS measurements, the average Gag
particle size in the samples purified from bacteria (B-VLPs) and yeast
(Y-VLPs) were 41.142.53 and 41.8+1.42 nm, respectively (Figure 3A).
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Figure 3. Evaluation of the size and morphology of the Gag-formed VLPs purified from
bacteria (B-VLPs, upper part) and yeast (Y-VLPs, lower part). (A) Distribution of the
particle sizes (by percentage of volume) in the purified Gag protein samples (0.5 mg/ml)
obtained by DLS. Results are presented as the mean of three independent replicates with
standard deviation. (B) TEM micrographs of the purified Gag protein (0.1 mg/ml). Scale-bar
size: 200 nm.

Symmetrical spherical particles with the diameter of 38-43 nm were identified
in TEM micrographs of Gag protein purified from both bacteria and yeast
(Figure 3B). The size of these particles was comparable with the size of native
L-BC virus (38.5 nm) (Grybchuk et al., 2022). No obvious differences in size
and morphology were observed between the samples of B- and Y-VLPs.
Analysis of the samples by DLS and TEM confirmed that recombinant L-BC

Gag protein synthesized in bacteria and yeast forms virus-like particles.

Particle size stability evaluation by DLS

It is known that the synthesis system of VLPs can impact their properties,
morphology and stability (Mejia-Méndez et al., 2022). To compare the
stability of L-BC Gag-formed VLPs purified from bacteria and yeast we
incubated them for 24 weeks in different storage conditions and solutions and
measured the average particle size at the start of the study and after 1, 2, 4, 8,
16 and 24 weeks using DLS method. The statistical significance of particle
size was evaluated by comparing the sizes measured after 1, 2, 4, 8, 16, and
24 weeks of incubation with the initial particle size.

Since one of the further objectives of this study was to test how these particles
affect the viability of mammalian cells, we compared the stability of Gag-
formed VLPs stored at 37°C, used for the cultivation of mammalian cells,

153



21 °C (room temperature) and 4°C. This experiment was carried out in Tris-
HCI buffer, used for purification and initial particle storage, or phosphate
buffer, that is more suitable for further experiments with mammalian cells.
Buffers used in this study had the same properties as lysis buffer — pH 8, 150
mM NaCl and 1 mM EDTA.

Particles stored at 4°C had no significant change in the size over a 24-week
period regardless of the buffer used for the storage and the particle type
(p>0.05) (Figure 4A). Same results were obtained during the storage of Y-
VLPs at 21°C or 37°C. In contrast, significant change in size (p<0.0001) of
B-VLPs was observed after 24 weeks of incubation at 21°C in both buffers,
indicating the aggregation of VLPs (Figure 4B). During the storage of B-VLPs
in 37°C, their size significantly increased after 16 weeks of storage in both
buffers (p<0.01 for Tris and p<0.001 for phosphate buffer). Based on these
findings, Y-VLPs demonstrated longer size stability properties than B-VLPs
and temperature affected only the size stability of the particles purified from
bacteria. Since no significant differences between storage of the particles in
Tris or phosphate buffer were found, phosphate buffer was chosen for further
size stability studies. Because of the aggregation of the particles purified from
bacteria at higher temperatures, further particles were stored only at 4°C.
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Figure 4. Effect of storage temperature and buffer composition on the size stability of
Gag-based VLPs purified from bacteria and yeast. Average particle size was measured by
DLS instrument, incubating the particles at 4°C (A), 21°C (B) and 37°C (C) in Tris or phosphate
buffers up to 24 weeks. Results are presented as mean of average particle sizes (n=3) with
standard deviation (£SD). Statistical significance marked as follows: p<0.05(*), p<0.01(**),
P<0.001(***), p<0.0001(****),
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Studies with other VLPs show that buffers pH, ionic strength and removal of
bivalent ions also can affect stability of the particles (Al-Ghobashy et al.,
2017; Bond et al., 2020; Le and Miiller, 2021). Three pH values (6, 7 and 8),
three concentrations of NaCl (0, 150 and 500 mM) and one concentration (10
mM) of EDTA or MgCl; in phosphate buffer were used to evaluate the impact
of these factors on the stability of Gag VLPs. Gag-formed particles remained
stable for 24 weeks at all mentioned conditions, except for the particles
purified from bacteria, stored in buffer with 500 mM NaCl - significant
increase in size was observed after 24 weeks (p<0.01) (Figure 5).
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Figure 5. Effect of phosphate buffer pH (A), absence of Mg?* ions (B), and ionic strength
(C) on the size stability of Gag-based VLPs purified from bacteria and yeast. Average
particle size was measured by DLS instrument, incubating the particles at 4°C up to 24 weeks.
Results are presented as mean of average particle sizes (n=3) with standard deviation (£SD).
Statistical significance marked as follows: p<0.05(*), p<0.01(**), p<0.001(***),
p<0.0001(****).

Particle stability evaluation by TSA

A thermal shift assay (TSA) was used to gain a better understanding of how
temperature, pH, ionic strength and magnesium ions affect the stability of L-
BC Gag-formed VLPs. Aggregation and denaturation of the proteins were
determined by adding an 1-anilinonaphthalene-8-sulfonic acid (ANS)
fluorescent dye to the samples, which binds to the hydrophobic surface of
proteins with high affinity and causes a rise in fluorescence (Ota et al., 2021).
Temperature of the prepared samples was raised from 25 to 99°C and reporter
signal was measured at each step. The statistical significance of the melting
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temperatures and sizes was assessed by comparing the results obtained for
different types of the particles and the particles, stored in different solutions.
Firstly, we evaluated thermal stability of Gag-formed VLPs in the solutions
used for long-term stability studies (Figure 6). Regardless of the composition
of the buffer, both types of Gag particles had two thermal transitions, where
the maximum of the second peak partially overlapped with the first peak with
a lower fluorescence signal. It was calculated, that first and second melting
temperature of B-VLPs was 62.9-64.4°C (Tm1) and 70.5-71.7°C (Tmz2) (Figure
6A). Melting temperatures of Y-VLPs were a few degrees higher compared to
B-VLPs —65.0-67.2°C (Tm1) and 71.3-74.1°C (Twm2) (Figure 6B). Although no
significant difference was found between melting temperatures of B- and Y-
VLPs (p>0.05), slightly higher temperatures of Y-VLPs correspond to our
previous stability results, where at higher temperatures B-VLPs were more
likely to aggregate than Y-VLPs. No significant differences were found
between melting temperatures of Gag-formed particles, prepared in different
buffers (p>0.05). To understand the origin of two thermal transitions, the
average size of the particles was measured before increasing the temperature
(at 25°C). Particles with the average size of 37.2-42.2 nm with no significant
differences in size were identified in all samples (p>0.05) (Figure 6 tables).
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Figure 6. Stability of Gag-formed VLPs purified from bacteria (A) and yeast (B) prepared
in buffers used for long-term size stability studies. Fluorescence intensity was obtained by
increasing the temperature of mixtures with ANS dye from 25 to 99°C and measuring reporter
signal at each step. Calculated melting points Tm1 and Tm2 and the average size of the particles
measured by DLS at 25°C are presented in the table. Results are presented as mean (n=3) with
standard deviation (+SD). a.u. — arbitrary units.
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Since no significant change in the size of Gag-formed particles was found at
pH 6-8 during long-term size stability studies, stability of Gag particles was
evaluated by TSA in wider range of pH (3-8), using citrate-phosphate buffer
system (Figure 7). At pH 3, no thermal transitions were detected in the
samples. B-VLPs also had no thermal transition at pH 4, while Y-VLPs had
one thermal transition at this pH with melting temperature of 42.3°C. At pH
5, both types of Gag particles had one thermal transition: melting temperature
of B-VLPs and Y-VLPs was 58.4°C and 65.3°C, respectively. Two thermal
transitions of Gag particles were detected only when pH reached 6. In the pH
range of 6 to 8, the thermal stability of Gag particles was similar, with melting
temperatures of 62.2-63.5°C (Tm1) and 69.3-71.2°C (Tmg) for B-VLPs and
64.9-65.7°C (Tm1), 71.5-73.5°C (Tm2) for Y-VLPs. No significant difference
in melting temperatures of Gag particles were found at pH 5-8 (p>0.05),
however melting temperature of Y-VLPs at pH 4 was significantly lower than
the others (p<0.0001).
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Figure 7. Stability of Gag-formed VLPs purified from bacteria (A) and yeast (B) prepared
in citrate-phosphate buffers at pH 3-8. Fluorescence intensity was obtained by increasing the
temperature of mixtures with ANS dye from 25 to 99°C and measuring reporter signal at each
step. Calculated melting points Tm1 and Tmz and the average size of the particles measured by
DLS at 25°C are presented in the table. Results are presented as mean (n=3) with standard
deviation (£SD). a.u. — arbitrary units.

At pH 3 and 4 no intact particles were detected. These results support the data
obtained by TSA and confirm that Gag protein is not stable at highly acidic
pH. Even though Gag-formed particles had only one melting point at pH 5,
particles were still intact, with an average size of 41.4-49.8 nm. As expected,
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at pH 6-8 intact particles were detected, the size of which was 42.9-47.6 nm.
No significant differences were found between average size of Gag particles,
regardless of the particle type or pH of the solution (p>0.05).

Disassembly of L-BC Gag-formed VLPs

One of the methods used for the encapsulation of VLPs is disassembly and
reassembly of the particles with the desired cargo (He et al., 2022). Since
particle stability studies did not reveal the conditions that initiate the
disassembly of Gag particles, additional experiment was carried out. Particles
were incubated in different solutions at 4°C overnight and the average size of
the particles was measured by DLS (Table 3).

Table 2. Conditions tested for the disassembly of Gag-formed particles. The average size

of Gag particles was measured with DLS instrument. Results are presented as mean of three
technical replicates.

Additive Average size, nm

NI, Solution conc. _ B-VLPs _VY-VLPs
50 mM Tris-HCI pH 8, 150
C  mMNacl (Control sample) 393 -
1 ) 5% 471 47.6
5 50 mM Tris-HCI pH 8 +pME 10 % 0.68 38.1
3 . 20 mM 40.6 38.8
4 50 mM Tris-HCI pH 8 +DTT 50 mM 39.9 43.5
5 1 mM 44.2 40.3
6 Water+NaOH 3mM 43.5 40.4
7 10 mM 215 13.8
8 1M 35.3 42.4
9 _ 2M 13.3 41.3
10 50 mM Tris-HCI pH 8 +Urea 3M 155 18.0
1 4M 15.4 17.2
12 _ 1M 43.8 43.9
13 50 mM Tris-HCI pH 8 +NaCl 2 M 49.6 53.3

It was shown with human papilloma virus (HPV) particles, that they can be
dissociated by treating them with 5% of BME, 2 mM DTT or by incubating
them in carbonate buffer with a pH of 9.6 (McCarthy et al., 1998; Mach et al.,
2006). However, 5% of BME did not initiate the disassembly of Gag particles
(Table 3-1). Compared to control (Table 3-C), average size of 5% BME-
treated Gag particles slightly increased. When BME concentration in the
solution has been increased to 10%, average size of B-VLPs decreased to 0.68
nm, however average size of Y-VLPs remained stable (Table 3-2). The
average size of Gag particles did not change even when 50 mM of DTT was
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added to the solution (Table 3-4). To adjust the pH, different amounts of
NaOH (1-10 mM) were added to Gag particle in water solutions. At pH 11.0-
11.5, size of Gag particles remained stable (40.3-44.2 nm) (Table 3-5 and 6),
however when pH reached 12, both B- and Y-VLPs dissociated into 13.8-21.5
nm structures (Table 3-7). We also tested 4 different concentrations of urea,
used for disassembly of many VLPs (Fang et al., 2015; Le and Muller, 2021).
Dissociation of B-VLPs was achieved using 2 M urea solution (Table 3-9),
whereas Y-VLPs dissociated in 3 M urea solution (Table 3-10). Structures in
the size of 13.3-18.0 nm were obtained after urea-induced particle
disassembly. In some cases, high ionic strength also can induce disassembly
of VLPs (Lavelle et al., 2007), yet only a slight increase in the size of Gag
particles was observed in 2 M NaCl solution (Table 3-13).

Since reduced size of Gag particles were observed at alkaline pH and upon
treatment with urea, Y-VLPs samples were examined by TEM to confirm
particle dissociation (Figure 8). Micrographs of the particles treated with 10
mM NaOH (pH 12), or 3 M urea revealed structures ranging from 12 to 22
nm, in good agreement with the DLS measurements (Figure 8-B and C).
Identified structures are morphologically similar and quite symmetrical. In
comparison, intact symmetrical spherical particles with similar size of 38-45
nm were identified in standard lysis buffer or 2 M NaCl solution (Figure 8-A
and D). Also, small proportion of partially open particles was observed.

Figure 8. TEM micrographs of Gag-formed Y-VLPs after overnight incubation with
different reagents. Particles were incubated in (A) lysis buffer (positive control), (B) water
with 10 mM NaOH, (C) 50 mM Tris-HCI pH 8 with 3 M Urea, (D) 50 mM Tris-HCI pH 8 with
2 M NacCl. Scale-bar size: 200 nm.

Analysis of particles treated with various reagents and pH revealed that the

structure of Gag particles was disrupted in aqueous NaOH solution at pH 12
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or in 50 mM Tris-HCI buffer (pH 8) containing 2-3 M urea. Since the size of
the dissociation products was only a few times smaller than intact VLPs, it is
likely that the particles did not dissociate into capsid-forming monomers, but
rather into larger structures, such as decamers. This outcome may be
advantageous, as dissociation will be used in future for encapsulation studies
—reassembly of particles from larger substructures may be more efficient than
from monomers.

Encapsulation of L-BC Gag-formed VLPs

In addition to the particle size, stability and dispersibility, other important
properties of nanocarriers are their ability to encapsulate various materials,
protect and release them in the right location (Alshawwa et al., 2022; Elumalai
et al., 2024). For the initial encapsulation studies, red fluorescent protein
mCherry was fused to the C-terminus of the Gag protein (Figure 9). Using this
method, fluorescent molecule is covalently attached to each of the 120
particle-forming Gag proteins.

Promoter Terminator

Synthesis and assembly of
Gag+mCherry into VLPs
L-BC Gag mcherry L —

76 kDa 26.7 kDa

L-BC VLP encapsulated with
mCherry

Figure 9. Encapsulation of fluorescent mCherry protein into L-BC Gag VLP (PDB
7TQWX) by gene fusion method. Scheme was prepared using Biorender.

For the synthesis of Gag+mCherry fusion protein, the same expression vectors
(PET28a and pFX7), strains (BL21-Al and BY4741[LA'LBC]) and induction
conditions as for Gag protein were used. SDS-PAGE analysis of soluble
protein fractions obtained after lysis of the cells confirmed the synthesis of
soluble Gag+mCherry fusion protein (~104 kDa) in both expression systems
(Figure 10-A, 1 lane). Same as Gag-formed particles, Gag+mCherry particles
were concentrated by ultracentrifugation through sucrose cushion (Figure
10-A, lane 2) and purified in CsClI solution (Figure 10-A, lane 3). DLS and
TEM analysis of purified samples confirmed the successful assembly of
Gag+mCherry fusion protein into VLPs with the size of 46.1-46.6 nm (Figure
10-B). Compared to Gag particles, structure of the Gag+mCherry-formed
particles was a bit less symmetrical (Figure 10-C).
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Figure 10. Purification and characterization of Gag+mCherry VLPs from E. coli BI21-Al
(B-VLPs, upper part) and S. cerevisiae BY4741[LA-LBC-] (Y-VLPs, lower part). The
particles were concentrated from the soluble protein fraction by ultracentrifugation through
45% sucrose cushion and purified in 1.36 g/cm? density CsCl solution. (A) SDS-PAGE analysis
of the samples. Lane 1 — soluble protein fractions, obtained after induction and disruption of
the cells transformed with pET28a-L-BC-gag+mCherry (for bacteria) and pFX7-L-BC-
gag+mCherry (for yeast) plasmids. Lane 2 — precipitate obtained after ultracentrifugation
through sucrose cushion. Lane 3 — fraction obtained after purification in CsCl. M — protein
molecular mass standard PageRuler™ Unstained Protein Ladder. (B) Distribution of the
particle sizes (by percentage of volume) in the samples (0.5 mg/ml) was obtained by DLS.
Results are presented as mean of three independent replicates with standard deviation. (C) TEM
micrographs of the purified Gag+mCherry protein (0.1 mg/ml). Scale-bar size: 200 nm.

A positively charged antimicrobial peptide nisin Z with low molecular weight
of 3.35 kDa was chosen for the encapsulation into negatively charged L-BC
Gag VLPs by passive diffusion (Figure 11).

Nisin (3.5 kDa,
positively charged)

Incubation overnight at 4°C

12 A pores at fivefold
symmetry axes

L-BC VLP (9.1 MDa, Nisin loaded L-BC VLP
negatively charged inside) (VLP:nisin)

Figure 11. Encapsulation of antimicrobial peptide nisin Z into L-BC Gag VLP (PDB
TQWX) by passive diffusion through capsid pores. Scheme was prepared using Biorender.

For the encapsulation process, 1:1000, 1:100, 1:10 VLP and nisin molar ratios
were used. The final concentration of the VLPs before filtration was 0.11 puM,
and for nisin — 110, 11 or 1.1 uM, respectively. Mixtures were incubated
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overnight at 4°C. After passive diffusion of nisin into the inner cavity of L-
BC VLPs, non-encapsulated nisin was filtered and washed from the samples.
Negative particle control (0.11 uM) and positive controls of nisin (110, 11 and
1,1 uM) were also prepared without filtration. To determine if the
encapsulation process was successful, antimicrobial activity of the prepared
samples was tested against the B. subtilis, S. pyogenes and S. aureus bacteria

using agar-diffusion assay (Table 5).

Table 3. Antibacterial activity of the samples against B. subtilis, S. pyogenes and S. Aureus
bacteria determined by measuring the bacteria growth inhibition zones (mm). N indicated
in the column of the growth inhibition zones means that growth was not inhibited. Results are
presented as mean of five independent replicates with standard deviation.

Molar conc.

before filtration Growth inhibition zones, mm
Sample (M)

VLP Nisin  B. subtilis S. pyogenes S. aureus

Experiment with B-VLPs samples |

B-VLPs
(negative 0.11 0 N N N
control)

Nisin 110 12.8+0.3 21.3+0.3 10.2+0.3
(positive 0 11 9.7+0.3 13.5+0.9 8.0+0.3
control) 1.1 8.2+0.3 9.3+0.6 N

Nisin- 110 9.3+0.3 12.2+0.8 6.7+0.3

encapsulated 0.11 11 6.2+0.3 10.3£0.6 N
B-VLP 1.1 N N N
Non- 13.340.3 19.5+0.5 8.7+0.3
encapsulated - 5.9+0.5 9.8+0.3 N
nisin N N N
Experiment with Y-VLPs samples
Y-VLPs
(negative 0.11 0 N N N
control)

Nisin 110 13.0+0.4 20.4+1.3 10.3£0.4
(positive 0 11 9.9+0.2 13.9+1.2 8.2+0.3
control) 1.1 8.1+0.2 9.7+0.7 N

Nisin- 110 9.0+0.8 11.9+0.5 6.2+1.1

encapsulated 0.11 11 8.1+0.2 10.2+0.4 N
Y-VLP 1.1 N N N
Non- 12.2+0.3 19.9+0.7 9.6£0.4
encapsulated - 8.3+0.4 10.2+0.4 N
nisin N N N
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As expected, Gag particles (negative control) did not inhibit the growth of any
tested bacterial strains. Non-encapsulated nisin had a slightly lower
antimicrobial activity compared to free nisin — these results suggest that some
amount of nisin was encapsulated into Gag particles. Gag particles that were
encapsulated with nisin using the highest molar ratio (1:1000), inhibited
growth of all tested bacterial strains. These samples had about 27-43% lower
antibacterial activity compared to free nisin (positive control). Using the
lowest molar ratio (1:10) for the encapsulation no inhibitory effect was found.
Using the 1:100 molar ratio for the encapsulation process, prepared particles
showed antimicrobial activity only on B. subtilis and S. pyogenes bacteria.
S. pyogenes bacteria were most sensitive for tested samples. In general,
effectiveness of encapsulation process was similar for both, B- and Y-VLPs.

Entry of L-BC Gag-formed VLPs into mammalian cells

To determine the potential of Gag particles to enter the mammalian cells,
particles encapsulated with fluorescent mCherry protein were used. Lung
carcinoma epithelial tissue A549 line cells were incubated with 50 pM
concentration of mCherry-encapsulated Gag particles for 4 or 24 hours. After
incubation, samples were analysed using Olympus AX70 fluorescence
microscope (Figure 12).

Bacteria-derived Yeast-derived
Non-treated cells Gag+mCherry VLPs Gag+mCherry VLPs mCherry

) - - - -
24ll- - - -
Figure 12. Fluorescence imaging of lung carcinoma epithelial tissue A549 line cells. A549
line cells were incubated in the mammalian culture medium without the particles (non-treated

cells), with 50 pM concentration of mCherry-encapsulated Gag particles purified from bacteria
and yeast or mCherry protein, for 4 (upper part) or 24 (lower part) hours.

After 4 or 24 hours of incubation, only nucleus stained with Hoechst 33342
dye fluorescence is visible in the non-treated A549 line cells. Same results
were obtained with A549 line cells, that were incubated with free mCherry
protein. In contrast, in A549 line cells incubated for 4 hours with mCherry-
encapsulated Gag particles purified from either bacteria or yeast, unevenly
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distributed fluorescence of mCherry protein can be seen. These results suggest
that both types of Gag particles entered the A549 line cells.

After the entry of mCherry-encapsulated Gag particles into the mammalian
cells was confirmed, their effect to relative viability of A549 line cells was
evaluated. Three concentrations of the particles were tested: 50 pM, that was
used for the fluorescence imaging, lower concentration of 10 pM, and a higher
concentration of 100 pM. A549 line cells were incubated with the particles for
24, 48 and 72 hours and relative viability of the non-treated and treated cells
was evaluated by MTT assay (Figure 13). The statistical significance of the
change in relative viability was assessed by comparing the relative viability of
treated (10, 50 or 100 pM) and untreated (0 pM) cells. The statistical
significance of relative viability was assessed by comparing the relative
viability of treated cells (10, 50, or 100 pM) and untreated cells (0 pM).
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Figure 13. Relative viability of lung carcinoma epithelial tissue A549 line cells. The cells
were incubated in mammalian culture medium supplemented with 0, 10, 50 and 100 pM
concentrations of mCherry encapsulated Gag particles, for 24, 48 and 72 hours. Results are
presented as mean of six independent replicates with standard deviation.

None of the tested concentrations (10, 50, 100 pM) of mCherry-encapsulated
Gag particles purified from yeast significantly reduced the viability of A549
line cells (p>0.05). In the case of the particles purified from bacteria, a 100
pM concentration of the particles significantly reduced (p<0.001) the relative
cell viability to 73% after 48 hours of incubation. After 72 hours of incubation,
the relative cell viability was significantly reduced to 68% at 50 pM (p<0.001)
and even to 55% at 100 pM (p<0.0001) particle concentration. According to
these results, only the particles purified from bacteria exert a cytotoxic effect
on A549 line cells, whereas the particles purified from yeast only slightly
affect the relative cell viability.
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DISCUSSION

In this work, synthesis of recombinant S. cerevisiae L-BC-1 virus major
capsid protein Gag was carried out. It is known that unlike for ScV-L-A virus,
N-acetylation of major capsid protein of Gag is not essential for the formation
ScV-L-BC virions (Wesolowski and Wickner, 1984). For this reason, not only
yeast but also bacteria were chosen for the synthesis of Gag protein. The
development of inducible expression systems led to successful synthesis and
self-assembly of Gag protein into VLPs in both, E. coli and S. cerevisiae cells.
The yield of purified Gag protein synthesized in E. coli was several folds less
compared to S. cerevisiae (0.25 and 0.78 mg/g, respectively). It was also
noticed that synthesis of Gag protein had a growth inhibitory effect on E. coli
cells. The yield of Gag protein in S. cerevisiae cells was comparable to the
yield of other viral proteins encoded in the same pFX7 expression vector but
with higher concentration of galactose in the induction medium — the yield of
tail tube protein of bacteriophage vB_EcoS_NBD2 and human polyomavirus
HPyVs-derived VP1 protein was 0.85+0.33 mg/g (Spakova et al., 2019) and
0.42-1.05 mg/g (Norkiene et al., 2015), respectively. No toxic effect of L-BC
Gag synthesis was observed in S. cerevisiae cells.

Assembly of recombinant Gag protein into virus-like particles was confirmed
using DLS and TEM methods. DLS is simple and relatively fast method
widely used to evaluate the size and aggregation of VLPs (Spice et al., 2020;
Al-Ghobashy et al., 2017; Ausar et al., 2006; Hu et al., 2011; Lin et al., 2014).
For morphological analysis of the particles, other methods like TEM are
usually employed, therefore, both methods were used to verify formation of
Gag VLPs. It was found that Gag protein successfully forms symmetrical
spherical particles in the size of 38-43 nm in bacteria and yeast. Size of Gag
VLPs was comparable to the size of native L-BC-1 virus (38.5 nm),
determined by cryo-electron microscopy (Grybchuk et al., 2022).

DLS method was also used to determine the influence of buffers pH, ionic
strength, presence of magnesium ions, as well as storage temperature on the
long-term size stability of Gag VLPs. Identification of small amounts of
aggregates is important since it can increase the overall aggregation rate
during the storage (Al-Ghobashy et al., 2017). It was demonstrated that the
storage temperature had no influence on the size stability of the particles
purified from yeast as it did not change during 24-week period, regardless of
the used temperature (4, 21 or 37°C). In comparison, the particles purified
from bacteria aggregated after 16 weeks of storage at 37°C and after 24 weeks
of storage at 21°C. At higher temperatures, number of hydrophobic
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interactions in the inner protein layer of VLPs increase and it leads to
aggregation, therefore at lower temperatures size of VLPs remains stable for
longer periods of time (Xu et al., 2014). Lower influence of storage
temperature on the particles purified from yeast may be related to the
differences of used expression systems or the fact that yeasts are natural host
of native L-BC-1 virus (Ribas and Wickner, 1996; Schmitt and Breinig, 2002).
Compared to human immunodeficiency virus-1 envelope protein and
norovirus GllI-4 capsid protein VLPs, that were stable only for 7 days when
incubated at 23-24°C, Gag particles exhibit long size stability (Huhti et al.,
2010; Aguado-Garcia et al., 2022). The pH and the salts in the storage solution
affect the surface charge and hydrophobicity of the VLPs and therefore they
also impact the size stability of the particles. For this reason, the optimal
conditions for the particles of different origins may differ: the optimal pH for
CCMV particles is 5, for rotavirus — acidic pH, and for adeno-associated virus
serotype 2 —alkaline pH 9 (Le and Miiller, 2021). Extracellular phase-lacking
fungal viruses, including L-BC-1, are usually found in cytosol where pH is
neutral (Ghabrial et al., 2015). As expected, neutral pH was optimal for Gag
VLPs — their size did not significantly change over 24-week period in the pH
range of 6 to 8. During the experiment, the size stability of the particles
purified from yeast was also not affected by the ionic strength (0-500 mM). In
comparison, size of the particles purified from bacteria did not significantly
change at low or medium NaCl concentrations, however the size of the
particles stored in 500 mM NacCl solution increased by about 10 nm after 24
weeks. A similar increase in the particle size was observed with canine
parvovirus (Xu et al., 2014). Such increase in the size can be seen when
particle swelling or so-called transition state is initiated (Bond et al., 2020).
Particle swelling can be caused by the appearance or enlargement of the capsid
pores (Segovia-Gonzalez et al., 2023). It has been demonstrated with red
clover necrotic mosaic virus, that the concentration of 200 mM EDTA or Ca?
ions in the solution does not affect the size of the particles but initiates the
opening or closing of capsid pores (Loo et al., 2008). For the native L-BC-1
virus, capsid pores have been identified in the presence of 10 mM MgClI; in
the solution (Grybchuk et al., 2022). However, no significant effect on the size
stability of Gag particles of such concentration of magnesium ions or EDTA
was observed during the 24-week period.

To better understand the factors influencing the stability of L-BC particles,
additional stability studies of Gag-formed particles has been carried out by
evaluating the melting points of the particles by TSA. It was demonstrated that
in the pH range from 6 to 8, Gag particles feature two melting points, which
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differ from each other by 6-8°C. Two-step thermal transition was also
observed with sweet potato feathery mottle and mild mottle viruses, type-2
bovine enterovirus and equine rhinitis A virus particles. The two melting
points of these particles have been associated with (1) dissociation of the
particles into capsid monomers and (2) unfolding of capsid protein (Walter et
al., 2012; Chase et al., 2023). In case of Norwalk virus, two melting points of
the particles were associated with the unfolding of two particle-forming
protein VP1 domains (Ausar et al., 2006). It was suggested that assembly of
native L-BC virus occurs in several steps: (a) formation of an asymmetric Gag
protein dimer, (b) decamer formation by five dimers, and finally (c) full viral
capsid assembly from twelve decamers (Grybchuk et al., 2022). Based on our
findings, we suggest that two melting temperatures of Gag particles are also
related to VLP dissociation into individual particle-forming structures
(decamers or monomers of capsid protein) and the final unfolding of the
capsid protein. At strongly acidic pH 3, no defined-size structures or melting
points were detected, suggesting that the capsid protein was already fully
unfolded. Although no particles were detected in the pH 4 solution either, a
single melting temperature was observed for particles purified from yeast,
which likely corresponds to the unfolding of the capsid protein. In the pH
range of 6 to 8, two melting temperatures and full particles were identified.
This suggests that the first melting point corresponds to particle dissociation,
while the second reflects the unfolding of the capsid protein. This mechanism
may also explain why only a single melting temperature was detected at pH 5,
despite the presence of particles. It is likely that dissociation had already
started at pH 5, resulting in a weaker dissociation signal (corresponding to the
first intensity peak) that completely overlapped with the signal of the capsid
protein unfolding (second peak), unlike in the pH 6-8 range, where only
partial overlap of signals was observed. These results also confirm that a
neutral pH environment is optimal for Gag particles.

The disassembly and re-assembly of VLPs allows to get rid of host cell
proteins and other molecules, that enters the particles during the self-assembly
(Nooraei et al., 2021). This method is widely used for the encapsulation of
desired cargos, that cannot be conjugated to viral proteins by gene fusion, or
they do not fit through the pores of the capsid (Wijesundara et al., 2022). To
apply this approach in the future for the encapsulation of L-BC Gag-formed
particles, various conditions that can initiate the dissociation of VLPs were
tested. For example, disassembly of HPV VLPs can be achieved in 5% BME
or 2 mM DTT solution (McCarthy et al., 1998; Mach et al., 2006). Wild-type
chimpanzee virus 40 loses its efficiency and dissociates at alkaline pH (=10.7)
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(Asor et al., 2020). In some cases, increase of ionic strength also leads to the
disassembly of VLPs (Lavelle et al., 2007). The disassembly of particles
formed from the hepatitis B core protein can be carried out in 2.5 M urea
solution, whereas the bacteriophage Qp particles dissociate in buffer with low
ionic strength and 6 M of urea (Le and Miiller, 2021). In the case of L-BC Gag
particles, successful dissociation of the particles into 12-22 nm structures was
achieved at alkaline pH 12 or by adding urea. Gag particles purified from
bacteria disassembled at 2 M urea concentration, whereas the disassembly of
the particles purified from yeast was achieved at 3 M urea concentration.
Based on the size of these structures and the previously described assembly
mechanism of L-BC virions, it is likely that the Gag particles dissociated not
into monomers, but rather into larger structures, such as decamers.
Interestingly, when Gag particles purified from bacteria were treated with 10
% BME, structures below 1 nm were identified by DLS method. According to
the literature, such small sizes can be obtained when the solution contains
large insoluble aggregates that cannot be measured by the DLS instrument
(Jerajani et al., 2022). Another possible explanation for the detection of such
small structures is that at 10% BME concentration, the particles may have
dissociated not into decamers, but into Gag protein monomers.

Encapsulation of fluorescence proteins into VLPs or their attachment to the
particle exterior is usually achieved by covalent linking to every capsid-
forming unit (Shirbaghae et al., 2016). Such strategy was succesfully used for
the encapsulation of fluorescence proteins into bacteriophage P22, adeno-
associated virus and human simplex virus-like particles (O'Neil et al., 2012;
Lux et al.,, 2005; Hoque et al., 2005). To evaluate the encapsulation
capabilities of L-BC Gag particles, Gag was fused with red fluorescent protein
mCherry and such fusion protein was synthesized in E. coli and S. cerevisiae
cells. It was demonstrated, that Gag+mCherry fusion protein successfully
formed particles, that were several nm larger and slightly less symmetrical,
compared to Gag particles. Since DLS method measures the average size of
spherical particles, less symmetrical structure of Gag+mCherry particles may
have affected DLS measurements. Using gene fusion, protein load of up to
V4 of the total particle mass was successfully encapsulated into Gag particles,
without causing any major changes in the particle structure. Such particles not
only made the purification process much easier but also allowed to use them
for the studies with mammalian cells. Encouraged by the successful
encapsulation of mCherry, we also tested another encapsulation method:
passive diffusion. Like most of fungal virus, the L-BC viral capsid contains 9
and 12 A pores at 5- and 3-fold symmetry axes, and 4-7 nm wide gaps between
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capsid proteins (Grybchuk et al., 2022). The size of these pores can be altered
by changing the composition of the buffer solution, thus controlling the
movement of the molecules entering or leaving the capsid. Such pores can be
used to encapsulate small molecules into VLPs (Chung et al., 2020). For the
encapsulation of L-BC VLPs, we chose positively charged antimicrobial
peptide nisin Z with low molecular weight of ~3 kDa (Janc¢i¢ and Gorgjeva,
2021). This peptide was chosen based on its size and charge, since the interior
of L-BC particles is negatively charged (Grybchuk et al., 2022). Possible ionic
interactions between the negatively charged interior of capsid and positively
charged nisin can increase the possibility of successful encapsulation
(McNeale et al., 2022). Evaluation of the antibacterial activity of prepared
samples against B. subtilis, S. pyogenes and S. aureus demonstrated that nisin
was successfully encapsulated into Gag particles and that the process was
reversible, since the particles were able to release encapsulated nisin and
inhibit the growth of tested bacteria. Successful encapsulation of fluorescent
mCherry protein and antimicrobial peptide nisin into L-BC Gag particles
demonstrates the versatile encapsulation capabilities of these particles.

To determine the potential of L-BC VLPs to be used as nanocarrier system,
their ability to enter mammalian cells and effect on cell viability was
evaluated. Entry of Gag particles into mammalian cells was demonstrated
using mCherry encapsulated Gag particles. Fluorescence of the mCherry
protein encapsulated in the particles was observed in lung carcinoma epithelial
tissue A549 line cells after 4 hours of incubation. Since an uneven distribution
of the mCherry fluorescence signal was observed, we assume that after
entering the cells, particles remained concentrated in the endosomes. Same
results were obtained with bacteriophage Qp particles encapsulated with GFP
protein (Hagge et al., 2023). Usually, once the particles enter the endosomes,
they are directed to lysosomes for degradation, thus reducing the amount,
bioavailability and therapeutic effect of the carried cargo. Therefore, it is
important to ensure that nanocarrier escapes the endosomes before
degradation to develop an efficient nanocarrier system (Hagge et al., 2023).
On the other hand, targeting of nanocarrier to endolysosomes can be an
effective method for the delivery of the cargo, as it was shown with cowpea
mosaic virus (CPMV) particles that had doxorubicin (DOX) covalently
attached to their exterior. These particles were endocytosed by HeLa cells and
dissociated by the acidic environment in the endolysosomes, thus releasing
DOX from the particles that had cytotoxic effect on cells. A low dose of
CPMV-DOX particles (1.45 uM of doxorubicin) was more efficient compared
to free doxorubicin — authors suggest that particles distribute doxorubicin
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more evenly and efficiently (Aljabali et al., 2013). Similar effect was observed
with CPMV particles, that were encapsulated with DAPI by passive diffusion
method. DAPI was detected in the nucleus of the cells after 60 minutes of
incubation (Yildiz et al., 2013). Thus, it is important to evaluate whether the
generated particles will be able to dissociate in acidic environment.
Lysosomes have an acidic pH (4.5-5) (Zeng et al., 2020), however our studies
showed that at pH 5, Gag-formed particles remain stable. These results
suggest that Gag particles would not dissociate in lysosomes as CPMV
particles do. This would explain why even after 24 hours of incubation with
the cells, fluorescence signal of the encapsulated mCherry protein did not
spread evenly throughout the cytoplasm of the cell. To confirm or deny this
hypothesis, observation of the mCherry fluorescence signal in the cells during
longer period of time is required. If, however, Gag particles would not enter
the cytoplasm, as an alternative, controlled release of the cargo in lysosomes
using acid-sensitive linkers could be wused. For example, 6-
maleimidocaproylhydrazone doxorubicin was encapsulated into physalis
mottle virus-like particles by chemical conjugation — since the hydrazine bond
is sensitive to the mild acidic cancer and acidic environment in endosomes
and lysosomes, doxorubicin is released even without particle dissociation (Hu
and Steinmetz, 2020). Other methods, such as endosomal escape also can be
used. Hagge and her colleagues developed a thiol-sensitive maleimide linker,
that connects a well-known mitochondria-targeting lipophilic triphenyl
phosphonium cation (TPP) with the surface of QB VLPs. Due to its lipophilic
and cationic nature, TPP disrupts the endosomal membrane and causes the
escape of VLPs from endosomes. When such particle enters the cytosol,
glutathione reacts with the thiol-sensitive maleimide linker and removes TPP
from the particle. Thus, particle stops its movement towards mitochondria,
leaving the particle in the cytosol (Hagge et al., 2023). Successful application
of this approach was used to transfer GFP in vitro and small ultra-red
fluorescence protein in vivo, by observing an even distribution of fluorescence
signal in A549 line cells and BALB/c mouse lung epithelial cells, respectively
(Hagge et al., 2023). The need of such functionalisation techniques for Gag
particles will be considered in the future. Undesirable immunogenicity of the
particles also should be evaluated in the future. In many cases,
immunogenicity can be quite easily avoided by additional coating of the
particles with PEG (Yildiz et al., 2013). Evaluation of relative viability of
particle-treated A549 line cells demonstrated that only the particles purified
from bacteria exert a cytotoxic effect on cells. One of the essential cell wall
components of gram-negative bacteria, including E. coli, is
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lipopolysaccharides  (Bonhomme et al, 2024). As bacterial
lipopolysaccharides are endotoxins, their presence in the particle samples may
lead to cytotoxic effects. Such impurities can be removed by treating the
particles with detergents or using additional purification methods, for
example, chromatography (Le and Miiller, 2021). Since the particles purified
from yeast did not significantly reduce the relative cell viability, they may be
more suitable for efficient cargo delivery into mammalian cells.

CONCLUSIONS

1. The inducible expression systems of bacteria E. coli and yeast S.
cerevisiae are suitable for the generation of the particles formed from
L-BC-1 virus capsid protein Gag.

2. The size of Gag-formed particles remains stable for at least 24 weeks
when incubated at 4 °C. The stability of particles incubated at 21°C
and 37 °C depends on the origin of the particles: the particles purified
from bacteria tend to aggregate during the long-term storage.

3. Gag-formed particles lose their structural integrity at pH 12 or when
the concentration of urea in a neutral solution reaches 2-3 M.

4. A two-step loss of Gag-formed particle structure is observed as the
temperature of the particle environment increases.

5. Gene fusion is a suitable method for the encapsulation of red
fluorescent protein mCherry into Gag-formed particles. Nisin Z,
encapsulated into Gag-formed particles by passive diffusion, confers
antibacterial activity to the particles.

6. mCherry encapsulated Gag particles enter lung carcinoma epithelial
tissued A549 line mammalian cells after 4 hours of incubation. Only
the particles purified from bacteria have cytotoxic effect on the cells.
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Indré Krastinaité, bachelor’s degree in Genetics (2022); Kamilé Vaisaité,
bachelor’s degree in Biochemistry (2024); Laura Plakyté, bachelor’s degree
in Molecular biology (2024); Rugilé Sirvydyté, bachelor’s degree in
Molecular biology (2024).
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PADEKA

Noréciau nuoSirdziai padékoti savo vadovui prof. dr. Sauliui Servai uz
suteikta galimybe atlikti mokslinius tyrimus, nejkainojamas jzvalgas,
diskusijas ir visokeriopa pagalba ruosiant disertacija.

Dékoju dr. Aleksandrui Konovalovui uz vertingas idéjas bei pagalba visy
doktorantiiros studijy metu. Esu dékinga visam laboratorijos kolektyvui uz
Silta bendravima, naudingus patarimus ir motyvacijg. Didelis aciii visoms
mano buvusioms ir esamoms studentéms, kurios leido generuoti naujas idéjas
ir skatino tobuléti.

Nuogirdi padéka kolegoms Tomui Liveikiui, Laimai Cepulytei ir Elvinai
Valatkaitei — uz nuosirdy bendravima, gera nuotaikg bei vertingus patarimus.

Taip pat reiskiu padéka visai Biochemijos ir molekulinés biologijos
katedrai uz draugiska atmosferg ir galimybe atlikti tyrimus.

Esu dékinga dr. Justui Lazutkai uz kantrybe ir profesionaluma mokant
dirbti su transmisiniu elektroniniu mikroskopu bei suteikta pagalba iskilus
klausimams. Dékoju dr. Astai Zubrienei uz suteiktg pagalbag atliekant terminio
poslinkio tyrima. Dékoju Redai Poceviciitei uz pagalba naudojantis Zetasizer
prietaisu.

Uz prasmingg bendradarbiavimg dékoju dr. Elenai Servienei ir visam
GTC Genetikos laboratorijos kolektyvui.

Acia dr. Zivilei Strazdaitei-Zielienei bei dr. Rasai Petraitytei-
Burneikienei uz jy patarimus ir jzvalgas, padéjusias tobulinti disertacijos
turinj.

Galiausiai nuo$irdziai dékoju savo draugams, sesei ir tévams — jlsy
palaikymas man buvo nepaprastai svarbus viso $io kelio metu. IS visos Sirdies
dékoju savo suzadétiniui Andriui uz jo meile, tikéjimg manimi ir nuolatinj
skatinimg tobuléti.

Enrika W
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