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Polimeraziné grandininé reakcija

Poliomos virusai, Polyomaviridae seima

Progresyvi daugiazidininé leukoencefalopatija (angl. progressive
multifocal leukoencephalopathy)

Proteaziy slopiklis fenilmetansulfonilfluoridas
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Histony deacetilazé, mielése Rpd3S ir Rpd3L kompleksy sudétyje
reguliuojanti transkripcija

Mieliy genomo duomeny bazé: http://www.yeastgenome.org/
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Standartinis nuokrypis

Sent Luiso poliomos virusas arba Zmogaus poliomos virusas 11
Bezdzionés poliomos virusas (angl. Simian vacuolating virus 40)
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virusas 8
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] virusus panasios dalelés

Vasingtono universiteto poliomos virusas arba Zmogaus poliomos
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Zmogaus imunodeficito virusas



IVADAS

Poliomos virusai (PyV) yra mazi, apvalkalélio neturintys DNR virusai,
galintys infekuoti zinduolius, paukscius ir zuvis. Net dvylika naujy Zmoniy
poliomos virusy (HPyV) atrasta per pastargjj deSimtmetj, pritaikius didelio
na$umo sekoskaitos metodus. Siuo metu Zinoma keturiolika Zzmogaus poliomos
virusy. Anksciau atrasti HPyV yra labai paplite ir aptinkami net nuosaliai
gyvenanciose gentyse (Major ir kt., 1998). Naujy HPyV paplitimas ir poveikis
zmogaus sveikatai Siuo metu intensyviai tiriami.

Galima teigti, kad HPyV yra dalis misy nattiralios mikrobiotos. Pirminé
besimptomé infekcija dazniausiai jvyksta kadikystéje ir/ar labai ankstyvoje
vaikystéje, 0 koinfekcija keliais skirtingais HPyV yra daznas fenomenas
(Gossai ir kt., 2016). Manoma, kad vidutiniskai apie 80 % pasaulio Zmonijos
populiacijos yra susidiirg su HPyV ir turi kraujo serume cirkuliuojanéiy 1gG
antikiiny (AK) prie§ jvairius HPyV. Pakitus imuninés sistemos biklei dél ZIV,
organy transplantacijos, limfoproliferatyviniy ligy ir/ar monokloniniy Ak
terapijos gali pasireiksti aktyvi HPyV infekcija ir su ja susijusios patologijos.
Pavyzdziui, JCPyV sukelia progresyvia daugiazidining leukoencefalija,
BKPyV - su poliomos virusu asocijuotg nefropatija, MCPyV - Merkelio
lasteliy karcinomas, TSPyV - Trichodysplasia spinulosa liga, HPyV6 ir
HPyV7 - diskeratoting dermatoze, 0 KIPyV ir WUPYV siejami su kvépavimo
taky infekcijomis.

Naujy poliomos virusy infekcijai tirti kol kas néra tinkamy lasteliy
linijy, todél kai kuriems tyrimams mielés galéty bati puikus modelinis
organizmas. Mieliy lastelés, kaip naturalios savy virusy Seimininkés, yra
populiarus organizmas augaly, gyviny ir zmogaus virusiniy baltymy sgveiky
su lastelés baltymais tyrimams. Ypac todel, kad didzioji dalis pagrindiniy
lasteliy procesy, tokiy Kaip lastelés vidulgstelinis transportas, ciklo reguliacija,
programuota lastelés zatis ar molekuliniy Saperony veikimas yra konservatyviis
visuose eukariotuose (Goloubinoff ir De Los Rios, 2007; Zhao, 2017).



Virusiniy baltymy ir lgstelés sgveiky tyrimus pagreitina sukauptos zinios apie
mieliy genoma ir bioprocesus. Mielés taip pat yra puikus PyV VP1 baltymo
formuojamy j virusus panasias daleliy (VPD) producentas. Poliomos virusy
VP1 VPD galima naudoti jvairiems tyrimams, pvz., VPD struktiros ir sgveikos
su lastelémis tyrimams, arba kaip antigeng (Ag) Siy virusy paplitimo ir
reaktyvacijos jvertinimo serologiniams tyrimams. VPD yra pigi alternatyva
virusams iSskirtiems i§ lIgsteliy kultary, nes VPD pasizymi tokiomis pat
struktlirinémis savybémis ir imunogeniskumu, kaip natyvis virusai, taciau jose
néra Viruso genetinés medziagos, jos yra neinfektyvios, ir darbui nereikia

specialiy saugumo reikalavimy.

Darbo tikslas
Atlikti poliomos virusy VP1 baltymy biosintezés optimizavimo ir
ypatybiy S. cerevisiae lgstelése tyrimg bei iSgrynintas Zmogaus poliomos

virusy VP1 VPD panaudoti serologiniams tyrimams.

Darbo uzdaviniai

1. Nustatyti mieliy Saperony poreikj poliomos virusy VP1 baltymy
biosintezés efektyvumui;

2. Nustatyti poliomos virusy VP1 baltymy biosintezés sukeltos mieliy
flokuliacijos priezastis;

3. Susintetinti mieliy S.cerevisiae lastelése ir iSgryninti trylikos zmogaus
poliomos virusy kapsidés VP1 baltymus bei istirti jy formuojamy VPD
savybes;

4. Panaudoti zmogaus poliomos virusy VP1 baltymus serologiniams

tyrimams.



MOKSLINIS NAUJUMAS

Optimizuojant zmogaus poliomos virusy VP1 baltymy biosintezés
efektyvumg mielése pirmg kartag buvo nuosekliai iStirtas mieliy Saperony
poreikis jy biosintezei. Siame tyrime pirma karta buvo pademonstruota Hsp90
Saperony svarba PyV VP1 sékmingai biosintezei (Valaviciute ir kt., 2016). Tai
patvirtino ir vélesni Hornikovos su kolegomis darbai, kuriuose nustatyta, kad j
kapsidés struktirg nesusijunge PyV VP1 baltymai dalyvaujant Hsp90
Saperonams sgveikauja su mikrovamzdeliais bei sukelia a-tubulino acetilinima
(Hornikova ir kt., 2017). Sie rezultatai suteikia viltj, kad Hsp90 3aperonai
galéty buti svarbus taikinys gydant nuo PyV sukeliamy komplikacijy
organizmo imunosupresijos saglygomis, ypa¢ nuo JCV sukeliamos progresyvios
daugiazidininés leukoencefalijos, kuri iki Siol imunosupresuotuose ligoniuose
yra nepagydoma. Sis tyrimas taip pat atskeidé, kad Sszl ir Zuol Saperony,
formuojanciy su ribosomomis susijungiantj kompleksa (RAC), veikimas buvo
nepalankus PyV VP1 ir kity virusiniy baltymy baltymy biosintezei mielése, 0
ju geny pasalinimas zenkliai padidino jy raiskg. Aptiktas RAC komplekso
rySys Su virusiniy baltymy sinteze galéty padéti geresniam jo funkcijy baltymy
biosintezés procese supratimui.

Darbe buvo tyrinéjamos kai kuriy PyV rekombinantiniy VP1 baltymy
biosintezés sukeltos mieliy Iasteliy flokuliacijos priezastys ir pirmg kartg
parodyta, kad dél APyV, MCPyV, MWPYV, STLPyV ir BVPYV VP1 baltymy
biosintezés tiesiogiai ar netiesiogiai apribojamas Cyc8 baltymo dalyvavimas
Cyc8-Tupl komplekso, kuris represuoja FLO1 geno raiska, susidaryme. Dél
FLO1 geno raiskos indukcijos mieliy lastelés ima flokuliuoti. Buvo parodyta,
kad APyV VP1 baltymo sukeliamai flokuliacijai svarbi ne tik jo seka, bet ir
erdviné strukttira ir/ar lokalizacija, nes sustiprinus j branduolj nukreipiancig
VP1 baltymo signaling seka, flokuliacija nebebuvo indukuojama. Kadangi
flokuliacija yra mieliy lgsteliy atsakas j stresg, 0 Cyc8 ortologai stuburiniy

lastelése koduoja lizino demetilazes, galima daryti prielaida, kad kai kuriy PyV
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VP1 baltymy sintezés sukeliama mieliy lasteliy flokuliacija gali biiti susijusi su
Siy baltymy dalyvavimu virusy patogenezéje. PanaSus MPyV VP1 baltymo
sintezés sukeltas poveikis buvo parodytas zinduoliy lgstelése, kai j VPD
nejjungtas VP1 baltymas jungési su mikrovamzdeliais ir to pakako lasteliy
ciklo sustabdymui G2/M fazéje (Hornikova ir kt., 2017).

Tiriant zmogaus poliomos viruso 12 (HPyl12) VP1 baltymo raiska
mielése buvo patikslinta sio baltymo transliacijos pradzios pozicija. HPyV12
VP1 baltymo biosintezé nuo antrojo metionino kodono labai pagerino tiek jo
iSeigas, tiek ir VPD formavimosi efektyvuma. Sio tyrimo rezultatai (paskelbti
Norkiene ir kt., 2015) buvo panaudoti 10-ojo Tarptautinio virusy taksonomijos
komiteto ataskaitoje, apibiidinant Polyomaviridae seimos HPyV12 VP1
baltymo galimg dydj (Moens ir kt., 2017).

Darbo metu net vienuolikos skirtingy zmogaus PyV VP1 VPD buvo
pirmag kartg susintetintos ir iSgrynintos iS mieliy lgsteliy, 0 trijy virusy
(STLPyV, HPyV12 ir NJPyV) VP1 baltymai iki tol nebuvo susintetinti jokioje
kitoje raiSkos sistemoje. Visy naujyjy PyV VP1 VPD buvo panaudotos
atliekant hemagliutinacijos testa su jiiry kiaulytés bei sveiko zmogaus donoro
Kraujo eritrocitais ir pirmg kartg buvo parodyta, kad antikiiny pries MCPyV,
HPyV9, HPyV10, HPyV12, bet ne pries WUPYV, KIPYV, HPyV6, HPyV7,
STLPyV ir NJPyV VP1 VPD paieska galéty buti atliekama naudojant eritrocity
hemagliutinacijos testa.

Panaudojant i§ mieliy lasteliy iSgrynintas HPyV VP1 formuojamas
VPD, buvo sukurtas imunofermentinés analizés (IFA) metodas Ak pries HPyV
VP1 nustatymui zmogaus kraujo serume. Siuo metu rinkoje néra komerciniy
serologiniy testy, galinCiy nustatyti Ak prieS zmogaus PyV. Lietuvoje
poliomos virusy serologiniy ir epidiomologiniy tyrimy taip pat nebuvo atlikta.
Sio darbo metu buvo isanalizuoti 627 sveiky Lietuvos gyventojy Kraujo
serumai IFA naudojant 13 PyV VP1 VPD. Sie serologiniai tyrimai atskleidé,
kad Lietuvoje Zzmogaus poliomos virusai paplite placiai: 19-67 % sveiky
asmeny Kraujo serumy méginiuose nustatyti anti-HPyV VP1 antikiinai. Greta

serologiniy ir epidiomologiniy tyrimy pirma kartg buvo atlikta zmogaus kraujo
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serumo méginiy konkurenciné IFA panaudojant 13 HPyV VP1 VPD. Ji parodé,
kad kai kuriy naujyjy PyV netiesioninés IFA teigiami rezultatai gali bati
klaidingai teigiami dél kryZzminio antikiiny reaktyvumo, kurj nulemia didelé

PyV gausa ir VP1 baltymy, formuojanciy viruso kapside, seky panasumas.

GINAMIEJI TEIGINIAI

1. Naujy Zmogaus poliomos virusy VP1 baltymai efektyviai formuoja
VPD mieliy raiskos sistemoje;

2. Rekombinantiniy PyV VP1 baltymy VPD biosintezei miclése yra
svarbiis Hsp90, Hsp70 ir Hsp40 Saperonai;

3. Dél kai kuriy PyV VP1 baltymy sintezés mieliy 1astelése pradeda trikti
Cyc8 baltymo, todél jsijungia flokulino Flol sintezé atsakinga uz mieliy
flokuliacija;

4. HPyV12 VP1 baltymo biosintezé ir VPD susirinkimas efektyvesni nuo
antrojo pradzios metionino kodono;

5. Rekombinantiniy HPYyV VP1 baltymy formuojamos VPD tinka
serologiniams tyrimams;

6. Daugumoje tirty zmogaus kraujo serumo méginiy aptinkami IgG klasés

antiktinal pries jvairius HPyV.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Poliomos virusai

Poliomos virusai (PyV) paprastai nesukelia aktyvios infekcijos ar
patologijy savo Seimininkams esant sveikai imuninei sistemai. PyV yra mazi
(40-45 nm skersmens), neturintys apvalkalélio apie 5 kb dydzio dvigrandininés
ziedinés DNR virusai (Moens ir kt., 2017). Jie priklauso vienai Polyomaviridae
Seimai, kuri patenka j I-gja virusy grupe pagal D. Baltimoro virusy klasifikacijg
(ICTV 7th Report, 1999). Iki 2011 mety visi Polyomaviridae Seimos virusai
buvo priskiriami vienai Polyomavirus genciai. Per pastargjj deSimtmetj buvo
atrasta ypa¢ daug naujy PyV, todél atsirado poreikis klasifikacijg keisti ir
2011 m. Polyomaviridae Seimos virusai buvo perskirstyti j tris gentis: dvi
zinduoliy - Orthopolyomavirus ir Wukipolyomavirus, bei viena pauksciy —
Avipolyomavirus. Zinduoliy poliomos virusai buvo skirstomi remiantis
nukleotidiniy  seky  panaSumais tarp genciai  priskiriamy  riiSiy,
Wukipolyomavirus genties atskaitos tasku pasirinktas zmogaus Kl poliomos
virusas (angl. Karolinska Institute polyomavirus), o Orthopolyomavirus gentis
sudaryta remiantis SV40 (angl. Simian virus 40) poliomos viruso seka (Johne
ir kt., 2011).

Tarptautinis virusy taksonomijos komitetas 2015 m. pasitlé patobulinta
klasifikacija. Siuo metu yra i$skiriamos keturios Polyomaviridae $eimos
gentys: Alpha-, Beta-, Gamma- ir Deltapolyomavirus, joms is viso priskiriama
jau daugiau nei 78 PyV rasiy. Atnaujinta Klasifikacija remiasi keliais
pagrindiniais principais. Pirmiausia, klasifikuojamo poliomos viruso genomo
seka turi bati zinoma, publikuota recenzuojamame Zurnale ir vieSai prieinama
duomeny bazése. Antra, viruso genomo strukttra turi atitikti PyV budinga
struktiira, tai yra dvigrandininés DNR genomas turi turéti ankstyvajj ir vélyvaji
regionus, koduojandius T antigenus ir struktirinius viruso baltymus. Sie
regionai turi biti atskirti nekoduojanciomis sekomis. Trecia, turi biiti zinomas
tai PyV rasiai biidingas Seimininkas. Ketvirta, skirtumas tarp PyV didziojo T

antigeno (LTAQ) seky turi buti didesnis nei 15 %. Jam esant mazesniam, PyV
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gali buti priskirti tos pacios rusies skirtingiems variantams, bet ne naujai rtusiai
(Calvignac-Spencer ir kt., 2016). Naujoji taksonominé sistema pabrézia artimg
filogenetinj rysj tik tarp viruso LTAgQ baltymy, dél jy mazo variabilumo laiko
atzvilgiu. Bet jau diskutuojama apie patogesne sistemg (Buck ir kt., 2016),
kurioje biity atsizvelgiama  abiejy pagrindiniy viruso geny produkty (LTAg ir
VP1) kilme pvz.: WUPyYV Ortho-LTAg/Wuki-VP1. Tokia sistema pagreitinty
klinikiniy diagnostiniy tyrimy rezultaty susiejima su konkre¢ia PyV rasimi,
tiriant LTAg ar VP1 imunohistochemiskai (naudojant anti-LTAg ar anti-VP1
antikinus) irfar PGR metodu. Pavyzdziui, Gammapolyomavirus genciai
priklausan¢iy visy septyniy nariy VP1 ir VP2 baltymai labai panasts j
Betapolyomavirus VP1 ir VP2 baltymus, todél serologiniai testai Siy baltymy
pagrindu genties identifikavimui netinkami. PanaSiu principu jau yra
Klasifikuojami gripo virusai (pagal hemagliutinino ir neuroaminidazés genus).

Poliomos virusai biidingiausi zinduoliams: daugiausiai PyV risiy rasta
sik§nosparniy (23), zmoniy (13 ir viena dar nepatvirtinta, kaip HPyV14 risis;
Gheit ir kt., 2017) (1.1 lentelé), bezdzioniy (13), zmogbezdzioniy (10),
grauziky (6) (Nainys ir kt., 2015) organizmuose. Dar septynios poliomos
virusy raiSys buvo rastos kity zinduoliy, pavyzdziui, meskény (2; Geoghegan ir
kt., 2017), alpaky (1; Dela Cruz ir kt., 2017), juriniy @dry (1; Siqueira ir kt.,
2017) organizmuose.

Pirmasis aptiktas poliomos virusas — peliy poliomos virusas (MPyV,
angl. murine polyomavirus), buvo aprasytas ir pradétas tyrinéti penktajame
pragjusio amziaus deSimtmetyje (Knipe ir Howley, 2007), dabar priskriamas
gausiausiai  Alphapolyomavirus genciai. Angly mokslininkas L. Gross
dirbdamas su peliy leukemijos virusu (MLV, angl. murine leukemia virus),
pastebéjo, jog atlikus MLV pasazg pelése, kai kuriems uzkréstiems gyviinams
iSsivysté seiliy liauky augliai, bet ne leukemija. Véliau mokslininkas isskyré
minétos patologijos sukéléja ir parodé, kad nuo MLV jis skiriasi
sedimentacijos konstanta, atsparumu kaitinimui ir dydziu (i$skiriamas
filtruojant kitokiomis saglygomis nei MLV) (Gross ir kt., 1958). Gross isskirtas

infekcinis agentas buvo pavadintas poliomos virusu (poly, graikiskai reiskia
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daug, oma — auglys; Stewart ir kt., 1958), dél Sio viruso savybés peliy
jaunikliams indukuoti daugybiniy augliy susidarymg. Potencialiai MPyV gali
infekuoti daugiau nei 30 skirtingy Igsteliy tipy naujagimése pelése (Dawe ir kt.,
1987), viruso replikacija yra galima kepenyse, bluznyje, inkstuose, plau¢iuose,
kauluose (Demengeot ir kt., 1990). Inokuliuojant MPyV sveikas suaugusias
peles, viruso replikacija pasiekia maksimuma per 1-2 savaites kauluose, sirdyje
ir limfiniuoze mazguose, bet viruso infekcija visiSskai paSalinama per du
ménesius (Berke ir Dalianis, 1993). Imunodeficitinése pelése MPyV infekcija
tampa sisteminé ir, priklausomai nuo imunodeficito lygio, gali buati mirtina
(Berke ir kt., 1998).

Pirmasis atrastas primaty PyV atstovas, dabar priskriamas
Betapolyomavirus genciai - SV40 (angl. Simian virus 40). SV40 buvo isskirtas
i§ rezus bezdzionés inksty lgsteliy kultiros, naudotos poliomielito vakcinos
,Salk* gamybai (Sweet ir Hilleman, 1960). Sis atradimas sulauké daugybés
atgarsiy, paaiSkéjus, kad virusas pasizymi onkogeninémis savybémis, ir yra
atsparus formaldehidui, naudotam poliovirusui inaktyvuoti, ruosiant vakcing
(Knipe ir Howley, 2007). Detalesni tyrimai leido identifikuoti bezdzionés
inksty lasteliy kulttirose virusg SV40, sukeliantj auglius ziurkénams (Eddy ir
kt., 1962). 10-30 % visy poliomielito vakciny JAV buvo su SV40 viruso
priemaiSomis (Sweet ir Hilleman, 1960), o jomis 1955-1963 metais paskiepyti
98 milijonai JAV gyventojy (Shah ir Nathanson, 1976). Nors SV40 DNR sekos
buvo rastos keliy zmogaus augliy tipy - ependimomos, smegeny gyslinio
audinio, mezoteliomos, osteosarkomos ir sarkomos méginiuose (Carbone ir kt.,
1997; Dang-Tan ir kt., 2004; Bouvard ir kt., 2012), taciau Zzmogui néra
patvirtintas realus kancerogeniskas SV40 poliomos viruso poveikis.

Ziurkéno poliomos virusas (HaPyV, angl. hamster polyomavirus) buvo
identifikuotas, norint iSsiaiskinti, kas sukelia spontaning¢ ziurkény plauky
folikuly epitelioma. Virusas randamas diferencijuotuose audinio sluoksniuose,
todél primena papilomos virusus. Taciau dél genomo organizacijos ir DNR
seky panaSumy virusas priskiriamas PyV (Knipe ir Howley, 2007). Véliau
HaPyV buvo susietas su agresyviy B-lgsteliy limfomy protrikiu Siriniy
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auksiniy ziurkény (lot. Mesocricetus auratus) GASH:Sal kolonijoje,
pasizyminéioje spontaninémis genetinémis patologijomis. Beveik 16 % Siriniy
ziukény (i§ 975 tikrinty) iSsivysté progresuojantys limfiniai augliai, taip pat
pasireiské letargija, anoreksija, akivaizdus pilvo didéjimas, progresuojant ligai,
gyviny iSgyvenamumas sieké 1-2 savaites. Grauziky limfomy audiniuose
imunohistochemiskai patvirtintas HaPyV kapsidziy formavimasis, o tikro laiko
PGR analizé pavirtino HaPyV VP1 geno sinteze. Visuose analizuojamuose
Siriniy ziurkény Kraujo serumuose aptikti anti-VP1 HaPyV specifiniai Ak, Sie
antikinai nustatyti ir kontroliniy kitos rasies Ziurkény i$ to paties veisimosi
arealo kraujo serumo méginiuose. Limfomy augliy audiniuose HaPyV
genomas pasizyméjo iskritomis nekoduojanciame regione ir Salia esanciose
sekose, koduojanciose kapsidés VP2 baltyma (Munoz ir kt., 2013).

Septynios PyV riisys indentifikuotos ir pauksc¢iuose: Adele pingvinuose,
plésriosiose medsarkése, banguotose papiigélése, kanarélése, varnose,
kikiliuose ir Zasyse (Calvignac-Spencer ir kt., 2016). Zinomiausias pauks¢iy
poliomos virusas (APyV) formaliai vadinamas banguotyjy paptigéliy jaunikliy
ligos virusu (BFDP) sukelia iimig uzkre¢iamg banguotyjy paptigéliy liga, gali
infekuoti ir kitus ganétinai atitolusius paptiginiy, sakaliniy, geniniy, zvirbliniy
bei vistiniy buriy atstovus (Lafferty ir kt., 1999; Johne ir kt., 1998). APyV
infekcija sukelia suaugusems pauk$¢iams gausy poodinj kraujavima,
viduriavima bei zaibiska zatj. Kai kuriais atvejais liga tesiasi ilgiau, pauksciai
tampa jautis bakterinéms ir grybelinéms infekcijoms, deformuojasi jy
plunksnos (Literak ir kt., 2006). Toks Seimininko rusies keitimo modelis yra
kol kas isskirtinai buidingas APyV (Buck ir kt., 2016). Duomenys apie jo
plitima ar paplitima yra labai menki, néra aisku, ar panasiai APyV plinta ir tarp
laisvéje gyvenanciy paukséiy. Pagal serologinius duomenis antikiinai pries
zasy PyV aptikti 43 % sveiky zasy populiacijos kraujo serumuose (Zielonka ir
kt., 2006). Sie tyrimai leidzia teigti, jog ir pauki¢iams PyV sukelia besimtomes
infekcijas ir gali baiti perduodamas tiesiogiai kontaktuojant. Néra aiSkus APyV

plitimo po aktyvios infekcijos mechanizmas, bet papiigy uzsikrétusiy
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banguotyjy papuigéliy liga kraujyje aptinkami APyV virionai patvirtina aktyvia
viremijg (Phalen ir kt., 2000).

2015 metais buvo surastas pirmasis PyV zuvyse, konkrec¢iai juodajame
jury eSeryje (lot. Centropristis striata) (Peretti ir kt., 2015). Véliau PyV buvo
rasta ir kitose zuvy risyse: 2016 metais - auksaspalvio sparo (lot. Sparus
aurata), sergancio zuvy limfocistine liga, kurig sukelia LCDV (angl.
lymphocystis disease virus) virusas, méginiuose (Lopez-Bueno ir kt., 2016),
taip pat Trematomus pennellii, Rhynchobatus djiddensis zuvy audiniuose
(Buck ir kt., 2016). Po genomy ir LTAg koduojanéiy seky filogenetinés
analizés tik BassPyV1 (Centropristis striata poliomos virusas 1) buvo
priskirtas naujai rasiai (Calvignac-Spencer ir kt., 2016). Like minéti zuvy PyV
evoliuciskai yra nutole nuo esamy keturiy PyV genciy, bet gali bati, kad
nepatvirtintos PyV rasys ateityje sudarys penktaja PyV gentj (Moens ir kt.,
2017).

1.1.1. Poliomos virusy viriono struktiira

Subrende PyV virionai yra 40-45 nm skersmens ir sudaryti i§ 88 %
baltymy ir 12 % DNR. Vienas virionas turi tik vieng ziedinés dvigrandés DNR
genomo  kopija.  Subrendusio  viriono genomas  supakuotas lyg
minichromosoma su lastelés - Seimininkés H2A, H2B, H3 ir H4 histonais.
Vidutinis poliomos virusy genomas yra 5000 bp dydzio, bet dydis gali skirtis
priklausomai nuo rasies, pavyzdziui, jauc¢io poliomos viruso genomas 4697 bp,
0 didziausias juodojo jirinio eSerio (BassPyV1) genomas yra 7369 bp dydzio.
Genoma sudaro du atskirai transkribuojami regionai: anktyvasis ir vélyvasis,
pagal transkripcijos eiliskuma infekcijos metu. Juos atskiria nekoduojantis
regionas, kuriame yra ankstyvojo ir vélyvojo regiony DNR replikacijos
pradzios sekos, promotoriai ir transkripcijos stiprikliai. Nekoduojamame
regione (NR) aptinkama daugiausiai mutacijy (Gosert ir kt., 2008). Zmogaus
atskiry tipy PyV genomo sekos ilgis individualiai gali skirtis nuo 5,3 %
MWPyV atveju (Siebrasse ir kt., 2012) iki 0,55 % BKPyV atveju (Chen ir kt.,

2004). Nuo ankstyvojo regiono transkribuojama viena pirminé informaciné
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RNR, i$ kurios atlernatyvaus splaisingo biidu suformuojami keli transkriptai.
Siy transkripty produktai - reguliaciniai LTAg ir STAg baltymai (didysis ir
mazasis T antigenai) - yra pagrindiniai visy PyV virusinés DNR replikacijos
reguliatoriai (1.1 pav). LTAg yra ankstyvosios viruso geny raiskos perjungiklis
1 vélyvaja, jo informaciné RNR papildomai reguliuojama viruso specifinés
mikro RNR. LTAg buvo ne veltui pasirinktas kaip pagrindinis PyV
klasifikavimo baltymas, nes jis reguliuoja infekuotos Iastelés proliferacija,
uzdegiminius procesus bei zatj. LTAg N-gale esantis LXCXE motyvas gali
jungtis su baltymy kiSeniy (angl. pocket protein) Seimos nariais: pRb, p107 ir
pl30 ir taip keisti lastelés ciklo faze (Andrei ir kt., 2015). LTAg taip pat
sgveikauja Ir su naviky supresoriaus baltymu p53 (Lilyestrom ir kt., 2006),
neleisdamas jam sukelti apoptozés atsiradus DNR pazaidoms (An ir kt., 2012).
Mazasis T antigenas (STAQ) taip pat turi J domena, kuris kartu su STAg C-
galiniu regionu gali saveikauti su serino/treonino fosfataze (PP2A). SV40 Py
virusu infekuotose lastelése PP2A slopinimas lemia augliy formavimasi (Chen
ir kt., 2007).

Hsc70

Unikalus domenas £ an'
82-172 jung. vieta

1.1 pav. DidZiojo ir maZojo PyV T antigeny struktirinés schemos. Sviesiai zalia spalva
pavaizduoti LTAg domenai, $viesiai mélyna — STAg domenai. Apskritimai zymi lgstelés
Seimininkés baltymus galinéius jungtis su atitinkamu antigeno domenu (pagal Delbue ir kt.,
2017).
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Kai kurie PyV gali turéti papildomus ankstyvuosius baltymus,
pavyzdziui, 17KT, 21kT, 57KT antigenus, vidurinj T antigeng (MT) arba
alternatyvy T antigeng - ALTO baltyma. ALTO baltymas néra susijes Su Vviruso
replikacija, evoliuciskai labai artimas MPyV vidurinigjam T antigenui,
dalyvaujanc¢iam lgstelés Seimininkés transformacijoje (Cheng ir kt., 2009). 1.2
paveiksle ankstyvojo regiono koduojami baltymai vaizduojami kairiajame
pusrutulyje, o vélyvieji deSiniajame.

Vélyvojo  regiono  informaciné RNR  transkribuojama  nuo
komplementarios DNR grandinés prieSinga Kryptimi nei ankstyvasis regionas.
VP1 ir VP2 struktiiriniai baltymai sintetinami nuo skirtingy informaciniy RNR
del alternatyvaus splaisingo. Kai kurie PyV, turintys VP3 baltyma, ji
transliuoja nuo VP2 informacinés RNR, tik nuo kito transliacijos pradzios
kodono (Imperiale ir Major, 2013). SV40, zmogaus Kl, WU, MC PyV turi ir
15 kDa dydzio VP4 baltyma, uzkoduota toje pacioje VP2/VP3 informacinéje
RNR. Teigiama, kad jis neformuoja kapsidés, 0 yra skirtas lgstelés lizei
(Dalianis ir kt., 2009; Daniels ir kt., 2007). SV40, zmogaus BK ir JC poliomos
virusai ties VP1 pradzios kodonu turi mazg atvirg skaitymo rémelj, Kuris
koduoja agno baltyma (Saribas ir kt., 2016). Agno baltymas yra reguliacinis
baltymas, dalyvaujantis transkripcijoje, lastelés ciklo reguliacijoje, viruso DNR
replikacijoje ir reparacijoje bei viriony brendime. JCPyV agno baltymas gali
formuoti viruso poras (Suzuki ir kt., 2010), bet dar néra aisku ar agno poros
geba integruotis lastelés membranoje (Saribas ir kt., 2016). Kity Zinduoliy PyV
taip pat turi j agno panasy baltyma (Ehlers ir Moens, 2017). Pauksciy PyV VP4
uzkoduotas papildomame skaitymo rémelyje VP2 baltymg koduojancioje
informacinéje RNR (Johne ir Muller, 2007). Taciau Sis VP4 néra analogiskas
SV40 VP4 ar Zinduoliy agno baltymui (nors kartais vadinamas agno baltymu
1a) (Johne ir kt., 2011) ir galimai dalyvauja genomo ir kapsidés pakavime bei
apoptozéje (Shen ir kt., 2011). Pauksc¢iy PyV koduoja ir agno baltyma 1b (VP4
delta), agnobaltyma 2a ir 2b. Agno baltymai 1a/lb ir 2a/2b dar neapibtdinti
hidrofobiniai baltymai, todél neaisku, ar atlieka kazkokig funkcijg, ar tiesiog

yra alternatyvaus splaisingo produktai (Johne ir kt., 2011).
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Vélyvasis
regionas

Ankstyvasi
regionas

1.2 pav. BKPyV genomo organizacijos schema. Kairiajame pusrutulyje pavaizduoti
ankstyvuosius reguliacinius LTAg (raudona), STAg (geltona) ir 17KT (oranzine spalva)
baltymus koduojantys ASR, deSiniajame pusrutulyje pazyméti vélyvuosius baltymus
koduojantys VP1 (violetine), VP2 (melsva), VP3 (Sviesiai mélyna) ir Agno (mélyna spalva)
baltymus koduojantys ASR. Zalia spava pavaizduotas nekoduojantis regionas (NR) (pagal
Gascun ir Carr, 2013).

Didysis struktiirinis VP1 baltymas sudaro 75 % viso viriono baltymy.
Be VP1 baltymo daugumos zinduoliy PyV kapside sudaro ir VP2 bei VP3
mazieji strukttriniai baltymai, o pauksciy PyV kapsidéje randamas ir unikalus
VP4 baltymas. PyV virionai neturi apvalkalélio, jy kapsidés pasizymi T=7
desinés pusés ikosahedrine simetrija ir yra sudarytos i§ 72 pentameriniy
kapsomery (1.3 pav). Kiekvienas pentameras sudarytas i§ penkiy VP1
molekuliy. Kapsomerai tarpusavyje jungiasi per VP1 C-gala, 0 jy kontaktai
papildomai stabilizuojami kalcio jony bei disulfidiniy tilteliy tarp pentamery.
Kiekvieno pentamero vidinéje dalyje plauky segtuko principu jungiasi po vieng
VP2 ar VP3 baltymg. Pauks¢iy PyV VP4 baltymas yra jsiterpes tarp VP1 ir
viriono genomo. VP1 N-galas jungiasi su supakuota DNR, bet VP2 ir VP3

baltymai taip pat gali jungtis su virusiniu genomu (Hurdiss ir kt., 2016).
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1.3 pav. SV40 virusinés dalelés triju
dimensijy struktiirinis modelis. VP1 baltymo
formuojami pentamerai jungiasi tarpusavyje
per VP1 molekulés C-galg, vaizduojamos
virusinés dalelés skersmuo yra apie 500
angstremy (A) arba 50 nm, 3,1 A rezoliucija
gauta naudojant rentgeno difrakcijos metoda
(RCSB baltymy duomeny bazé:
https://www.rcsb.org; Moens ir kt., 2017).

Cezio chlorido tankio gradiente infektyviis virionai randami 1,34 g/cm?®
tankio frakcijoje, o tus¢ios kapsidés VPD - 1,29 g/cm?® tankio frakcijoje.
Virionai yra stabilis apie vieng valandg 50°C temperatiiroje, bet Siomis
saglygomis nestabiltis esant 1M MgCl.. Kadangi PyV neturi apvalkalélio, jie
atsparts lipidy tirpikliams (Imperiale ir Major, 2013). Savarankiskai VP1
baltymas formuoja VPD, kuriy dydis gali bati nuo 20 nm iki 60 nm.
Rekombinantiniai VP1 baltymai formuodami VPD gali supakuoti dvigrandes 5
- 9,4 kb DNR molekules, taciau panaudoja mazesnj kiekj histony nei natyvus
virionas (Fang ir kt., 2012; Hurdiss ir kt., 2016).

1.1.2. Poliomos virusy evoliucijos modeliali

Didelis zmogaus PyV paplitimas visuose geografiniuose regionuose
rodo, kad jie atsiskyré kartu su zmogaus rasémis pries 50000 - 100000 mety ir
kilo i§ Afrikos su moderniuoju Homo sapiens (Sharp ir kt., 2011). Toks
salyginai trumpas laikotarpis, pasireiskiantis l1éta evoliucija, yra budingas DNR
virusams, replikuojamiems polimerazés su klaidy iStaisymo aktyvumu
(Hatwell ir Sharp, 2000). Viruso ir jo Seimininko sgveika yra svarbi viruso
evoliucijai. Bioinformatiniais metodais ieSkant panaSiy j zuvy PyV seky
duomeny bazése, buvo atrastos j poliomos virusus panasios sekos artropody
(skorpiony ir vory) sekoskaitos duomenyse. Sios sekos yra dalinés, integruotos
] Seimininko genomg, nepasizymi tipine PyV genomo organizacija, todél

neatitinka PyV rusiniy kriterijy. Taciau minéti tyrimai praplété ir papildé PyV
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evoliucionavimo teorijas. Pagal artropody archajiniy PyV seky duomenis
koevoliucija vyksta jau maziausiai pus¢ milijardo mety (Buck ir kt., 2016).
Placios apimties filogenetiniai tyrimai teigia, kad PyV arba PyV pirmtakai
palaipsniui evoliucionavo kartu su savo infekuojamomis, ar infekuotomis
senovéje, gyviuny rasimis (koevoliucijos teorija) (Sharp ir kt, 2011). Be
kodivergencijos, kaip esminio evoliucinio variklio (Buck ir kt., 2016),
poliomos virusy jvairové buvo nulemta ir viruso DNR linijiniy duplikacijy bei
Seimininko keitimo procesy (Madinda ir al,. 2016). PyV molekuliné evoliucija
buvo gana léta, 108 vienos genomo vietos pokyc¢iy per metus (Buck ir kt.,
2016; Madinda ir kt., 2016). Linijinés duplikacijos 1émé zmogaus PyV jvairove
(1.1 lentelé) bei 8 kol kas zinomy Simpanziy PyV risiy atsiradima. Galiausiai
anksCiau atsiskyrusiy PyV ankstyvuosius ir vélyvuosius regionus sumaisé
rekombinacija, kaip ir PyV virusus ar jy fragmentus su kity virusy Seimy
atstovy fragmentais. Naujausiais duomenimis, antrasis hipotetinis modelis -
divergencijos keiciant Seimininka - tinkamas ir dvigrandininés DNR virusams
(Geoghegan ir kt., 2017). PyV atveju divergencija kei¢iant Seimininkg paremta
panasiy PyV seky SikSnosparnivose ir didziyjy bezdzioniy genomuose
duomenimis. Taip pat nereikia pamirsti ir APyV gebéjimo infekuoti gana platy
pauksciy rusiy spektra, t.y., keisti Seimininka, ir APyV labai didelio genomo
panasumo ] z73sy PyV, sukeliant] paukS€iams hemoraging karSting.
Filogenetiniai viruso ir jo Seimininko medziai néra vienodi, bet juos susiejus
atsispindi viruso ir jo Seimininko evoliuciniai rysiai ir sinchroniska
divergencija. Polyomaviridae Seimos virusy ir jy Seimininky Zinomy
filogenetiniy istorijy jungtinéje schemoje 1.4 pav spalvotomis linijomis
sujungti PyV ir jy Seimininky filogenetiniai medziai. Linijy spalva zymi
Seimininko taksonoming klase. Kuo stipresné viruso ir Seimininko bendra
divergencija, tuo spalvotoji linija yra horizontalesné, 0 linijos jstrizumas
vaizduoja PyV peréjima | kitg Seimininkg (1.4 pav). Schemos autoriai mano,
kad viruso ir Seimininko filogenetiniy medziy topologijy skirtumai atsiranda
dél tarpriisinio Viruso peréjimo, kuris yra budingas ir Polyomaviridae Seimai
(Geoghegan ir kt., 2017).
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1.4 pav. Polyomaviridae Seimos virusy ir jy Seimininky filogeneziy jungtiné schema.
Linijos, jungian¢ios Seimininko filogenetinj medj (kairéje, juoda spalva) su viruso
filogenetiniu medziu (desinéje, ruda spalva), yra pazymétos pagal Seimininko tipa: tamsiai
mélyna spalva — zinduoliai, zalia spalva — pauksciai, oranziné — Zzuvys, viena virSutiné
roziné juostelé — bestuburiai. Filogenetiné PyV analizé atlikta lyginant VVP1 genetinj
regiong. Pagal Geoghegan ir kt., 2017.

Teigiama, kad APyV (BFDP) infekcijos i$ pauksc¢iy galéjo retkarciais
pereiti ir zmogui, prisidedant prie bendros zoonozés (Jones ir kt., 2008). Sias
jzvalgas sustiprina gausus zinduoliy PyV riisiy skaic¢ius (Madinda ir al,. 2016),
kaip galimy zoonoziniy patogeny S$altinis (anks¢iau minétos SikSnosparniy,
§impanziy, afrikiniy didZziyjy bezdzioniy, grauziky PyV). Siuo metu
divergencijos keiciant Seimininkg modelis gali bati tinkamas pauksciy PyV, bet
nenustacius tarpiniy rtsiy protéviy ir/ar nepatvirtinus zoonozés giminingumo
su zmogaus PyV, zinduoliy PyV evoliucijai aiskinti pateikiamas treciasis
modelis. Hipotetinis PyV divergencijos seimininke modelis teigia, kad
archainiai PyV virusai nukrypo vienas nuo kito grei¢iau, nei evuliucionavo
Seimininko organizmas (naujy portsiy formavimasis). Tai 1émé keliy panasiy
zinduoliy poliomos virusy aptikimg viename Seimininke bei galimg PyV risies
homology specifiskumo atsiSakojimg, t.y., peré¢jimg kitiems Seimininkams.

Pavyzdziui, du neprikausomuose organizmuose aptikti skirtingy pelény risiy
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PyV (Nainys ir kt., 2015), kurie tarpusavyje skiriasi 20 %, atsiskyrg pries 10
milijony mety. Jy artimiausi dabar Zinomi giminai¢iai yra zmogaus Kl ir WU
PyV. PanaSumas tarp pelény ir zmogaus Kl ir WU PyV siekia 50 %. Kadangi
primatai ir grauzikai atsiskyré pries 90 milijony mety (Hedges ir kt., 2015),
pagal divergencijos Seimininke modelj, buty galima jtarti, jog pelény PyV
pradinis Seimininkas nebuvo grauzikas (Buck ir kt., 2016).

Sparciai didéjant identifikuojamy Polyomaviridae Seimos rasiy skaiciui,
filogenetiniai duomenys tikslinami. Labai svarbi yra pradinio PyV Seimininko
rasis, kurioje PyV buvo aptiktas, tai atsispindi ir dabartinéje PyV risiy
taksonomijoje. Viena pagrindiniy problemy, susijusi su placiu PyV paplitimu,
yra ta, kad atrastas teoriskai naujas PyV gali biti tiesiog aplinkos tarSa, 0 ne
tiriamojo organizmo infekcija. Kadangi PyV filogenetiniai medziai tampa
tankesni ir tikslesni, tikétina, kad ateityje pavyks issiaiskinti, kurie archajinés
genties PyV nerekombinave infekavo zmogy. Pagal didziojojo T antigeno
palyginius, Siuo metu atrodo, kad Australijos sterbliniai gyviinai biity
perspektyvi gyviny grupé ieskoti archajiskesniy poliomos virusy (Buck ir kt.,
2016). Taip pat kol kas néra modelinio organizmo tirti PyV ir Seimininko
lasteliy saveikoms, todél svarbios ir papildomy naujy PyV rasiy laukinéje
peléje bei mazuose laboratoriniuose gyviinuose paieskos. Tokie tyrimai jnesty
daugiau aiskumo j Siuo metu ganétiniai panasius PyV teorinius evoliucinius

modelius.

1.1.3. PyV infekcija ir molekuliniy $aperony poreikis

Molekuliniai Saperonai yra pagrindiniai Iastelés baltyminiy tinkly
komponentai. Saperony sudétingy tarpusavio ir partneriy saveiky tinklas
vadinamas Saperoma, jis uztikrina lastelés homeostaze. Virusai yra prisitaike
pasinaudoti lastelés Seimininkés Saperoma. Ne iSimtis ir Polyomaviridae

Seimos nhariai.
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1.5 pav. Poliomos virusy vystymosi lasteléje schema. Infekcija prasideda PyV jungiantis su
lastelés pavirciuje esanéiais gangliozidy receptoriais (GT1b ar GD1b) ir/arba N-glikozilintais
baltymais turinéiais o(2,3)-sialinés ragsties lickany (1). Aktyvuojama endocitozé (2) ir PyV
nuneSami j ET (3), kuriame kapsidé dalinai suardoma. ET kokybés kontrolés baltymai pazjsta
dalinai suardyta kapsid¢ Kaip neteisingai susivyniojusj baltyma ir virusas perneSamas j
citoplazma (4). Citoplazmoje esant zemai kalcio jony koncentracijai viruso kapsidé dar labiau
suyra ir atidengiami VP2/3 baltymai. Importinas o/f1 atpazjsta VP2/3 baltymy pavirSiuje
esanc¢ias NLS ir viruso genomas pernesamas j branduolj (5). Branduolyje persitvarkius viruso
DNR prasideda ankstyvojo rajono geny raiska (6). Susintetinti ankstyvieji baltymai
perneSami | branduolj ir inicijuoja virusinés DNR replikacijg (7), tuomet vyksta vélyvyjy
geny raiSka (8). Po biosintezés struktiiriniai baltymai transportuojami j branduolj ir susirenka
i kapsidés supakuojant virusing DNR (9). Virionai palieka lastele lizés metu (10), bet dalis
viriony gali iSeiti i8 lastelés sekretuojamy baltymy puslelémis (11). Pagal Helle ir kt., 2017.

Poliomos virusui prisijungus prie lastelés pavirSiuje esanciy gangliozidy
Ir su jais asocijuoty koreceptoriy yra aktyvuojama endocitozé. Nors PyV
pasizymi skirtingais endocitozés ir citoplazminio transporto keliais, taciau visi
poliomos virusai yra nesami j ET (1.5 pav). Cia viruso kapsidé yra dalinai
suardoma. Pentamerus tarpusavyje laikantys disulfidiniai rySiai yra
izomerizuojami ET Saperono disulfido izomerazés ERp29 arba nutraukiami
disulfido oksidoreduktazés ERp57 (Schelhaas ir kt., 2007). Dél izomeraziy

veikimo iSlaisvéjus viriono pentamery VP1 C-galui pakinta kapsidés
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architekttira, tampa pasiekiami hidrofobiniai VP2, VP3 viruso baltymai
(Magnuson ir kt., 2005). Kuomet kapsidé pasiekia ET plazming membrang, jai
integruojantis j lipidy dvisluoksnj hidrofobiniai viriono VP2, VP3 baltymai
sgveikauja su membraniniu baltymy kompleksu (EMC), vadinamu EMC1 (1.6
pav). EMC1 kartu su membraniniu J baltymu C18, ne tik padeda virusui pereiti
per membrang ] citozolj, bet ir veikia kaip molekuliniai Saperonai - apsaugo
virusg nuo ankstyvo issiardymo (Bagchi ir kt., 2016). Taip PyV pasiekia
lastelés citozolj vis dar kapsidés pavidalu. Teigiama, kad Siai translokacijai yra
svarbus viruso VP3 baltymas (Inoue ir Tsai, 2011). Citozolyje Hsp70-SGTA-
Hsp105 molekuliniy Saperony kompleksas dalyvauja membranos pertvarkyme
po kapsidés peréjimo, patraukia virusag nuo membranos, Siame procese taip pat
dalyvauja DNAJ C18, C12, C14 J-baltymai (Walczak ir kt., 2014). Hsp105 yra
esminis Saperonas PyV infekcijai, jis gali keisti kapsidés architektiirg
(Ravindran ir kt., 2015). Kiti tyrimai teigia, kad Hsp70 Saperono saveika su
viruso kapside reguliuojama SGTA yra biitina viruso infekcijai, nes lastelése
nesintetinan¢iose Hsp70 baltymo PyV kapsidés uzstringa ET. PyV gabenimo j
branduolj metu nuvelkami struktiiriniai baltymai. Yra duomeny, kad kartu
keliauja SGTA, nes jis yra aptinkamas ir branduolyje, nors neturi NLS
(Dupzyk ir kt., 2017). Branduolyje wvyksta transkripcija, viruso DNR
replikacija (1.5 pav) (Nakanishi ir kt., 1996). PyV replikacijos metu taip pat
yra reikalinga Hsp70 saperony pagalba - DNR sintezés fermenty taisyklingam
veikimui uztikrinti (Sullivan ir Pipas, 2002). Visi virusai nepaisant jy
sudétingumo naudojasi lastelés Seimininkés baltymy sintezés sistema (Walsh ir
kt., 2013), taip pat ir citozoliniy baltymy de novo lankstyme dalyvaujanciais
Saperonais. Eukariotai turi dvi kartu veikiancias skirtingas Saperony ir
koSaperony sistemas: su ribosoma susijungiantj kompleksa RAC ir

heterodimerinj kompleksa NAC.
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1.6 pav. Poliomos viruso (SV40) transporto i§ ir j citozoli modelis (Pagal Bagchi ir kt.,
2016).

hidrofobiskas

Q-

daliné destabilizacija stabilizacija

Visi zinduoliy PyV koduojami LTAg, STAg, 17kT antigenai i$ esmés
patys yra viruso koduojami molekuliniy Saperony J baltymai, galintys
stimuliuoti Hsp70 Saperony ATP-azinj aktyvuma ir skatinti bei stabilizuoti
Hsp70 Saperony sgveikas su substratu. PyV T antigeny J domenai yra
konservatyviis. Pavyzdziui, molekuliniais metodais keic¢iant baltymy J
domenus, nustatyta, kad SV40, JCPyV, BKPyV T antigeny J domenas pilnai
kompensuoja E.coli DnaJ kosaperono funkcinj veikima, svarby A fago sintezei
(Kelley ir Georgopoulos, 1997). Tas pats PyV J domenas sukeistas su mieliy
Ydjlp saperono J domenu buvo pakankamas Ydjlp Saperono funkcionalumui
(Sullivan ir Pipas, 2002). T antigeny J domenai yra svarbiis Py Vviruso
atliekamuose transformaciniuose procesuose. LTAg J domenas inicijuodamas
Hsc70 Ssaperono ATP hidrolize indukuoja pRb konformacijos pokytj ir pRb-
E2F baltymy komplekso isardyma (Andrei ir kt., 2015).

Viruso kapsidés formuojasi branduolyje. VP1, VP2 bei VP3
struktiiriniai baltymai yra sintetinami Iastelés citoplazmoje ir turi bti
transportuojami j branduolj (1.5 pav). Visi Sie baltymai turi NLS sekas, taciau
be VP1 baltymo VP2 ir VP3 struktiiriniai baltymai kaupiasi citoplazmoje dél
neefektyvaus transporto. Sie pastebé¢jimai leidzia manyti, jog j branduolj visi
trys baltymai yra pernesami kaip vienas kompleksas. Greiciausiai VP2 ir VP3

baltymy NLS yra reikalinga viruso infekcijos pradzioje jam patenkant j
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branduolj, 0 VP1 NLS seka yra panaudojama kapsidés formavimo metu.
Branduolyje formuojasi pentamerai ir padauginta virusiné DNR yra pakuojama
1 kapsides. Hsp70 saperony Seimos nariai dalyvauja ir virusiniy struktiiriniy
baltymy iSlankstyme, ir yra batini kapsidés susirinkimui (Mayer ir kt., 2005;
Bundy ir Swartz, 2011). Pavyzdziui, bakterijy DnaK Saperonas (Hsp70
analogas) yra svarbus JCPyV VPD produkcijai, tirpumui, teisingam VPD
sulankstymui ir biologiniam aktyvumui (Saccardo ir kt., 2014). Kadangi viruso
infekcija dazniausiai yra susijusi su J baltymo ir Hsp70 Saperono sgveika,
kuriant vaistus prie§ PyV infekcijg, ieSkomi preparatai slopinantys PyV T
antigeny J domeny ATP-azinj aktyvumg (Manos-Turvey ir kt., 2016). Seniai
zinoma, kad Hsp70-J baltymy sistemos neveikia po viena, bet substratai
keliauja nuo vienos Saperony sistemos prie kitos (Balchin ir kt., 2016).
Baltymy sulankstymo ir perlankstymo keliuose Hsp70 sgveikauja su dalinai
sulankstytais baltymais ir pernesa juos kitoms Saperony sistemoms.

Poliomos virusy i8¢jimo i$ Igstelés mechanizmas priklauso nuo viruso ir
infekuojamy lasteliy tipo. Kai kurie tyrimai atskleidzia, jog virusas suardo
lastele. Parodyta, jog JCPyV sukelia centinés nervy sistemos lasteliy zitj,
nepriklausomg nuo apoptozés mechanizmy. Vyksta Igsteliy nekrozé, virusas
isplinta po organizma (Seth ir kt., 2004). Antra vertus yra duomeny, kad
virusas gali palikti Iastele pasinaudodamas sekrecinémis puslelémis (1.5 pav)
(Clayson ir kt., 1989).

1.1.4. Poliomos virusy patogeniSkumas
Zmoniy PyV infekcijos sukeliamos ligos (1.1 lentel¢) daZniausiai

pasireiskia sutrikus imuninés sistemos pusiausvyrai.
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1.1 lentelé. Zmogaus poliomos virusai (HPyV), ju atradimo eiliSkumas ir sasajos su

patologijomis (Pagal Calvignac-Spencer ir kt., 2016).

Rasis | Gentis V|r_us_o Trumpinimas Atradw_no Siejamos ligos
pavadinimas metai
. Su poliomos
HPyV1 | Beta | CH Poliomos BKPYV 1971 virusu susieta
virusas .
nefropatija
HPyv2 | Beta | C Poliomos JCPYV 1971 PML
virusas
Karolinskos Kvénavimo tak
HPyV3 | Beta | instituto poliomos | KIPyV 2007 nvepavimo sy
. infekcijos (?)
virusas
Vasingtono L.
HPyV4 |Beta | universiteto WUPYV 2007 Kvepavimo taky
. . infekcijos (?)
poliomos virusas
HPYV5 | Alpha Me_rkello la}_stehq MCPyV 2008 Mer{(ellolqstehq
poliomos virusas karcinoma
Zmogaus . .
. Disk '
HPyV6 | Delta | poliomos 6 HPyV6 2010 ' erato,tme
. dermatozé
virusas
Zmogaus . .
. Diskeratot
HPyV7 | Delta | poliomos 7 HPYV7 2010 Seraiorne
. dermatozé
virusas
Trichodysplasia . :
HPyV8 | Alpha | spinulosa TSPyV 2010 Tr_|chodyspla3|a
. . spinulosa
poliomos virusas
Zmogaus
HPyV9 | Alpha | poliomos 9 HPyV9 2011 Nezinoma
virusas
HPYV10 | Delta | iaviopoliomos |y pven, 19019 Nezinoma
virusas
Sent Luiso ..
HPyV11 | Delta : . STLPyV 2013 Nezinoma
poliomos virusas
Zmogaus
HPyV12 | Alpha | poliomos 12 HPyV12 2013 Nezinoma
virusas
Naujojo Dzersio ..
HPyV13 | Alpha . . NJPyV 2014 Nezinoma
poliomos virusas
Lyon IARC
poliomos virusas ..
HPyV14 | ? . LIPyV 2017 N
y (Gheit ir kt., y czinoma
2017)
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BKPyV gali sukelti nefropatija pacientams po inksty transplantacijos,
kuri siejama su hemoraginiu cistitu (Hirsch, 2005). Taip pat BKPyV gali
sukelti encefalita ir meningita esant supresuotam imunitetui (Chittick ir kt.,
2013). JCPyV sukelia progresyvig multilokaline leukoencefalopatijg (PML),
JCPyV infekuoja oligodendrocitus, astrocitus ir lemia jy demielinizacija
(Gheuens ir kt., 2013). Net 5% AIDS ligoniy pasireiskia PML, kaip
komplikacija (Johne ir kt., 2011). Nuo 20% iki 50 % PML pacienty
mirtingumo laikotarpis yra trys ménesiai (Brew ir kt., 2010). Jdomu, kad
BKPyV ir JCPyV koduoja VP4 baltyma, kuris panaSus j SV40 VP4 baltyma
sicjamg su lastelés lize (Daniels ir kt., 2007) ir SV40 rezus bezdzionéms
sukelia j PML panasia liga. Nors yra ieskoma BKPYV sasajy su prostatos véziu
(Keller ir kt., 2015) ir inksty karcinoma (Kenan ir kt.,, 2017), JCPyV su
gaubtinés zarnos véziu (Ramamoorthy ir kt., 2011), o HPyV7 DNR ir LTAg
sintez¢ aptikta Ciobreliaukés epitelio augliuose (Rennspiess ir kt., 2015), bet
kol kas, patvirtintas tik MCPyV kancerogeniskumas (Toptan ir kt., 2016).
MCPyV sukelia reta bet agresyvig odos vézio formg — Merkelio Iasteliy
karcinomg. Nuo 1986 m. iki 2001m. Amerikoje pagal turimus 9 valstijy ligy
registry duomenis 1124 karcinomy atvejy yra susieti su MCPyV, t.y., 0,15 -
0,44 atvejy 1§ 100000. Per analizuotg laikotarp; sergamumas augo 8 % per
metus. Daugiausiai Merkelio karcinomos atvejy nustatyta vir§ 70 mety amziaus
pacienty grupéje (Hodgson, 2005). MCPyV koduoja ALTO baltyma, siejama
su zmogaus lasteliy signaliniy keliy manipuliacijomis ir vézio vystymusi
(Carter ir kt., 2013). Be to, MCPyV STAg indukuoja centrosomos daugkartinj
dvigubéjimg, aneuploidija, chromosomy nestabilumg ir mikrobranduolio
formavimagsi (Kwun ir kt., 2017). Panasiai meskéno PyV gali transformuoti
lastele Seimininke ir taip sukelti piktybinius meskéno smegeny auglius (Dela
Cruz ir kt., 2013). Vis délto tai laikoma iSimtine savybe tarp zinduoliy PyV,
nes apie 80 % Merkelio lasteliy karcinomy augliuose randamas integruotas
MCPyV genomas (Feng ir kt., 2008), dazniausiai tik LTAg ir ST antigenus
koduojancios sekos (DeCaprio, 2017). Analizuojant MCPyV genomo sekas,

iSskirtas i§ Merkelio karcinomy lgsteliy, LTAQ pasizyméjo mutacija geno
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pabaigoje, kuri neaptikama MCPyV genomy sekose isskirtose i§ sveiky
audiniy. Si LTAg mutacija nejtakoja supresoriniy LTAg savybiy, bet panaikina
viruso DNR replikacijos galimybe, nes MCPyV néra keliaujantis virusas ir
antriniu badu neuzkrécia kity lgsteliy (Shuda ir kt., 2008). Merkelio
metastazuojancios karcinomos lasteliy linijos LoKe tyrimai atskleidé, kad
sutrumpinto LTAg tikslas yra slopinti Rb baltymo veiklg (Hesbacher ir kt.,
2016). Leétinei viruso infekcijai palaikyti pasitelkiamos Igstelées SCF E3
ubikvitino ligazés, kurios fosforilindamos evoliuciskai koservatyvias LTAg
baltymo vietas reguliuoja jo degradacijg ir uztikrina pastovaus lygio palaikymg
(Kwun ir kt., 2017). Pademonstruota, kad MCPyV STAg gali jungtis su
baltymy fosfatazés PP2A B suvienetu, taip slopindamas jos veikimag (Kwun ir
kt., 2015). Sios fosfatazés slopinimas lemia MAP kinazés signalinio kelio
pokycius ir lastelés proliferacija (Chen ir kt., 2007). Reikia pabrézti, kad
Merkelio karcinomos Iastelése nustatoma nemazai papildomy somatiniy
mutacijy, kurioms kooperuojantis su viruso koduojamy antigeny poveikiu ir
pasireiskia $io viruso kancerogeniskumas (DeCaprio ir kt., 2017).

Pateikiama tvirty jrodymy, kad WU poliomos virusas susijes Su
kvépavimo taky (plauciy ir trachéjos audiniy) infekcija, pasireiskusia pacientei
po kauly ciulpy persodinimo operacijos (Siebrasse ir kt., 2016). KIPyV
identifikuotas pilnai nustacius genomo seka sveiko zmogaus nosies audiniuose
ir, taip pat kaip WUPYV, potencialiai susietas su timia kvépavimo taky
infekcija (Dehority ir kt., 2016). Atrastas naujas ziurkiy poliomos virusas
(RatPyV2), pasizymintis dideliu VP1 panasumu j WU ir KI PyV VP1,
sustiprina jzvalgas apie galima su WU ir KI PyV susijusj patogeniskuma
(Rigatti ir kt., 2016). RatPyV2 buvo isskirtas i$ ziurkiy su sunkiu T lasteliy
imunodeficitu, susijusiu su X chromosoma, seiliy liauky, naudojant zmoniy
poliomos virusy antikiiny imunohistocheminj testa (P-PIT). RatPyV2 buvo
aptiktas jvairiuose seiliy liauky infekcija serganciy ziurkiy organuose: plauciy
bronchiolése, trachéjoje, sékliniame latake, prostatoje, kiauSintakiuose.

Kadangi RatPyV2 pasizymi dideliu panasumu j WUPYV ir sukelia panasius
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Klinikinius simptomus, gali bati, kad ir WUPYV galéty panasiai paveikti
imunosupresuotg infekuoto paciento organizma (Siebrasse ir kt., 2016).
epidermio hiperplazija pasireiSkian¢ia po imunosupresinés terapijos (Ho ir kt.,
2015). Véliau nustatyta ir HPyV6 sgsaja su dermatologinémis ligomis. HPyV6
buvo aptiktas dviejy vyry, kencian¢iy nuo nieztinCiy, gausiy bérimy,
méginiuose. Jdomu, kad vienas i§ pacienty tyrimo metu nebuvo
imunosupresuotas. HPyV6 ir HPyV7 sukeliamus odos pakitimus buvo
pasitilyta apibudinti kaip diskeratoting dermatoze (Nguyen ir kt., 2016).
TSPyV sukelia Trichodysplasia spinulosa - retg odos liga,
pasireiSkiancig organizmo imunosupresijos salygomis (van der Meijden ir kt.,
2010). Budingi pozymiai - Keratino iSaugos, papilés, neproporcingai padidéje
plauky folikuliniai mazgeliai ypa¢ veido srityje bei odos sustoréjimas
(Matthews ir kt., 2011). Kadangi Sie pozymai nustatomi gana jauniems
Imunosupresuotiems individams, sitiloma, kad Trichodysplasia spinulosa
pasireisSkia esant Sio viruso pirminei infekcijai (van der Meijden ir kt., 2017).
TSPyV koduojami LTAg galimai pakei¢ia keratino lasteliy ciklg ir taip lemia
ju netvarkingg dalinimasi (Kazem ir kt., 2014). TSPyV LTAg baltymas per
LXCXE motyva turi galimybe jungis prie pRb-E2F komplekso ir islaisvinti
E2F transkripcijos faktoriy, atsakingg uz lgstelés ciklo baltymy raiska.
Zinomas labai panasus mechanizmas, kuomet zmogaus papilomos viruso
HPV16 onkogeninis baltymas E7 jungiasi su pRb ir jj suardydamas netiesiogiai
kontroliuoja lastelés ciklo perjungimg (Malanchi ir kt., 2004). Tikslus TSPyV
patogeninis mechanizmas néra iSaiSkintas. Trichodysplasia spinulosa ligos
paveiktose plauky folikuly Serdies lastelése imunohistocheminiu metodu buvo
aptiktas gausus fosforilinto pRb baltymo kiekis ir su LTAg sinteze susijes
padidéjes p16™42 ir p21%a” Iastelés ciklo reguliaciniy baltymy kiekis (Kazem ir
kt., 2014). 1.7 paveiksle pateikiama TSPyV LTAg baltymo sintezés poveikio
lastelés ciklui hipotetiné schema. Retinoblastomos Seimos baltymai (pRb,
pl07, p103) reguliuoja lastelés DNR sinteze¢ ir peréjimg i§ G1 j S ciklo fazg.
TSPyV viruso LTAgQ prisijugimo jtakotas padidéjes pRb fosforilinimas
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islaisvina E2F baltyma, kuris aktyvina lastelés ciklo baltymy p16™4 jr p21"af
sinteze. Pastarieji baltymai slopina ciklino-D1/CDK4 komplekso veikimg ir
taip lastelé praranda mechanizmg stabdyti savo cikla G1 fazéje. Esant
gausesniam keratino lasteliy kiekiui TSPyV virusas gali efektyviau daugintis.

TSPyV LTAGg ir p53 baltymo sgveika dar nebuvo nustatyta.

e amit

1.7 pav. TSPyV didziejo antigeno
(LTAg) sintezés jtakojamas
hipotetinis Iastelés ciklo
reguliacijos scenarijus. Pagal
Kazem ir kt., 2014.

Naujausiais duomenimis, analizuojant TSPyV genomy sekas, kurios
buvo isskirtos i§ 13 Trichodysplasia spinulosa pacienty kraujo (Si imtis sudaro
40 % visy pasaulyje aprasyty atvejy), nustatytos jvairios variacijos. Be pokyciy
nekoduojan¢iame regione nustatytos variacijos ir keturiose kitose TSPyV
genomo vietose, jskaitant konservatyvy 5 atvirg skaitymo rémelj (ASR5), jo
persidengimo vietoje su ASR2. Trys i§ keturiy nesinoniminiy pakaity buvo C/T
antrojoje kodono pozicijoje konservatyvioje ASR5 vietoje, pasikeiciant Val j
Ala koduojamame ALTO baltyme ir vidutiniame T antigene (MT) (Kazem ir
kt., 2016). Analogiskas kodony perjunginéjimas vyksta ir grauziky PyV
(MPyV ir HaPyV) vidutiniame T antigene (MT), kuris atsakingas uz lastelés
transformacijos procesus (Cheng ir kt., 2009). Sis ASR5 yra filogenetigkai
susietas su kitais genomo regionais, lémusiais jy divergencijg, daugumoje
Ortho genties PyV (Carter ir kt., 2013; Lauber ir kt., 2015). Tai rodo, kad
vyksta savotiSka viduriiSiné evoliucija Seimininko organizme, svarbi viruso

adaptacijai ir patologijai.
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Paukséiy PyV (APyV) gali replikuotis jvairiuose organuose ir tuo
skiriasi nuo zinduoliy PyV (Johne ir kt.,, 2011). APyV (BFDPV) sukelia
pauksciams vidinj kraujavima, silpnumag ir zitj, bet nattiraliomis saglygomis né
viena pauksciy PyV infekcija nesukelia augliy. Vis délto paukséiy PyV néra
prarade transformaciniy savybiy: APyV (BFDPV) in vitro sglygomis geba
transformuoti ziurkéno embriono lasteles (Lehn ir Muller, 1986).

Sutrikes Igstelinis imuninis atsakas ir sumazéjes B lasteliy imuninis
aktyvumas gali paskatinti PyV infekcija, kaip yra pademonstruota tiriant BK ir
JC poliomos virusus (Wiedinger ir kt., 2014). Gossai ir kolegy tyrime HPyV9
paplitimas koreliuoja su rikymu, kaip imunosupresiniu veiksniu (CD4+ T ir B
proliferuojanciyjy lasteliy mazesnis skaicius) arba riukanciojo organizmo
kvépavimo trakto struktiiriniai pakitimai yra palankesni PyV infekcijai. Taip
pat teigiama, kad PyV infekcijos yra susijusios su limfocity sgstato poky¢iais.
Asmenys, turintys anti-BKPyV ar anti-HPyV9 Ak, turi maziau CD8+ T
lasteliy, bet daugiau B lasteliy. Vis délto sie skirtumai yra nedideli ir tirtoje
Amerikos populiacijoje auksti anti-BKPyV, anti-JCPyV ir anti-HPyV9 titrai
statistiSkai patikimai nekoreliavo su imuniniy Igsteliy sastato pokyciais (Gossai
ir kt, 2016). Kitame tyrime, kuriame dalyvavo Zzmonés sergantys
progresuojancia multifokaline leukoencefalopatija, anti-JCPyV specifinis T
lasteliy (CD8+) atsakas koreliavo su pacienty iSgyvenamumu (Khanna ir kt.,
2009). T lasteliy aktyvacija slopinantys imunosupresuojantys vaistai, skiriami
po transplatacijy, yra siejami su PyV sukelta nefropatija. Trusch su kolegomis
nustaté aukstesnj anti-HPyV9 Ak kiekj pacienty po hemopoetiniy kamieniniy
lasteliy transplantacijos kraujo serumuose lyginant su sveiky asmeny Kraujo
serumais, bet tai gali bati susije ir su Ak pernasa transplantacijos metu (Trusch
ir kt., 2012). Naujy HPyV in situ hibridizacijos ar patologisky organy biopsijy
imunohistochemijos tyrimai turéty ateityje suskirstyti HPyV | galimai

patogeniskus ir tiesiog nezalingus zmogaus palydovus.
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1.1.5. Zmogaus poliomos virusy serologiniai tyrimai

PyV su Seimininko organizmu susij¢ simbiotiniais rySiais, ta¢iau néra
aiSku, kokiu budu pasireiskia nauda abiems partneriams. Poliomos virusy
paplitimo tyrimams seniausiai naudojamas serologinis metodas —
hemagliutinacijos inhibicija. Jis buvo naudotas iki 2003 m. Ak pries JCPyV ir
BKPyYV nustatymui Zmogaus kraujo serume. Sis metodas remiasi kraujo
serume esanc¢iy anti-JCPyV ar anti-BKPyV specifiniy Ak prisijungimu prie
viruso pagrindinio kapsidés baltymo, ir dél to nebevykstan¢ia Siy virusy
sukeliama eritrocity hemagliutinacija. Siuo metu zmogaus PyV paplitimo
tyrimams naudojama imunofermentiné analizé (IFA). IFA analizé yra
jautresnis metodas, nei hemagliutinacijos testas. Daugiausia anti-HPyV
antikiiny nustatymui naudojamas VP1 baltymas, nes LTAg pasizymi labai
zemu imunogeniSkumu (Bodaghi ir kt., 2009), nors jo sintezé vyksta ir
ankstyvosios ir vélyvosios viruso geny raiskos metu. Gali bati, LTAg, kaip
reguliacinis virusinis baltymas yra nepasiekiamas imuninei sistemai ir dél Sios
savybés néra tinkamas PyV serologinio aktyvumo nustatymui. Agno baltymas
taip pat yra silpnas antigeninis Zymeklis (Leuenberger ir kt., 2007), be to jj
sintetina ne visi zmogaus PyV. Pagrindinis PyV baltymas, prie§ kurj
susiformuoja imuninis atsakas - iSorinis kapside formuojantis VP1 (Imperiale
ir Major, 2007). Mazieji kapsidés baltymai VP2 ir VP3, dél savo lokalizacijos
viriono vidinéje dalyje, néra antiktiny pasiekiami taip efektyviai (Norkin ir kt.,
2002). Kristalografiné WUPYV ir KIPyV VP1 baltymy analizé¢ (Neu ir kt.,
2011) atskleidé, kad Siy zmogaus PyV pentamery struktiirai budingos B-
grandines jungiancios, baltymo iSor¢ sudarancios pagrindinés keturios kilpos
(1.8 pav B). Pentamery pavirSius, sudarantis viriono isorinj pavir$iy, susideda
i§ ilgos variabiliausios BC kilpos, kuri skirstoma j BC1 ir BC2 dalis, pasuktas
prieSingomis Kryptimis. Pentamery Sonuose yra EF Kkilpos, kuriy dalys
formuoja mazas trigrandines p-klostes. Kiekvieno VP1 monomero BC1, BC2,
DE ir HI pavirSiaus Kkilpos besijungdamos su B-klostémis ir o-spiralémis
suformuoja i§ esmés visa viriono pavirsiy (1.8 pav B). Siy kilpy variacijos yra

atsakingos uz virulentiSkumg, antigeniSskumg, jos saveikauja Su lgstelés
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receptoriais (Stehle ir Harrison, 1997; Neu ir kt., 2008). VP1 baltymo sekoje
buvo nustatyta grupé mutacijy, kurios jtakoja viruso patogeniskumg (Dugan ir
kt., 2007) ir iSgyvenamuma kamieninése kepeny lagstelése (Tremolada ir kt.,
2010).
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1.8 pav. WUPyV VP1 pentamero (A) ir monomero (B) kristaliniy struktiiry schemos. -
klostés suzymétos i$ eilés raidémis pagal SV40 struktira. WUPYV VP1 schemoje (A) zalia
spalva paryskintas monomeras, tarp dviejy Soniniy pilky monomery. Pilka rodyklé nurodo
simetrijos asj. Atskiro monomero schemoje (B) variabilios kilpos pazymétos violetine spalva
(pagal Neu ir kt., 2011)

IFA atliekama naudojant VP1 baltyma, kaip antigena, pentamery arba
VPD pavidalu (Moens ir kt., 2013). Pademonstruota, kad naudojant VPD, kaip
padengiant] antigena, IFA yra jautresné ir specifiSkesné, nei monomery ar
pentamery forma (Bodaghi ir kt., 2009; Sroller ir kt., 2015).

Antiktiny prieS HPyV paplitimo suaugusiy zmoniy Kkraujo serumo
méginiuose jvairiose Salyse duomenys apibendrinti 1.2 lenteléje. Vidutiniskai
apie 80 % pasaulio zmonijos populiacijos yra susidiir¢ su HPyV ir turi kraujo
serumuose cirkuliuojan¢iy 1gG antiking prie§ jvairius HPyV tipus.
Akivaizdziai iSsiskiria antikiiny pries HPyV12 salyginai nedidelis bendras
paplitimas. Sis virusas nuo kity HPyV skiriasi ir tuo, kad jo LTAg neturi

LXCXE motyvo, kuris reikalingas nuo retinoblastomos baltymo priklausomam
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vézinés transformacijos aktyvumui pasireiksti. HPyV12 atradéjy manymu, Sis

virusas galimai néra patogeniSkas (Korup ir kt., 2013).

1.2 lentelé. Antikiiny prie§ Zmogaus poliomos virusy VP1 baltyma paplitimas sveiku
suaugusiyjy Zmoniy Kraujo serumo méginiuose.

Virusas Seroteigiamas Naudota literatiira
aktyvumas
HPyV1 55.90 o Kean ir kt., 2009; Lundstig ir Dillner, 2006;
(BKPyV) ° Moens ir kt., 2013
HPyV?2 0
(JCPYV) 44-90 %
HPyV3 55.91 Gossai ir kt., 2016; Kean ir kt., 2009; Neske ir
(KIPYV) ° kt., 2010; Nguyen ir kt., 2009
HPyV4 .
(WUPYV) 69-98 %
Gossai ir kt., 2016; Kean ir kt., 2009; Nicol ir
HPyV5 e kt., 2013; Pastrana ir kt., 2009, van der
(MCPyV) 0 Meijden ir kt., 2013; Zhang ir kt., 2014
HPyV6 67-98 % Ehlers ir Wieland, 2013; Gossai ir kt., 2016;
Nicol ir kt., 2013; Schowalter ir kt., 2010; van
- 0,
RN DS der Meijden ir kt., 2013, Sroller ir kt., 2015
Gossai ir kt.,, 2016; Nicol ir kt., 2013;
HPyV8 20-84 % Pedergnana ir kt., 2017; van der Meijden ir kt.,
(TSPYV) o 2013; 2011; Sroller ir kt., 2015
Ehlers ir Wieland 2013; Gossai ir kt., 2016;
HPW/O 20-70.% Nicol ir kt., 2013; 2012; Trusch ir kt., 2012;
y R van der Meijden ir kt., 2013; Sroller ir kt.,
2015
HPyV10 42-99 Berrios ir kt., 2015; Gossai ir kt., 2016, Nicol
(MWPYV) ° ir kt., 2014
HPyV11 0 Lim ir kt., 2014
(STLPYV) 68-70 %
Ehlers ir Wieland 2013; Korup ir kt., 2013
HPYV12 23-33 % S Up1
HPyV13 ) -
(NJPYV)
HPyV14 - -
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Taip pat stebimas mazesnis anti-HPyV9 Ak paplitimas (1.2 lentelé). Kol
kas néra publikuoty duomeny apie antikiiny prie§ neseniai identifikuotus
HPyV13 ir HPyV14 nustatyma Kraujo serume.

Bendra tendencija, kurig rodo zmogaus PyV serologiniai tyrimai —
ankstyva pirminé infekcija ir su amziumi didéjantis Seroteigiamy méginiy
skaiCius (Kean ir kt., 2009; Chen ir kt., 2011; Viscidi ir kt., 2011; Nicol ir kt.,
2013; 2014; Gossali ir kt., 2016). Zmogaus PyV koinfekcija keliais viruso tipais
taip pat yra daznas atvejis (Gossai ir kt., 2016). Ivairiy tyrimy grupiy
duomenimis skiriasi anti-HPyV Ak kryZzminis aktyvumas, antigenu naudojant
VP1 baltymg (Viscidi ir Clayman, 2006; Moens ir kt., 2013). Kryzmiskai
reaguojantys antiktinai nustatomi pries HPyV6 ir HPyV7 (Nicol ir kt., 2013),
IFA antigenu naudojant ir VPD isgrynintas i§ vabzdziy lgsteliy, ir paraleliai
naudojant VP1 su GST inkaru iSgrynintas i§ bakterijy lasteliy (Sroller ir kt.,
2015). Kryzminis reaktyvumas pademonstruotas tarp BKPyV ir JCPyV (sekos
identiskos 69 %), ir KIPyV ir WUPyYV (sekos identiskos 66 %) (Moens ir kt.,
2013). Artimas ar. seky panasumas ypac¢ pagrindinése pavirSinése Kilpose, gali
lemti kryzminiy AK susiformavima. Evoliucijos mechanizmy palaikomos
zmogaus PyV pavirSiniy kilpy domeny ar. seky varijacijos, jvairesni
imunologiniai epitopai, suteikia salygas PyV koinfekcijoms (Carter ir kt.,
2003). Serologiniai duomenys gali biati iSkraipomi ir dél Ak kryzminio
aktyvumo pries dar nezinomus PyV. Pavyzdziui pries 30 mety kelios tyrimy
grupés nustaté jog 30 % Zmoniy kraujo serumy turi Ak prie§ bezdZionés
poliomos virusg LPV (Brade ir kt., 1981; Takemoto ir Segawa, 1983; Kean ir
kt., 2009). O dabar parodyta, kad $ig anti-LPV seroteigiama reakcijg lemia
zmogaus kraujo serume cirkuliuojantys anti-HPyV9 Ak (Trusch ir kt., 2012),
nes genetiskai bei serologiskai LPV ir HPyV9 yra panasis virusai, jy VP1
baltymo ar. sekos panasios 84 % (Moens ir kt., 2013). Taigi, Ak prie§ naujus
ne zmogaus PyV aptikimas zmogaus kraujo serume vertinamas gana atsargiai.
Teigiama, jog zmogus gali turéti daugiau zmogaus PyV, artimy Simpanziy
PyV, nes analizuojant Zmoniy kraujo serumus IFA metodu, naudojant

Simpanziy PyV VP1 antigenus, nustatytas daznas teigiamas serologinis
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signalas, nors tarp Simpanziy PyV VP1 ir HPyV VP1 kryzminis aktyvumas
nenustatytas (Scuda ir kt., 2013).

1.2. Mieliy Saccharomyces cerevisiae raiskos sistema

Pries 6-8 tiukstanCius mety senovés civilizacijos pritaiké mieles
fermentuoty, rauginty produkty gamyboje. S.cerevisiae labiausiai iSanalizuota
ir iSnaudota mieliy rasis (i 700), kurios genoma sudaro 16 chromosomy, apie
5700 baltymus koduojanéiy geny ir kuri priklauso vienalgséiy gryby -
askomicety grupei. S.cerevisiae mielés buvo pirmasis eukariotinis organizmas,
kurio pilna genomo seka buvo nustatyta (Goffeau ir kt., 1996). Visi mieliy
genomo projekto duomenys nuolat pildomi ir yra prieinami internetinése
duomeny bazése (Eukarioty promotoriy, SGD). Tad S.cerevisiae ne veltui yra
vadinama eukariotine Escherichia coli.

Pirmosios zmogui naudoti patvirtintos vakcinos pries hepatito B ir
papilomos virusg yra produkuojamos mieliy lgstelése (De Wilde ir kt., 1985;
Shouval ir kt., 2003; Bryan, 2007). Siuo metu rinkoje yra net 12 mielése
gaminamy komerciniy profilaktiniy vakciny, patvirtinty naudoti zmogui (Bill,
2015), taip pat yra kuriama nauja oralinés imunizacijos strategija. Jos esmé -
vientisa terapiné mieliy vakcina, kuri iSnaudoja mieliy lastelés sienelés f-
glikany (B-D-gliukozés polisacharidy) adjuvantines savybes ir vidulasteliniy
heterologiniy antigeny raiskos (King ir kt., 2016), ar net eksponavimo Iastelés
pavirSiuje galimybes (Upadhyaya ir Manjunath, 2009). Klinikiniuose
tyrimuose naudojamos ir jvairios priesvézinés terapinés mieliy vakcinos su
augliui specifiniais antigenais (membraniniais onkobaltymais, diferenciacijos,
augimo faktoriais) sukelia specifinj stipry Igstelinj imuninj atsaka, ir sékmingai
derinamos su chemoterapija (Ardiani ir kt., 2010; Roohvand ir kt., 2017).
Reikia paminéti, kad penktadalis Siuvo metu komerciskai prieinamy
biofarmaciniy preparaty produkuojama mieliy lastelése, didzioji dalis
S.cerevisiae lastelése (Nielsen ir kt., 2013). Esminiai S.cerevisiae, kaip raiskos

sistemos, pliusai yra (1) jvairus episominiy, integruojamy, reguliuojamo kopijy
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skaiCiaus vektoriy pasirinkimas, (2) plati auksotrofiniy mutantiniy kamieny
paleté, (3) indukuojami, supresuojami, konstitutyviis promotoriai, (4) greitas
augimas, gerai iSnagrinéta fermentacija ir tolimesnés procediiros, (5) auksta
baltymy sintezés iSeiga, (6) galimybé produkuoti etanolj arba jj skaidyti, (7)
eukariotams budingi potransliaciniai mechanizmai, (8) saugumas (GRAS
statusas), endotoksiny nebuvimas (Roohvand ir kt., 2017). O pagrindinis
minusas — glikozilinimo procesy skirtumai nuo aukstesniyjy eukarioty. Pirmieji
N-glikozilinimo etapai mielése vyksta panaSiai kaip aukstesniuose
eukariotuose (Choi ir kt., 2003), bet Goldzio komplekse (GK) vyksta
daugiamanozinis glikozilinimas. Tinkamai humanizuojant mieliy glikozilinimo
kelius issiplésty ne tik zmoniy glikobaltymy produkcijos galimybés, bet
galimai pageréty sekrecija baltymy, kuriy aktyvumui glikozilinimas néra
esminis funkcinis faktorius. Tuo tikslu sparciai tobulinami S.cerevisiae mieliy
kamienai, kuriy GK mieléms buidingas O-manozilinimas kei¢iamas zmogaus
lasteléms budingu sudétingesniu O- ir N-glikozilinimu (Abe ir kt., 2016).
Sintetinés biologijos darbai norint modifikuoti mieliy raiSkos sistemas
atliekami kryptingai perkeliant genus pasizymincius naujomis funkcijomis
ir/arba pasalinant nenorimus genus. Pavyzdziui, heterologiniy baltymy, kurie
jautriis proteaziy veikimui, sintezei sukurti S.cerevisiae kamienai be atitinkamy
proteaziy (Cho ir kt., 2010). Padidinti rekombinantiniy baltymy gryninimo
iSeiga bandoma ir kuriant sekrecinius mieliy mutantus. Pirmasis genas, kurio
iSkrita 1émé padidintos sekrecijos fenotipg, buvo S.cerevisiae PMR1 genas
(Smith ir kt., 1985). Pmrlp baltymas yra GA Ca?* ir Mn?* jony kanalo dalis, jo
indélis dvejopas, nes Ca?* svarbus baltymy riisiavimui, 0 Mn?* - glikozilinimui.
Tobulinant mieliy sekrecinj kelig svarbus démesys tenka ir Saperony ir jy
koSaperony perprodukavimui. Pavyzdziui, S.cerevisiae KAR2 geno raiskos
sustiprinimas, kai produkto BiP Saperono padaugéjo deSimteriopai, padidino
sekretuojamo jaucio prochimozino kiekj 20 karty. Bandymai dar labiau
padidinti BiP Saperono kiekj davé neigiamus rezultatus (Harmsen ir kt., 1996),
parodydami lastelés-Seimininkés atsako j modifikacijas svarbg. Kartais dél

heterologiniy baltymy savybiy ar nepakankamo kurio nors fermento lasteléje
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Seimininkéje kiekio tam tikra jo sintezés stadija smarkiai sulétina visos sintezés
greitj ir heterologinio baltymo iseigas ir sukuriamas "butelio kaklelio™ efektas
(Idiris ir kt., 2010). Didelio nasumo technologijy panaudojimas, lastelés
Seimininkés transkriptomo analizé (Bonander ir kt., 2005; 2009), proteomikos,
metabolomikos duomeny bazés, S.cerevisiae neesminiy geny mutanty ir yTHC
kolekcijy panaudojimas leido pagreitinti mieliy mutacijy, pagerinanc¢iy norimy

baltymy sintezge, paieskas.

1.3. Mielés — modelinis organizmas virusy tyrimams

S.cerevisiae lgstelé yra modeliné sistema augaly, gyviiny ir Zmogaus
virusy tyrimams. Visy pirma dél to, kad mieliy lastelé prisitaikiusi prie savy
virusy: dvigrandés RNR ir teigiamos viengrandés RNR virusy ir
retrotranspozoniniy elementy (EI-Sherbeini ir Bostian, 1987). Efektyviy
antivirusiniy strategijy karimui, viruso ir Seimininko sgveiky prigimties
supratimas vaidina labai svarby vaidmenj. Replikacijos ir transkripcijos tyrimai
mieliy Igstelése prasidéjo nuo augaly Bromo mozaikos viruso (BMV) (Janda ir
Ahlquist, 1993). Mielése virusy replikacijos eksperimentai yra paprastesni,
greitesni, todél $is jrankis buvo pritaikytas kity augaly RNR virusy replikacijos
tyrimams, pavyzdziui, gvazdiky italiSkosios Zzieduotosios démétligés Viruso
(Pantaleo ir kt., 2003), pomidory kriiminiy iSaugy viruso (Panavas ir Nagy,
2003), orchidéjos Cymbidium démétligés viruso (Rubino ir kt., 2007),
Tombusvirus (Panavas ir kt., 2005) arba zinduoliy RNR virusy, t.y., aviy viruso
(angl. Flock House virus) (Price ir kt., 1996), HCV (Masek ir kt., 2007).
Mielése repikuojasi virusai, kuriy genomg sudaro teigiama viengrandé arba
dvigrandé RNR grandiné. Teigiama viengrandé RNR tarnauja Kkaip
informaciné RNR viruso baltymy transliacijai ir kaip matrica replikacijai.
Abiejy Siy procesy sklandziai veiklai ir suderinamumui yra butina lastelés
Seimininkés reguliaciniy baltymy pagalba. ISanalizavus daugelio teigiamos
RNR grandinés genomo virusy sintez¢ mieliy Igsteléje nustatyti bendri virusy
pasidauginimo bruozai. Viruso replikacijai yra butina nuo RNR priklausma

viruso RNR polimerazé, kuriai sintetinti panaudojamos mieliy vektorinés
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sistemos. Virusy RNR su autentiSkais virusui galais gali biti tiesiogiai
transfekuojama j lastele arba mielés Igsteléje transkribuojama nuo plazmidinés
DNR. Replikacijos efektyvumas tikrinamas Nothern blotingo pagalba, arba
matuojant reporterinio geno, esancio Viruso RNR sekoje, sintezés efektyvuma.
Labai pasiteisina keliy mieliy vektoriy sistemos, nes suteikia galimybe keisti ir
kontroliuoti pagalbiniy virusy ar kity baltymy sinteze atsizvelgiant j viruso
gyvenimo ciklg. IeSkant antivirusiniy taikiniy sékmingai pritaikomos mieliy
mutanty kolekcijos, atsirenkant mieliy geny iskritas, kurios slopina tikrinamo
norimo virusino baltymo pavyzdziui, polimerazés ar helikazés sintezés
sukeliamg pokytj viruso RNR replikacijai (Galao ir kt., 2007).

Mieliy Iastelése replikacijos tyrimai sékmingai atlikti ir virusy, kuriy
genetiné medziaga yra DNR, pavyzdziui, Indiskojo pupeliy geltonosios
mozaikos virusy (Raghavan ir kt., 2004), zmogaus papilomos virusy (HPV)
(Angeletti ir kt., 2002), jauciy papilomos virusy (Zhao ir Frazer, 2002) bei
adeno asocijuoty virusy (AAV). AAV infekcijos ciklo biologija nuosekliai
iSstudijuota mieliy lastelése dél Siy virusy geny pernasos vektoriy galimo
pritaikymo geny terapijoje. Nustatyti lastelés Seimininkés faktorius
jtakojancius viruso isgyvenimo efektyvuma aukstesniyjy eukarioty Igstelése
yra nelengva uzduotis. S.cerevisiae, kaip paprasta eukariotiné Igstelé yra puiki
modeliné platforma tirti AAV biologija ir AAV vektoriy produkcija. Cervelli
su kolegomis pademonstravo mielése pilnos viengrandés AAV DNR
formavimosi galimybes i$ dvigrandés plazmidinés DNR, naudojant ITR seky
apsupta URA3 gena, kurio sintezé priklausé nuo Rep baltymy. Siuo tyrimu
buvo paneigtas AAV episominés DNR formavimosi replikacijai vykstant nuo
DNR plauky segtuko struktiros modelis, parodyta, kad Rep68 baltymas
jungiasi prie ITR seky ir perkerpa vieng plazmidinés DNR granding, kuri ir
inicijuoja replikacija. Replikacijos metu dalinai viengrandé DNR suformuoja
segtuko struktiira, kurig gali iSlaisvinti Rep baltymas kirpdamas antrg ITR
seka. Siuo kirpimu paskatinamas grandinés pakeitimas, perkirptoji gradiné
tampa matricine ir tuomet replikacijos sakuté juda per vektoriaus DNR kol vél

pasiekia ITR seka. Galutiniam variante susiformuoja dviejy tipy viengradés
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DNR turincios tik po vieng pilno ilgio ITR. Teigiama, jog AAV gali koreguoti
ITR seky skai¢iy, formuojantis DNR rankenos strukttrai kuomet viengrandé
pilna ITR seka apverc¢iama ir gali inicijuoti antrosios atitaisyma. In vitro, nors
ir nesiformuojant segtuko stukttrai, ITR tarnauja kaip lgstelinis replikacijos
inicijatorius (Cervelli ir kt., 2011). Taigi, mieliy pritaikymas leidzia studijuoti
viruso produkcijos lastelinius procesus, apeinant tikslinés geny terapijos
apribojimus.

AAV kapsidziy formavimuisi mieliy lgstelése uzteko AAV2 Cap geno
raiSkos ir VP1 sintezés kontroliuojamos GAL1 promotoriaus (Backovic ir kt.,
2012). Naujausiais tyrimais buvo gauta sesiy AAV2 baltymy (VP1, VP2, VP3,
AAP, Rep78 ir Rep52) s¢kminga bendra sintezé plazmidéje su GFP Zymeniu
apsuptu ITR seky. ISsiaiskinta, kad AAV2 kapsidziy formavimasis priklausé
nuo viruso stuktiriniy baltymy ir AAP baltymo sintezés, replikacija ir viriony
susipakavimas jtakojamas ITR viruso seky ir viengrandinés AAV DNR
formavimosi mieliy branduolyje. Susiformave AAV virionai buvo islaike
infektyvumg HEK?293 lastelése (Barajas ir kt., 2017).

Zmogaus papilomos virusy (HPV) ir jau¢iy papilomos virusy (Zhao ir
Frazer, 2002) pilno ilgio genomai episominése plazmidése savarankiskai
replikuojami S.cerevisiae lgstelése. Tam papildomai nereikia né vieno virusinio
geno, uztenka HPV genome esanciy savarankiskai replikacijai reikalingy
elementy, tokiy kaip j centromera panasios sekos ir A/T turtingi klasteriai,
budingi zinduoliy genomui. Mieliy lastelés replikacijos pradzios atpazinimo
kompleksas atpazjsta atitinkamas sekas papilomos viruso genome, o0
replikacijos baltymai funkciskai kompensuoja virusinio E1 baltymo (DNR
helikazés) aktyvuma (Angeletti ir kt., 2002).

Kadangi mieliy retrotraspozony ir retrovirusy integracija yra panasus
procesas, molekuliniai mieliy Ty elementy tyrimai suteiké ziniy apie
retrovirusy ZIV ir MLV atvirkstine transkripcija (Rausch ir kt., 2017). ZIV
viruso baltymy tyrimai mieliy lastelése prisidéjo ir prie Sio viruso vystymosi
ciklo supratimo. Vpr baltymo, esminio ZIV-1 patogenezéje (lastelés G2 fazés

indukcijoje), dalyvaujancio CD4+ T lasteliy aktyvumo slopinime, pirminiai
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tyrimai atlikti mielése ir papildyti zinduoliy Igsteliy tyrimais (Zhao ir Elder,
2005). Taip pat S.cerevisiae lastelése buvo pademonstruotas ZIV viruso
proteazés PR slopinamas lIgsteliy augimas ir inicijuojama lizé dél parandamo
plazminés membranos integralumo (Blanco ir kt., 2003). Véliau buvo
patvirtinta ZIV-1 PR baltymo sukeliama zmogaus CD4+ T lasteliy nekrozé
(Ventoso ir kt., 2005). Galiausiai Rev baltymo vaidmuo ZIV viruso
replikacijoje, inicijuojant pradinés viruso informacinés RNR pernasg |
citoplazmg, buvo pirmag kartg istirtas S.cerevisiae lastelése (Stutz ir Rosbash,
1994). Gautieji rezultatai parodé splaisosomos konservatyvuma tarp Zinduoliy
ir mieliy lasteliy. Be to, virusiniy baltymy funkciné analizé praplété ir mieliy
vidulasteliniy procesy zinias, pavyzdziui, toliau nagrinéjant Rev jtakojama
eksportg buvo indentifikuotas S.cerevisiae mazas branduolio porg formuojantis
baltymas - Riplp ir jo sgveikas reguliuojantis partneris - Crmlp (Stutz ir kt.,
1997).

1.3.1. I virusus panasSiy daleliy sintezé mielése

Daugelio virusy rekombinantiniai struktdiriniai baltymai pasizymi
savybe, iskart po biosintezés, spontaniskai suformuoti multimerines
taisyklingas, virusines kapsides primenancias struktiiras, vadinamas j virusus
panasiomis dalelémis (VPD). Pagrindinis VPD sintezés mielése privalumas yra
tas, kad VPD produkcijai tinka mielése atliekamos potransliacinés
modifikacijos, struktiiriniy baltymy lankstymo kokybés kontrolé (Brodsky ir
Skach, 2011), todél pasiekama pakankama iseiga ir VPD kokybé. Taciau yra
duomeny, jog mieliy atsakas j stresg daznai didelio tankio kulttirose lemia
netaisyklingg baltymy sulankstyma bei sumazéjusj transliacijos efektyvuma
(Bonander ir kt., 2009; Bill, 2015). Svarbus veiksnys, nuo kurio priklauso VPD
iSeiga, yra mieliy atsako j stresa kontrolé, kuri gali nulemti rekombinantinio
baltymo tirpuma.

Iki Siol 35 skirtingy tipy (i§ 16 virusy Seimy) VPD yra sékmingai
produkuotos mielése, didzioji dalis S.cerevisiae, antroje vietoje Pichia pastoris

(Kim ir kt., 2017).
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Virusy neturinciy iSorinio apvalkalélio VPD i§ vidulgstelinés erdvés
gryninamos mechanisSkai ar fermenty pagalba ardant mieliy sienele, kuri
susideda i§ manozilinty baltymy, B-D-gliukozés polisacharidy (B1,3- B1,6
glikany) ir chitino (Lipke ir Ovalle, 1998). Suprantama, mielése negali biti
atkartotas virusy, turin¢iy apvalkalélj, pumpuravimasis, bet mielés atlieka visas
likusias virusy su apvalkaléliu sintezés stadijas (Biemans ir kt., 1992).
Pademonstruota, kad yra jmanoma praplésti ir turinéiyjy apvalkalélj virusy
VPD sintezés mielése galimybes. Retroviruso ZIV-1 Gag baltymo VPD
pumpuravo panaudojant S.cerevisiae sferoplasty technologija. Pumpuravusiy
VPD morfologija buvo normali ir jos pilnai buvo apdengtos plazmine
membrana (Sakuragi ir kt., 2002).

VPD galima produkuoti sekrecijos biidu nenaudojant sferoplasty,
kuomet ET, GK, endosomy ar net branduolio apvalkalélio membranos tarnauja
kaip viruso pumpuravimo platforma (Welsch ir kt., 2007). Daugiausia VPD
sekrecijos eksperimenty apraSyta Pichia pastoris mielése, dél jy savybés
efektyviau sekretuoti heterologinius baltymus. Deja, P. pastoris sekretuojant
sudétingesnés struktiiros baltymus susiduriama su jy degradacija (Ahmad ir kt.,
2014). Mieliy P.pastoris kamienai tobulinami stiprinant proteaziy inhibitoriy
sinteze¢ lgstelése. Anot autoriy, P.pastoris mielése VPD degradacija i$ dalies
buvo pasalinta kombinuojant triusio hemoraginio viruso VP1 geno sintezg su
proteaziy inhibitoriy geny raiSka, naudojant proteaziy inhibitorius auginimo
terpése ir fermentacijos metu (Fernandez ir kt., 2015). HBV sekrecija
P.pastoris mielése buvo neefektyvi dél Sio viruso apvalkalélio pavirSiaus
antigeno baltymo savybiy ir nepageréjo net pritaikius eukariotams budingus
sekrecijos signalus ar keiciant promotorius (Vassileva ir kt., 2001). HBV
pavirSiaus antigeno baltymas sekrecijos metu saveikauja Su mielés
vidulagsteliniy membrany lipidais (ypa¢ rugstiniais fosfolipidais), ir taip
nukencia HBV konformacinis vientisumas, antigeniSkumas (Kushnir ir kt.,
2012), nors tokios pasekmés nepastebétos Zinduoliy Igstelése. Noroviruso
pagrindinio struktiirinio baltymo VP1 sekrecija P.pastoris mielése tapo

efektyvesné VP1 suliejus su o-faktoriaus signalu (Tome-Amat ir kt., 2014).
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Nors dedama nemazai pastangy ieSkant VPD sekrecijos mielése pagerinimo
biidy, bet pagal literatiiros duomenis, vos keliy tipy VPD gryninamos i$ mieliy
lasteliy jas sekretuojant (Kim ir kt., 2016).

Is 35 skirtingy tipy VPD susintetinty mielése, 14 jy kapsomerai sudaryti
i§ keliy strukttiriniy virusiniy baltymy — daugiasluoksnés arba mozaikinés VPD
(Kim ir kt., 2016). Mozaikiniy VPD formavimasis pademonstruotas virusy su
apvalkaléliu ir be apvalkalélio. Mielése parvovirusy VP2 ir VP1 sintezé buvo
efektyvesné, nei vieno VP2 baltymo (kurio pilnai uztenka VPD formavimuisi).
Be to VP2 tirpumas padidéjo kuomet abiejy struktiiriniy baltymy geny raiska
buvo reguliuojama skirtingy promotoriy. Mozaikiniy VPD pranasumas yra
galimas efektyvesnis imuninis atsakas. Pavyzdziui, imunizuojant peles
parvovirusy abiejy struktiiriniy baltymy VPD sukél¢ stipresnj neutralizuojanciy
antikiiny atsaka, nei tik VP2 VPD (Chandramouli ir kt., 2013). Idomu, kad
keliy strukttriniy baltymy raiskai ir jy tirpumui jtakos turi skirtingy promotoriy
balansas bei plazmidziy strategija. Pavyzdziui, rotaviruso VPD, sudaryty i$
VP2, VP6 ir VP7 baltymy, vidulastelinei sintezei S.cerevisiae lastelése labiau
pasiteisino bendra raiskos plazmidé, nei trys atskiros. Trys plazmidés labiau
apkrauna mielés metabolizma ir visy pirma sulétéja jy augimas. Autoriai teigia,
kad labai svarbu kontroliuoti VP6 ir VP7 baltymy sintezés santykj norint gauti
autentiskas rotaviruso daugiasluoksnes VPD (Rodriguez-Limas ir kt., 2011).

Nera iki galo aisku, ar mieliy vidulastelinéje ertméje viruso struktiiriniai
baltymai pilnai susirenka j VPD. EM eksperimentai patvirtina, kad HCV VPD
gausiai susiformuoja po baltymy transliacijos mieliy P.pastoris citoplazmoje
(Falcon ir kt., 1999), o S.cerevisiae Igstelése pauksciy PyV VP1 baltymo VPD
sferiniy struktiiry formavimasis pademonstruotas EM ir imunohistochemiskai
24 val. po baltymo indukcijos (Zielonka ir kt., 2012). Taciau P.pastoris
lastelése nebuvo aptikta labai hidrofobinio HBV pavirsiaus antigeno baltymo
formuojamy VPD (Lunsdorf ir kt., 2011), o Zahid su kolegomis nustaté, jog
HBV antigeno baltymas palaipsniui suformuoja simetriskas VPD keiiant

jonine jéga chromatografinio VPD gryninimo metu (Zahid ir kt., 2015). Siuo
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metu turimi duomenys rodo, kad mielése yra visos salygas VPD formavimuisi,

bet galiausiai tai priklauso nuo struktiiriniy virusiniy baltymy savybiy.

1.4. Mieliy lasteliy flokuliacijos fenomenas

Mieliy flokuliacija apibtidinama kaip nelytinio tipo, homotipinis (vieno
tipo lasteliy), griztamas ir multivalentinis agregacijos procesas, dél kurio
mieliy lastelés sudaro greita sedimentacija pasizymin¢ig multilgsteling mase
(net milijonai Igsteliy viename gniutule) (Stratford, 1992). Lotyniskas zodis
floccus reiskia vilnos pluostg. Lasteliy sieneliy pavirSiy sgveikos yra sudétingas
procesas, jtakojamas genetiniy ir epigenetiniy reguliaciniy mechanizmy. Visy
pirma, mieliy sieneléje turi buti eksponuojami adheziniai membraniniai
baltymai, kurie yra esminiai prisitvirtinant prie biotiniy ir abiotiniy pavirSiy
(Bruckner ir Mosch, 2012). Flokuliacijos lektiny genai vadinami flokulinais
(FLO). Mieliy flokuliny genai sudaro nejprasta, funkciSkai tarpusavyje
susijusiy Seimos nariy tinkla, Kurie, esant jvairioms aplinkos salygoms, gali
vienas kitg pakeisti. FLO geny Seimos nariai (FLO1, FLO2, FLO4, FLOS5,
FLO8, FLO9, FLO10) yra telomerinéje arba subtelomerinéje (FLO11) mieliy
chromosomy dalyje (Guo ir kt., 2000). Si gana izoliuota aplinka yra saugi vieta
daznai rekombinacijai ir chromatino modeliavimo fermenty veikimui,
pavyzdziui, Sir baltymams. Geriausiai zinomas FLO1 genas, buvo aprasytas ir
klonuotas dviejy grupiy (Teunissen ir kt., 1993; Watari ir kt., 1994). FLO1 yra
dominantinis genas lokalizuotas 24 kb nuo I chromosomos galo (Teunissen ir
kt., 1993), sio geno viduryje esantys simetriski tvarkingi pasikartojantys
domenai lemia naujy aleliy formavimasi, rekombinacijos daznis yra 10° per
vieng generacija (Verstrepen ir Klis., 2006). FLO2 ir FLO4 genai yra FLO1
geno aleliniai variantai. FLO5, FLO9 ir FLO10 geny produktai yra taip pat
labai homologiski Flolp (ar. sekos identiskos 96 %, 94 % ir 58 % atitinkamai)
(Teunissen ir Steensma, 1995). Flo8p yra FLO1, FLO10 ir FLO11l geny
transkripcijos veiksnys (Halme ir kt., 2004). Flollp atsakingas uz mieliy

lasteliy prisitaikymg prie azoto ar gliukozés nepritekliaus, butinas diploidiniy
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mieliy pseudofiliy formavimui (filamenty) ir haplodinei invazinio augimo
adhezijai. Flol0p ir Flollp baltymai labai svarbis mieliy lytiniam
dauginimuisi (Guo ir kt., 2000).

Flokulinams budinga bendra struktira: N-galinéje srityje yra signaliné
seka, atsakinga uz manozés atpazinima, centrinis domenas, turtingas serino ir
treonino ar., svarbus Siy baltymy transportui j membrang, 0 C-galinéje srityje
glikozilfosfatidilinizitolio inkaras, baltymo jtvirtinimui lgstelés plazminéje
membranoje. Savo funkcijomis, sandara ir veikimo mechanizmu S.cerevisiae
flokulinai yra homologiski patologiniy micliy Candida albicans Als
adhezinams (El-Kirat-Chate ir kt., 2015), kurie uztikrina efektyvy tvirtinimasi
prie zinduoliy audiniy.

Flokuliacija yra suskirstyta j skirtingus fenotipus pagal jautruma cukrui.
FLO1 geno raiska lemia Flol flokuliacijos fenotipg. Flol fenotipo mieliy
lasteliy flokuliacija yra pastovi, stabili gana placiame pH intervale, specifiskai
inhibuojama manozés arba jos junginiy. NewFlo flokuliacijos fenotipas
labiausiai paplites alaus pramonéje naudojamy mieliy kamieny kolekcijose.
NewFlo mieliy flokuliacija yra nepastovi, grjztamai inhibuojama manozés,
maltozés, gliukozés ir sacharozés (bet niekad galaktozés). NewFlo kamienai
jautresni katijonams, zemam pH, proteinazei K. Manoma, kad NewFlo
fenotipas susiformavo jvykus FLO1 geno iskritai. Dar yra apraSyti du
papildomi flokuliacijos fenotipai: vienas, Kkuris nejautrus manozei, ir jo
flokuliacija néra inhibuojama jokiy cukry, ir kitas fenotipas, kurio flokuliacija
jvyksta tik esant terpéje gana auksai etanolio koncentracijai (Teunissen ir
Steensma, 1995). Pastaryjy mechanizmai néra iki galo suprasti, bet kiekvienas
fenotipas pasizymi savybe atpazinti tik savo fenotipo agregacinius faktorius.

Flokulivojanc¢iy mieliy Igsteliy pavirSiuje esantys flokulinai sgveikauja
su angliavandeniy alfa-manoziy liekanomis (1.9 pav), o kalcio jonai padeda
lektinams suformuoti jy teisinga konformacijg (Singh ir kt., 2011). Atominés
jégos mikroskopijos eksperimentais buvo iSnagrinéta flokuliny mechanika
flokuliacijos metu. Vienos manozés molekulés ir Flolp flokulino sgveikos

jégos tyrimai patvirtino silpnag lektino specifinj nuo kalcio jony priklausoma
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prisijungimg. Papildoma stipri  flokulino  hidrofobiniy pasikartojimy
konformacijy mechanikos jtakojama jéga labai prisideda prie Igsteliy adhezijos
stiprumo ir ilgalaikiskumo (EI-Kirat-Chate ir kt., 2015). Tokia stipri flokulino
ir manozés sgveika leidzia kompensuoti mieliy Igsteliy sieneliy neigiamy
kriiviy stimos jégas dél sienelés baltymy karboksiliniy grupiy jonizacijos,
fosfodiesteriniy grupiy ir fosforilinty manoziy lickany. Net suardzius mieliy
lasteles kar$¢io Soku ar atskyrus sieneles nuo Iasteliy turinio, flokuliacijg
lemianti siencliy adhezija islieka. Flokuliacijos panaudojimas pramonéje
sumazina arba visai panaikina lasteliy atskyrimo nuo terpés kastus. Taciau
flokuliny hetrogeniskumas ir jy epigenetiné reguliacija reikalauja, kad tyrimai
bty atliekami su kiekvienu laboratoriniu ar pramoniniu mieliy kamienu

atskirai.

1.9 pav. Flokuliuojan¢iy mieliy
lasteliy  pavirSiy  sukibimo
modelis. Mieliy sieneléje
eksponuojami flokulinai (raudona

spalva) nekovalentiSkai
sgveikauja su  kitos  mieliy
sienelés baltymy manozeés

lieckanomis (mélyna spalva) (El-
Kirat-Chatel ir kt., 2015).

Laboratoriniuose mieliy kamienuose normaliomis augimo sglygomis
FLO1, FLO5, FLO9 ir FLO10 genai yra dazniausial epigenetiskal nutildyti
(Halme ir kt., 2004). Flokuliacijos procesas apibuidinamas kaip socialinis
mieliy lgsteliy elgesys streso salygose, lemiantis didesnj lagsteliy kulttiros
iSgyvenamuma (Herker ir kt., 2004). Aplinkos veiksniai galintys sukelti
flokuliacija yra sie: anglies ir/ar azoto trikumas, didesné nei 1 % etanolio
koncentracija, nepakankama aeracija, cukrs, terpés pH, temperatiira vir§ 52
°C, feromonai ir t.t. (Claro ir kt., 2007).
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Epigenetiné  reguliacija  pasireiSkia  dazniausiai  kovalentiskai
modifikuojant DNR histonus arba globaliai, veikiant vadinamiesiems cis-
reguliatoriniams veiksniams. Mielése S.cerevisiae telomeros regionas, kartu su
mieliy HML/HMR dauginimosi tipy sekomis bei sekomis koduojanciomis
ribosoming DNR yra uztildyti. Sis nutildymo procesas nepriklauso nuo geny
esanciy tame domene, priklauso tik nuo chromatino struktiiros. Represuoti
regionai dazniausia yra hipoacetilinti (Perrod ir Gasser, 2003). Subtelomerinio
ir telomerinio regiono nutildyma S.cerevisiae reguliuoja sudétingi baltymy
kompleksai, kuriy sudétyje yra Setl metilazé, daznai vadinami COMPASS.
COMPASS kartu su histony deacetilaze (Hdal) bei acetiltransferaze (Gcn5)
represuoja FLO geny raiska kartu su telomeriniu regionu. Esant defektyviali
COMPASS metilinimo sistemai padidéja FLO1, FLOS5 ir FLO9 geny
transkripty, prasideda manozés inhibuojama flokuliacija (Dietvorst ir Brandt,
2010).

Nutildytos informacijos reguliatoriniy baltymy (SIR) kompleksai, kuriy
sudétyje yra histonus modifikuojanciy Sir2, Sir3 ir Sird baltymy, taip pat
slopina transkripcija telomerose (Gasser ir Cockell, 2001). Sir baltymai geba
jungtis su telomery DNR per specifines sekas pasizymincéias (TGi1-3)n
nukleotidy pasikartojimais. Susiformavus pilnam SIR kompleksui slopinimas
jau néra specifinis, jis sklinda isilgai nukleosomy, labai panasiu procesu, kaip
formuojantis aukstesniyjy eukarioty heterochromatinui. Sis nutildymas sustoja
tik pritrukus Sir baltymy, arba esant ant DNR elementams suformuojantiems
barjerg (Kueng ir kt., 2013). Mielés yra diploidinis organizmas, o abiejy DNR
grandziy epigenetinis nutildymas yra autonomiskas procesas (Xu ir kt., 2006).

FLO1 promotorius reguliuojamas Cyc8-Tupl represoriy komplekso,
kuris yra labai plataus veikimo profilio, dalyvauja gliukozés, krakmolo,
deguonies metabolizmo, osmotinio streso, DNR pazaidy, mieliy lytinio
dauginimosi, mejozés bei sporuliacijos geny transkripcijos reguliavime
(Malave ir Dent, 2006). Optimaliomis mieliy Igstelei augimo saglygomis Cyc8-
Tupl yra prisijunges prie FLO1 promotoriaus, pritraukia histony deacetilazes

Rpd3p ir Hdalp ir taip inhibuoja histony acetilinima. Tik atsijungus Cyc8-
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Tupl kompleksui yra jmanomas specifiniy acetilaziy Swi-Snf prisijungimas,
chromatino pertvarkymas bei FLO1 transkripcija. Toks dinamiskas prieSingo
veikimo Cyc8-Tupl ir Swi-Snf kompleksy perjungimas demonstruoja
flokuliacijos fenotipo svarbg ir greitj prisitaikant prie aplinkos salygy (Fleming
ir kt., 2014). FLO1 reguliuojamas ne vien epigenetiskai, bet taip pat priklauso
nuo pasikartojimy (apie 100 nt dydzio) esanciy geno sekoje. FLO1 raiska
priklauso nuo terpés pH, temperatiros, manozés koncentracijos.
Eksperimentiskai mazinant pasikartojimy skai¢iy FLO1 gene, Kkinta
flokuliacijos laipsnis ir lasteliy jautrumas stresui (Smukalla ir kt., 2008). Dazna
rekombinacija dél pasikartojan¢iy FLO geno seky taip pat lemia flokuliny
sintezés variacijas (Verstrepen ir Klis., 2006).

FLO11 geno aktyvumas priklauso nuo dauginimosi tipo. S.cerevisiae
lastelése yra dvi FLO11 geny kopijos. Jy veikimas nepriklausomai jjungiamas
Ir iSjungiamas. Flo11 baltymas issiskiria i§ flokuliny Seimos nes yra atsakingas
ne tik uz lasteliy-lasteliy adhezijg flokuliuojant, bet ir Igstelés adhezijg prie
jvairiy pavirsiy (biofilmy formavimesi). Dél Sios savybés Flol1p yra labiausiai
iSanalizuotas flokulinas. Flol1lp suteikiama galimybé prikibti prie pavirSiaus
jdomi tuo, kad natiiralioje mieliy populiacijoje gali bti ir adheziniy ir lengvai
nuplaunamy nuo pavirsiaus lasteliy. Flol1lp kiekis yra sumazinamas lgstelei
labai greitai dauginantis, kad lengvai atsiskirty dukterinés lastelés. Zinomi du
FLO11 geny epigenetiniai tranksripcinés kontrolés buidai: pirmasis, kuomet dvi
nekoduojancios RNR gali uzdengti FLO11l geno promotoriy, ir antrasis
priklausomas nuo HDAC komplekso. FLO11 geno aktyvatorius Flo8p ir
represorius Sfllp konkuruoja tarpusavyje. Sfllp garantuoja stabily nutildyma
kartu su HDAC komplekso histony deacetilaze Hdal. Taciau jei Rpd3L
pakei¢ia chromatino kondensacija FLO11 promotoriuje ir taip prisijungia
Flo8p, jis stimuliuoja ncRNR PWR1 (Watsono RNR 1) gamyba. Si stadija yra
labai imli greitam FLO11l jjungimui. Bet imlioji stadija turi ir greito
perjungimo mechanizma, jei PWR1 ncRNR interferuoja su kita ilgesne ncRNR
ICR1 (angl. Interfering Crick RNA 1). ICR1 transkribuojama pasroviui FLO11

geno kryptimi, kartu su promotoriaus Serdiniu regionu, blokuodama
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transkripcijos faktoriy ir chromating permodelivojan¢iy fermenty prisijungimag
(Tuck ir Tollervey, 2012). Reguliacija ncRNR yra specifiSskesné ir greitesné nei
reguliacija transkripcijos veiksniy pagalba, ypac kai prie 3,4 kb ilgio FLO11
promotoriaus gali prisijungti vir$ 20 skirtingy transkripcijos veiksniy.

Trans-reguliatoriniy  veiksniy jtakojamas geno veiklos kitimas
dazniausiai yra susijes su promotoriumi. FLO11 raiska jjungiama mitogeno
aktyvuojamos baltymy kinaziy Fus3/Kssl kaskados (MAPK), reguliuojamos
membraninio baltymo Cdc42. Tai konservatyvus visuose eukariotuose
signalinis kelias, mielése atsakingas uz haploidiniy lasteliy lytinj dauginimasi,
kuomet eksponuojami feromony receptoriai. Trukstant maistiniy medziagy
MAPK signalinio kelio reguliuojama flokulino 11 sintezé prisideda prie
lasteliy jaugimo | substrata (Karunanithi ir kt, 2012). FLO10 geno
transkripcija priklauso nuo MAPK signalinio kelio per jo signalinj komponentg
Stel2 (Bester ir kt., 2006). Transkripcijos veiksniai Stel2 ir Tecl reguliuoja ir
FLO11 promotoriaus aktyvuma, Tecl atsakingas uz filamenty augima
(Bardwell ir kt., 1998).

Mss11 transkripcijos veiksnys reguliuoja FLO1, FLO10, FLO11 ir kity
geny (pvz.: TIR), koduojanciy lastelés sienelés baltymus, raiska. Padidéjus
Flollp ar Mssllp sintezés lygiui, indukuojama NCA3 geno raiska, kurio
produktas reguliuoja mitochondijy ATP sintazés veikla. Transkripcijos
veiksnys Mss11l veikia kartu su Flo8p, kuris yra nuo ciklinio AMP
priklausomos baltymy kinazés A (CAMP-PKA) reguliuojamo kelio, jjungiamo
gliukozés, azoto truakumo, narys (Bester ir kt., 2006). Trikstant terpéje azoto ar
gliukozés FLO11 geny raiska yra aktyvinama taip pat CAMP-PKA signaliniu
keliu. Dideli kiekiai Flo1l1lp jjungia AQY?2 geno raiska, nuo Sio geno produkto
vandens kanalo sieneléje priklauso lastelés tolerancija Sal¢iui. Labai trikstant
gliukozés, azoto ar aminoriig§¢iy haploidinése mielése aktyvinamas Snfl
baltymy kinazés Kelias, kuris atsakingas uz glikogeno kaupimg ir didina
mitochondrijy kiekj (Aun ir kt., 2013).

FLO1, FLO5, FLO9 ir FLO10 geny raiska specifiskai reguliuoja

branduolio 1 superSeimos helikazés Senlp, priklausianc¢ios NNS kompleksui
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(Singh ir kt., 2015). NNS kompleksas susidedantis i§ Nrd1-Nab3-Senl baltymy
reguliuoja transkripcijos efektyvumag skatindamas iSanksting terminacijg ir
transkripto degradacijg. Yra pademonstruota, kad panasiai NNS kompleksas
sgveikaudamas su RNR polimeraze 1l koreguoja gliukany sintazés FKS2 raiSka
transkripcijos lygyje, 0 temperatirinio Soko metu ar pakilus etanolio
koncentracijai ir dél to isaugus gliukany poreikiui S.cereviase plazmingje
membranoje NNS veikimg sustabdo MAPK kinazés (Kim ir Levin, 2012).
Normalioms salygoms NNS kompleksas ir jo partneriai - branduolio
ribonukleazés Rntl/Rrp6p degraduoja FLO1, FLO5, FLO9 ir FLO10 geny
informacing RNR (Singh ir kt., 2015). Prie FLO geny transkripcijos
reguliacijos reikéty paminéti ir S.cerevisiae topoizomerazés THO kompleksa.
THO komplekso baltymai elongacijos metu islanksto FLO geny informacines
RNR, kad jos nesudaryty inhibuojanciy transkripcijg hibridiniy stuktiry dél
pasikartojanciy seky (Voynov ir kt., 2006).

Trukstant aminoriigsciy, mielés sugeba stimuliuoti adhezines ypatybes
keisdamos Flollp transliacijos efektyvuma. Ribosomos subvieneto 40S
komponentas - Rps26 ribosominis baltymas reguliuoja FLO11 geno mRNR
efektyvig transliacija (Strittmatter ir kt., 2006). Vélesni mechanizmai susije su
RNR tiesiogiai specifiskai prisijungianciais baltymais, tokiais kaip Khd1, kuris
gali slopinti FLO11 mRNR transliacijg tiesiogiai prisijungdamas prie FLO11
mRNR pasikartojanéiy seky. Sis procesas sukuria FLO11 geno raiskos
skirtumus tarp motininés ir dukterinés lasteliy, todél formuojasi asimetriski
filamentai (Wolf ir kt., 2010). Galiausiai, FLO11 geno raiska reguliuojama ir
potransliaciniame lygyje. Kex2 serino proteazé rasta lgstelése, kurios pradeda
eliminuoti ir sekretuoti Flollp (Karunanithi ir kt., 2010). Ar adheziny
Salinimas susijes su aplinkos poky¢iais, ar tai signalas aplinkinéms lgsteléms,
dar néra aisku. Analizuojant jvairiy kamieny FLO11l geny sekas, stebimi
pokyciai uz adhezijg atsakingame domene. Skirtingais adhezijos domenais
padengus magnetinius rutuliukus, nustatyta, kad vyksta adhezija su

homologinémis lgstelémis. Kamienui specifiniai flokuliny strukttriniai

53



skirtumai gali buti mieliy lasteliy bendruomenés ir/ar evoliucijos lemiamas
veiksnys (Barua ir kt., 2016).

Nepaisant FLO geny ir daugelio kity geny bendros reguliacijos
mechanizmy, analizuojant FLO geny ar jy transkripcijos veiksniy mutantus ar
padidintg raiSka néra stebimas poveikis kitiems nuo Siy baltymy
priklausomiems mieliy lgstelés fenotipams. Tai leidzia teigti, kad jvairialypé
FLO geny reguliacija, kontroliuojama persidengianéiy keliy, atsakinga uz
jvairiy procesy pusiausvyros palaikyma, ne vien tik baltymy eksponavimg
lastelés sieneléje. Geny veikimo kontrolé per epigenetinj nutildymg ir tradicinj

geno veiklos aktyvavima suteikia flokuliacijos fenotipo valdymui lankstumo.

Siame disertaciniame darbe yra tyrinégjamos PyV VP1 baltymy
biosintezés mieliy S.cerevisiae raiSkos sistemoje ypatybés bei galimas PyV
VP1 patogeniskumas mieliy lIasteléms - sukeliantis flokuliacijg. Taip pat HPyV
VP1 formuojamos VPD sékmingai pritaikytos serologinei analizei, specifiniy

antikiny detekcijai zmoniy Kraujo serumo méginiuose.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Tirpalai, mikroorganizmai, plazmidés, mitybinés terpés, reagentai
2.1.1 Buferiniai ir Kiti tirpalai
Ruosiant tirpalus nurodyti reagentai tirpinami distiliuotame vandenyje,

jei siame darbe pateiktose metodikose nenurodyta Kitaip.

2.1.1.1 Tirpalai DNR skyrimui
NaOH-NDS tirpalas: 1 % NDS ir 0,1 M NaOH.
NaAc (pH 4,8): 3 M natrio acetatas, pH 4,8.
NaAc (pH 5,2): 3 M natrio acetatas, pH 5,2.

NHsAc tirpalas: 7,5 M amonio acetatas.

RNRazés A tirpalas: ruosiamas 10 mg/mL jaucio kasos ribonukleazés A

tirpalas, 10 min. paverdamas vandens vonioje ir laikomas -20°C temperatiiroje.
PEG: 3,3 M NaCl, 27 % PEGx6000.

Fenolio — chloroformo misinys (pH 7.5-8): lygiais turiais sumaisyti fenolis

(prisotintas 50mM Tris-HCI) ir chloroformas.

Genominés S.cerevisiae DNR skyrimo lizuojantis buferis (pH 8): 4 % N-

lauroilsarkozino natrio druska (Na sarkozilatas), 200 mM EDTA.
Genominés S.cerevisiae  DNR skyrimo sorbitolio tirpalas (pH 8): 1,2M
sorbitolio, 10mM, Tris-HCI, 1ImM EDTA.

2.1.1.2 Tirpalai DNR elektroforezei
TAE buferinis tirpalas (pH 8,3): 0,04 M Tris acetato, 0,2 mM EDTA, pH 8,3.

Agarozé: 0,8-2 % agarozés TAE buferiniame tirpale.
Etidzio bromido tirpalas: 10 mg/mL etidzio bromido tirpalas.

DNR dazas: Thermo Fisher Scientific 6x DNA Loading Dye.

2.1.1.3 Tirpalai fermentinéms reakcijoms
Visi naudoti fermentiniy reakcijy tirpalai buvo pagaminti ,,Thermo
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Fisher Scientific Baltics* (Lietuva), procediros atliekamos pagal gamintojo
rekomendacijas. Polimerazinéms grandininéms reakcijoms naudoti 2.2.2
skyrelyje nurodyti reagentai. DNR hidrolizei restrikcijos endonukleazémis
naudota penkiy standartiniy buferiniy tirpaly sistema (B+, G+, O+, R+, Tango)
ir FastDigest buferinis tirpalas. DNR susiuvimui naudota T4 DNR ligazé bei
gamintojo pridedami buferiniai tirpalai. DNR 5’-galiniy fosfaty paSalinimui,

naudotas E.coli Sarminiy fosfataziy misinio rinkinys (FastAP).

2.1.1.4 Tirpalai bakterijy E.coli ir mieliy S. cerevisiae imliyjy Iasteliy

paruoSimui

CaClg tirpalas: ruosiamas 100 mM CaCly tirpalas, autoklavuojamas ir laikomas
+4 °C temperatiiroje. Prie$ naudojimg atSaldomas ledo vonioje.

CaClz su gliceroliu tirpalas: ruosiamas 100 mM CaCly tirpalas, sumaisSomas 4:1

santykiu su gliceroliu. Laikomas +4 °C temperatiroje. PrieS naudojimag
atSaldomas ledo vonioje.
TE buferinis tirpalas: ruosiamas 10 mM Tris-HCI (pH 7,6) ir 0,1 mM EDTA

tirpalas, autoklavuojamas.

TE-LiCl:  ruosiamas 0,1 M LIiCl tirpalas TE buferiniame tirpale,
autoklavuojamas.

TE-PEG: ruosiamas 50 % (w/v) PEG4000 tirpalas TE buferiniame tirpale,

autoklavuojamas.

2.1.1.5 Tirpalai baltymy skyrimui i§ mieliy Igsteliu ir jy gryninimui
Ardymo buferinis tirpalas (DB150/450): 10 mM Tris-HCI (pH 7,2), 150/450
mM NacCl, 0,01 % Triton-X-100, 1ImM CaCl,, 0.25 M L-Arg tirpalas. Pries
vartojimg jdedama PMSF tirpalo iki 0,2 mM koncentracijos.

PMSF tirpalas: 20 mM PMSF tirpalas izopropanolyje, laikomas -20°C

temperatiiroje.
Amonio sulfato tirpalas: 10mM Tris-HCI (pH 7), 150 mM NaCl, 0,2 mM
CaClyz, 40 % (NH4)2SO04 tirpalas.
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Sacharozés tirpalai gradientui suformuoti: 30 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %,
60 %, 65 % sacharozés tirpalai ardymo buferiniame tirpale (DB 150/450).
Cezio chlorido tirpalai gradientui suformuoti: 1,38; 1,35; 1,32; 1,29; 1,26 g/mL
CsCl tirpalai buferiniame tirpale (DB150).

PBS tirpalas: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,47 mM KH2PO4, 4,3 mM
NaxHPO;4 tirpalas.

2.1.1.6 Tirpalai baltymuy elektroforezei poliakrilamido gelyje
denatiiruojanciomis salygomis
Akrilamido/bisakrilamido tirpalas: 40 % (w/v) akrilamido, 0,8 % N,N’-

metilenbisakrilamido tirpalas.

4x koncentruojancio gelio buferinis tirpalas: 0,5 M Tris-HCI tirpalas (pH 6,8).

4x frakcionuojancio gelio buferinis tirpalas: 1,5 M Tris-HCI tirpalas (pH 8,8).

Amonio persulfato tirpalas: 10 % (NH4)2S2Ogs tirpalas.

NDS tirpalas: 10 % NDS tirpalas.

Koncentruojantis gelis: 3,2 % akrilamido/bisakrilamido tirpalo, 1,25M Tris-
HCI (pH 6,8), 0,1 % amonio persulfato tirpalo, 0,1 % NDS, 0,001 % TEMED
(N, N, N’, N’- tetrametilendiamino).

Frakcionuojantis gelis: 12 % akrilamido/N,N’-metilenbisakrilamido 40:0,8,
0,375M Tris-HCI (pH 8,8), 0,1 % NDS, 0,1 % amonio persulfato, 0,001 %
TEMED.

Baltymy méginiy dazo buferinis tirpalas: 0.5M Tris-HCI (pH 6,8), 20 % (w/v)
glicerolio, 4% (w/v) NDS, 0,001 % (w/v) bromfenolio mélio, 10 % (v/v)

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

Coomassie briliantinio mélio dazymo tirpalas: 50 % (v/v) etanolio, 0,25 %

(v/v) Coomassie Brilliant Blue R-250, 10 % (v/v) acto rugsties tirpalas.

Geliy plovimo tirpalas: 5% (v/v) acto ragsties ir 5% (v/v) izopropanolio

tirpalas.

Geliy fiksavimo tirpalas: 50 % (v/v) etanolio, 10 % (v/v) acto rugsties tirpalas.
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2.1.1.7 Tirpalai imunoblotingui
Pernesimo buferis: 150mM glicino, 25mM Tris, 10 % etanolio tirpalas.
TBS (pH 7,5): 20mM Tris-HCI, 500mM NacCl tirpalas.
TBST (pH 7,5): 20mM Tris-HCI, 500mM NacCl, 0,1 % Tween-20 tirpalas.

2.1.1.8 Tirpalai imunofermentinei analizei
Padengimo buferinis tirpalas: 15 mM Na,COs ir 35 mM NaHCO:z tirpalas, pH
9,5.
Plovimo buferinis tirpalas: 10 mM TRIS, 0.3 M NaCl, 0.1 % Tween-20
tirpalas, pH 7,2.

Reakcijos su TMB stabdymo tirpalas: 10 % H.SOa tirpalas.

2.1.1.9 Molekulinés masés standartai
DNR fragmenty agarozés gelyje standartas: GeneRuler™ DNA Ladder Mix
#SMO0331.
Baltymy molekulinio svorio standartai: PageRuler™ Prestained Protein Ladder
#SMO0671 arba Unstained Protein Molecular Weight Ladder #SM0431.

2.1.2 Bakteriju ir mieliy kamienai
Plazmidziy konstravimui ir padauginimui naudoti bakterijy kamienai:
Escherichia coli DHSa FgyrA96 (Nal") recAl relAl endAl thi-1 hsdR17
(remy?) gInV44 deoR A(lacZYA-argF)U169 [¢ 80dA(lacz)M15] (EGIS
kolekcija);
Escherichia coli GM119 F-dam-3 dcm-6 lacY1 galK2 galT22 tsx-78 ginVv44
metB1 thi? fhuA? mtl? (EGIS kolekcija).

E.coli lastelés augintos +37°C temperatiiros purtykléje arba termostate.

Naudoti Saccharomyces cerevisiae mieliy kamienai:
Saccharomyces cerevisiae BY4741 (MATa his341 leu2A0 met1540 ura3A),

BY4741 MATa kamieny su mieliy geny iskritomis ir mieliy YTHC kolekcijos
(Thermo Fisher Scientific, Huntsville, JAV);

58



Saccharomyces cerevisiae AH22-214 (a, his4 leu2) (EGIS kolekcija);
Saccharomyces cerevisiae AH22-214Apep4 (a, his4 leu2) (EGIS kolekcija)
Saccharomyces cerevisiae BY47414ssal/ssa2 (MATa his3A1 leu2A0 metl1540
ura3A ssalA0 ssa240) (EGIS kolekcija);

Saccharomyces cerevisiae BY47414ssa3/ssa4 (MATo his3A41 leu2A0 metl 540
ura34 ssa340 ssad40) (EGIS kolekcija);

Saccharomyces cerevisiae BY47414zuol (MATo his341 leu2A0 metl15A40
ura34 zuol140) (Thermo Fisher Scientific, Huntsville, JAV).

S.cerevisiae Igstelés augintos +30°C temperatiiros purtykléje arba termostate.

2.1.3 Plazmidés

pJET1.2/blunt klonavimo vektorius #K1231 (Thermo Fisher Scientific
Baltics);

PEX7 mieliy raiskos vektorius, turintis GAL10-PYK1 promotoriy, sudarytg i$
UDP-galaktozés epimerazés geno UAS sekos (atsakingos uz transkripcijos
indukcijg) ir piruvatkinazés geno promotoriaus (EGIS kolekcija);

pFGG3 - S.cerevisiae mieliu raiskos vektorius, turintis galaktoze
indukuojamus mieliy GAL7 ir GAL10 geny promotorius (Slibinskas ir kt.,
2004).

pEGPGK1 S.cerevisiae mieliy raiskos vektorius turintis 3-fosfogliceratkinazés
(PGK1) promotoriy (EGIS kolekcija);

pEGCNE1 mieliy raiskos vektorius, turintis galaktoze indukuojamag mieliy
GALY ir nuolat aktyvy kalneksino geno promotoriy CNE1 (Ciplys ir kt., 2011).
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2.1.4 Antikunai

2.1 lentelé. Darbe naudoti antikiinai ir jy gamintojai.

Antlku.no Antigenas Organizmas Gamintojas
pavadinimas
Gauti VU BTI
) Imunologijos ir 1astelés
HaPyV VP1 Pel L .
6D11 ay e biologijos skyriuje (ILBS),
(Zvirbliene ir kt., 2006).
BKPyV VP1, JCPyV VP1,
8G8 MWPyV VP1, HPyV9 VP1, Pelé Gauti ILBS, naudojant sio
HPyV12 VP1 darbo metu susintetintas ir
11A2 HPyV6-VP1, MCPyV VP1 Pelé isgrynintas VPD
11G10 KiPyV-VP1 Pelé
) Gauti ILBS, (Gedvilaite ir
8C4 TSPyV-VP1, STLPyV-VP1 Pelé kt., 2015)
Tymy viruso nukleoproteino ) .
22G2 QSRGEAR/442-448 ar. Pel Gauti ILBS (Zvirbliene Ir
. kt., 2007)
epitopas
AR | et arD) | T
. - Thermo Scientific, JAV
anti-Hspl04 105104 mieliy Saperonas
Anti-HaPyV- HaPyV VP1 susintetintas . o
. T I kt., 2
VP1 PAK E coli riusis (Gedvilaite ir kt., 2000)
Anti-HaPyV- . .
VP1 PAK APyV VP1 (Zielonka ir kt., 2006)
Anti-Mouse-  Peliy IgG siunkioji ir lenvoji
HRP PAk grandinés )
. . S S Bio-Rad, JAV
Anti-Rabbit- Triusiy 1gG sunkioji ir Ozka
HRP PAK lengvoji grandinés
Anti-Human- Zmogaus 1gG siunkioji ir o
.. Th fic, JAV
HRP PAK lenvoji grandinés ermo Scientific, J
Anti-WUPyV WUPYV VP1 - -

PAk Gauti ILBS, naudojant io
Anti-JCPyV JCPYV VP1 e darbg metu'susmtetmtas ir
PAK iSgrynintas VPD

Anti-MCPyV
PAK MCPyV VP1
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2.1.5 Bakterijy ir mieliy Igsteliy auginimo terpés
LB (Luria-Bertani) terpé (pH 7): ruoSiamas 1% peptono (arba kazeino

hidrolizato), 0,5 % mieliy ekstrakto, 0,5% NaCl tirpalas vandenyje, norint
agarizuotos LB terpés pridedama 2 % agaro. Autoklavuojama.

YEPD terpé: ruoSiamas 1 % mieliy ekstrakto, 2 % peptono, 2 % gliukozés
tirpalas vandenyje, norint agarizuotos YEPD terpés pridedama 2 % agaro.
Autoklavuojama.

YEPG terpé: ruoSiamas 1 % mieliy ekstrakto, 2 % peptono, 3 % galaktozés
tirpalas vandenyje, autoklavuojamas.

Transformuotos, atsparios ampicilinui E.coli 1astelés buvo augintos LB terpése,
turinc¢iose 50 pg/mL ampicilino.

Ampicilino tirpalas: 50 mg/mL ampicilino tirpalas vandenyje sterilinamas

filtruojant ir laikomas -20°C temperatiiroje.

Mieliy transformantai buvo iss¢jami ant agarizuotos YEPD terpés, pridéjus i ja
0,3 uL/mL 37 % formaldehido tirpalo, o transformanty atrinkimui — 0,6 pL/ml
formaldehido. Skystoje YEPD terpéje atrinkti transformantai buvo auginami ir

indukuojami, pridéjus 0,3 pL/mL formaldehido.
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2.1.6 Reagentai

2.2 lentelé. Darbe naudoti reagentai ir jyu gamintojai.

Tiekéjas
AMRESCO
APPLICHEM

BIOEKSMA
GIBCO
INVITROGEN
MERCK

MILLIPORE

REACHIM

ROCHE
ROTH

SERVA
SIGMA

THERMO
FISHER
SCIENTIFIC

VILNIAUS
DEGTINE

Reagentai

Licio chloridas

Argininas, cezio chloridas, formaldehidas, gliukozé, kalio
fosfatas, peptonas, PMSF, sacharozé, amonio sulfatas

Acto rigstis

JSA

TMB

Agaras, bromfenolio mélis, chloroformas, dinatrio hidrofosfato
dihidratas, druskos rugstis, kalio chloridas, mieliy ekstraktas,
natrio chloridas, peptonas

Immobilon® polivinildifluorido (PVDF) membranos

Izopropanolis, natrio acetatas, natrio hidrokarbonatas, natrio
karbonatas

Proteaziy slopikliy tabletés
Akrilamidas, amonio acetatas, amonio persulfatas, ampicilinas,

merkapto  etanolis, Roti®-Block tirpalas,  vatmanas
imunoblotingui
PEG

Coomasie briliantinis mélis, EDTA, fenolis, kalcio chloridas,
NDS, stiklo rutuliukai, TEMED, TRIS HCI, TRIS, litikazés
fermentas

Agarozé, antriniai antikiinai, dNTP mis8inys, FastAP fosfataze,
glicinas, restrikcijos endonukleazés ir 5 standartiniy buferiniy
tirpaly rinkinys, T4 DNR ligazé ir jai skirti buferiniai tirpalai,
DNR ir baltymy molekulinés masés zymenys, termostabili
Phusion DNR polimerazé ir jai skirti buferiniai tirpalai,
DreamTaq DNR polimerazé ir jai skirtas buferinis tirpalas, TAE
buferinis tirpalas, Tween-20

Etanolis

2.2 Tyrimo metodai

2.2.1 Plazmidziy konstravimas

Darbui

su DNR buvo naudojami

klasikiniai geny inzinerijos,

62



molekulinés biologijos metodai (Sambrook ir Russell, 2001). Plazmidiné DNR
buvo isskiriama i§ E.coli Igsteliy Sarminés lizés metodu (Ausubel, 1999) arba
naudojant komercinj plazmidinés DNR skyrimo rinkinj GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kit #K0502 (Thermo Fisher Scientific Baltics, Lietuva), pagal
gamintojo rekomendacijas. Plazmidinés DNR hidrolizés restrikcijos
endonukleazémis, 5’-galiniy fosfaty paSalinimui, DNR viengrandziy galy
bukinimui, 5°-galiniy fosfaty paSalinimui, DNR siuvimui, buvo naudojami
Thermo Fisher Scientific Baltics fermentai ir buferiai, procediros atliekamos
pagal gamintojo rekomendacijas. DNR deproteinizavimas buvo vykdomas
fenolio - chloroformo misiniu. DNR elektroforezé¢ buvo atliekama 0,8-2 %
agarozés geliuose TAE buferiniame tirpale, turinciuose 0,1-0,2 pg/mL etidzio
bromido, naudojant horizontalias agarozés ploksteles ir esant 10 V/cm itampai.
Geliai buvo analizuojami transiliuminatoriaus (“ULTRA-LUM” arba
“Fotodyne™) ultravioletinéje Sviesoje. DNR koncentracija buvo nustatoma
naudojantis spektrofotometru NanoDrop 2000. DNR nukleotidy seka buvo
nustatoma Biotechnologijos institute, Sekvenavimo centre automatiniu
sekvenatoriumi ABI PRISM 377 (Applied Biosystems). DNR fragmenty
iSskyrimas i§ agarozés geliy atliekamas klasikiniu ,,uzsaldymo ir suspaudimo*
metodu arba komerciniu rinkiniu GeneJET™ Gel Extraction Kit (Thermo
Fisher Scientific Baltics) vadovaujantis gamintojo rekomendacijomis. Ruosiant
E.coli imligsias Iasteles, buvo naudojama Bolivar ir Backman pasitlyta
metodika (Bolivar ir Backman, 1979).

2.2.2 Polimeraziné grandininé reakcija

Polimeraziné grandininé reakcija (PGR) taikyta norimams DNR
fragmentams pagausinti, matrica naudojant plazmiding DNR arba mieliy
lasteliy genoming DNR. Oligonukleotiduose buvo jvesti restrikcijos
endonukleaziy taikiniai, naudoti pradmenys nurodyti 2.3 lenteléje. Reakcijai
buvo naudojami “Thermo Fisher Scientific Baltics” buferiniai tirpalai, ANTP
misinys, termostabili didelio tikslumo Phusion DNR arba DreamTag DNR

polimerazé pagal gamintojo rekomendacijas. Reakcija buvo vykdoma
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plonasieniame PGR mégintuvélyje (Thermo Fisher Scientific Baltics) Labnet

MultiGene™ termocikleryje.

2.3 lentelé. Darbe naudoti oligonukleotidai.

Padaugint
as genas

N324V

N306R

N288N

N272G

N218G

C156Q

C156A-
306R

C218-
306R

C218A-
306R-NLS

HSP104

Pavadinimas

AVP1-EXdir
N324-XXrev
AVP1-EXdir
N306-XXrev

AVP1-EXdir
N288-XXrev

AVP1-EXdir
N272-XXrev

AVP1-EXdir
N218-XXrev

C155-EXdir

AVP1XXrev
C155-NLS-dir

N306-XXrev

C217-EXdir

N306-XXrev

C217-NLS-dir

N306-XXrev

HSP104-F
HSP104-R

Pradmens 5¢-3¢seka

CGAATTCTCTAGAATGTCCCAAAAAGGAAAAGGAAGC
GCACAGGTGGAGGAGGTTCTGTGTAATCTAGACTCGAGC
CGAATTCTCTAGAATGTCCCAAAAAGGAAAAGGAAGC
CTTGTTCAATGACCTGATGCCCCGTTAATCTAGACTCGAG
C

CGAATTCTCTAGAATGTCCCAAAAAGGAAAAGGAAGC
CAGCTGAGAAAACGTAATGTTCGTAACTAATCTAGACTG
AGC
CGAATTCTCTAGAATGTCCCAAAAAGGAAAAGGAAGC
CCAACGTGGCCGCCAATATTGGCGAGGCTAATCTAGACT
CGAGC
CGAATTCTCTAGAATGTCCCAAAAAGGAAAAGGAAGC
GATATTATGGCAACCTCACAGGTGGTAATGTAGACTCGA
GC
CGAATTCTCTAGAATGCAAAATTCAAAAACTGTGTACCCT
ACA
GATATGCCCCCCAAAGCTCCCCGCTAATCTAGACTCGAGC
CTCTAGAATGGCTCCAAAGAGAAAAGGTAGTACAAAGAG
AAAAGGTCAAAATTCAAAAACTGTGTACCCTG
CTTGTTCAATGACCTGATGCCCCGTTAATCTAGACTCGAG
C
CGAATTCTCTAGAATGGGTGGGCCTGAAACCCCCCCTGTA
C
CTTGTTCAATGACCTGATGCCCCGTTAATCTAGACTCGAG
C
CTCTAGAATGGCTCCAAAGAGAAAAGGTAGTACAAAGAG
AAAAGGTGGGCCTGAACCCCCCCTG
CTTGTTCAATGACCTGATGCCCCGTTAATCTAGACTCGAG
Cc

GCACTAGTATGAACGACCAAACGCAATTTACAG

GCTCTAGATTAATCTAGGTCATCATCAATTTCCATAC
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HSP90

HSP82

SSE1

SSE?

SSAl

SSA2

SSA3

SSA4

SSB1

SSB2

LHS1

KAR2

ZU01

APJ1

SIS1

YDJ1

CAJl

JEM1

HSP90-F
HSP90-R
HSP82-F
HSP82-R
SSE1-F
SSE1-R
SSE2-F
SSE2-R
SSAl1-F
SSA1-R
SSA2-F
SSA2-R
SSA3-F
SSA3-R
SSA4-F
SSA4-R
SSB1-F
SSB1-R
SSB2-F
SSB2-R
LHS1-F
LHS1-R
KAR2-F
KAR2-R
ZUO1-F
ZUO1-R
APJ1-F
APJ1-R
SIS1-F
SIS1-R
YDJ1-F
YDJ1-R
CAJl-F
CAJ1-R
JEM1-F

GCACTAGTATGGCTAGTGAAACTTTTGAATTTCAAG
GCACTAGTTAATCTACCTCTTCCATTTCGGTGTC
GCTCTAGAATGGCTGGTGAAACTTTTGAATTTCAAG
GCTCTAGATTAATCAACTTCTTCCATCTCGGTGTC
GCTCTAGAATGAGTACTCCATTTGGTTTAGATTTAG
GCTCTAGATTAGTCCATGTCAACATCACCTTC
GCTCTAGAATGAGCACTCCATTTGGCTTAGATTTAG
GCTCTAGATTAATCAAGGTCCATGTTTTCATC
CTCTAGAATGTCAAAAGCTGTCGGTATTGATTTAG
CTCTAGATTAATCAACTTCTTCAACGGTTGGACC
CTCTAGAATGGTCTAAAGCTGTCGGTATTGATTTAG
CTCTAGATTAATCAACTTCTTCGACAGTTGGAC
CTCTAGAATGTCAAGAGCAGTTGGTATTGATTTGG
CTCTAGATTAATCAACCTCTTCCACTGTTGGAC
CTCTAGAATGTCAAAAGCTGTTGGTATTGATTTAG
CTCTAGATTAATCAACCTCTTCAACCGTTGGGC
GCTCTAGAATGGCTGAAGGTGTTTTCCAAGGTG
GCTCTAGATTAACGAGAAGACATGGCCTTGGTG
GCTCTAGAATGGCTGAAGGTGTTTTCCAAGGTG
GCTCTAGATTACGAGAAGACATGGCCTTGGTGAC
GCTCTAGAATGCGAAACGTTTTAAGGCTTTTATTTTTAAC
GCTCTAGATAATTCATCATGCAAAATGTCTTCCTC
GCACTAGTATGTTTTTCAACAGACTAAGCGCTG
GCACTAGTTACAATTCGTCGTGTTCGAAATAATCAC
GCTCTAGAATGTTTTCTTTACCTACCCTAACCTCAG
GCTCTAGAACACGAAGTAGGACAACAAGCTG
GCTCTAGAATGCAACAAAACACGTCTTTATATGAC
GCTCTAGATTAATATCCATTAATATCATGGTCATAAAAAC
GCACTAGTATGGTCAAGGAGACAAAACTTTATG
GCACTAGTTAAAAATTTTCATCTATAGCACG
GCTCTAGAATGGTTAAAGAAACTAAGTTTTACGATATTC
GCTCTAGATTAATTGAGATGCACATTGAACACCTTC
GCACTAGTATGGTAAAGGAGACGGAGTTATG
GCACTAGTTATCTGGCCACAGTATGTTTTTTG
GCTCTAGAATGATACTGATACTGATCTCGGGATACTGTC
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SCJ1

ERJ5

HLJ1

SEC63

XDJ1

HPyV12
VP1 364
ar. ilgio

natyvi seka

HPyV12
VP1 364
ar. ilgio
sintetiné

seka

APP1

FDC1

YBR062C

YCR100C

IRC4

JEM1-R
SCJ1-F
SCJ1-R
ERJ5-F
ERJ5-R
HLJ1-F
HLJ1-R

SEC63-F

SEC63-R
XDJ1-F
XDJ1-R
HPy12-

VP1ATG2-NX
HPy12-
VP1stop-NX
HPy12-
VP1ATG2-SX
HPy12-
VP1stop-SX

APP1-ATG-X
APP1-Ctag-X

FDC1-ATG-X
FDC13-Ctag-X

YB62C-ATG-
X
YB62C-Ctag-
X
YC100-ATG-B
YC100-Ctag-B

IRC4-ATG-X
IRC4-Ctag-X

GCTCTAGAAAAGCCCAAAATTCATTTTAAAGCCATTTC
GCACTAGTATGATTCCAAAATTATATATACATTTGA
GCACTAGTTACAACTCATCTTTGAGCATATTTTGC
GCTCTAGAATGAACGGTTACTGGAAACCTGCGTTG
GCTCTAGAATTTACGTGAATAGATCACTTTACCG
GCTCTAGAATGTACTTTCACTGAGGATCAAG
GCTCTAGATTAACTAAACAGGTAATCTTTAATCATAG
GCTCTAGAATGCCTACAAATTACGAGTATGATGAG
GCTCTAGATATTCTGGTGATTCATCATCTTCAGC
GCTCTAGAATGAGTGGCAGTGATAGAGGAGACCG
GCTCTAGATTATTGGATACAGCAGTACGAACTTCTTG
CTCTAGAATGGCACCCAAGAGGAAAACCACCTG

GTCTAGATTATGGAACTGGTGTTATTTCTTGTC

CTCTAGAATGGCACCTAAAAGGAAGACCACATG

GTCTAGATTATGGAACTGGAGTAATTTC

GCTCTAGAATGAATAGTCAAGGTTACGATG
GCTCTAGATTATATAGCTTCACCTCTTGATTGGTTTGAAT
ACTTCTCCCTAATTCTG
GCTCTAGAATGAGGAAGCTAAATCCAGC
GCTCTAGATTATCTAGCTTCACCTCTTGATTGTTTAGAGC
CGTACCTTTTC
GCTCTAGAATGTCTACATATGAAGGTATG

GCTCTAGATTATCTAGCTTCACCTCTTGATTGACCGTACA
TACCCCAATCTTCT
GCACTAGTATGTCATCTACGGACATCTG
GCACTAGTTATCTAGCTTCACCTCTTGATTGAAATGCAGC
AGAAAAATCG
GCTCTAGAATGAGAGAATATACCAGTAAAAAAG
GCTCTAGATTATCTAGCTTCACCTCTTGATTGTATCTTCCT
CCTTTTTATGCGTTG
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LDB7-ATG-B GCACTAGTATGAGTGGAAGTAATATGGGATAC
LDB7 LDB7-Ctag-B  GCACTAGTTATCTAGCTTCACCTCTTGATTGATCTACGCA
GGCATGTTCTC
NPL3-ATG-B GCACTAGTATGTCTGAAGCTCAAGAAACTC
NPL3 NPL3-Ctag-B GCACTAGTTATCTAGCTTCACCTCTTGATTGCCTGGTTGG
TGATCTTTCACG
UBP5-ATG-B GCACTAGTATGGGCTCAGAACAAGCCTTAAG
UBP5 UBP5-Ctag-B  GCACTAGTTATCTAGATTCACCTCTTGATTGAAAAATTCT
TTCGTAAAATAAAAC
Tup-ATG-B  GCACTAGTATGACTGCCAGCGTTTCGAATAC
TUP1 TUP1-Ctag-X GCACTAGTTAATTTCTAGCTTCACCTCTTGATTGTGGCGC
TATTTTTTTATACTTCC
CYC8-ATG-X GCTCTAGAATGAATCCGGGCGGTGAACAAAC
CYCs CYC8-Ctag-X GTCCTAGATTAGTCTCTAGCTTCACCTCTTGATTGGTCGT
AGTTTTCATCTTCTTC
MIT1-ATG-X GCTCTAGAATGGATATCGAGCCTACTTTC
MITL  MIT1-Ctag-X GCTCTAGATTATCTAGCTTCACCTCTTGATTGTTGTGTAGT

AGTTGAAGTGTTTG
HaNm1-X  CGTCTAGAATGGCCCCAAAAGGAAAAAGCGGCGCTTCCA
HaVP1- -
Nmi HaCter-X  GCTTCTAGATTAGTTTGCTGGTTTTGC
HaVP1- HaNm2-X  CGTCTAGAATGGCCCCAAGCGGCGCTTCCAGTAGATGTG
Nm2 HaCter-X  GCTTCTAGATTAGTTTGCTGGTTTTGC
HaNm3-X  CGTCTAGAATGTCCCAAAAAGGAAAAGGCTCCAGTAGAT
HavPl- GTGCAAAC
Nm3

HaCter-X GCTTCTAGATTAGTTTGCTGGTTTTGC
AVP1- AVP1Ndel4-X CGTCTAGAATGGGAAGCTGCCCACGACCTCAGC

Nm4 AVP1XXrev = GATATGCCCCCCAAAGCTCCCCGCTAATCTAGACTCGAGC
WU-VP1- GCTCTAGATATGGCTCCAACTAAAAGAAAACCAGCTTGT
WUVP1- KRK-NX ACTGCTAAAC
KRK WU-VP1-Stop- GCTCTAGATTAACCTTGACTATTC
X

2.2.3 Imliyjy S.cerevisiae lasteliy paruosimas ir transformacija
Transformuojant mieles, buvo naudojama modifikuota Gietz pasiiilyta

metodika (Gietz ir kt., 1995). I§ vakaro mieliy kamienas, kuris bus naudojamas
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transformacijai, buvo uzséjamas j 5 mL YEPD terpés ir auginamas apie 16 val.
+30°C purtykléje. Naktiné kultiira skiedziama ta pacia terpe iki optinio tankio
1 (A = 600nm) ir inkubuojama +30°C purtykléje, apie 3 val. Tada lasteles
nucentrifugavus 5 min. 2000 aps./min. grei¢iu (BECKMAN J-6B centrifuga,
JS-5.2 rotorius), jos buvo plaunamos 3 mL TE buferinio tirpalo ir dar kartg
nucentrifuguojamos tomis paciomis salygomis. Suspendavus lgsteles 3 mL
0,1 M TE - LiCl tirpalo, jos buvo inkubuojamos 1 val. +30°C termostate. Po
inkubacijos paruoStos imliosios mieliy lastelés buvo  surenkamos
centrifuguojant tomis paciomis saglygomis ir suspenduojamos j 100 uL 0,1 M
TE-LiCl tirpalo.

Transformacijai buvo imama 15 pL paruosty imliyjy mieliy lgsteliy
kultiros, pridedama 5 puL DNR tirpalo (2-4 pg) ir 30 min. inkubuojama
kambario temperatiiroje. Pridéjus du tarius 50 % TE-PEGx4000 ir 40 min.
palaikius +30°C termostate, miSiniai 20 min. buvo laikomi +42°C
temperatiiros vandens vonioje. Po temperatiirinio Soko Igstelés buvo
skiedziamos 1 mL skystos YEPD atgaivinimui po transformacijos plazmidémis
su atsparumo formaldehidui markeriu, inkubuojamos per naktj (apie 16 val.)
+30°C temperatiros termostate. Po inkubacijos lastelés buvo surenkamos 6
sekundes centrifuguojant stalinéje Eppendorf minicentrifugoje 5417C ir
iSs¢jamos ant agarizuotos YEPD terpés su 0,0125 % formalino (0,3 pL/mL).
Transformantai buvo tikrinami ir atrenkami perséjant juos ant YEPD terpés su

dvigubai didesniu formalino kiekiu (0,6 pL/mL).

2.2.4 Heterologiniy virusiniy baltymy, suliety su EGFP, sintezés S.
cerevisae stebéjimas tékmeés citometru

25 uL terpés su mielémis (koncentracija apie 5,5 x 10° Igsteliy mL),
kuriose buvo indukuota heterologinio virusinio baltymo sintez¢, sumaiSoma su
50ul 3,7% formaldehido tirpalo PBS buferiniame tirpale. Tirpalas
suspenduojamas ir inkubuojamas 5 min. kambario temperatiiroje. PO
inkubacijos lastelés nucentrifuguojamos 3 min 1000 aps./min. greiciu

(Eppendorf 5417C centrifuga). Supernatantas nusiurbiamas ir Iastelés
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praplaunamos 100 uL. PBS buferinio tirpalo. Lastelés suspenduojamos 25 pL
PBS buferinio tirpalo. Analizei citometru naudojama apie 2 uL galutinés
lasteliy suspensijos. Analizés metu stebima 6000 mieliy lasteliy jas apSvieciant
488nm lazeriu. Analizei naudotas ,,The Partec CyFlow ML tékmés citometras
ir automatinio méginiy paémimo prietaisas ,,RobbyWell*“ (Valaviciute ir kt.,
2016).

2.2.5 Genominés DNR iSskyrimas i$ mieliy S.cerevisiae lasteliy

Reikiamas mieliy kamienas auginamas per naktj skystoje YEPD terpéje
30°C temperatiiros kratytuve. Lastelés surenkamos centrifiiguojant 3 min. 2000
aps./min. grei¢iu. Supernatanatas nupilamas, lastelés praplaunamos distiliuotu
vandeniu. Centrifuguojama 3 min, uzpilama 400ul 1,2M sorbitolio (TE
buferyje) tirpalo, pridedama 5ul merkaptoetanolio, 3 pL litikazés fermento
(30 U). Lastelés suspenduojamos ir 10-15 min. palaikomos 30°C temperatiiros
termostate. Centrifiiguojama 3-5min. 2000 aps./min. grei¢iu. Supernatanatas
nusiurbiamas ir dedama 50 pL 1,2M sorbitolio (TE buferyje), 150 pL vandens,
400 pL lizuojancio tirpalo (200 mM EDTA pH 8, 4 % Na sarkozilatas, 1 mL
fenolio (pH 7,5), maiSoma Svelniame kratytuve 20 min. Po to pridedama 1 mL
chloroformo ir toliau maisoma 1 min. Centrifuguojama 3-5min. 2000 aps./min.
grei¢iu. Nusiurbiamas virSutinis sluoksnis ir jis pilamas j mégintuvélius,
kuriuose yra 100 pL 3M NaAc (pH 7), uzpilame 2 mL 96 % etanolio ir ant
antgalio iSvyniojama chromosominé DNR. Gauta DNR praplaunama 70 %
etanoliu, isdziovinama ir istirpinama 1M TE buferyje. Chromosominé DNR

yra laikoma 4°C temperatiiroje.

2.2.6 Mieliy auginimas ir heterologiniy baltymy sintezés indukcija

Mielés S.cerevisiae, transformuotos plazmide su reikiamu genu, 16-24
val. buvo auginamos skystoje YEPD terpéje, 30°C temperatiiroje. Po to buvo
ipilama pusé tario indukcijai skirtos YEPG terpés, turincios 9 % galaktozés.
Indukcija trukdavo 18 — 22 val., 30°C temperattroje. ] auginimo ir indukcing

terpes buvo dedama 0,3 uLL/mL formalino (pagal Sasnauskas ir kt., 1999).
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2.2.7 Mieliy lasteliy lizaty paruosSimas analizei NDS-PAGE

Po baltymy sintezés indukcijos, mieliy Igstelés buvo atskiriamos nuo
terpés centrifuguojant 3 min. 2000 aps./min. grei¢iu (Beckman J-6B centrifuga,
JS-5.2 rotorius). Toliau baltymai buvo isskiriami dviem budais. RuoSiant
lizatus pirmuoju biidu mielés buvo uzsaldomos -20 C. Tolesni veiksmai buvo
atliekami ledo vonioje. Priklausomai nuo lasteliy kiekio, jos buvo uzpilamos 2
turiais ardymo buferinio tirpalo DB450 (su argininu) ir pridedamas lygus
kiekis ardomy mieliy masei stikliniy rutuliuky. Mieliy lastelés buvo ardomos
intensyviai maiSant purtyklés pagalba (30 s. ardoma ir 30 s. dedama j leda
atSaldyti). Bendras ardymo laikas - 10 min. Suardyty mieliy lasteliy lizatai
buvo 5 min. centrifuguojami 4°C temperatiiroje 2000 aps./min. greiciu
(Eppendorf 5415D centrifuga), supernatantas buvo surenkamas ir maiSomas su
méginiy dazu. RuoSiant lizatus antruoju biidu buvo naudotas mieliy baltymy
skyrimo reagentas Y-PER™ (Thermo Fisher Scientific, JAV). Baltymai buvo
i$skirti pagal gamintojo nurodytas instrukcijas, pridedant 0,2M PMSF tirpalo
izopropanolyje ir sumaiSyti Su méginiy dazu. Méginiy supernatantai buvo
analizuojami  NDS-PAGE po baltymy elektroforezés denatiiruojanciomis

salygomis.

2.2.8 Heterologiniy baltymy iSskyrimas i$ mieliy Iasteliy ir gryninimas

Po baltymy sintezés indukcijos mieliy lgstelés buvo atskiriamos nuo
terpés centrifuguojant 5 min. 2000 aps./min. grei¢iu (Beckman J-6B centrifuga,
JS-5.2 rotorius) ir uzsaldomos —20°C temperatiiroje. Tolesni veiksmai buvo
atliekami tik ledo vonioje. Priklausomai nuo lasteliy kiekio, jos buvo
uzpilamos 2,5 kartus didesniu ardymo buferinio tirpalo tariu, j kurj pries pat
darbg buvo jpilama iki 2 mM proteaziy slopiklio PMSF bei jdedama proteaziy
slopikliy misinio tableté (2.2 lentelé). Tuomet buvo pridedamas lygus kiekis
(pagal slapiy mieliy masg) stikliniy rutuliuky. Mieliy lastelés buvo ardomos
intensyviai maisant maiSykle Bead-Beater GB26. Bendras ardymo laikas 10

min. Suardyty mieliy lgsteliy lizatas buvo centrifuguojamas 5 min. 4°C
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temperatiroje 2000 aps./min. grei¢iu (Beckman J-6B centrifuga, JS-5.2
rotorius), supernatantas buvo surenkamas. Suardyty mieliy lgsteliy lizaty
(grubiy lizaty) ir supernatanty méginiai buvo analizuojami NDS-PAGE
geliuose po baltymy elektroforezés denatiiruojanciomis sglygomis. Toliau
baltymai buvo gryninami dviem metodais.

Pirmuoju metodu baltymai buvo gryninami centrifuguojant per 30 %
sacharozés ,,pagalve”. Suardyty mieliy lgsteliy lizato supernatantas buvo
uzpilamas ant 30 % sacharozés tirpalo pavirSiaus centrifuginiame
mégintuvélyje ir centrifuguojamas 4 val. 37000 aps./min. grei¢iu Beckman LE-
80K centrifuga 4°C temperatiiroje. Nuosédos buvo suspenduojamos ardymo
buferiniame tirpale ir analizuojamos NDS-PAGE geliuose po baltymy
elektroforezés denatiiruojanciomis salygomis.

Antruoju metodu baltymai buvo gryninami per sacharozés ir cezio
chlorido tirpaly gradientus. Suardyty mieliy lasteliy lizato supernatantas buvo
uzpilamas ant jvairiy koncentracijy sacharozés tirpaly gradiento,
centrifuginiame mégintuvélyje supilto koncentracijos mazéjimo tvarka. Buvo
centrifuguojama per naktj 37000 aps./min. grei¢iu Beckman LE-80K
centrifuga 4°C temperatiroje. Po centrifugavimo buvo renkamos atskiros
frakcijos po 0.5 — 2 mL, pradedant nuo virsaus, ir analizuojamos NDS-PAGE
geliuose po baltymy elektroforezés denatiiruojanc¢iomis sglygomis. Atrinktos
frakcijos su didziausiu gryninamo baltymo kiekiu buvo skiedziamos buferiniu
tirpalu DB150 ir nusodinamos centrifuguojant per naktj tomis paciomis
salygomis. Nuosédos buvo suspenduojamos 0,5-2 mL skiedimo buferiniame
tirpale DB150.

Toliau baltymai buvo gryninami per CsCl gradienta. IStirpinty baltymy
suspensija buvo uzpilama ant CsCl gradiento, sudaryto tankio mazéjimo tvarka
1 centrifugin] mégintuvélj 1étai pilant CsCl tirpalus. Buvo centrifuguojama per
nakt] tomis paciomis salygomis. Po centrifugavimo buvo renkamos atskiros
frakcijos po 0.5 — 2mL, pradedant nuo virSaus, ir baltyminiai méginiai
analizuojami  NDS-PAGE  geliuose  po  baltymy  elektroforezés

denatiiruojan¢iomis salygomis. Norint pasiekti didesnj VPD grynumo laipsnj
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ar labiau jas sukoncentruoti, atrinktos frakcijos su gryninamais baltymais buvo
pakartotinai uznesamos ant suformuoto CsCI gradiento ir centrifuguojamos

tomis paciomis sglygomis.

2.2.9 Baltymuy dializé

Baltymy tirpalas buvo supilamas | vientisa 0,02 mm porétumo
celiuliozin} dializés maiselj (Carl Roth, Vokietija) ir jmerkiamas j 4°C
temperatiiros PBS buferinj tirpalg. Dializé buvo vykdoma 2 L PBS tirpalo
turyje maiSant magnetine maiSykle, 4°C temperatiroje, kas 2-4 val. kei¢iant

PBS buferin; tirpala.

2.2.10 Baltymy NDS-PAGE ir poliakrilamidinio gelio daZymas

Ruosiant baltymy méginius, baltyminiai tirpalai ar lasteliy lizatai buvo
maisomi su 2x méginiy dazu santykiu 1:1 turinciu 10 % redukuojancio agento
(merkaptoetanolio). Méginiai 10 min. buvo verdami 100°C temperatiiroje.
Elektroforezei buvo naudojamas NDS-PAGE gelis, sudarytas i 12 %
skirstomojo ir 3,2 % koncentruojancio gelio daliy. Elektroforezé vykdoma
Tris-glicino/NDS elektroforezés buferiniame tirpale (pH 8,3) vertikalios
elektroforezés aparate, esant 40 mA nuolatinés srovés stipriui ir 120 V jtampai.
Gelis buvo 10 min fiksuojamas, dazomas Coomassie briliantinio mélio tirpalu

svelniai purtant ir 2 — 4 kartus plaunamas geliy plovimo tirpalu.

2.2.11 | virusus panasSiy daleliy stebéjimas elektroniniu mikroskopu

Cezio chlorido gradiente grynintos VPD buvo uzlasinamos ant anglimi
padengto paladzio tinklelio su 400 akuciy (S162-3 Formvar/Carbon 300 Mesh
Cu, Agar Scientific, Didzioji Britanija). Pavyzdziai buvo dazomi 2 %
vandeniniu uranilacetato tirpalu, stebimi ,,Morgagni-268“ elektroniniu

mikroskopu (FEI, Olandija) ir fotografuojami.
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2.2.12 | virusus panasiy daleliy analizé NanoSight LM10-HS aparatu

Tiriamasis méginys, kuriame VPD VP1 baltymy koncentracija 10>-10-3
mg/mL, Svirkstu su antgaliu i§ léto suleidziamas j Nanosight (Didzioji
Britanija) modulio angg stebint cele, kad joje nelikty oro. Uzpildzius cele
Svirkstas paliekamas angoje ir modulis pastatomas ant mikroskopo platformos.
ljungiamas lazeris ir Nanosight NTA 3.1.54 programa. Pasirinkus
eksperimento parametrus (kambario temperatiira, matavimo laikas 30-60 s),
jjungiama kamera, reguliuojant mikroskopo platformg surandami Svieciantys ir
judantys taskai (dalelés esancios méginyje). NustaCius kameros parametrus
(VPD steb¢jimui optimaliausas ekrano rySkumas pagal NTA 3.1.54 skalg: 1-2,
kameros rySkumas: 14-16) filmuojamas celés vaizdas. Programiné jranga
suskai¢iuoja daleliy dydj ir koncentracijg. Nustacius apdorojimo parametrus

ekrane rodoma daleliy dydzio ir koncentracijos diagrama.

2.2.13 Imunoblotingas
Imunoblotingas buvo atliekamas pagal Sambrook ir Russell, 2001,

Walker, 2002 ir smulkiau apraSytas Norkiene ir kt., 2015 metodingje dalyje.

2.2.14 Hemagliutinacijos inhibicijos testas

I ploksteles su iSgaubtais Sulinéliy dugnais buvo pilama 25 pL 1 % jiry
kiaulytés arba zmogaus eritrocity suspencija PBS (v/v) tirpale. Tuomet pilamas
jvairiy nuo 50 pg mL? iki 0,025 pg mL* skiedimy VPD tirpalas 25 uL PBS
buferyje. Plokstelé inkubuojama 3 val. 4 °C temperatiiroje. Vizualiai nustatoma
VPD skiedimo koncentracija, Kkurioje aiSkiai stebimas hemagliutinacijos

inhibicijos aktyvumas.

2.2.15 Netiesioginé imunofermentiné analizé

I specialios polistireno plokstelés (,,Nerbe plus®) ploks¢iadugnius
Sulinélius buvo pilama po 50 pL 2 pg/mL koncentracijos Zzmogaus poliomos
virusy VP1 baltymy tirpalo padengimo tirpale. Plokstelés buvo inkubuojamos

per naktj 37°C termostate. Tirpalg iSpylus, Sulinéliai buvo 3 kartus plaunami
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plovimo buferiniu tirpalu. Uzpylus 150 pL blokavimo buferinio tirpalo (Roti®-
Block), plokstelés buvo inkubuojamos 1 val. kambario temperatiiroje Svelniai
purtant. Po inkubacijos sulinéliai buvo plaunami plovimo buferiniu tirpalu 3
kartus po 150 pL. Jpylus po 100 pL jvairaus praskiedimo (1:100, 1:200 ir
1:400) tiriamyjy ir kontroliniy zmogaus kraujo serumy plovimo buferiniame
tirpale su 1% JSA, plokstelés buvo inkubuojamos 1 val. 37°C termostate.
Kraujo serumo koncentracija buvo parenkama empiriSkai. Po inkubacijos
Sulinéliai buvo plaunami 7 kartus po 150 puL plovimo buferinio tirpalo. Ipylus
po 100 pL atitinkamai praskiesty (skiedimg nurodo gamintojas), su krieny
peroksidaze konjuguoty ozkos anti-zmogaus 1gG antriniy antikiiny plovimo
buferiniame tirpale, plokstelés buvo inkubuojamos 1 val. 37°C termostate. Po
inkubacijos Sulinéliai buvo plaunami 7 kartus po 150 pL plovimo buferinio
tirpalo. Ryskinama jpylus po 50 pL TMB ryskalo. Po 4 min. 50 sek. reakcija
buvo sustabdoma jpylus po 150 uL 10 % H>SOs tirpalo. Rezultatai buvo
kiekybiskai jvertinami spektrofotometru ,,Infinite M200“ (bangos ilgis 450

nm).

2.2.16. Konkurenciné imunofermentiné analizé

Konkurencinei IFA buvo naudoti kraujo serumai, atsirinkti 2.2.15
metodu, kaip turintys anti-HPyV antikiiny. Tiriami kraujo serumai buvo
skiedziami 100 karty PBS buferyje kartu su jvairiy koncentracijy
konkurentinémis VPD (5 15, 25 pg/mL). MiSiniai inkubuojami purtykléje 1
val. 37°C ir tuomet pilami j analizuojamu Ag padengtas ir blokuotas
ploksteles. Toliau atliekamos procediiros analogiskos tiesioginei IFA (Zr.
2.2.15). Rezultatai pateikiami procentiskai iSreiSkiant optinio tankio (OT)
sumaz¢jimg dél konkurenciniy VPD adsorbcijos. Naudota formulé: [(serumo
OT be konkuruojanc¢iyjy VPD adsorbcijos — serumo OT su konkuruojanciy

VPD adsorcija)/serumo OT be konkuruojanciyjy VPD adsorbcijos] x 100.
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2.2.17 Statistiné analizé

Matuojant mieliy lasteliy fluorescencija mutantiniuose mieliy
kamienuose, visuomet kartu buvo auginamas ir analizuojamas tévinis BY4741
mieliy kamienas su transformuota pFG-HaPyV-VP1-EGFP arba pFDC-
UK114-EGFP plazmide. Tévinio BY4741 mieliy kamieno fluorescencija buvo
prilyginama 100 %. Kiekvieno mieliy baltymy sintezés matavimo varianto
buvo analizuojami 6 arba daugiau nepriklausomy mieliy kolonijy klony.
Skai¢iuojamas maziausiai 6 nepriklausomy matavimy aritmetinis vidurkis
jskaitant standartinj nuokrypj (xSN). Baltymy sintezés skirtumai laikyti
statistiSkai reikSmingais, kai reik§mingumo lygmuo p < 0,05, pagal dvipusj
neporinj Student‘o t-skirstinj. Skai¢iavimui naudotas Microsoft Excel 2013

programos Analysis ToolPak plétinys.

2.2.18 Bioetikos komisijos leidimai

Zmogaus epidermio tepinéliai Merkelio poliomos viruso isskyrimui
buvo surinkti gavus Lietuvos bioetikos komiteto leidimg (nr. 158200-7-070-
17). Zmogaus kraujo serumai anti-HPyV Ak nustatymui buvo analizuoti gavus
Vilniaus regioninio biomedicininiy tyrimy etikos komiteto leidimg (nr.
152800-15-785-305). Zmogaus kraujo serumai konkuruojanéiyjy anti-HPyV
Ak nustatymui buvo panaudoti gavus Vilniaus regioninio biomedicininiy
tyrimy etikos komiteto leidima (nr. 152800-17-901-409).

75



3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

3.1. Poliomos virusy VP1 baltymy sintezés ypatybiy S. cerevisiae 1astelése
tyrimas ir sintezés optimizavimas

Patobuléjus virusy paieskos ir sekoskaitos technologijoms per
paskutinius desimt mety atrasta daug naujy stuburiniy gyviiny PyV, jskaitant ir
12 naujy zmogaus PyV (1.1 lentel¢). Daugumos i$ Siy PyV infekcijai tirti néra
sukurty tinkamy Igsteliy linijy, todél labai svarby vaidmenj tyrimuose atlieka
rekombinantinés VP1 VPD, 0 jy sintezés ypatumy tyrimai gali prisidéti
atskleidziant ir Kitas ypatybes, svarbias virusy infekcijos metu. S.cerevisiae
lastelése optimizuojant skirtingy PyV VP1 baltymy sinteze nezitirint j labai
didelg $iy baltymy homologija (Johne ir kt., 2011; van der Meijden ir kt., 2013)
buvo susidurta su jvairiomos baltymy sintezés klifitimis, pavyzdziui,
neefektyvi kai kuriy PyV VP1 VPD raiska ir maza iSeiga, mieliy lasteliy
flokuliacija, netipisko dydzio VPD formavimasis. Problemy sprendimui ir
norint gauti kokybiskas VPD S§io tyrimo metu buvo istirtos kai kurios PyV
sintezés mieliy lgstelése ypatybés: mieliy Saperony poreikis PyV VP1 sintezei,
bei atliktas PyV VP1 biosintezés sukeltos mieliy Igsteliy flokuliacijos
priezasc¢iy tyrimas.

Visiems siems tyrimams buvo pasinaudota mieliy mutanty kolekcija su
inaktyvuotais genais (angl. Yeast Knock Out Collection). VP1 geno raiskai tirti
pirmiausia buvo naudojamas modelinis ziurkéno PyV VP1 baltymas, sulietas
su EGFP (zaliu fluorescuojanciu baltymu; VP1-EGFP), o jo sintezés lygio
poky¢iai buvo jvertinti matuojant VP1-EGFP fluorescencijos pokycius gyvose
mieliy lastelése tékmeés citometru. VP1-EGFP fluorescencijos intensyvumo
matavimy mutantiniuose ir téviniame BY4741 kamiene duomenys buvo
lyginami ir pateikiami kaip santykinis fluorescencijos intensyvumas procentais.
Salia VP1-EGFP tyrimy srauto tékmés metodu buvo atliekami ir tyrimai su
nemodifikuotu HaPyV VP1 genu naudojant mieliy lasteliy lizatus NDS-PAGE

ir imunoblotingo metodais, kad jsitikintume, jog suliejimas su EGFP

76



minimaliai jtakojo VP1 baltymo sintezés lygi. Flokuliacijos reiskinio tyrimui
buvo naudojamas modelinis APyV VP1 genas.

HaPyV VPl ir VP1-EGFP baltymai formuoja mieliy lgsteléms
netipinius, didelius baltyminius kompleksus VPD, todél paraleliai buvo
atliekami nevirusinio UK114 baltymo, C gale sulieto su EGFP (UK114-EGFP)
fluorescencijos intensyvumo matavimai. UK114 baltymas yra mazas 130 ar.
ilgio, netoksiSkas, tirpus, priklausantis konservatyviai YERO57c/YJGFc
Seimai baltymas, kuris efektyviai sintetinamas tiek E.coli, tiek ir mieliy
lastelése, todél labai tikétina, kad jo teisingam susilankstymui reikia
minimalios Saperony pagalbos (Colombo ir kt., 1998). UK114-EGFP genas
buvo jklonuotas, kad jo veikla buty reguliuojama konstitutyvaus PGK1
promotoriaus, o VP1-EGFP geno veikla GAL7 promotoriaus, nes paprastai
PyV VP1 geny raiskai mielése naudojamos galaktoze indukuojamos raiskos
sistemos. Kadangi Floer su kolegomis nustaté véluojanciag GAL geny raiskos
indukcija galaktoze A4hsp90 ir Ahsp70 mieliy kamienuose (Floer ir kt., 2008),
§i0 darbo pradzioje buvo atlikti keli pilotiniai eksperimentai naudojant PGK1 ir
GAL7 promotorius. Jie patvirtino, kad matuojant VP1-EGFP fluorescencijos
intensyvumg 18 valandy po indukcijos, santykinis fluorescencijos
intensyvumas su abiem promotoriais buvo panasus ir GAL7 promotoriaus
naudojimas gautiems rezultatams jtakos neturéjo.

Atrinktuose mieliy kamienuose pastebéti sintezés pokyciai buvo
patikrinti ir naudojant naujy zmogaus PyV VP1 genus. Tam KIPyV, WUPyV,
HPyV6, HPyV7, TSPyV, HPyV9, HPyV12, STLPyV ir NJPyV VP1 baltymus
kuoduojantys atvirieji skaitymo rémeliai (ASR) buvo optimizuoti raiskai
mieliy S.cerevisiae lgstelése ir Sios DNR sekos buvo susintetintos (GenScrip).
HPyV10 VP1 geno seka nebuvo optimizuota pagal mieliy Igsteléms palankius
kodonus, o buvo naudoti natyviis virusui biidingi kodonai kaip ir Sio tyrimo
metu analizuotoje HPyV12 VP1 geno kopijoje. MCPyV VP1 genas buvo
padaugintas PGR metodu nuo viruso genomo, isskirto i§ sveiko savanorio odos
tepinélio. Sie vienuolika zmogaus PyV VP1 geny, po jy seky patikrinimo

sekoskaitos metodu bakteriniuose vektoriuose buvo perklonuoti j pFX7 mieliy
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raiSkos vektoriy, kad geny raiska bty reguliuojama galaktozés indukuojamo
promotoriaus (zr. 2.1.3), 0 véliau ir j Kitus reikalingus vektorius. JCPyV ir
BKPyV VP1 genus turin¢ios plazmidés gautos i§ EGIS kolekcijos (Sasnauskas
ir kt., 2002).

Papildomuose eksperimentuose buvo tiriamas kai kuriy mieliy geny
padidintos raiskos poveikis PyV VP1 baltymy sintezei. Tam reikalingi genai
buvo padauginti nuo mieliy S. cerevisiae genominés DNR su specifiniais
pradmenimis (2.3 lentelé), patikrinti sekoskaitos metodu ir jsitti j reikiamus
mieliy raiSkos vektorius. Jy raiskai buvo naudojami jvairaus Stiprumo
konstitutyviis promotoriai PGK1 (stiprus) ar CNEL1 (silpnas). Papildomai
Saperony geny raiSkai buvo pasirinktas silpnesnis CNE1 promotorius, nes
naudojant PGK1 promotoriy, per stipri kai kuriy Saperony sintezé buvo

toksiSka mieliy lasteléms.

3.1.1. Mieliy Saperony poreikis poliomos virusy VP1 sintezei

Poliomos virusy infekcijos metu Hsp70 Saperonai vaidina labai svarby
vaidmenj ir sgveikai su jais PyV naudoja LT antigeno sudétyje esantj Saperony
C-galinj DNA J domena (Cripe ir kt., 1995; Chromy ir kt., 2003). VP1
baltymai taip pat sgveikauja su Hsp70 Saperonais tiek infekcijos metu, tiek ir
po transliacijos transportuojant juos j branduolj (Cripe ir kt., 1995, Chromy ir
kt., 2003). In vitro tyrimais parodyta, kad jaucio ir pauksciy hsc70 Saperonai ir
J domenga turintys kosaperonai sgveikauja su pelés poliomos viruso VP1 C galu
iSkart po transliacijos bei taip aktyvuoja taisyklinga kapsidés susirinkimag
(Chromy ir kt., 2003). Dauguma duomeny apie Saperony funkcijas
eukariotuose buvo gautos mieliy modelingje sistemoje. Be to, ir
kompiuteriniais metodais lyginant streso atsako mieliy ir Zzmogaus Saperomy
poky¢ius stebimas evoliucinis konservatyvumas (Palotai ir kt., 2008). Kadangi
aukstesniy eukarioty lastelése buty sunku jvertinti Saperony poreikj PyV VP1
baltymo sintezei, nes pagrindiniai Saperonai Yyra esminiai lasteliy
gyvybingumui, tai buvo galima padaryti mielése, juo labiau, kad apie mieliy
Saperony poreikj VP1 VPD sintezei iki $iol nieko nebuvo zinoma.
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Pirmiausia HaPyV VP1, HaPyV VP1-EGFP ir UK114-EGFP baltymy
sintezés poky¢iai buvo tikrinami mutantiniuose mieliy kamienuose su Saperony
geny iSkritomis ir suskirstyti pagal specifines Saperony Seimas. Rezultatai
parodé, kad visy tirty baltymy sintezés lygis mieliy kamienuose neturinciuose
bet kurio vieno Saperono i§ Hsp104, Hsp90 ir Hsp70 Saperony grupiy skyrési
nuo sintezés lygio téviniame BY4741 kamiene (3.1 pav A; 3.2 pav; 3.3 pav;
3.4 pav): UK114-EGFP fluorescencijos lygis nukrito 10-35 %, o HaPyV VP1-
EGFP ir VP1 — dar daugiau.
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3.1 pav. VP1-EGFP ir UK114-EGFP baltymy fluorescentiné analizé mieliy kamienuose
su Hspl04, Hsp90 ir Hsp70 Saperonuy genu iSkritomis (A) ir atskiry Saperony genu
padidinta raiska (B). Rezultato verté¢ pateikta procentais lyginant su téviniu BY4741
kamienu. Paveiksle pateikti sesiy skirtingy mieliy transformanty rezultaty vidurkiai +/- SN.
Reik$mingi skirtumai tarp VP1-EGFP ir UK114-EGFP baltymy fluorescencijos pazymeéti
zvaigzdutémis: (*) - p<0.05; (**) - p<0.01.
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Mieliy Saperonas Hsp104, kuris svarbus baltyminiy agregaty iSrinkime
po streso bei mieliy priony paveldimumui (Chernoff, 2007) neigiamai veiké
HaVP1 baltymo sintezés lygj. Mieliy kamiene su hspl04 geno iskrita VP1-
EGFP baltymo fluorescencija padidéjo beveik ketvirtadaliu (22 %), lyginant su
téviniu BY4741 kamienu, ir sumazéjo 9 % mieliy kamiene su padidinta
HSP104 geno raiska (3.1 pav). Siuos rezultatus patvirtino ir imunoblotingo
rezultatai su nemodifikuotu HaPyV VP1 mieliy lasteliy lizatuose (3.2 pav).
VP1 baltymo sintezé buvo Siek tiek didesné Ahspl04 mieliy kamiene ir
sumazéjo atstatius Hspl04 raiSkg naudojant plazmiding DNR su CNEL1
promotoriumi (3.2 pav, 1-4 takeliai). Atitinkamai, BY4741 kamiene padidinus
Hsp104 baltymo lygi, VP1 baltymo kiekis lasteliy lizatuose Siek tiek sumazéjo
(3.2 pav, 5-6 takeliai).

Mieliy kamienai
Ahsp104 BY4741

CNE1- T — —
HSP104 ++ —+ kDa

NDS-PAGE =100

2
anti-Hsp104 -130

1 2 3 4 56 7 M
MAb 6D11 55

— -40

1 2 3 4 5§ 6 7 M

-35

GA1R -25
3.2 pav. HaPyV VP1 baltymo sintezés lygio jvertinimas mieliy kamienuose su Hsp104
Saperono geno iSkrita arba padidinta raiska. Nemodifikuoto HaPyV VP1 sintezés
efektyvumas analizuotas mieliy lasteliy lizatuose NDS-PAGE ir imunoblotinguose naudojant
anti-Hsp104 Ak, 6D11 (anti HaPyV VP1) ir GA1R (anti-gliceraldehido 3 fosfato
dehidrogenazé) MAK. Geliuose iSlaikytas tas pats méginiy eiliskumas. Takeliuose: mieliy
BY47414hsp104 kamieno lizatai be (1-2) ir su papildoma HSP104 geno sinteze (3-4); mieliy
tévinio kamieno BY4741 lizatai be (5) ir su papildoma HSP104 geno sinteze (6); BY4741
kamieno lizatas su pFGCNE1 vektoriumi (7). M, dazytas baltymy molekulinés masés
zymeklis (Thermo Fisher Scientific Baltics).
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HaPyV kapsidés baltymo VP1 sintezés lygis labiau priklausé nuo mieliy
Hsp90 Saperony. Mielése Hsp90 Saperony Seimai priklauso dvi izoformos,
koduojamos HSC82 ir HSP82 geny (Csermely ir kt., 1998). Mieliy kamienuose
su HSC82 ir HSP82 geny iskritomis VP1-EGFP ir VP1 baltymy lygis
atitinkamai sumazéjo iki 70 ir 50 %, lyginant su téviniu mieliy kamienu (3.1
pav A; 3.3 pav A). Papildoma HSC82 ir HSP82 geny raiska (kontroliuojama
CNE1l promotoriaus) padidino VP1-EGFP ir VP1 baltymy sintezés lygj
atitinkamai iki 182 ir 166 %, lyginant su téviniu BY4741 kamienu (3.1 pav B,
3.3 pav B). Panasus rezultatai buvo gauti tiriant STI1 iskritos jtakg VP1-EGFP
fluorescencijos lygiui, kuris sumazéjo iki 68 %, bet nepaveiké UK114-EGFP
sintezés lygio (3.5 pav). Stil yra Hsp90 saperono komplekso dalis svarbi jo
aktyvumui (Li ir kt., 2012). Tuo tarpu kamienuose su kity Hsp90 kosaperony
SBA1, AHAL, CPR6, CPRY7 ir PPTL1 iskritomis ir VP1-EGFP, ir UK114-EGFP
baltymy biosintezés lygiai sumazéjo panasiai (3.5 pav). Tai rodo, kad tik Stil
galéty buti tas koSaperonas, kuris kartu su Hsp90 dalyvauja VP1-EGFP
sintez¢je, 0 kity tirty koSaperony trukumas svarbus tik bendram Hsp90
Saperony Seimos aktyvumui, paveikian¢iam visy rekombinantiniy baltymy

sintezés lygj.

A  Mieliy kamienai B Mieliy kamienas BY4741
Ahsc82 Ahsp82 BYATA1 02 +HSC82 +HSP82 P
NDS-PAGE :70 NDS-PAGE 70

-55 -55
-40 _ 40
: =35

1 2 3 4 5 M 1 2 3 4 5 M
MAD 6011 55 MAb6DI1 55
40 —= .40

1. 2 3 4 5 M 1. 2 3 4 5 M
GA1R ~-40  GAIR -40
-35 -35

3.3 pav. HaPyV VP1 baltymo sintezés jvertinimas, mieliy kamienuose su Hsc82 ir Hsp82
Saperony geny iSkritomis arba padidinta raiSka. Nemodifikuoto HaPyV VP1 sintezés
efektyvumas analizuotas mieliy lasteliy lizatuose NDS-PAGE ir imunoblotinguose naudojant
6D11 ir GAIR MAK. Takeliuose: (A) mieliy kamieny BY47414hsc82 (1-2), BY4741Ahsp82
(3-4) ir BY4741 (5) lasteliy lizatai; (B) mieliy BY4741 kamieno su papildoma HSC82 (1-2) ir
HSP82 (3-4) geny raiska lasteliy lizatai; mieliy BY4741 kamieno lasteliy lizatas (5). M,
dazytas baltymy molekulinés masés zymeklis (Thermo Fisher Scientific Baltics).
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Hsp70 Saperony Seimg mielése sudaro devyni citozoliniai baltymai,
kuriy keturis koduoja SSA genai, po du — SSB ir SSZ genai bei SSZ1 genas.
LSH1 ir KAR2 genai koduoja ir Hsp70 Saperony narius. Ssal ar. seka 99 %,
84 % ir 85 % panasi atitinkamai j Ssa2, Ssa3 ir Ssa4 ar. sekas. Kadangi, Assal,
Assa2, Assa3 ir Assa4 mieliy kamienuose VP1-EGFP baltymo sintezé dél
galimo funkcinio kompensavimo (Werner-Washburne ir kt., 1987) nepakito
lyginant su téviniu BY4741 kamienu (3.1 pav A), buvo sukurti ir panaudoti
dvigubi AssalAssa2 ir Assa3Assa4 mieliy mutantai. Nors VP1-EGFP ir
UK114-EGFP sintezés lygis sumazéjo abejuose dvigubuose mieliy
mutantuose, bet VP1-EGFP baltymo biosintezg labiau paveiké abiejy SSAL ir
SSA2 iskritos (3.1 pav A, 3.3 pav 5, 6, 12 ir 13 takeliai). Kity Hsp70 Saperony
Seimos nariy: SSE1, SSE2, SSB1, SSB2 ir LHS1 iskritos sumazino VP1-EGFP
sintezés lygj 50 %, nors UK114-EGFP sintezés lygis sumazéjo tik 25 % (3.1
pav). SSZ1 geno iskrita padidino VP1 sintezés lygj daugiau nei du Kkartus
lyginant su téviniu BY4741 kamienu (3.1 pav A; 3.4 pav 22-23 takeliai). Ssz1
baltymas yra prie ribosomy prisijungianc¢io komplekso (RAC) dalis,
stimuliuojanti Ssb Saperony saveika sSu naujai sintetinama polipeptidine
grandine (Huang ir kt., 2005). Papildoma atskiry Hsp70 Seimos nariy geny
raiska tik Siek tiek padidino arba neveiké VP1-EGFP ar VP1 sintezés
efektyvumo (3.1 pav B, 3.4 pav 29-37 takeliai), isskyrus SSE1 gena, kurio
papildoma raiska padidino VP1-EGFP biosintezés lygj iki 150 % (3.1 pav B;
3.4 pav 38-39 takeliai).
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3.4 pav. HaPyV VP1 baltymo sintezés lygio jvertinimas, mieliy kamienuose su Hsp70
Saperony geny iSkritomis arba padidinta raiSka. Nemodifikuoto HaVP1 sintezés
efektyvumas analizuotas mieliy lgsteliy lizatuose NDS-PAGE ir imunoblotinguose naudojant
MAk 6D11. Takeliuose: mieliy kamieny BY47414ssal (1-2), BY47414ssa2 (3-4),
BY47414ssalAssa2 (5-6), BY4741 (7, 14, 21, 28, 35 ir 42), BY4ssa3 (8-9), BYdssa4 (10-
11), BY4ssa3Assa4 (12-13), Alhsl (15-16), Assel (17-18), Asse2 (19-20), Asszl (22-23),
Assbl (24-25) ir Assb2 (26-27) lasteliy lizatai; mieliy BY4741 kamieno su papildoma SSA1
(29-30), SSA2 (31-32), SSA3 (33-34), SSA4 (36-37), SSE1 (38-39) ir SSZ1 (40-41) geny
raiSka lgsteliy lizatai. M, daZytas baltymy molekulinés masés zymeklis (Thermo Fisher
Scientific Baltics).

Mieliy kamienuose su atsako j stresg HSP26, HSP42, HSP12 ir HSP31
mazyjy Saperony geny iskritomis statistiSkai patikimas poveikio skirtumas tarp
VP1-EGFP ir UK114 sintezés lygiy pastebétas nebuvo (3.6 pav C), todél jy

poreikio toliau netyréme.
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Hsp40 Saperonai arba koSaperonai yra kita mazyjy Saperony Seima
pasizyminti J-domenu. Jie jtakoja Hsp70 Saperony ATP-azinj ir funkcinj
aktyvumg. Mieliy kamienuose su visy Hsp40 koSaperony, iSskyrus ZUOL,
geny iSkritomis abiejy tirty rekombinantiniy baltymy sintezés lygis buvo
mazesnis negu téviniame BY4741 kamiene (3.6 pav A). UK114-EGFP
baltymo fluorescencijos lygis nukrito iki 20-40 % visuose tirtuose mutantuose,
iSskyrus 4apjl kamieng, kuriame jokiy pokyc¢iy nenustatyta, nors VP1-EGFP
baltymo sintezés lygis 4apjl mieliy kamiene sumazéjo apie 30 % (3.6 pav A).
Labiausiai abiejy rekombinantiniy baltymy UK114-GFP ir VP1-EGFP
fluorescencijos lygis sumazéjo Aydjl mieliy kamiene iki 50 % ir 75 %
atitinkamai (3.6 pav A), todél galima teigti, jog Ydjl yra labai svarbus
Saperonas rekombinantiniy baltymy, tame tarpe ir virusiniy, Sintezei.
ReikSmingi UK114-GFP ir VP1-EGFP biosintezés lygio skirtumai buvo
nustatyti Ajeml, Acajl, Aderjl ir Azuol mieliy kamienuose. Azuol
mutantiniame kamiene VP1-EGFP sintezé buvo tris kartus efektyvesné, bet
sumaz¢jo daugiau nei 60 % Ajeml, Acajl, Aerjl kamienuose. BY4741
téviniame kamiene padidinus Saperony turinc¢iy J-domeng geny raiska VP1-
EGFP produkcija labiausiai (iki 235 %) iSaugo dél papildomos YDJ1 geno
raiskos (3.6 pav B). Azuol kamiene VP1-EGFP ir VP1 baltymy sintezés lygis
buvo net didesnis nei kamiene su SSZ1 geno iskrita (3.1 pav A), nors Ssz1 ir
Zuol saperonai yra RAC partneriai. Atstacius ZUO1 geno aktyvuma Azuol
kamiene VP1-EGFP sintezés lygis grizo i tévinio kamieno lygj (duomenys

nepateikiami).
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3.6 pav. VP1-EGFP ir UK114-EGFP baltymy fluorescentiné analizé mieliy kamienuose
su Hsp40 Saperono geny iSkritomis (A), padidinta Hsp40 Saperony geny raiska (B) ir
kamienuose su mazyjy Saperony geny iSkritomis (C). Rezultato verté pateikta procentais
lyginant su téviniu BY4741 kamienu. Paveiksle pateikti $esiy skirtingy mieliy transformanty
rezultaty vidurkiai +/- SN. ReikSmingi skirtumai tarp VP1-EGFP ir UK114-EGFP baltymy
fluorescencijos (A, C) ir VP1-EGFP fluorescencijos reiSmingas skirtumas lyginant su
fluorescecija téviniame kamiene BY4741 (B) pazymeéti zvaigzdutémis: (*) - p<0.05; (**) -
p<0.01.

Mieliy kamienai

Eukariotuose yra du su ribosomomis susij¢ kompleksai: RAC, kuris
sgveikauja su Hsp70 Saperonais (mielése su Ssbl ir Ssb2) ir NAC, su
sintetinamu polipeptidu susij¢s heterodimerinis (mielése jis sudarytas is trijy
subvienety) kompleksas (Gautschi ir kt., 2002; Huang ir kt., 2005; Chen ir kt.,
2014; Preissler ir Deuerling, 2012; Peisker ir kt., 2010). Abu kompleksai yra
svarbiis de novo baltymy susilankstymui, reguliuoja ribosomy biogenezg,
moduliuoja transporto per membrang procesus ir taip kontroliuoja baltymy
sintez¢ (Preissler ir Deuerling, 2012). NAC subvienety ir Ssb geny iskritos
sumazino VP1 baltymo sintezés lygj nuo 30 iki 60 % (duomenys neparodyti;

3.1 pav A). Tuo tarpu bet kurio i§ RAC komplekso subvienety Ssz1 ar Zuol
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trikumas 2,5-3 kartus padidino VP1 ir VP1-EGFP sintezés lygj (3.7 pav 3, 4
takeliai; 3.4 pav 22, 23 takeliai; 3.1 pav A ir 3.6 pav A).

Mieliy kamienai
Aapj1 Azuo1 Aydj1 BYATA1 Ajjj1  Ajjj2 Ajjj3 BY4741 Acaj1 Ajem1 Aerj5 BY4741 kDa
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3.7 pav. HaPyV VP1 baltymo sintezés lygio jvertinimas, mieliy kamienuose su Hsp40
Saperony geny iSkritomis arba padidinta raiSka. Nemodifikuoto HaPyV VP1 sintezés
efektyvumo analizé mieliy lasteliy lizatuose NDS-PAGE ir imunoblotinguose naudojant
MAKk 6D11. Takeliuose: mieliy kamieny Aapjl (1-2), Azuol (3-4), Aydj1 (5-6), BY4741 (7,
14, 21, 28, 35 ir 42), 4jjj1 (8-9), 4jjj2 (10-11), 4jjj3 (12-13), Acajl (15-16), djem1 (17-18),
Aerj5 (19-20), Ascjl (22-23), Ahlj1 (24-25) ir Axdjl (26-27) lasteliy lizatai; mieliy BY4741
kamieno su papildoma SCJ1 (29-30), CAJ1 (31-32), YDJ1 (33-34), ERJ5 (36-37), ZUOL1 (38-
39) ir SEC63 (40-41) geny, kontroliuojamy CNE1 promotoriaus, raiska lgsteliy lizatai. M,
dazytas baltymy molekulinés masés zymeklis (Thermo Fisher Scientific Baltics).

Pagal kai kuriuos tyrimus triikkstant RAC komponento ir sutrikus RAC
komplekso veikimui gali sutrikti transliacijos tikslumas (Gautschi ir kt., 2002;
Huang ir kt., 2005; Chen ir kt., 2014). Patvirtinimui, kad Assz1 ir Azuol mieliy
lastelése sintetinama daugiau VP1 baltymo ne dél sutrikusio transliacijos
tikslumo ir sumazéjusios kokybés kontrolés, 0 susintetinti VP1 baltymai
efektyviai formuoja VPD, HaPyV VPl VPD buvo isgrynintos CsCl
gradientinio ultracentrifugavimo metodu i§ Asszl, Azuol ir BY4741 mieliy
kamieny. Buvo jvertintos iSgryninty baltymy iSeigos, 0 méginiai isanalizuoti
elektroniniu mikroskopu (EM). EM nuotraukose galima matyti, kad i$ visy
trijy kamieny isgryninti VP1 baltymai formavo simetriskas tradicinio dydzio -
45-50 nm skresmens - VPD (3.8 pav). VP1 VPD iseigos buvo du ir tris kartus
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didesnés atitinkamai gryninant i§ AsszI, Azuol mieliy kamieny lyginant su
téviniu BY4741 kamienu. Taigi, RAC komplekso trikkumas neturéjo jtakos
VP1 baltymo transliacijos tikslumui, nes net nedideli VP1 baltymo sekos
pokyciai gali jtakoti VPD susirinkimg, 0 $is rezultatas patvirtino tekmés
citometrijos metodu ir imunoblotingu nustatyta 2,5-3 karty didesnj VP1-EGFP
fluorescencijos intensyvuma ir VP1 baltymo kiekj AsszI, Azuol mieliy

kamienuose.

HaPyV VP1 VPD

BY4741 kamiene Azuo1 kamiene Assz1 kamiene

i %

. b

3.8 pav. HaPyV VP1 VPD
nuotraukos. Skalé — 100 nm.

iSgryninty i§ BY4741, Azuol ir Asszl mieliy kamieny EM

AsszI ir Azuol mieliy kamienuose padidéjo ir visy 13 zmogaus PyV
VP1 sintezés lygis, taciau, kadangi Asszl ir Azuol kamienai pasizymi
sulétéjusiu augimu normaliomis sglygomis, jie nebuvo naudojami VP1 VPD
iSskyrimui. Neseniai K. Goda (Goda K., 2017) parodé, kad papildomai jvesti
nedideli Ssz1 ir Zuol Saperony kiekiai BY47414ssz1 ir BY47414zuol
kamieny lgstelése panaikina $iy kamieny augimo defektus, bet nesumazina
rekombinantiniy virusiniy baltymy iSeigos, ir padaro siuos kamienus tinkamus

biotechnologiniams tikslams.

3.1.2. Mieliy lasteliy flokuliacijos, sukeltos poliomos virusy VP1 raiskos,
tyrimas

Jau anksciau (Sasnauskas ir kt., 2002) buvo pastebéta, kad APyV VP1
raiSka mieliy lastelése yra lydima mieliy flokuliacijos, o tai ne tik apsunkina

mieliy lasteliy ardyma, bet ir stipriai sumazina iSgryninto VP1 baltymo iseigas.
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Ilgainiui pleciantis skirtingy VP1 baltymy susintetinty mielése ratui pasirodé,
kad yra ir daugiau VP1 baltymy, kuriy sintezé indukuoja mieliy Igsteliy
flokuliacija, pvz., mielése flokuliacija jjungia pauksciy PyV: papigy, Zasy,
kikiliy ir varny (Zielonka ir al. 2006; 2012), taip pat pelény PyV, bet ne
bezdzioniy, peliy ar ziurkéno poliomos virusy VP1 baltymy raiska. Mieliy
flokuliacija - nelytinio tipo, homotipinis, griztamas ir multivalentinis
agregacijos procesas, dél kurio mieliy Igstelés sudaro multilasteling mase
(Stratford ir kt., 1992). Atominés jégos mikroskopijos tyrimai patvirtino kad
baltymy flokuliny raiS$ka mieliy sienelés pavirSiuje yra esminé Siam fenotipui
pasireikiti (El-Kirat-Chatel ir kt., 2015). Zinoma, kad mieliy lasteliy
flokuliacija gali sukelti jvairiausios priezastys: metabolizmo, temperattros ar
pH poky¢iai, mechaniniai poveikiai, augimo terpés sudétis, kamieno genetinés
charakteristikos ir kt. (Claro ir kt., 2007). Vis délto, nors raiskos salygos yra
identiskos, mieliy flokuliacijg sukelia tik kai kuriy VP1 baltymy sintezé.
Kadangi VP1 baltymy sekos yra gana panasSios (50-96 %) ir paprasti VP1
baltymy seky palyginimai nepaaiskina Sios flokuliacijos priezasé¢iy, tyrimas
buvo atliekamas dviem Kkryptimis: 1) nustatant mieliy genus, kuriy trikumas
specifiSskai pasalina VP1 baltymo sukelta flokuliacija; 2) nustatant VP1
baltymo sekas galimai atsakingas uz flokuliacijos indukcija. Abejuose
tyrimuose kaip pagrindiniai modeliniai baltymai buvo naudojami: pauksciy
PyV (APyV) VP1 baltymas, kurio sintezés sukeliama flokuliacija yra labai
intensyvi ir ziurkéno PyV (HaPyV) VP1 baltymas, kurio sintezé flokuliacijos

nesukelia. Gauti rezultatai buvo véliau patikrinti ir su kity PyV VP1 baltymais.

3.1.2.1. Genu, kuriy trikumas specifiSkai pasalina VP1 baltymo

sukelta flokuliacija, atranka
Geny, kuriy trikumas specifiSkai pasalina VP1 baltymo sukelty
flokuliacijg, atrankai buvo panaudota mieliy mutanty kolekcija. Mutantiniai
mieliy kamienai buvo transformuojami pFGG3-AVP1 plazmide ir vizualiai
tirilama ar transformuotuose kamienuose su atrinkty geny iskritomis iSnyksta

APyV VPl baltymo sukelta flokuliacija. Neflokuliave kamienai buvo
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transformuojami pFGG3-HaVP1-GFP plazmidémis bei tikrinamas HaPyV
VP1-GFP sintezés efektyvumas srauto citometrijos metodu. Tai leido atmesti
mutantinius kamienus, kuriuose flokuliacija nevyko todél, kad nevyko ar labai
sumazéjo VP1 baltymo sintezé dél atitinkamo mieliy geno iskritos. Po
patikrinimo buvo atrinkti 9 mieliy mutantiniai kamienai, dél kuriy geny iskrity
galimai susilpnéjo arba visai nejsijungé mieliy flokuliacija APyV VP1 sintezés
metu (3.1 lentelé).

3.1 lentelé. Tyrimo metu atrinkti S. cerevisiae genai, kuriy iskritos kei¢ia APyV VP1
sukeltos flokuliacijos fenotipa.

Standgrf[inis Sistem_at_inis Fenotipas
pavadinimas | pavadinimas

4flol YARO050W | Neflokuliuoja

Aappl YNLO94W | Flokuliacija labai silpna
Afdel YDR539W | Neflokuliuoja
Aybr062C YBR062C | Neflokuliuoja
Aycr100C YCR100C | Neflokuliuoja

Airca YDR540C | Neflokuliuoja

AldbT YBLO06C Flokuliacija labai silpna
Anpl3 YDR432W | Neflokuliuoja

Aubp5 YER144C Neflokuliuoja

Visi 9 atrinkti mieliy genai (3.1 lentelé) buvo padauginti nuo mieliy S.
cerevisiae genominés DNR, patikrinti sekoskaitos metodu ir jterpti tarp PGK1
promotoriaus ir PGK1 terminatoriaus mieliy raiskos vektoriuose, kuriuose yra
APyV VP1 genas arba HaPyV VPl genas

indukuojamo GAL7 promotoriaus (3.9 pav). Sukonstruotos plazmidinés DNR

reguliuojamas galaktoze

buvo transformuotos j mieliy lasteles su analizuojamo geno iskrita bei tévinio
kamieno lasteles. Mieliy transformantuose indukavus VP1 baltymy sinteze
buvo analizuojama mieliy flokuliacija. Kiekvienu atveju buvo tikrinta po 6
skirtingus mieliy transformantus. APP1, FDC1, YBR062C, YCR100C, IRC4,
LDB7, NPL3, UBP5 geny raiska atitinkamuose mieliy mutantuose, su
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analizuojamo geno iskritomis, bei téviniame BY4741 kamiene neturéjo jtakos
nustatytam mutanty flokuliacijos fenotipui ir toliau tiriami nebuvo. Gali biti,
kad Siuose mieliy kamienuose dél atitinkamy mutacijy spaudimo laikui bégant
jvyko supesorinés mutacijos, kurios kazkaip jtakojo ir flokuliacijos jjungimo
procesus. Tokiy supresoriniy mutacijy susikaupimas vis dazniau yra

pastebimas dirbant su mieliy mutanty kolekcija.

GAL7-ter GAL7-ter
HaVP1

e AVP1 -“
y GALT7-pr
— ~_GALT7-pr

) = pFGPGK1-HaVP1 |
pFGPGK1-AVP1 l\pem-pr sombp l/
_ Xbal (2894)

9988 bp PGK1-pt
— —Xbal (3017)
Xbal (2894

~  PGK1-ter
PGK1-ter
FDHI —

2mk-ars omk-ars

3.9 pav. pFGPGK plazmidziy skirty svetimy baltymy sintezei mielése S.cerevisiae
schemos. pFGPGK plazmidés turi 2 plazmidés ARS ir bakterijy ORI DNR fragmentus,
kuriuose yra DNR replikacijos pradzios sekos, todél Sios plazmidés gali daugintis bakterijy ir
mieliy lgstelése. Vektoriaus atrankos zymenys (violetine spalva): mielése yra FDH1 —
Candida maltosa formaldehid dehidrogenazés genas, o bakterijose yra bla genas, suteikiantis
atsparumg ampicilinui. Tarp galaktoze indukuojamo GAL7 promotoriaus ir GAL7
terminatoriaus yra jterpti AVP1 (APyV VP1) arba HaVP1 (HaPyV VP1) genai (mélyna
spalva). Analizuojami 9 genai jterpti (3.1 lentelé¢) per Xbal restrikcijos endonukleazés
Kirpimo vieta (pazyméta mélynai) tarp PGK1 promotoriaus ir PGK1 terminatoriaus, ir tokios
plazmidés skirtos dviejy baltymy sintezei mieliy lgstelése vienu metu (AVP1/HaVP1 ir
vieno i$ geny pretendenty).

FLOL1 geno raiska sukélé mieliy flokuliacija tiek mutantiniame, tiek ir
BY4741 kamiene net ir neindukavus APYV VPl raiskos. Kadangi Kkitus
flokulinus koduojanciy ar reguliuojanciy geny Aflo10, Afloll, Aflo8, Aflo5 ir
Aflo9 bei pagalbiniy: Aagal, Aaga2, Afigl, Asagl iskritos neturéjo jokios
pastebimos jtakos VP1 baltymo sintezés sukeliamai flokuliacijai mieliy
lastelése, tapo aisku, kad uz jg atsakinga butent FLO1 geno raiska. FLO1 genas
yra lokalizuotas pirmos chromosomos telomerinéje srityje, kaip ir Kiti

flokulinus koduojantys genai, aptinkami telomerinése arba subtelomerinése
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mieliy chromosomy srityse (Russell ir kt., 1980; Sieiro ir kt., 1997; Verstrepen
ir kt., 2003; Halme ir kt., 2004). Nustatyta, kad Siy geny, taip pat ir FLO1,
reguliacijoje labai svarby vaidmen;j vaidina genai, kuriy produktai yra susije su
mieliy S. cerevisiae telomery galy chromatino nutildymo procesais. Pagal
mieliy S. cerevisiae genomo duomeny bazés SGD duomenis tokiy geny yra net
163, i8 jy 11 geny, kuriy iskritos sukelia flokuliacija, 0 21 genas yra esminis
mieliy lgsteliy gyvybingumui (3.2 lentelé).

3.2 lentelé. S. cerevisiae genai, susije su telomery galy chromatino nutildymo procesais
(pagal SGD).

S. cerevisiae genai, kuriy | S.cerevisiae esminiai genai, susije su telomery galy

iSkrity mieliy mutantai | chromatino nutildymo procesais (pagal SGD) ir kuriy

pasizymi flokuliuojanéiu | mutantai prieinami YTHC kolekcijoje.

fenotipu

Standartinis | Sistematinis | Standartinis | Sistematinis | Standartinis | Sistematinis

pavadinimas | pavadinimas | pavadinimas | pavadinimas | pavadinimas | pavadinimas
HSP12 YFLO014W ABF1 YKL112W NUP145 YGL092W
RVB2 YPL235W CDC45 YLR103C ORC1 YMLO65W
SLF1 YDR515W CDC6 YJL194W ORC2 YBRO060C
SSD1 YDR293C CDC7 YDLO17W ORC5 YNL261W
CYC8 YBR112C EPE1 YDLO87C POL30 YBRO088C
TUP1 YCRO084C IFH1 YLR223C RAP1 YNL216W
BDF1 YLR399C IRAL YBR140C RNA1 YMR235C
BRE2 YLRO15W MCM10 YIL150C RNT1 YMR239C
MIT1 YELOO7W MCM3 YELO032W SEN1 YLR430W
SSN3 YPLO42C MCM7 YLR274W
SSN2 YDR443C MPT1 YMR005W

Net 20 i§ Siy esminiy geny, valdomy titruojamu tetraciklino

promotoriumi, yra mieliy kamieny YTHC kolekcijoje. Sios kolekcijos
mutantuose galima uzauginus mutantinio kamieno Igsteles ir indukavus
rekombinantinio baltymo sinteze (Siuo atveju APyV VP1) i§jungti pasirinkto
esminio geno raiska, pridedant dioksiciklino j auginimo terpe. Tai suteikia

galimybe tirti esminiy geny reikalinguma tiriamiems procesams. IStyrus visy
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turimy 20 esminiy geny (3.2 lentelé) raiskos iSjungimo pasekmes flokuliacijai
jokiy poky¢iy nebuvo nustatyta. Gali bati, kad Sie genai néra susij¢ su VP1
indukuojama flokuliacija arba Sis tyrimo biidas néra tinkamas Siam reiskiniui
tirti, nes po to, kai flokulinai jau yra eksponuojami mieliy Igsteliy sieneléje, jy
sgveikos SU a-manozés liekanomis néra grjztamos. Neesminiy geny, Susijusiy
su mieliy S. cerevisiae telomery galy chromatino nutildymo procesais,
mutantai taip pat nesumazino VP1 sintezés sukeltos flokuliacijos, todél toliau
buvo tiriami 11 mutanty, kuriy geny iskritos sukélé mieliy mutanty flokuliacija
ir be VP1 baltymo raiskos (3.2 lentelé). Vienuolika geny, Kuriy iskritos sukélé
flokuliacijg (3.2 lentelé), buvo padauginti nuo mieliy S. cerevisiae genominés
DNR, patikrinti sekoskaitos metodu ir jterpti tarp PGK1 promotoriaus ir PGK1
terminatoriaus mieliy raiskos vektoriuose, kuriuose buvo APyV VP1 genas
arba HaPyV VP1 genas reguliuojami galaktoze indukuojamo GAL7
promotoriaus (3.9 pav). Sukonstruotos plazmidinés DNR buvo panaudotos
mieliy transformacijai ir transformantuose indukavus VP1 baltymy sintezg
buvo analizuojama mieliy flokuliacija. Nors visy tikrinty geny raiSka
atitinkamuose mutantuose kompensavo triikkstamo geno poreikius, ta¢iau tik
CYC8 geno raiska atstaté Cyc8 baltymo trikuma ne tik 4cyc8 mieliy mutante,
bet ir slopino APyV VP1 baltymo sintezés sukelta flokuliacijg tiek Acyc8
mutante, tiek ir BY4741 kamiene (3.10 pav A). Taigi, butent Cyc8 baltymo
trikumas gali baiti atsakingas uz VP1 baltymo indukuojama mieliy flokuliacija.

Papildomo rekombinantinio Cyc8 baltymo sintezé buvo patvirtinta
mieliy Igsteliy lizatuose imunoblotingo metodu naudojant MAK 22G2 pries
sintetinamo Cyc8 baltymo C gale jvesta 22G2 epitopa (Zvirbliené ir kt., 2006)
(3.10 pav B). Taip pat imunoblotingo metodu naudojant MAk 6D11 ir PAk
anti-AVP1 buvo patvirtinta ir rekombinantiniy APYV bei HaPyV VP1 baltymy

raiska.
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Acyc8 Acyc8 Acyc8 BY4741 Acyc8 Acyc8 BY4741 Acyc8 BY4741
HaVP1 HaVP1 HaVP1 HaVP1 AVP1 AVP1 AVP1 AVP1 AVP1
Cyc8 Cyc8 Cyc8 Cyc8 Cyc8 Cyc8

B Flokuliacia+ - - - - - - 4+ + kpa

NDS-PAGE -130
-100

1

~ [l

4 5 6 7

3

anti-22G2 -70
1 2 3 4 5 6 7 8 9 M

mAk 6D11 pAk anti-AVP1

3.10 pav. Mieliy flokuliacijos analizé Acyc8 arba BY4741 mieliy kamienuose, su
indukuota APyV arba HaPyV VP1 baltymy bei papildoma Cyc8 baltymo sinteze. (A)
Fenotipiné mieliy flokuliacijos analizé Acyc8 arba BY4741 mieliy kamienuose ir (B) APyV ir
HaPyV VP1 baltymy bei papildomo Cyc8 baltymo sintezés patvirtinimas imunoblotingo
metodu mieliy lasteliy lizatuose naudojant MAK 22G2, 6D11 ir anti-APyV VP1 PAK.
Méginiy numeracija A ir B dalyse sutampa. Takeliuose uznesti mieliy lasteliy lizatai: dcyc8
mieliy kamienas su indukuota HaPyV VP1 sinteze (1) bei du mieliy klonai su papildoma
Cyc8 baltymo sinteze (2-3), BY4741 mieliy kamienas su su indukuota HaPyV VP1 sinteze ir
papildoma Cyc8 baltymo sinteze (4); Acyc8 mieliy kamienas su indukuota APyV VP1 sinteze
(8) bei du mieliy klonai su papildoma Cyc8 baltymo sinteze (5-6), BY4741 mieliy kamienas
su su indukuota APyV VP1 sinteze (9) ir su papildoma Cyc8 baltymo sinteze (7); M, dazytas
baltymy molekulinés masés zymeklis (Thermo Fisher Scientific Baltics).

Literatiros duomenimis Cyc8 baltymas kartu su keturiais Tupl
subvienetais sudaro kompleksa, susijusj su chromosomy telomery nutildymu ir
yra plataus veikimo represorius bei gali histony deacetilaziy pagalba reguliuoti
geny raiska (Varanasi ir kt., 1996; Wong ir Struhl, 2011). Kadangi Cyc8-Tupl
komplekso svarba reguliuojant FLO1 geno raiska yra nustatyta Fleming ir jo
kolegy darbuose (Fleming ir kt., 2014), gauti rezultatai leidzia daryti prielaida,
kad APyV VP1 baltymo raiska tiesiogiai ar netiesiogiai sumazina Cyc8

baltymo kiekj ar Kkitaip apriboja jo dalyvavimag Cyc8-Tupl kompleso sudaryme
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ir todél yra indukuojama FLO1l geno raiska sukelianti mieliy Igsteliy
flokuliacija.

Siekiant jsitikinti, kad Cyc8p trikumas atsakingas ir uz kity PyV VP1
baltymy sintezés sukeltg mieliy flokuliacija, Sie baltymai buvo patikrinti. Tik
trijy 18 13 zmogaus poliomos virusy (1.1 lentel¢): MCPyV, HPyV10 ir
STLPyV VP1 baltymy, kaip ir rudojo peléno (BVPyV) VP1 baltymo (Nainys
ir kt., 2015), sintezé mieliy lgstelése sukelia flokuliacija. MCPyV, HPyV10,
STLPyV ir BVPYV VPl genai buvo jklonuoti tarp indukuojamo GAL7
promotoriaus ir GAL7 terminatoriaus j mieliy raiSkos vektoriy, kuriame yra
CYC8 genas kontroliuojamas PGK1 promotoriaus. Po VP1 baltymo sintezés
indukcijos (atitinkamy VP1 baltymy sintezé mieliy lgsteliy lizatuose buvo
patikrinta imunoblotingo metodu (3.11 pav B), analizuojant mieliy
transformantus su papildomo CYC8 geno raiska, MCPyV, HPyV10, STLPyV
ir BVPYV VP1 sintezé kaip ir APyV VP1 atveju flokuliacijos nebeindukavo
(3.11 pav A desinéje). Taigi, galima teigti, kad ir kity PyV VP1 baltymy
sintezé mieliy Igstelése indukuoja flokuliacijg per Cyc8 baltymo apribojima
dalyvauti Cyc8-Tupl reguliaciniame komplekse.

Sio tyrimo metu sukonstruoti PFG-CYC8-PGK, PFG-CYCS8-CNE1
mieliy raiSkos vektoriai galés buti panaudoti ir kity rekombinantiniy VP1
baltymy, kuriy sintezé sukelia flokuliacija, gavimui. Norima geng galima

klonuoti pasirenkant promotoriaus efektyvuma (PGK1 arba CNEL).
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B Fiokuiacia + - -

MCPyV MCPyV HPyV10 HPyV10
VP1 VP1 + Cyc8 VP1 VP1+ Cyc8
— kDa
i:a—
Flokuliacija 4 - - + - -
STLPyV STLPyV BVPyV BVPyV
VPi VP1+ Cyc8 VP1 VP1+ Cyc8
BE 3 L e | B wee =100
S W e w70
; - == tmms = o -55
- @z S=See— _ 4
- - _—skr =
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v =100
- -70
a -55
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3.11 pav. MCPyV, HPyV10, STLPyV ir BVPyV VP1 sintezés sukeltos flokuliacijos
analizé mieliy kamiene AH22-214. Mieliy lasteliy flokuliuojan¢iy dél rekombinantinio
BVPyV VP1 baltymo sintezés nuotrauka (A, kairéje) ir mieliy lasteliy, kuriose BVPyV VP1
baltymo sintezés sukelta flokuliacija nuslopinta dél papildomos Cyc8 baltymo sintezés,
nuotrauka (A, desingje). MCPyV, HPyV10, STLPyV ir BVPyV VP1 sintezés analizé¢ mieliy
lgsteliy lizatuose NDS-PAGE ir imunoblotinge (B). Istirti dviejy mieliy transformaty lgsteliy
lizatai. Takeliuose: mieliy Igsteliy sintetinan¢iy tik MCPyV (1), HPyV10 (4), STLPyV (7) ir
BVPyV (10) VP1 baltymus, lizatai ir mieliy Igsteliy, sintetinan¢iy MCPyV (2, 3), HPyV10
(5, 6), STLPyV (8, 9) ir BVPyV (11, 12) VP1 baltymus kartu su papildomu Cyc8 baltymu,
lizatai. M, dazytas baltymy molekulinés masés zymeklis (Thermo Fisher Scientific Baltics).
Imunoblotinguose buvo panaudoti 11A2, 8G8, 8C4 MAK ir anti-HaVP1 PAK atpazjstantys
atitinkamai MCPyV, HPyV10, STLPyV ir BVPyV VP1 baltymus.
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3.1.2.2. VP1 baltymo seku, atsakingu uz flokuliacijos indukcija,

paieSka

Siekiant issiaiSkinti, kurios VP1 baltymo sekos yra galimai atsakingos

uz flokuliacijos indukcijg buvo sukonstruoti modelinio APyV VP1 baltymo

mutantiniai variantai bei palyginimui trys HaPyV VP1 N galo mutantai (3.3
lentelé, 3.12 pav A).

3.3 lentelé. Flokuliacijos tyrime naudoty baltymy sarasas.

Pavadinimas

N324V
N306R

N288N

N272G

N218G

C156Q
C156A-306R
C218A-306R
C218A-306R-NLS
APyV VP1

APyV VP1del
APYV VP1-KRK

HaPyV VP1
Ha-Nml
Ha-Nm2
Ha-Nm3

Baltymo seka

APyV VP1 baltymas nuo 1 iki 324
ar.

APyV VP1 baltymas nuo 1 iki 306
ar.

APyV VP1 baltymas nuo 1 iki 288
ar.

APyV VP1 baltymas nuo 1 iki 272
ar.

APyV VP1 baltymas nuo 1 iki 218
ar.

APyV VP1 baltymas nuo 156 iki
344 ar. ilgio

APyV VP1 baltymas nuo 156 iki
306 ar. ilgio

APyV VP1 baltymas nuo 218 iki
306 ar. ilgio

APyV VP1 baltymas nuo 218 iki
306 ar ilgio

Pilno ilgio APyV VP1 baltymas
(344 ar.)

APyV VP1 baltymas su 6 ar.
iSkrita

Pilno ilgio APyV VP1 baltymas su
SV40 budinga NLS seka (345 ar.)
HaPyV VP1 baltymas

HaPyV VP1 baltymas
HaPyV VP1 baltymas be KRK ar.

HaPyV VP1 baltymas su APyV
VP1 N galo seka

NLS ar. seka?

MSQKGK-GSCPR
MSQKGK-GSCPR
MSQKGK-GSCPR
MSQKGK-GSCPR

MSQKGK-GSCPR

MAPKRK-GSTKR

MSQOKGK-GSCPR

MAPTKRKGSCPR

MAPKRKSGASSR
MAPKGKSGASSR
MAP---SGASSR
MSQEGKG--SSR

Baltymo
dydis
kDa
35,59
33,42
31,41
29,36
23,68
21,17
18,45
11,43
10,88
37,54
36,99

37,59

42,35
41,6
41,03
41,23

! Geltona spalva pazyméta SV40 VP1 budinga NLS seka; zalia spalva pazyméta APyV VP1

budinga NLS seka. Raudonai paryskintas klasikinis konsensusas K(R)K NLS sekose.
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Flokuliacija

A ns2av +
N306R NS . +
(‘PEE——— -
N272G¢ NS e -
N218G [N -
c156Q I -

C156A-306R s [ 2
C218A-306R — -

C218A-306R-NLS _ -
APyV VP1 +

APyV VP1-KRK -

kDa
-180
-130
-100
Luu =70
-55
-40
-35
-25
® -15
~"1"'"-1~a v ver Tt GER AT A
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C -40
—~'
-35
-25
p
-15
T —

3.12 pav. APyV pagrindinio kapsidés baltymo VP1 sutrumpinty baltymy schema (A)
bei sintezés mielése patvirtinimas NDS-PAGE (B) ir imunoblotinge (C) naudojant anti-
AVP1 PAK. Schemoje A Zalia spalva pavaizduota natyvi PyV nukreipimo j branduolj seka
(NLS), oranzine spalva - SV40 viruso NLS, mélyna spalva - baltymo ar. seka. DeSinéje
pliusais pazyméti tie APyV VP1 baltymai, kuriy sintezé sukelia flokuliacija mieliy lasteléms.
B ir C takeliuose AH22-214 kamieno mieliy lasteliy lizatai su indukuota atitinkamy VP1
baltymy sinteze: N324V (1), N306R (2), N288N (3), N272G (4), N218G (5), C156Q (6),
C156A-306R-NLS (7), C218A-306R (8), C218A-306R-NLS (9), APyVP1 (10), APyVP1-
KRK (11). M, dazytas baltymy molekulinés masés zymeklis (Thermo Fisher Scientific
Baltics).
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APyV ir HaPyV VP1 geny sekos buvo patrumpintos ar pakeistos PGR
metodu naudojant atitinkamas natyvias VP1 geny sekas ir specifinius
pradmenis (2.3 lentelé). Gauti DNR fragmentai buvo klonuoti j bakterinj
vektoriy pJET1.2 (Thermo Fisher Scientific Baltics), o jy sekos patikrintos
sekoskaitos metodu. Gauti mutantiniai APyV VP1 geno variantai: N324V,
N306R, N288N, N272G, N218G, C156Q, C156A-306R, C218-306R, C218A-
306R-NLS, APyV-VP1del bei mutantiniai HaPyV VP1 geno variantai: Ha-
Nm1, Ha-Nm2 ir Ha-Nm3 (3.3 lentelé) buvo klonuoti j raiskos vektoriy pFX7
ir po transformacijos j S. cerevisiae AH22-214 kamieno lastelés bei po
mutantiniy VP1 baltymy sintezés indukcijos buvo tiriama ar jy sintezé
indukuoja mieliy flokuliacija. APYV ir HaPyV VP1, bei visy mutantiniy
baltymy sintezé¢ mieliy lastelése buvo patvirtinta isfrakcionavus atitinkamus
mieliy lizatus NDS-PAGE ir istyrus imunoblotingo metodu su MAk 6D11 ir
PAk anti-AVP1 antiktinais (3.12 B, C ir 3.13 pav).

Flokuliacia — — — — — — = 4+ +

Ha-Nm1 Ha-Nm2 Ha-Nm3 HaVP1 APyV-VP1del

kDa
-70

-55
-40

-35

!

|

JUUE
~

i
1

= I
o |1l

=
0
©
=

-100
-70

-55

"\._ % -40
3.13 pav. Ziurkéno ir pauksi¢iy PyV VP1 su pakeistomis N-galo baltymo sekomis
sintezés mieliy lgsteliy lizatuose analizé NDS-PAGE ir imunoblotinge naudojant 6D11
MAK ir anti-AVP1 PAK. Takeliuose AH22-214 mieliy lasteliy lizatai su indukuota atitikamy
VP1 baktymy sinteze: Ha-Nm1l (1-2), Ha-Nm2 (3-4), Ha-Nm3 (5-6), HaVP1 (7) ir APyV-

VVP1del (8-9). Analizuota po du mieliy klonus. M, dazytas baltymy molekulinés masés
zymeklis (Thermo Fisher Scientific Baltics).

Tyrimo rezultatai parodé, kad sutrumpinus VP1 baltymo gala iki 288N
vietos jo sintezé vis dar sukeélé flokuliacija. Si iskrita visiskai paalina i§lindusj

C gala, bet nepalieCia ar. sudaranc¢iy globuling VP1 baltymo struktiirg (3.14
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pav. pasalinta C galo dalis pazyméta mélynai). VP1 baltymy, kurie buvo
sutrumpinti toliau negu 288N is C galo (N272G, N218G), ar is N galo (C156Q,
C156A-306R, (C218-306R, C218A-306R-NLS), sintez¢ flokuliacijos
nebesukelé. Sios igkritos suardo VP1 baltymo susivyniojima ir pentamery
susiformavimg, tuo tarpu C galo pasSalinimas niekaip nepaveikia pentamery
susidarymo, o panaSus HaPyV VP1 C galo pasalinimas netrukdo net ir VPD

susiformavimui (Gedvilaite ir kt, 2006).

3.14 pav. APyV VP1 baltymo tretinés struktiiros schema. Raudona spalva pazymétos
vietos iki kuriy patrumpinti mutantiniai APyV VP1 baltymai. Violetine spalva pazyméta NLS
seka, mélyna — baltymo C galas.

Sis tyrimas patvirtino, kad flokuliacijai sukelti yra svarbu, kad VP1
baltymas bty teisingai susivyniojgs ir formuoty bent jau pentamerus. Dar
vienas jrodymas, kad VP1 baltymo struktira svarbi flokuliacijos indukcijai
mielése galéty buti ir eksperimentai, kai APyV VP1 N galas buvo sulietas su
transkripcijos aktyvatoriaus aktyvaciniu ar prisijungimo prie DNR domenais
mieliy dviejy hibridy sistemoje (duomenys neparodyti). Dél prie VP1 prijungty
kito baltymo domeny tokiy suliety VP1 baltymy sintezé nesukélé mieliy
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flokuliacijos. Viena priezastis galéty buti sutrikdytas pentamery
susiformavimas, tac¢iau Siuo atveju flokuliacijos nebuvimo priezastis galéjo
biti ir kita. Abu suliejimui naudojami domenai turéjo branduolio lokalizacijos
signalines sekas NLS, o jau anksé¢iau buvo pastebéta, kad APyV VP1 sintezei
ir VPD formavimuisi visc¢iuko lasteliy kulttrose (Johne ir Muller, 2004) ir Sf9
lastelése (Zielonka ir kt., 2006) buvo svarbi SV40 VP1 NLS seka, pridéta VP1
N gale. Tokia APyV VP1 baltymo modifikacija pagerino VP1 VPD iSeigas ir
mieliy lastelése (Zielonka ir kt., 2012). Pirmoji klasikiné NLS: PKKKRKV
buvo nustatyta SV40 LT antigene (Kalderon ir kt., 1984). Véliau tyrinéjant kity
] branduolj transportuojamy baltymy sekas isrySkéjo Sios klasikinés sekos
konsensusas: KR(K/R)R arba K(K/R)RK bei buvo parodyta sios sekos svarba
prisijungimui prie alfa importino baltymo (Kosugi ir kt., 2009). Daugumai PyV
VP1 baltymy budinga konservatyvi ir minétam konsensusui artima NLS seka
N-gale: MAP(X)KRK arba MAPKRK (3.15 pav). APyV VP1 N galo sekoje
Sios NLS néra, 0 vietoje jos yra netipiné PyV MSQKGK seka, kuri, gali bati
netinkama transporto j branduolj aparatui mieliy Igstelése. Pasalinus $ig seka
APyV VP1ldel (3.3 lentelé) baltymo sintezés lygis praktiskai nesiskiria nuo
natyvaus VP1 ir sukelia mieliy flokuliacija. Tuo tarpu APyV VP1 baltymo su
SV40 NLS seka sintezé mielése, nezitirint j padidéjusj APyV VP1 sintezés lygi
mieliy flokuliacijos nebesukelia. Tai rodo, kad natyvus APyV VP1 NLS
signalas yra labai neefektyvus ir jo buvimas (APyV VP1), ar nebuvimas
(APyV VP1ldel atveju) nepakeit¢ VP1 baltymo lokalizacijos, o esant
netinkamam APyV VP1 transportui j branduolj kinta Cyc8 baltymo Kiekis,
todél sukeliama flokuliacija. Tuo tarpu stiprus NLS signalas sumazina
flokuliacijos indukcija, nes VP1 baltymas yra nukreipiamas j branduolj ir
galimai nebetrukdo Cyc8 baltymui patekti j branduol;.

Mutantiniy HaPyV VP1 baltymy su pakeistais N-galais (3.3 lentelé)
sintezé nesukélé flokuliacijos mieliy lastelése, nors Sie baltymai turéjo dalinj
arba pilng neefektyvy APyV VP1 (Ha-Nml ir Ha-Nm3), ar neturéjo jokio NLS
(Ha-Nm2). Visi sie rezultatai atskleidé, kad APyV VP1 baltymo sintezés

sukeliamai flokuliacijai yra svarbios trys savybés: VP1 baltymo seka, erdviné
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struktira bei VP1 baltymo lokalizacija, nes, nors HaPyV VP1 mutantiniai
baltymai nebuvo transportuojami j branduolj, jie flokuliacijos nesukélé ir Cyc8
baltymo lygui jokios jtakos nedaré. Kadangi, Cyc8 veikia branduolyje, gali
biti, VP1 jungdamasis su Cyc8 baltymu uzlaiko jj citoplazmoje ir taip trukdo

Jo sgveikai su Tupl branduolyje.

BKPYV NC_001538 -----=-=======-= MAPTKRK====================mu GECPGAAPKKPKEP--- -~~~ VQVPKLLIKGG 32
JCPYV NC_001699 ------=-==-==-= [KMAPTKRK=================o=me GER-------~ KDP-------~ VQVPKLLIRGG 24
MCPYV FJ173815 =-=====-===m-mun MAP-KRK===========n==mm ASSTCKTPKRQCIPKPGCCP-~- -~~~ NVASVPKLLVKGG 39
KIPYV NC_009238 --------=======- MSCTPCRPQKR-=============m=mmmmmmmomome LTRPR-SQVPRVQTLATEVKKGG 33
WUPYV NC_009539 ----===-=n-=nmnnm MACTA-K======= == == =mmmmmmmmmeem PACTAKPGRSPR-SQPTRVQSLPKQVRKGG 35
HPYV6 NC 014406 -------------=—- M=PCHRK= == == == == == === mm oo oo GNGP------- IQKLPRVIKKGG 22
HPYV7 NC_014407 -----=--====-==- M= PCQRK= == == == == == = o oo GNGP------~ TQKLSRVIKKGG 22
TSPYV NC_014361 -------========= MAP=KRK=========== === m o GEG----- CARKCP-TKTCPTPKPVPKLIMKGN 33
HPYV9 HQ696595 =-----=-=====-=-- MAPQ-RKR============mmmmmmmmmmmmmm o QECGACPVKKTCPTPAPVPKLLVKGG 33
HPYV10 JX262162 =-------=-==--=---- M-PPKRKTVCTKTVCTRAEAPNKKVCEKPTCSRSCRMSCNKCP-CIPCPVPTKVPRIVSKGG 60
STLPYV JX463183 =--------=-=-=o MAP-KRKSRCTSQTCPMDTCNPRRRRCEYDP- -~~~ CQKSVCPPPKPLPPPTCVPRIIAKGG 56
HPyV12 JX308829 JUMAP=KRK=========== == == mmmmmmmmo TTCSSKKTCP------ QPSSVPKLIIKGG 40
SV40  AF316139 -------------- MAPTKRK-============mmmmmoo GSCPGAAPKKPKEP- - -~~~ VQVPKLVIKGG 34
HaPyV JX036360 ------------ MAP-KRK============mmmmmmme SGASSRCANPCGKPCP- -- -~ KPANVPKLIMRGG 35
MPYyV  PSU27813 =-===-=====m-mee MAP=KRK===========mmmmmmmmme SGVSKCETKCTKACP-~-~~-~ RPAPVPKLLIKGG 34
BatPyV ACI16488 ---------------- MAPKKR========== == == =—=mmmmmmmoooo SSAP-------- SEVPKLIISGG 21
LPYyV  K02562  ------=====-=--- MAPQ-RKR-================mmmmmme QDGACKKTCP---~~-- IPAPVPRLLVKGG 30
APYV  M20775  ---------------- MSQ-KGK==============mmmmmmmmmoooooo o GSCP------ RPQOVPRLLVKGG 23
GHPYV AF226991 =-----=========-- MAPKVKRPR- == == ============mmmmomomomoo e NGP---=-=---~ VPVPRLLVKGG 23
FPYV ~ AGM34012 =—-------=-=-=o- MAP=KKG=========== == === mmmmmmmmmmomoe NGSCP------ RPQOVPKLIVKGG 24
CPyV  ABB04266 =-----==-=======-=- MGP=KRPR== == == == == === === m oo oo oo ARGP---~---~ SPVPRLLIKGG 22
BVPYV ALJ83727 ---------=------ MRRSRAPSKMR- —= == == == == == === m oo oo oo oo TTP------- NIRLPRTIKKGG 26

3.15 pav. Kai kuriy poliomos virusy VP1 baltymy N-galo seky palyginimo schema. N-
galo sutampancios NLS ar. sekos pazymétos raudonai. Mélyna spalva paryskintos ar. sekos,
transliuojamos nuo pirmo iniciacijos kodono.

Trys zmoniy PyV VP1 baltymai, kuriy sintezé¢ indukavo flokuliacija
nors ir turi tipiskas VP1 NLS, taiau jy nestruktirizuoti N galai yra daug
ilgesni negu kity VP1 baltymy (3.15 pav) ir galimai sgveikauja su kazkokiais
Kitais citozolio baltymais, o tai gali trukdyti N galo sgveikai su alfa importino
baltymu ir VP1 baltymo transportui j branduolj (Kosugi ir kt, 2009) bei
prisidéti prie Cyc8 baltymo lygio sumazinimo.

Jdomu, kad palyginus PyV VP1 baltymy N-galo aminortigs¢iy sekas,
tipiSky NLS seky kurios 3.15 paveiksle pazymétos raudona spalva, neturi ir
daugiau skirtingos kilmés PyV VP1 baltymy. Pirmiausia tai pauksciy PyV
grupé (APyV, GHPyV, FPyV ir CPyV VP1 baltymai), nes nei vienas i$ Siy
VP1 baltymy neturi tipiskos NLS sekos ir visy jy sintezé sukélé flokuliacija.
Stiprig flokuliacijg sukélé ir pelény BVPyV VP1 baltymo, kurio N gale néra
tipiSkos NLS, sintezé mielése. Antra vertus, tipisky NLS neturi nei WUPyYV ar
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KIPyV, nei HPyV6 ar HPyV7 VVP1 baltymai, o0 jy sintezé flokuliacijos mielése
nesukélé, kaip ir HaPyV VP1 baltymo sintezé paSalinus NLS. Vis délto visy
Siy keturiy zmoniy PyV VP1 baltymai formavo daugiausia mazesnes 25-35 nm
VPD (3.16 pav) nors bidingas PyV VPD dydis yra apie 45-50 nm.

KIPyV VP1VPD
" VO s st b (gl

A

Bt Yo
R ] % hi S0 E<
HPyVé VP1VPD HPyV7 VP1 VPD

IR > oo £
R ag’fa < 5 ,‘-(‘} Y

S Ry g < $ R,

3.16 pav. Zmogaus KIPyV, WUPyV, HPyV6 ir HPyV7 VP1 baltymy formuojamy VPD
EM nuotrauka. Skale — 100 nm.

3.1.3. N galo NLS poveikis WU VP1 VPD dydziui ir iSeigai

NLS seka buvo jvesta | WUPyV VP1 geng PGR reakcijos metu
naudojant pFX7-WUPyYV-VP1 plazmide ir specifinius pradmenis (zr. 2.3
lentelé). 3.4 lenteléje parodyta, kaip pasikeité WUPYV VP1-KRK baltymo N-
galo aminortgs¢iy seka, lyginant su natyvaus WUPyV-VP1 geno koduojama

ar seka.

3.4 lentele. WUPYV VP1 ir VP1-KRK baltymuy N-galy aminoriig$¢iy sekos. Raudonai
pazymétos pakeistos aminorugstys.

WUPyYV VP1 MACT-AKPACTAK
WUPyYV VP1-KRK MAPTKRKPACTAK
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Po WUPyV VP1 ir VP1-KRK baltymy sintezés indukcijos mielése
nusodintos Slapios biomasés Kiekiai buvo sulyginti sveriant ir mechaniskai
suardzius atsaldytas lasteles purtant su stiklo rutuliukais is lizaty buvo i$sodinti
VP1 baltymai, susirinke j VPD ar pentamerus, sukant 4 val. 37000 aps./min.
grei¢iu 4 °C temperatiiroje ultacentrifugoje per 30 % sacharozés pagalve
(zr. 2.2.8). Nuosédy suspenduoty buferiniame DB150 tirpale baltymy méginiai
buvo analizuojami NDS-PAGE (3.17 pav).

1 2 3 4 Mkwa5 6 7 8 9 10 11 12 13 M 14 M kDa

-100 ‘ -100
-70 -70
-50 - - -55
-40 = I

-40

-30 35

3.17 pav. WUPyYV VP1 baltymy sintezés BY4741, AH22-214 mieliy kamienuose analizé
NDS-PAGE. Takeliuose: WUPyV VP1 (1, 3), WUPYV VP1-KRK (2, 4) baltymy analizé
BY4741 (1, 2) ir AH22-214 (3, 4) mieliy lasteliy lizaty nuosédy po ultacentrifugavimo per
30 % sacharozés pagalve méginiuose; WUPYV VP1 (5-9), WUPyV VP1-KRK (10-13)
baltymai AH22-214 kamieno lizaty (5, 10), tirpiy supernatanty (6, 11) ir frakcijy po
centrifugavimo per CsCl gradienta (7-9 ir 12-13) méginiuose; iSgrynintas WUPYV VP1-KRK
baltymas (14). M, nedazytas arba dazytas baltymy molekulinés masés Zymeklis (Thermo
Fisher Scientific Baltics).

Palyginus analizuojamy baltymy sintezés efektyvuma S. cerevisiae
AH22-214 ir BY4741 kamieny baltyminiuose  méginiuose  po
ultacentrifugavimo per 30 % sacharozés pagalve, AH22-214 kamieno lgstelése
buvo susintetinta tiek WUPyYV VP1, tiek ir VP1-KRK baltymy (3.17 pav 3 ir 4
takeliai), todél VPD buvo toliau gryninamos naudojant §j kamieng. WUPYV
VP1 ir VP1-KRK baltymy frakcijos, gautos po ultracentrifugavimo per
sacharozés pagalve, buvo toliau grynimamos centrifuguojant per CsCl
gradienta. Baltymy méginiai i§ jvairiy gryninimo stadijy buvo isanalizuoti
NDS-PAGE. Si analiz¢ parodé, kad nors mieliy lasteliy lizatuose ir jy
supernatantuose WUPYV VP1 ir VP1-KRK baltymy kiekiai panasis (3.17 pav
5, 6, 10 ir 11 takeliai), taciau po centrifugavimo CsClI gradiente WUPyV VP1-
KRK baltymo kiekis padidé¢jo du kartus (3.17 pav, 12 ir 13 takeliai).
[Sgrynintus WUPYV VP11 ir VP1-KRK baltymus istyrus mikroskopu
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,Morgagni“ paaiskéjo, kad méginyje padaugéjo ir PyV budingo 45-50nm
dydzio VPD (3.18 pav).

WUPyV VP1VPD yV VP1-KRK VPD

@,4@ w5 e
¥ - Yy

3.18 pav. Zm:gaus WUPYV VPL1ir VPlRK t;altqu V;D‘M nuof‘r‘.éijka. Skalé — 100
nm.

Isgryninty WUPYV VP1 ir VP1-KRK VPD méginiai praskiedus ikKi
0,002 mg/mL buvo istirti ir NanoSight LM10-HS aparatu, o gauti duomenys
iSanalizuoti naudojant NTA 3.1 Build 3.1.54 programine jrangg (Zr. 2.2.12).
Buvo apskaiciuoti 41,5-50,5 nm (dideliy) ir 31,5-40,5 nm (mazy) dydzio VPD
koncentracijy vidurkiy santykiai abiejuose méginiuose. WUPYV VP1-KRK
meéginyje dideliy 41,5-50,5 nm ir mazy 31,5-40,5nm VPD kiekio santykis
buvo 3,6 x 10°: 0,02 x 108, 0 WUPYV VP1 dideliy/mazy VPD daleliy santykis
buvo 9,5 x 10°: 1,5 x 10°. Remiantis $ia analize, galima teigti, kad pakeitus N
galo NLS seka ne tik dvigubai padidéjo isgryninty WUPYV VP1-KRK VPD
iSeigos lyginant su natyvaus VP1 VPD, bet ir pageréjo biidingo PyV dydzio

VPD formavimosi efektyvumas, kuris isaugo apie 28 kartus.

3.1.4. HPy12 VP1 transliacijos iniciacijos kodono nustatymas

Pabandzius mielése susintetinti HPy12 VP1 baltyma buvo susidurta su
problemomis, nors raiskai buvo panaudotos dvi HPyl12 VP1 geno versijos:
geno seka, kuri uzkoduota natyviam virusui biidingais sinoniminiais kodonais
(HPy12 VP1n®; Geny Banko Nr.: KP293750), ir geno seka, kurios
sinoniminiai kodonai optimizuoti raiSkai mieliy S.cerevisiae Igstelése (HPy12
VP1s%%; Geny Banko Nr.: KP293751). HPy12 VP13® baltymo sintezes lygis

104



buvo Zemas, nepriklausomai nuo jo raiskai naudoto geno varianto (3.19 pav
A), labai maza isgryninto baltymo iseiga (0,05 mg i§ 1 gramo Slapios mieliy
lasteliy biomasés), 0 HPyl12 VP10 baltymo grynumas Zemas, nhes po
sacharozés ir CsCl gradienty surinktose frakcijose buvo daug mieliy baltymy
priemaiSy, kurios isliko ir po papildomo centrifugavimo CsCl gradiente.
Meéginiy tyrimas EM patvirtino, kad didzioji dalis HPy12 VP1%® baltymo
formavo netipiskas PyV, mazas (apie 20 nm skersmens) j daleles panaSias
struktiras ar agregatus (3.20 pav). Raiskai naudotas HaPyV12 VP1 genas,
koduojantis 380 ar. ilgio baltyma, buvo susintetintas pagal geny banke
nurodyta informacija (Geny Banko Nr.: JX308829). Analizuojant poliomos
virusy VP1 baltymy N galo sekas (3.15 pav), buvo pastebéta, kad HPyV12
VP1 baltymo N galo seka labai issikisa i§ palyginio, jei yra transliuojama nuo
pirmo AUG kodono (VP1%%), bet yra labai tipika poliomos virusams, jei
prasideda nuo antro AUG kodono (VP13%%). Kadangi auks¢iau apraSyti tyrimai
parodé, kad VP1 baltymy N galas labai svarbus tiek VP1 sintezés lygiui, tiek ir
VPD formavimosi efektyvumui, PGR pagalba (specifiniy pradmeny sekos
pateiktos 2.3 lentel¢je) buvo sukonstruoti abu 364 ar. ilgio VP1 baltyma
koduojantys HPyV12 VP1 geno variantai: su natyviam virusui budingais
sinoniminiais kodonais (HPy12 VP1n®4) ir su kodonais optimizuotais raidkai
mieliy S.cerevisiae lastelése (HPy12 VP1s%%4). Buvo nuspresta isbandyti mieliy
lasteléms budingus sinoniminius kodonus, nes labai artimo (ir seniau
priklausiusio tai paciai virusy Seimai su PyV) HPV16 L1 baltymo sintezei
panaudojus L1 genus su skirtingy penkiy organizmy sinoniminiais kodonais,
L1 geno sekoje pasirenkant biitent mieliy lasteléms biidingus Sinoniminius
kodonus, minéto baltymo sintezé buvo efektyviausia (Norkiene ir Gedvilaite,
2012).

Pabandzius N-gale 16 ar. trumpesnj HPy12 VP13 baltymg susintetinti
mielése pavyko Zenkliai pakelti jo sintezés lygj: HPy12 VP13 baltymo
juostelés elektroforegramose buvo lengvai aptinkamos net mieliy Igsteliy lizaty
méginiuose (3.19 pav B). HPyV12 VP1%% baltymo iseigos buvo panasios, kaip
kity PyV (3.5 lentelé), labai palengvéjo ir pats gryninimo procesas: baltymas
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lengvai atsiskyré nuo priemaisy, buvo tirpus (3.19 pav B 9 takelis). EM analizé
patvirtino, kad HPyV12 VP13 baltymas efektyviai rinkosi j taisyklingos
struktiiros ir dydzio VPD (3.20 pav). Visi Sie rezultatai patvirtino, kad, kaip ir
buvo tikétasi, tikroji HPyV12 VP1 geno koduojamo baltymo transliacijos
Iniciacijos vieta yra ne nuo pirmojo, 0 nuo antrojo iniciacijos kodono. Keli
tokie atvejai jau yra zinomi ir patvirtinti HaPyV, JCPyV, ir SV40 VP1 genuose
(3.15 pav mélynai pazymétos ar.) (Siray ir kt., 1999). Galutinai HPyV12 VP1
geno koduojamo baltymo transliacijos iniciacijos vieta turéty biiti nustatyta sj

virusg padauginus lasteliy kultiiroje.

HPyV12 VP13% <D
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3.19 pav. HPyV12 VP1 baltymo sintezés ir gryninimo i$ mieliy lasteliy efektyvumo
analizé¢ NDS-PAGE. HPyl12 VP1%® baltymo sintezé analizuota mieliy Igstelése
transformuotose pFX7-HPy12-VP1n®*® plazmide (1-4 takeliai) ir pFX7- HPy12-VP1s%°
plazmide (5-8 takeliai); HPy12 VP1%%* baltymo sintezé analizuota mieliy lastelése
transformuotose pFX7- HPy12-VP1n%®* plazmide (10-13 takeliai) ir pFX7-HPy12-VP1s%%*
plazmide (14-17 takeliai). Takeliuose: lasteliy lizatai (1, 3, 5, 7, 10, 12, 14 ir 16), jy tirpas
supernatantai (2, 4, 6, 8, 11, 13, 15 ir 17); grynas HPy12 VP13 baltymas (9) ir grynas HPy12
VP1%%4 baltymas (18). M — daZytas baltymy molekulinés masés zymeklis (Thermo Fisher
Scientific Baltics).

HPyV12 VP1 geno varianty su natyviam virusui budingais
sinoniminiais kodonais (HPyV12 VP1n®*4) ir su kodonais optimizuotais raiskai
mieliy S.cerevisiae lgstelése (HPy12 VP1s%%) panaudojimas raidkai mielése
leido jvertinti Kiek skirtingas kodony polinkis prisideda prie VP1 baltymo
sintezés efektyvumo. Kaip ir daugelio kity rekombinantiniy baltymy sintezés

atvejais, naudojant HPyV12 VP13%4 baltymo sintezei geng Su mieléms
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palankiais kodonais jo iseiga padidéjo 2,5 karto lyginant su Sio baltymo iseiga
naudojant geng su virusui budingais kodonais (3.5 lentel¢, 11 ir 12 eilutés, 3.19
pav). Panasiis rezultatai gauti analizuojant ir HPV16 L1 baltymo biosinteze

mielése (Norkiene ir Gedvilaite, 2012).

: Y 2

3.20 pav. Isgryninty HPyV12 VP1 baltymy VPD stebimos EM. Fotonuotraukose: HPy12
VP13 jr VP1%%* formuojamos VPD isgrynintos i§ mieliy Igsteliy; juostelé atitinka 100 nm.

3.2. Nauju Zmogaus poliomos virusy VP1 baltymy sintezé mielése
Saccaromyces cerevisiae ir gryninimas

Visy naujy PyV: KIPyV, WUPyV, MCPyV, HPyV6, HPyV7, TSPyV,
HPyV9, HPyV10, STLPyV, HPyV12 ir NJPyV VP1 baltymai buvo isgryninti
po sintezés mieliy lastelése. HPyV10 ir NJPyV VP1 sintezei buvo panaudotas
AH22-214-Apep4 kamienas, o likusiy VP1 baltymy sintezei AH22-214
kamienas. Mieliy transformanty lizatus iSanalizavus NDS-PAGE, buvo aptikta
visy tirty VP1 baltymy sintezé (3.17 pav 3 ir 4 takeliai; 3.19 pav B 5 ir 7
takeliai; 3.21 pav). Nucentrifugavus minétus mieliy lizatus, visi 11
rekombinantiniy baltymy isliko supernatante (3.17 pav 12 ir 13 takeliai; 3.19
pav B 6 ir 8 takeliai; 3.21 pav 1A-I, 3 takelis). Po baltymy gryninimo per
sacharozés ir CsCl gradientus ultracentrifugavimo metodu VP1 baltymai isliko
tirplis ir gana gerai atsiskyré nuo kity mieliy baltymy (3.21 pav, 1A-Il, 4
takelis). KIPyV VP1 baltymas i$ supernatanto tirpalo pries ultracentrifugavimag
per sacharozés gradientg buvo iSsodintas naudojant 45 % amonio sulfato tirpala

ir tai labai pagerino Sio baltymo grynumg. DidZiausia iSeiga pasiZyméjo
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TSPyV, HPy9 ir HPyV12 VP1 baltymai — apie 1 mg baltymo i§ 1 gramo

Slapios mieliy lgsteliy biomasés (3.5 lentelé).

A B C
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3.21 pav. Naujy Zmogaus poliomos virusy VP1 baltymy sintezés ir grynumo analizé
NDS-PAGE. Takeliuose: Visuose geliuose 1- grubus mieliy Igsteliy lizaty méginiai Su tus¢ia
PFX7 raiSkos plazmide; 2- mieliy lasteliy lizaty su KIPyV VP1 (A), MCPyV VP1 (B),
HPyV6 VP1 (C), HPyV7 VP1 (D), TSPyV VP1 (E), HPYyV9 VP1 (F), HPyV10 VP1 (G),
STLPyV VP1 (H) ar NJPyV VP1 (I) baltymy sinteze méginiai; 3- supernatanto tirpts KIPyV
VP1 (A), MCPyV VP1 (B), HPyV6 VP1 (C), HPyV7 VP1 (D), TSPyV VP1 (E), HPyV9
VP1 (F), HPYyV10 VP1 (G), STLPyV VP1 (H) ar NJPyB VP1 (1) baltymy méginiai; 4-
iSgryninti KIPyV VP1 (A), WUPyV VP1 (B), MCPyV VP1 (C), HPyV6 VP1 (D), HPyV7
VP1 (E), TSPyV VP1 (F), HPyV9 VP1 (G), HPyV10 VP1 (H), STLPyV VP1 (H) ar NJPyB
VP1 (I) baltymy méginiai; M, dazytas baltymy molekulinés masés zymeklis (Thermo Fisher
Scientific Baltics).

EM metodu buvo nustatyta, kad visi 11 iSgryninty PyV VP1 baltymai
formuoja VPD (3.16, 3.18, 3.20, 3.22 pav). MCPyV, TSPyV, NJPyV VP1
(3.22 pav) ir HPyV12 VP1 (3.20 pav) formavo vienalytes PyV biuidingo dydzio
(45-50 nm) VPD. Kity septyniy VP1 baltymy formuojamy VPD dydis variavo

108



nuo 25 iki 55nm. Didzioji dalis HPyV7 (3.16 pav), HPyV9, HPyV10 ir
STLPyV VP1 formuojamy VPD buvo 40-50 nm skersmens (3.20 pav), bet
KIPyV, WUPYV ir HPyV6 VP1 méginiuose dominavo mazesnés 25-35 nm
skersmens VPD (3.16 pav). Modifikavus WUPYV VP1 baltymo N-galo seka
pavyko pagerinti VPD formavimosi efektyvuma ir padidinti 40-50 nm dydzio
VPD kiekj WUPYV VP1 méginiuose (3.18 pav).

3.5 lentelé. Naujy Zmogaus poliomy VP1 baltymy apibiidinimas ir gryninimo i§ mieliy
S.cerevisiae lasteliy iSeiga.

. VP1 baltymo
PYV VP1 VF)slelilae " 1:4n(;£zlfllk1§: form\;\lji%asis iéeiég 21an;>?o§§ '
biomasés)
KIPyV | Optimizuota 41,59 + 0,62 £ 0,05
WUPyYV | Optimizuota 39,87 + 0,61 +0,03
MCPyV Natyvi 46,56 + 0,81 + 0,04
HPyV6 | Optimizuota 41,84 + 0,55+ 0,04
HPyV7 | Optimizuota 40,98 + 0,58 + 0,03
TSPyV | Optimizuota 41,52 + 1,05 + 0,05
HPyV9 | Optimizuota 40,32 + 1,01 £ 0,03
HPyV10 Natyvi 43,57 + 0,44 + 0,04
STLPyV | Optimizuota 43,54 + 0,62 £ 0,04
HPyV12 | Optimizuota 42,16 +/- 0,05+ 0,03
HPyV12 Natyvi 40,39 + 0,42 + 0,04
HPyV12 | Optimizuota 40,39 + 1,02 + 0,06
NJPyV | Optimizuota 53,78 + 0,45+ 0,03
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TSPyV VP1 VPD HPyV9 VP1 VPD

nuotraukos. Fotonuotraukose: MCPyV VP1, TSPyV VP1, HPyV9 VP1, HPyV10 VP1,
STLPyV VP1 ir NJPyV VP1 formuojamos VPD isgrynintos i§ mieliy lasteliy; juostelé
atitinka 100 nm.

3.3. Naujuy Zmogaus poliomos virusy VP1 baltymy taikymas serologiniams
tyrimams

3.3.1. Naujy Zmogaus poliomos virusy VP1 baltymy kryZmés reakcijos su
polikloniniais antikiinais

Zmogaus poliomos virusy VP1 baltymy ar. seky palyginimas atskleidé,
kad 25-78 % seky sutampa (Moens ir kt., 2013). Kai kuriy PyV kryzminis
reaktyvumas buvo pademonstruotas naudojant PAK ir atliekant imunoblotingo
metodg (Sasnauskas ir kt., 2002; Moens ir kt., 2013). JCPyV ir BKPyV VP1
VPD buvo iSgrynintos ankséiau, ne Sio disertacinio darbo metu (EGIS
kolekcija), bet panaudotos serologiniams tyrimams. Siame darbe trylikos
iSgryninty zmogaus PyV VP1 baltymy kryzminis reaktyvumas buvo istirtas
imunoblotingo metodu naudojant anti-JCPyV, anti-MCPyV, anti-WUPyV VP1
PAK, sukurtus VU BTI Imunologijos ir Igstelés biologijos skyriuje (ILBS) ir
anti-HaPyV PAK (3.23 pav).
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3.23 pav. Isgryninty Zmogaus poliomos virusy VP1 baltymy analizé NDS-PAGE (A) ir
imunoblotinguose naudojant anti-JCPyV (B), anti-HaPyV (C), anti-MCPyV (D) ir anti-
WUPyYV VP1 PAK. Kiekviename gelyje ta pacia tvarka uznesti tie patys baltyminiy méginiy
kiekiai. Takeliuose: HPV16 L1 baltymas, neigiama kontrolé¢ (1); BKPyV VP1 (2); JCPyV
VP1 (3); KIPyV VP1 (4); WUPyV VP1 (5); MCPyV VP1 (6); HPyV6 VP1 (7); HPyV7 VP1
(8); TSPyV VP1 (9); HPyV9 VP1 (10); HPyV10 VP1 (11), STPyV VP1 (12), HPyV12 VP1
(13); NJPyV VP1 (14) baltymai; dazytas baltymy molekulinés masés zymeklis (Thermo
Fisher Scientific Baltics) (15); HaPyV VP1 baltymas (16).

Anti-JCPyV polikloniniai Ak kryzmiskai reagavo su BKPyV VP1
baltymu (sekos identiskumas 78 %), TSPyV (sekos identiSkumas 52 %),
HPyV12 (sekos identiskumas 54 %) ir NJPyV (sekos identiskumas 48 %) VP1
baltymais (3.23 pav B, 3, 9, 13, 14 takeliai). Zmogaus PyV VP1 baltymus gana
efektyviai atpazino anti-HaPyV VP1 PAKk. Jie neregavo tik su KIPyV (sekos
identiskumas 31 %), WUPYV (sekos identiskumas 31 %), HPyV10 (sekos
identiSkumas 47 %) ir STLPyV (sekos identiSkumas 43 %) VP1 baltymais
(3.23 pav C, 4, 5, 11, 12 takeliai). Anti-MCPyV VP1 PAK kryzmiskai reagavo
su TSPyV (sekos identiskumas 57 %) ir HPyV10 (sekos identiSkumas 42 %)
VP1 baltymais (3.23 pav D, 9 ir 11 takeliai) bei Siek tiek su STLPyV VP1
baltymu (sekos identiskumas 43 %) (3.23 pav D 12 takelis). Jdomu, kad
NJPyV ir TSPyV VP1 baltymai reagavo su visais keturiais naudotais PAK,
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nepaisant zemos jy seky homologijos lyginant su WUPyYV VP1 baltymu (sekos
identiskos atitinkamai 30 ir 29 %) (3.23 pav B-E 9 ir 14 takeliai). Cia reikéty
pazymeéti, kad peliy imunizacijai buvo panaudotos mazos WUPyV VP1 VPD,
todél tikétina, kad jy pavirSiuje galéjo bati ir nebudingy 50 nm diametro VPD
epitopy. Anti-WUPYV VP1 PAK parodé labai stipry signalg su KIPyV VP1
baltymu (sekos identiskumas 66 %) ir taip pat regavo su HPyV7, HPyV10 ir
NJPyV VP1 baltymais, kuriy sekos identiskos WUPYV VP1 baltymo sekai
atitinkamai tik 41, 33 ir 30 % (3.23 pav E: 4, 8, 11 ir 14 takeliai). Taigi, dél
kryzminio reaktyvumo visy iSgryninty zmogaus PyV VP1 baltymy aptikimui
imunoblotingo metodu uzteko tik keturiy PAK.

3.3.2. Naujuy PyV VP1 panaudojimas hemagliutinacijos teste

Visos isgrynintos zmoniy PyV VP1 VPD, kartu SV40 PyV VP1, kaip
kontrolinémis VPD, buvo panaudotos hemagliutinacijos teste su jury kiaulytés
arba sveiko zmogaus 0 kraujo grupés eritrocitais. Rezultatai nesiskyré,
naudojant skirtingos kilmés eritrocitus, todél pateikiami tik su jiry kiaulytés
eritrocitais gauti duomenys (3.24 pav). JCPyV ir BKPyV VP1 VPD buvo
naudotos kaip S§io tyrimo teigiama kontrolé, jy koncentracija sukélusi
hemagliutinacijg buvo 0,78 pg mL™, sutapo su Knowles ir kolegy publikuotais
duomenimis (Knowles ir kt., 2003). SV40 VP1 VPD nehemagliutinuoja
eritrocity (Knowles ir kt., 2003), todél Sios VPD buvo naudotos kaip neigiama
kontrolé. Stiprus hemagliutinuojantis aktyvumas buvo nustatytas naudojant
HPyV10 ir HPyV12 VP1 VPD, sis efektas neiSnyko pastaryjy VPD
koncentracijg sumazinus net iki 0,2 ug mLt. TSPyV ir HPyV9 VP1 VPD
hemagliutinavo eritrocitus naudojant siy VPD koncentracijas atitinkamai
0,39 ug mL ir 0,78 ug mL1. WUPYV, KIPyV, HPyV6, HPyV7, STLPyV ir
NJPyV VP1 baltymy formuojamos VPD nehemagliutinavo nei jury kiaulytés

nei zmogaus eritrocity (3.24 pav).
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Koncentracija
VPD ug mL~ 9"

SV40 VP1 VPD

BKPyV VP1VPD
JCPyV VP1 VPD
KIPyv VP1 vPD  [(F (%215
wupyv vP1 vPD ) ,
MCPyV VP vPD (i )

HPYV6 VP1 VPD (% @’;}(" 6,
HPyV7 VP1 VPD ﬁﬂ;@ ' ‘yﬂy
TSPyV VP1 VPD ﬁ@ ﬁ}ﬁ» :

HPyV12 VP1 VPD ; g T O

NJPyV VP1 VPD S8 -_:’j,“*(*
3.24 pav. Zmogaus poliomos virusy VP1 formuojamy VPD hemagliutinacinis
aktyvumas. ISgrynintos i§ mieliy lasteliy KIPyV, WUPyV, MCPyV, HPyV6, HPyV7,
TSPyV, HPyV9, HPyV10, STLPyV, HPyV12 ir NJPyV VP1 VPD buvo skiedziamos 50 -
0,02 pug mL? ir inkubuojamos su 1 % eritrocity suspensija. Isgrynintos JCPyV ir BKPyV
VP1 VPD buvo naudotos kaip S§io eksperimento teigiama kontrolé, o SV40 VP1 - kaip
neigiama kontrolé. VPD koncentracijos pg mL™ pazymétos paveikslo virsuje. Juostelé zymi

pereinamajag VPD koncentracijos riba, ties kuria fiksuojamas teigiamas neutralizuojantis
hemagliutinacinis efektas.

3.3.3. Nauju PyV VP1 VPD panaudojimas Zmogaus kraujo serumo
méginiy tyrimams netiesioginés imunofermentinés analizés metodu

ISgrynintos zmogaus poliomos virusy VP1 VPD buvo panaudotos
serologiniams §iy virusy paplitimo tyrimams. Imunofermentiné analizé (IFA)
buvo atlikta naudojant dvi skirtingas zmoniy kraujo serumy pavyzdziy imtis:
Lietuvos gyventojy kraujo serumo méginiy grupé (I grupé, n=627) bei aukstos
rizikos grupé (Il grupé, n=479), kurios kraujo serumo méginiai buvo surinkti
Sofijos (Bulgarija) dermo-venerologiniame centre (3.6 lentelé). Kiekvieno IFA
testo metu buvo naudojami keturi kontroliniai sveiky zmoniy kraujo serumo

méginiai, pagal kuriuos gauti rezultatai buvo lyginami tarpusavyje.
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3.6 lentelé. Imunofermentinei analizei naudoty Zmogaus kraujo serumo méginiy im¢iy
ypatybés.

Lytis AmzZius
Vyras | Moteris | Nezinoma | 7-20 | 21-50 | 51-86 | Nezinomas
| grupé
(n=627) 190 343 94 12 130 166 319
Il grupé ]
(n=479) 312 167 5 57 73 344

Gautai sugerties (bangos ilgis 450 nm) reikSmei buvo suskai¢iuojama
minimali sugerties koeficiento pereinamoji reikSmés riba — optiniy tankiy
ver¢iy, gauty su 30 atsitiktinai parinktais neigiamais (neturinéiais AK pries§
tiramg Ag) kraujo serumais vidurkio reikSmé plius trys apskaic¢iuoto SN

reikSmeés.

3.7 lentelé. Ak titro 100 karty praskiestame Zmogaus kraujo serume ribinés reik§més

.. | Apskaiciuota
HPyV VP1 Vidurkis Standartinis I:‘eikémés
VPD nuokrypis riba
BKPyV 0,1416 0,0459 0,2796
JCPYV 0,1731 0,0691 0,3806
KIPyV 0,1779 0,0756 0,4048
WUPyV 0,1862 0,0744 0,4097
MCPyV 0,1807 0,0633 0,3708
HPyV6 0,2803 0,1149 0,625
HPyV7 0,2531 0,0946 0,537
TSPyV 0,1815 0,07 0,3918
HPyV9 0,2049 0,0949 0,4897
HPyV10 0,2691 0,1029 0,5778
STLPyV 0,1842 0,0675 0,3867
HPyV12 0,1459 0,041 0,2691
NJPyV 0,1447 0,049 0,2906

Visi kraujo serumo pavyzdziai, kuriy sugerties koeficientas didesnis uz
minimalig ribing reik§me, buvo laikomi teigiamais (turinciais specifiniy Ak
prie§ tiriamg zmogaus PyV VPl baltymg), kuriy mazesni — neigiamais
(neturinciais $iy specifiniy Ak). Apskaiciuotos minimalios ribinés Ak titro
reikSmés kiekvienam naudotam antigenui, 100 karty praskiestuose kraujo

serumuose, pateiktos 3.7 lenteléje.
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IFA rezultatai pateikti 3.8 lenteléje ir grafiskai pavaizduoti 3.25 pav. Ak
buvo aptikti pries visy 13 HPyV VP1 VPD.

3.8 lentelé. HPyV paplitimas tirtose Zmoniy kraujo serumy grupése

| grupé (n=627) Il grupé (n=479)

HPyV Vyrai Moterys Vyrai Moterys

VPLVPD | (n=190) | (n=343) | (n=312) (n=167)
32,37 % 31,73 %

BKPYV' 3631% | 3586% | 3044% | 3353%
25.67 % 16.49 %

CPW 24219 | 3148% | 17,94% | 13,77%
KIPVY 31,25 % 44,46 %

y 31,05% | 37,31% | 4166% | 49,7 %
56,77 % 84,34 %

WUPW' 176473% | 5889% | 8237% | 8802%
66,82 % 88,72 %

MCPYW' 2473% | 6763% | 875% | 9L01%
27,59 % 57,62 %

HPYV® 1736319 | 2886% | 59,61% | 5389%
29,66 % 44,25 %

HPYWVT I "368a% | 3002% | 4391% | 4491%
62,51 % 75,78 %

TSPYW' "6789% | 6618% | 7788% | 7.85%
29,34 % 35,49 %

HPYVO 1 73421% | 3265% | 3044% | 4491%
37,48 % 63,46 %

HPYVI0 0% 4227% | 57,06% | 7544 %
55,5 % 61,37 %

STLPW' 54210 | 6151% | 5544% | 7245%
18,66 % 47,39 %

HPYWVI2 5578 % | 1661% | 4647% | 49.1%
18,97 % 48,43 %

NPYV' 18970 | 1895% | 4843% | 51,28%

Atlikti serologiniai tyrimai parodé, kad daugiau nei pusé pirmos grupés
tiriamyjy buvo susidire su WUPyV, MCPyV, TSPyV ir STLPyV (3.8 lentelé).
Siek tiek maZiau tiriamyjy turéjo AK pries BKPyV, KIPYV, MWPYV, HPyV?7,
HPyV9. Maziausiai tiriamyjy serumy turéjo AK pries JCPyV, HPyV6 ir
HPyV12. Pirmoje tiriamyjy grupéje AK pries HPyV, isskyrus JCPyV, KIPyV,
MWPyYV, STLPyV, buvo nustatyti iki 9 % daugiau vyry nei motery serumy
méginiuose. Kity tyréjy serologiniuose tyrimuose taip pat nustatomas didesnis
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HPyV paplitimas tarp vyry nei tarp motery (Knowles ir kt., 2003) arba
paplitimo skirtumy nenustatoma (Egli ir kt., 2009; van der Meijden ir kt.,
2013).

100% —

80% —

60% [

a0% —

20% [

Teigiamy serumy kiekis

B Anti-BKPyV Ak M Anti-JCPyV Ak W Anti-KIPyV Ak
B Anti-WUPYV Ak B Anti-MCPyV Ak B Anti-HPyV6 Ak

o s B Anti-HPYV7 Ak W Anti-TSPyV Ak B Anti-HPyV9 Ak

\\q}\* \Q}\’Q B Anti-MWPYV Ak B Anti-STLPyV Ak B Anti-HPyV12 Ak
Anti-NJPYV Ak

3.25 pav. HPyV paplitimo tirtose Zmoniy grupése grafikas. Zmoniy, turindiy Ak prie§
skirtingus HPyV, procentai buvo nustatyti, remiantis Ak titry 100 karty praskiestuose kraujo
serumuose reik§mémis bei ribinémis reik§mémis, nurodytomis 3.7 lenteléje.

0%

Antroje tiriamyjy aukstos rizikos asmeny Kraujo serumy grupéje visy
HPyV, isskyrus BKPyV ir JCPyV, bendras paplitimas buvo nuo 6 % iki 30 %
didesnis nei pirmoje grupéje. BKPyV paplitimas abiejose grupése buvo beveik
vienodas, 0 JCPyV seroteigiamy zmoniy pirmoje grupéje buvo 9 % daugiau.
Zinoma, kad JCPyV ir BKPyV latentinéje buisenoje gali gyvuoti labai ilgai,
todél su amziumi sumazéja AK pries abu virusus reiksmés. JCPyV paplitimas
abiejose grupése nustatytas mazesnis nei BKPyV. PanasSius rezultatus gavo ir
Kiti tyréjai (Knowles ir kt., 2003; Carter ir kt., 2009; Egli ir kt., 2009; Kean ir
kt., 2009; Antonsson ir kt., 2010).

Daugelis tiriamyjy turéjo Ak daugiau nei pries vieng HPyV (3.26 pav),
kas sutampa su kity tyréjy duomenimis (Gossai ir kt., 2016).
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Procentas Zmoniy, turinciy Ak pries$ keleta poliomos virusy

16% 1
14% A
12% A
10% 1
8%
6% 1
4% 1
2% 1
0% -

Teigiamy serumy kiekis

neturi 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Bet kuriy HPyV kiekis

M| grupé m|lgrupé

3.26 pav. HPyV koinfekcijy pasiskirstymo tirtose Zmoniy grupése grafikas. Zmoniy,
turin¢iy AK pries keleta poliomos virusy, procentai buvo nustatyti, remiantis Ak titry 100
karty praskiestuose kraujo serumuose reik§mémis bei ribinémis reik§mémis, nurodytomis 3.7
lenteléje.

Pirmoje grupéje daugiau kaip 10 % tiriamyjy turéjo Ak pries bet kuriuos
1, 2, 3 ar 4 HPyV, o daugiausia serumy buvo aptikti Ak pries bet kuriuos du
HPyV. Aukstos rizikos grupéje daugiau kaip 10 % serumo méginiy turéjo Ak
prie§ bet kuriuos 5, 6, 7, 8 ar net 9 HPyV tipus, 0 daugiausia méginiy buvo
teigiami pagal bet kuriuos $esis virusus. Zmoniy, neturinéiy AK pries nei vieng
poliomos virusa, procentas pirmojoje grupéje buvo didesnis nei aukstos rizikos
grupéje (7,97 ir 0,62 % atitinkamai).

3.3.4. Naujy PyV VP1 VPD panaudojimas Zmogaus Kkraujo serumo
méginiy tyrimams konkurencinés imunofermentinés analizés metodu

Kadangi nustatyta net 14 zmogaus PyV, o dél didelio VVP1 baltymy ar.
seky panasumo (3.9 lentelé), t.y., genetisko ir antigeninio panasumo, galimos
kryzminés reakcijos tarp skirtingy HPyV VP1 VPD tipy. Literatiiroje galima
rasti prieStaringy duomeny. Pavyzdziui, IFA panaudojant i§ bakterijy lasteliy
iSgrynintus BKPyV, MCPyV, TSPyV, HPyV9 GST-VP1 baltymus nebuvo
nustatytas prie§ Siuos baltymus reaguojanciy AK kryzminis aktyvumas, tik
labai silpnas kryzminis reaktyvumas tarp anti-HPyV6 ir HPyV7 GST-VP1 Ak

(van der Meijden ir kt., 2013). Schowalter su kolegomis kryzminio reaktyvumo
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tarp anti-HPyV6 ir anti-HPyV7 VP1 VPD AK neuzfiksavo, nors VP1 buvo
iSgryninti 1§ Zzmogaus 293TT lgsteliy (Schowalter ir kt., 2010), o
konkurencinéje IFA panaudojant VPD iSgrynintas i§ vabzdziy lasteliy, buvo
nustatyta Ak pries HPyV6 ir HPyV7 VP1 kryzminis serologinis reaktyvumas
(Sroller ir kt., 2016).

3.9 lentelé. HPyV sekuy panasumas. Panasumo reik§més pateiktos procentais.

o [qV}

2 2 2 % % $£5% 23§ % ¢ 3

& § &£ 5 3% 2 &2 § & % 3 % 8

m 5 ¥ 2 S I I + I T Y I Z
BKPyV 100 78 32 34 49 32 31 55 55 48 45 56 @49
JCPyV 100 32 33 49 32 33 52 55 49 46 56 48
KIPyV 100 66 30 38 40 28 31 32 31 29 47
WUPyV 100 33 42 41 29 32 33 33 32 30
MCPyV 100 32 31 57 59 42 43 58 56
HPyV6 100 69 32 32 33 33 34 28
HPyV7 100 31 32 34 34 32 30
TSPyV 100 62 49 44 60 @ 57
HPyV9 100 51 50 59 58
HPyV10 100 55 50 50
STPyV 100 46 45
HPyV12 100 57
NJPyV 100

Konkurencinés IFA metodu buvo patikrinta 10 sveiky Lietuvoje
gyvenanciy asmeny Kraujo serumo meéginiy (3.27, 3.28, 3.29 pav pateikiami
trijy kraujo serumy tyrimo rezultatai) su palyginti aukstais anti-HPyV Ak
titrais, nustatytais netiesioginés IFA metodu. Serumo méginys 11 turéjo
specifiniy anti-HPyV Ak pries 7 skirtingus HPyV, serumas 56 turéjo specifiniy
anti-HPyV Ak net prie$ 10 skirtingy HPyV, o serumas 11 turéjo specifiniy
anti-HPyV Ak pries 6 skirtingus HPyV. Stulpeliniuose grafikuose pateikti
tiramojo serumo netiesioginés IFA rezultatai, kiekvienu serumo atveju buvo
patikrinti visy tipy reaktyviy anti-HPyV Ak konkuruojantis aktyvumas. Kaip
konkuruojantys antigenai buvo naudojamos visos kitos HPyV VP1 VPD ir
kontrolinés tos pac¢ios VPD, kurios naudotos kaip analizuojamas antigenas IFA
ploksteliy padengimui. Serumy méginiy inkubavimas su konkuruojanc¢iomis
HPyV VP1 VPD leido eliminuoti kryzmiskai reaktyvius 1gG Ak, todél prie

plokstelés dugne padengto antigeno jungeési tik jam specifiniai Ak, o kryzminiy
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Ak buvimg atspindéjo sumazéjes tiriamojo kraujo serumo optinis tankis.
Skirtinguose kraujo serumuose IgG Ak pries analizuojamas zmoniy PyV VP1
VPD titrai buvo nevienodi, todél netiesioginés IFA atitinkamas optinis tankis
buvo prilyginamas maksimumui (100 %) ir konkurencinéje IFA sugerties
pokytis (dél konkuruojanciyjy VPD) yra nurodomas procentais. Optinio tankio
reikSmés sumazéjimas 50 % ir daugiau konkurencinéje IFA, lyginant su
kontrole (konkurencinis aktyvumas ty pac¢iy VPD, kurios naudojamos kaip
tirlamasis antigenas) rodo anti-HPyV IgG Ak kraujo serume kryzminj poveikj.

Sio tyrimo konkurencinés imunofermentinés analizés rezultatai
patvirtino antikiiny pries JCPyV ir BKPyV (3.27 pav), HPyV®6 ir HPyV7 (3.29
pav), HPyV9 ir HPyV10 (3.28 pav) bei WUPYV ir KIPyV VP1 galimg
kryzminj aktyvumag sveiky asmeny kraujo serumuose (3.27; 3.28; 3.29 pav).

Anti-JCPyV ir anti-BKPyV Ak ne visuose serumuose pasizyméjo
kryzminiu reaktyvumu, nors JCPyV ir BKPyV VP1 ar. sekos homologiskos net
78 % (3.9 lentelé). Analizuojant kraujo serumg, jame gali bati anti-HPyV Ak
reaguojanciy Su labai jvairiais VPD epitopais, ir skirtingy organizmy kraujo
serumy AK kompozicija ir jy koncentracijos nesutampa. Todél viename kraujo
serume gali buiti kryzmiskai reaguojanc¢iy anti-HPyV Ak, o kitame esantys Ak
sgveikauja su konservatyvesniais VPD epitopais.

Optinio tankio (sugerties) sumazéjimas nuo 70% iki 50 %
konkurencinéje IFA, lyginant su kontrole rodo silpng anti-HPyV 1gG Ak
kryzminj poveikj. Silpny kryzminiy reakcijy tarp Ak prie§ 13 tipy HPyV VP1
VPD analizuojamuose kraujo serumuose buvo nustatyta daug (3.27; 3.28; 3.29
pav). Dél itin gausaus Ak pries visy tipy HPyV serologinio paplitimo (1.2
lentelé) statistiSkai padidéja ir jvairiy kryzminiy Ak susidarymo galimybé. Be
to, Sio darbo metu pastebéta, kad konkurencingje IFA naudojant kaip antigena
VPD, kurios formuoja mazas netipines daleles, pavyzdziui, KIPyV, WUPyV,
HPyV6 VPD (3.16 pav), STLPyV, HPyV9 VPD (3.22 pav) IFA nustatomas
gausesnis kryzminiy anti-HPyV Ak reaktyvumas. Gali bati, kad formuojantis
netipiSkoms VPD yra atidengiami vidiniai konservatyvesni epitopai ir jie

tampa prieinami Ak.
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Serumas 11

Optinis tankis

——BKPyV VP1VPD ——BKPyV VP1VPD
Dengta JCPYV VP1 VPD P \PLVPD Dengta BKPYV VPLVPD oL
120 —KiPyvvpPivpD | 120 ——KIPyV VP1VPD
" 100 — WUPYVVP1VPD | 100 = WUPyV VP1VPD
) J —
PR ———— == —MCPWWPLVPD R g — MCPyV VP1 VPD
.3 60 |\ —HPyV6 VPLVPD | -2 6 ——HPyV6 VP1VPD
(7 —HPYW7VPIVPD | ¢ ——HPyV7 VP1VPD
1] JCPyVVP1VPD
FRC —TSPYVVPLVPD | ¥ 40 \ ! ——TSPyV VP1VPD
20 —HPyVavPLVPD | 2 \ ——HPyV9VP1VPD
0 HPYV10 VP1 VPD ) m———— E:IY;I?\)IPiI\)IPP[?
——STLPYV VP1 VPD — ULy
0 > 0 BB B, \712 VP1VPD 0 5 10 15 20 25 ~——HPWI2VPLVPD
kuruojanciyjy VPD koncentracija (ug/mL) Y iancivi ii NJPyV VP1VPD
Konkuruojanciyjy Jatug NIPYV VP1 VPD Konkuruojaniujy VPD koncentracija (ug/mL) )
——BKPyV VP1VPD ——BKPyV VP1VPD
Dengta KIPyV VP1 VPD —JCPny VP1VPD Dengta WUPYV VP1 VPD —JCPny VP1VPD
120 ——KIPYV VP1VPD 120 ——KIPYV VP1VPD
100 (o WUPyV VP1 VPD 100 WUPyV VP1 VPD
—_—
R g0 —MCPYVVPLVPD | X g ———  —MCW\P1VRD
@ ——HPYVGVPIVPD | 2 ——HPYV6 VP1VPD
£ 60 WUPYVVP1 —HPYV7VPLVPD | & === —HPW7VPLVPD
w 40 vD  —TSPyvvPLVPD | ¥ 40 ——TSPyV VP1VPD
a —HPYIVPIVPD | O 20 ——HPyV9 VP1VPD
0 HPYV10 VP1 VPD 0 HPYV10 VP1 VPD
——STLPyV VP1 VPD ——STLPyV VP1 VPD
0 5 10 15 20 25 __ppwipvpived 0 5 10 15 20 2 __upyi12vP1VPD
Konkuruojanéiyjy VPD koncentracija (ug/mL) NJPYV VP1VPD | Konkuruojanciyjy VPD koncentracija (ug/mL) NJPyV VP1VPD
——BKPyV VP1VPD ——BKPyV VP1VPD
Dengta MCPyV VP1 VPD ——ICPYV VP1VPD Dengta HPyV10 VP1VPD  __cpyy vp1vpD
120 ——KIPyV VP1VPD 120 —KIPyV VP1VPD
. 100 WUPYV VP1VPD 100 - WUPYV VP1VPD
) —MCPWVPLVPD | g ——MCPYV VP1 VPD
£ e == —HREVPLVD |, ——HPYV6 VP1VPD
% 4 —HPVIVPLVPD | E —HPyV7 VP1VPD
a —TSHVVPLWPD | & 40 — TSPYVVPTVPD —TSPyV VP1VPD
0 —HPYWIVPIVPD | & 20 ——HPyV9 VP1VPD
0 HPyV10 VP1VPD 0 ‘ ‘ ‘ : : HPyV10 VP1 VPD
0 5 10 15 20 25 —STLPyVVP1VPD ——STLPYV VP1 VPD
. ) ——HPyV12 VP1VPD 0 3 BN B Viaveive
Konkuruojantiyjy VPD koncentracija (g/mL) —nypyvvp1veD | Konkuruojantiujy VPD koncentracija (ug/mL) — nypyy vp1vpD
—BKPyVVP1 VPD
Dengta HPyV12 VP1 VPD — JCPYV VP VPD
—KIPyV VP1 VPD
100 WUPYV VP1 VPD
X 80 —MCPyV VP1 VPD
£ %0 —HPyV6 VP1 VPD
S \ —HPyV7 VP1 VPD
% 40 — == ——TSPyVVP1VPD
Y 20 ‘\ —HPyV9 VP1 VPD
0 HPyV10 VP1 VPD
—STLPyV VP1VPD
0 5 B 0B __yoyaveeveD
Konkuruojanciyjy VPD koncentracija (ug/mL) NJPyV VP1 VPD

3.27 pav. Serumo 11 konkurencinés IFA duomenys. Serumo 11 esanciy anti-HPyV Ak
kryzminiy Ak nustatymas konkuruojanciais antigenais naudojant visas kitas HPyV VP1

V/PD, jskaitant ir tas pa¢ias VPD kurios naudotos kaip analizuojamas antigenas.
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Serumas 22
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3.28 pav. Serumo 22 konkurencinés IFA duomenys. Serumo 22 esanciy anti-HPyV Ak
kryzminiy Ak nustatymas konkuruojanciais antigenais naudojant visas kitas HPyV VP1
VPD, jskaitant ir tas pacias VPD kurios naudotos kaip analizuojamas antigenas.
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3.29 pav. Serumo 56 konkurencinés IFA duomenys. Serumo 56 esanciy anti-HPyV Ak
kryzminiy Ak nustatymas konkuruojanciais antigenais naudojant visas kitas HPyV VP1
VPD, jskaitant ir tas pacias VPD kurios naudotos kaip analizuojamas antigenas.
Netiesiogingje IFA sveiky lietuviy | grupés serumy turinciy AK pries
HPyV12 ir NJPyV VP1 VPD buvo nustatyta 18,66 % ir 18,97 % (3.8 lentelé),
t.y. maziausias Kiekis i$ visy tirty HPyV VPL1 tipy. Kai kuriose konkurencinése
IFA nustatytas gausus kiekis kryzminiy Ak pries visas kitas HPyV, kuomet
HPyV12 (3.27 pav) ir NJPyV (3.29 pav) VPD naudotos kaip analizuojamas
antigenas padengiant IFA ploksteles. Taigi, nors kai kurie kraujo serumai
identifikuojami kaip turintys Ak pries HPyV12 ir NJPyV VP1 VPD atliekant
netiesioging IFA, nustatyti Ak gali baiti nespecifiniai pagal konkurencinés IFA
duomenis, todél netiesioginés IFA rezultatai gali nevisai tiksliai atspindéti PyV

paplitima.
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4. Rezultaty aptarimas

Sio tyrimo metu, siekiant i§ mieliy S.cerevisiae lasteliy iSgryninti
vienuolika virusiniy VP1 kapsidés baltymy buvo susidurta su jvairiomis
baltymy sintezés problemomis, tokiomis kaip nepakankamas kai kuriy geny
raiSkos lygis ir iSgryninto baltymo iseigos (STPyV, KIPyV, HPyV10 VP1),
mieliy lasteliy flokuliacija (MCPyV, HPyV10 ir STLPyV VP1), netipisko
dydzio VPD formavimasis (WUPyV, KIPyV, HPyV6 VP1). Norint
optimizuoti S.cerevisiae lastelése PyV VP1 baltymy sinteze, buvo istirtos kai
kurios Sios sintezés ypatybés mielése: mieliy Saperony poreikis HPyV VP1
sintezei, mieliy lasteliy flokuliacijos, sukeltos PyV VP1 biosintezés, priezastys,
galimybés padidinti VP1 baltymo sintezés lygi ar VPD formavimosi
efektyvuma sustiprinant VP1 NLS seka. Siy tyrimy svarba buvo susijusi ir su
pastebéjimais, kad mieliy Igsteliy kultiiros augimo salygos bei VPD gryninimo
salygos gali lemti strukttriniy baltymy savybes ir po to susiformavusiy VPD
imunogeniskuma bei antigeniSkuma (Mach ir kt., 2006).

Rekombinantiniy PyV VP1 baltymy biosintezei dazniausiai yra
naudojamos Escherichia coli, mieliy arba bakulovirusy - vabzdziy raiskos
sistemos. Parodyta, kad E.coli Iastelése PyV VP1 baltymai paprastai formuoja
pentamerus ir susirenka j VPD in vitro gryninimo metu (Erickson ir kt., 2009),
nors JCPyV ir HaPyV gali formuoti VPD ir bakterijy Iastelése (Ou ir kt., 1999;
Voronkova ir kt., 2007). VP1 baltymai i§ E. coli dazniausiai gryninami afininés
chromatografijos metodu, po to pasalinant gliutationo S-transferazés (GST) ar
kitokj inkara, todél VPD formavimosi iseiga néra didelé (Teunissen ir kt.,
2013). HPyV12, KIPyV, WUPyYV, MCPyV, TSPyV VP1 baltymai isgryninti i$
bakterijy Iasteliy su 6His inkaru denattiruojanciomis salygomis (Korup ir kt.,
2013) arba su GST inkaru (Kean ir kt., 2009; van der Meijden ir kt., 2011)
formuoja pentamerus, o kapsidziy susirinkimo efektyvumas net ir po
gryninimo pasalinus inkarg néra aukstas. Jeigu VP1 baltymas naudojamas
tyrimams su nepasalintu inkaru, néra zinoma, kaip jis paveikia VPD

formavimgsi ir serologinj atsaka. Vykstant HPyV VP11 biosintezei
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cukariotinése lastelése, VPD visiskai ar i§ dalies susirenka branduolyje,
iprastoje PyV kapsidziy formavimosi aplinkoje (Teunissen ir kt., 2013). Be to,
eukariotiniy lgsteliy Saperonai, ypa¢ Hsp70 Seimos, prisideda prie VP1
potransliacinio transporto, apsaugo nuo spontaninio dalinio VPD formavimosi,
vykstangio tik dél kalcio jony (Chromy ir kt., 2003). Zinduoliy lastelés VPD
sintezei paprastai nenaudojamos dél dideliy kasty, mazos iSeigos, galimy
lasteliy Seimininkiy DNR ar kity virusy priemaisy (Teunissen ir kt., 2013), bet
jvairiy VP1 baltymy formuojamos VPD buvo sékmingai gautos vabzdziy
lgstelése (Nicol ir kt., 2013, 2014; Kumar ir kt., 2012). Iki Siol MCPyV VP1
VPD buvo isgrynintos i§ zinduoliy ir vabzdziy lasteliy (Pastrana ir kt., 2009;
Tolstov ir kt., 2009; Touze ir kt., 2010), o HPyV6, HPyV7, TSPyV, HPyVO ir
HPyV10 VP1 baltymy formuojamos VPD sékmingai gautos vabzdziy lastelése
(Nicol ir kt., 2013, 2014; Kumar ir kt., 2012). Mieliy lastelés yra tinkamas
organizmas PyV VPD produkcijai dél GRAS (angl. generally recognized as
safe) statuso bei dél gerai istirtos jy fiziologijos, biochemijos ir genetikos. Tali
leidzia mieliy raiSkos sistemas greitai pritaikyti efektyviai rekombinantiniy
baltymy sintezei. IS mieliy lasteliy iSgrynintos pelés PyV VP1 VPD yra
stabilesnés, in vitro efektyviau pakartotinai susirenka j kapsidés struktiira, nei
pelés PyV VP1 VPD, susiformavusios is bakterijy iSskirty pentamery (Simon ir
kt., 2014).

Siame darbe naujai identifikuoty HPyV VP1 VPD buvo pirma karta
susintetintos mieliy lastelése, 0 rekombinantinés STLPyV, HPyV12 ir NJPyV
VP1 VPD iki siol dar nebuvo susintetintos jokioje raiskos sistemoje.
Rekombinantiniy VP1 baltymy raiSkai buvo panaudoti genai, kuriy sudétyje
parinkti tiek natyvus virusiniai, tiek ir mieléms palankts sinoniminiai kodonai.
Vis délto gauti rezultatai rodo, kad nors daugeliu atvejy mieléms palankiy
sinoniminiy kodony naudojimas buvo efektyvesnis, pvz., HPyV12 VP1 atveju
panaudojus gena su mieléms palankiais kodonais baltymo iseigos padidéjo 2,5
karto, lyginant su genu su natyviais virusiniais kodonais, taciau
rekombinantiniy baltymy iSeigos priklauso ne tik nuo geno sekos (3.5 lentelé).

HPyV10 VP1 baltymo iseigos buvo vienos maziausiy panaudojus geng Su
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natyviais viruso kodonais (0.4 mg i 1 g Slapios mieliy biomasés), taciau
panaudojus optimizuotg mieléms geng nepavyko gauti jokios tikslinio baltymo
raiSkos (rezultatai neparodyti). Gali bati, kad Siuo atveju nuo optimizuoto geno
transkribuota mMRNR buvo nestabili arba formavo nepalankias transliacijai
antrines struktaras. KIPyV, WUPyV, HPyV6, HPyV7 ir STLPyV VP1
baltymy susintetinty nuo optimizuoty mieléms geny iSeigos buvo tik nezymiai
didesnés (0,5-0.6 mg i§ 1 gramo S$lapios mieliy biomasés) uz HPyV10 VP1
baltymo iseigas. Be to, reikia pazyméti, kad VP1 baltymy iSeigos priklausé ne
tik nuo baltymo sintezés lygio, bet ir nuo gryninimo efektyvumo, o jj gali lemti
VP1 baltymy stabilumas, atsparumas proteazéms ir tirpumas, todél labai tirpiy
TSPyV, HPyV9 ir HPyV12 VP1 baltymy iSeigos buvo bent dvibugai geresnés
(apie 1 mg i$ 1 gramo Slapios mieliy biomasés), negu maziau tirpiy.

Nors yra zinoma, kad PyV VP1 baltymai gali spontaniskai formuoti
VPD, taciau rekombinantiniy VP1 baltymy atveju Sis spontaniskas susirinkimo
procesas néra toks efektyvus ir homogeniskas, kaip lasteléje Seimininkéje.
Kokie mechanizmai reguliuoja viruso kapsidziy susirinkimg Igsteléje
Seimininkéje néra iki galo aisku, taciau neabejotina, kad kapsidés susirinkimas
yra esminis veiksnys viruso isgyvenamumui, 0 teisingam bei homogeniskam
PyV virusy VPD susirinkimui yra reikalinga lastelés Seimininkés pagalba.
Literatiiros duomenimis, Spontaninj Viruso kapsidés susirinkimg esant
tinkamoms salygoms papildomai kontroliuoja (1) VP1 baltymo saveika su
lasteles RNR ar DNR kapsidéms susirenkant branduolyje, (2) lastelés
Saperonai, baltymy izomerazés ir (3) sgveika su citoskeleto bei branduolio
matrikso baltymais (Palkova ir kt., 2000).

Visi naujy 11 zmogaus PyV VP1 baltymai mielése formavo VPD,
taciau KIPyV, WUPYV ir HPyV6 VP1 baltymai rinkosi dazniausiai | mazesnes
VPD (3.16 pav). Mazesnés negu 45-50 nm HPyV6 VP1 VPD buvo gautos ir
iSgryninus i§ zinduoliy 293TT Iasteliy (Schowalter ir kt., 2010) ir i§ vabzdziy
lasteliy (Nicol ir kt., 2013). Tuo tarpu HPyV9 VP1 mielése formavo tipiskas
PyV VPD (3.22 pav), nors isgryninus i§ vabzdziy Igsteliy buvo gautos mazos
VPD (Nicol ir kt., 2013). Kity VPD méginiuose taip pat galima rasti ir
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mazesnio dydzio VPD, nors dominuoja 45-50 nm dalelés. Priezastys, kodél
VP1 baltymai formuoja mazZesnes ar jvairaus dydzio VPD néra iki galo
zinomos. Pvz., SV40 atveju gali biti, kad skirtingo dydzio VPD susiformuoja
dél galimy skirtingy saveiky kombinacijy tarp pentamery su skirtingom
geometrijomis (Kler ir kt., 2013). Siy saveiky skai¢iy ir VPD dydziy jvairove
gali reguliuoti ir galimai mazinti jvairts veiksniai, pavyzdziui, nukleoriigstys ir
kt. Kitas pavyzdys yra peliy PyV VP1 baltymas, kuris renkasi j 26, 32 ir 50 nm
diametro VPD (Salunke ir kt., 1989). Teigiama, kad VP1 baltymo N-galas
formuoja segtuka, kurio pagalba palaiko i§ gretimy kapsomery issikiSusius C
galus reikiamoje vietoje (Stehle ir kt., 1996) bei sujugia N-galus i$ skirtingy
kapsomery per tarpkapsomerines disulfidines jungtis (Simon ir kt., 2014). Sis
kapsomery susijungimo mechanizmas leidzia joms formuoti tiek pentamerus,
tiek ir heksamerus (Salunke ir kt., 1986; Rayment ir kt., 1982), o i§ jy
susirenka polimorfinés PyV VP1 VPD (Salunke ir kt., 1989, Nilsson ir kt.,
2005). IJdomu, kad augaly lgstelése MPyV VP1 formavo labai homogeniskas ir
tipiSko dydzio VPD, kai jo N gale buvo pasalinta NLS seka (Catrice ir
Sainsbury, 2015). Kita vertus, kartais net vienos ar. pakeitimas VP1 baltymo
sekoje gali lemti VPD dydj. Ziurkéno PyV VP1 C galo sekoje pakeitus viena
ar. i§ alanino j glicing (A336G) formavosi tik mazos 20 nm diametro VPD
(Gedvilaite ir al, 2006). Siame darbe pavyko pakeisti WUPyV VP1
formuojamy VPD dydj modifikavus VP1 N galo seka ir sustiprinus VP1
baltymo NLS signala. Sis rezultatas visiskai prieSingas augaly lastelése
gautoms MPyV VP1 VPD. Mazai tikétina, kad VP1 transportas j branduolj
jtakojo VPD dydzio pokycius, greiiau tai galéty buti efektyvesné N galo
segtuko forma, palaikanti C galo, sujungiancio pentamerus daleléje, teisinga
pozicija VPD.

Saperony atliekamas ~struktiiriniy  baltymy sulankstymas  ar/ir
iSlankstymas taip pat labai svarbus VPD susirinkimui ir iseigoms (Lampel ir
kt., 2013). Jy poreikis sintetinant rekombinantinius VP1 baltymus be LT ar ST
antigeny, kurie turi Saperony J domena, pritraukiantj Hsp70 Saperonus turéty

biiti ypa¢ jaucCiamas. Kadangi Saperony veikimas yra glaudziai susijgs Su
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lastelés atsaku j aplinkos ir vidinj stresg bei lasteliy augimo stadijomis (Palotai
ir kt., 2008; Morano ir kt., 2012), jy sudétis ir aktyvumas kinta mieliy Igsteliy
fermentacijos metu, oksidacinio ir temperattrinio Soko metu (Gonzalez-Siso ir
kt., 2009; Ayer ir kt., 2014). Lasteliy baltymy-baltymy saveiky tinklas yra
kompaktiskas, centrinés tinkly grupés persidengia. Streso salygomis tinkly
grupés iSsiskiria, tampa specifiSkesnés, atsiranda naujy tinkly moduliy.
Kompiuteriniais metodais lyginant streso atsako mieliy ir Zmogaus Saperony
poky¢ius pastebétas jy evoliucinis konservatyvumas (Palotai ir kt., 2008), todél
Siame darbe pasinaudojant mieliy tiksline genetine analize buvo istirtas mieliy
Saperony indélis PyV kapsidés pagrindinio baltymo VP1 biosintezei. Rezultatai
parodé, kad daugumos i§ tirty Saperony trikumas neigiamai veiké tirty
rekombinantiniy baltymy (VP1 ir UK114) sintezés lygj sumazindamas jj nuo
10 iki 50 %. Kadangi saperonai dalyvauja ne tik balymy sulankstyme, bet ir
daugelyje kity Iagstelés procesy, kaip baltymy translokacija, ar
makromolekuliniy kompleksy susirinkimas ir issirinkimas, $is rezultatas rodo,
kad nepazeista Igstelés fiziologiné buisena Yyra labai svarbi efektyviai visy
rekombinantiniy baltymy sintezei. Salia bendro neigiamo $aperony triikumo
poveikio abiems baltymams buvo aptikti ir kai kurie tik virusiniams baltymams
biidingi Saperony poreikio skirtumai.

Apie citoplazmos ir ir Hsp70 Saperony reikalingumg PyV kapsidés
baltymy sintezei (Cripe ir kt., 1995; Chromy ir kt., 2003; Geiger ir kt., 2011,
Goodwin ir kt., 2011) buvo zinoma ir iki Siol, ir Siame darbe gauti rezultatai
patvirtino Hsp 70 saperony poreikj PyV VP1 baltymy sintezei. Hsp70 Saperony
SSB1, SSB2, SSE1 ir SSE2 geny iSkritos per pus¢ sumazino VP1-EGFP
produkcija (3.1 pav A). Dél Ssa Seimos baltymy funkcinio panasumo, Siy
Saperony poreikis geriau atsispindéjo dvigubuose AssalAssa2 ir Assa3Assa4
mieliy mutantuose ir atskleidé Ssal ir Ssa2 Saperony svarbg VP1 VPD sintezei
mielése (3.1 pav B). Didziausig teigiamg poveikj PyV VP1 biosintezés lygiui
turéjo Saperono Sszl ir jo partnerio RAC komplekse koSaperono Zuol
pasalinimas. Bet kurio i§ RAC komplekso partneriy pasalinimas padidino VP1

baltymo lygj 2,5-3 kartus, tuo tarpu mazo UK114-EGFP baltymo sintezés lygis
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sumazéjo daugiau nei 30 % (3.1 pav A; 3.6 pav A). RAC kompleksas yra Ssz1
ir Zuol (Hsp40 Seimos) Saperony heterodimeras, budingas eukariotams ir
svarbus sgveikai su citozolio Hsp70 (mielése Ssb) Saperonais (Huang ir Kt.,
2005). Kartu su kitu NAC kompleksu RAC prisideda prie de novo sintetinamy
baltymy sulankstymo, kol kas nezinomy mechanizmy pagalba reguliuoja
ribosomy biogenezés procesus, yra svarbus baltymy translokacijai per
membranas, t.y., kontroliuoja de novo baltymy sintez¢. Zuol jungiasi su abiem
ribosomos subvienetais stabilizuodamas mieliy RAC kompleksa, polipeptido
transliacijos greitj, transliuojamo baltymo susilankstymg (Zhang ir kt., 2014).
Jdomu, kad RAC komponenty nepriteklius kelis kartus padidino virusiniy
baltymy sintezés lygi, nors kity Hsp70 ir Hsp40 Saperony (iskyrus Zuol) Seimy
ar NAC subvienety trikumas baltymy sintezei turéjo neigiamg poveikj. Panasy
teigiamg poveikj Zuol ir Ssz1 Saperony pasalinimas turéjo ir kity PyV VP1,
kai kuriy tirty Parvoviridae bei tymy viruso baltymy sintezés lygiui (Goda K.,
2017), Nodaviridae seimos viruso RNR replikacijos efektyvumui (Weeks ir kt.,
2010). Nodaviridae zymétos virusinés RNR Kkiekiai Azuol ir Asszl mieliy
kamienuose iSaugo iki keliy deSimc¢iy karty dél padidéjusio viruso RNR
polimerazés sintezés lygio (Weeks ir kt., 2010). Misy rezultatai parodé, kad
Ssz1 ir Zuol Saperony trikumo sukeltas virusiniy baltymy kiekio padidéjimas
mielése nebuvo susijes su pakitusiu transliacijos tikslumu BY4741Assz1 ir
BY4741Azuol kamienuose, nes i§ jy iSgrynintos HaPyV VP1 VPD isliko
nepakitusiuos (3.8 pav). Galimali, $is poveikis susijes su kitomis arba su dar
nezinomomis RAC funkcijomis, nesusietomis su Ssb Seimos Saperonais.
Neseniai K. Godos atlikti tyrimai parodé, kad virusiniy baltymy Kiekio
padidéjimas BY4741Asszl ir BY47414zuol mutantiniy kamieny lgstelése
buvo susijes su pokyciais persidengianc¢iose Zuol ir kito Saperono Jjjl
funkcijose, i§ kuriy viena galéty buti ribosomy brendimas (Goda K., 2017).
Idomu, kad nedideli Ssz1 ir Zuol Saperony kiekiai BY4741Assz1 ir
BY47414zuol kamieny lastelése panaikino $iy kamieny augimo defektus, bet
nesumazin0 rekombinantiniy virusiniy baltymy iSeigos, ir padaré Siuos

kamienus tinkamus biotechnologiniams tikslams (Goda K., 2017).
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Visy Siame darbe analizuoty mieliy Hsp40 Saperony Seimos geny
iSkritos, i$skyrus ZUOL, sumazino rekombinantinio poliomos VP1 baltymo
sinteze (3.6 pav A). Hsp40 saperonai dar vadinami kosaperonais ar J baltymais
dél savo J domeno, svarbaus jy saveikoms su savo partneriais Hsp70
Saperonais ir Kitais baltymais. Evoliucijos metu J domeng turintys baltymai
jgavo gebéjima saveikauti su dideliu Kiekiu kity baltymy, ne tik nukreipiant
Hsp70 prie substraty, stimuliuojant jy ATP-azinj aktyvuma, bet ir integruojant
juos i Saperony palaikomg homeostazés tinkla, diferenciacijos ir reguliacinius
kelius (Craig ir Marszalek, 2017). Rekombinantiniy PyV VP1 baltymy
biosintezei Hsp40 J baltymai galéjo buti svarbis ir dél didziojo T antigeno,
kuris taip pat turi funkcionuojantj J domeng, trikumo. Ypac¢ zenkliai VP1
sintezés lygis sumazéjo mieliy Aydjl ir Acajl kamienuose (3.6 pav A), 0
padidinta $iy YDJ1 ar CAJ1 Saperony sintezé téviniame BY4741 kamiene
akivaizdziai pagerino VP1 produkcijos lygj (3.6 pav B; 3.7 pav 31-34 takeliai).
Mieliy Ydjl Saperonas pasizymi labai placiu specifiskumu jvairiems
substratams, prisideda prie polipeptidy migravimo per membranas proceso, yra
tiesioginis citozoliniy Hsp70 Saperony Ssal ir Ssa2, galimai ir paralogy Ssa3 ir
Ssad, partneris bei sgveikauja su Hsp90 (Cyr ir kt., 1992; Cyr ir Douglas, 1994;
Gong ir kt., 2009). Ydj1 saperono bendras poreikis VP1 sintezés lygiui yra
tikétinas ir dél Ydjl svarbos susikaupusiy baltymy resursy asimetriSko
perskirtymo ir mieliy pumpuravimosi metu (Saarikangas ir kt., 2017) ir dél
dalyvavimo sulankstyty baltymy kokybés kontroléje saveikaujant su ubikvitino
ligaze (Lee do ir kt., 2016). Tuo tarpu, Cajl Saperono poreikis buvo labiau
specifiskas virusiniy VP1 baltymy sintezei. Mieliy Acajl kamiene VP1-EGFP
fluorescencija bei VP1 sintezés lygis reikSmingai sumazéjo (3.6 pav A; 3.7 pav
15, 16 takeliai), o padidinus CAJ1 geno raiskg téviniame kamiene — padidéjo
(3.6 pav B; 3.7 pav 31, 32 takeliai). Cajl saperonai lokalizuoti nukleopazmoje,
0 jy funkcija priklauso nuo kalcio jony (Walsh ir kt., 2004; Mukai ir kt., 1994),
nors pagal kitus Saltinius Cajl gali dalyvauti ir transkripcijoje (Gillies ir kt.,
2012). Kadangi VP1 VPD formavimuisi kalcio jonai yra labai svarbus (Stehle
ir kt., 1994), o bent dalis VP1 VPD mielése yra transportuojamos j branduolj,
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aptiktas specifinis Cajl saperono poreikis rekombinantinio VP1 baltymo
sintezei yra labai tikétinas.

Nustatyta, kad infekcijos metu PyV kapsidés | citoplazma keliauja per
ET membrang (Qian ir kt., 2009). SV40 ir BKPyV infekcijos metu SGTA,
Hsp70 saperony ir J baltymy B12-B14 kompleksas dalyvauja viruso perkélime
per membrang j citoplazmg (Walczak ir kt., 2014). Nors VP1 saveikauja su
SGTA infekcijos metu, bet, ar VP1 baltymo transliacija ir/ar brendimas kaip
nors susijes su transportu per ET, néra aisku. Sis tyrimas parodé, kad VP1-
EGFP ir VP1 biosintezei Saperony geny iskritos turéjo reikSmingg neigiama
poveikj, mieliy Ajeml, Aerj5, Alhsl mutantuose VP1-EGFP fluorescencija
sumazéjo apie 60-70 %, kaip ir natyvaus VP1 baltymo lygis (3.7 pav 17-20
takeliai; 3.4 pav 15-16 takeliai), 0 UK114 baltymo sintezés lygis sumazéjo tik
Siek tiek (3.6 pav A; 3.1 pav A). Kituose mieliy kamienuose su $aperony geny
iskritomis, Ascjl, Ahlj1, VP1-EGFP sintez¢ sumazéjo 50 % (3.6 pav A). Sie
rezultatai rodo, jog Saperonai tiesiogiai ar netiesiogiai vaidina svarby vaidmenj
rekombinantiniy PyV VP1 VPD sintezéje mielése.

Mieliy Hsp104 saperonai dalyvauja dideliy baltyminiy agregaty ardyme
po Siluminio Soko ir pasizymi gebé¢jimu katalizuoti baltymy agregacija esant
specifinéms salygoms (Grimminger-Marquardt ir Lashuel, 2010). Nors
rekombinantiniy VP1 baltymy sintezé kelia papildomg stresg mieliy lgsteléms
formuojantis VPD, bet gauti rezultatai atskleidé, kad Hsp104 nebuvo reikalingi
nei VP1-EGFP, nei nemodifikuoto VP1 produkcijai mieliy lastelése (3.1 pav).
Netgi priesingai, Hsp104 Saperono trukumas Siek tiek padidino VP1 baltymy
sintezés lygj. Hsp90 Saperony Seimos poreikj kapsidés baltymy produkcijai
parodé 75 ir 50 % sumazéjusi VP1-EGFP sintezé atitinkamai Aisc82 ir Ahsp82
mieliy kamienuose (3.1 pav A, 3.3 pav A), bei teigiama téviniame kamiene
padidintos HSP82 ir HSC82 geny raiskos jtaka VP1 biosintezei (3.1 pav B, 3.3
pav B). Tuo tarpu mazo UK114-EGFP baltymo sintezés lygis trukstant Hsp90
Saperony sumazéjo tik 25% (3.1 pav A). Kadangi Hsp90 molekuliniai
Saperonai yra daugelio esminiy Iastelés procesy dalyviai, gali buti, kad

poliomos virusai panaudoja Hsp90 Saperony savybes virusiniy baltymy
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lankstymui ir stabilizacijai. Panasus Hsp90 poreikis buvo parodytas ir hepatito
C viruso (HCV) nukleokapsidés susirinkimui mielése (Kubota ir kt., 2012).
Nustatyta, kad kepeny lasteliy kultiirose formuojantis hepatito B viruso (HBV)
nukleokapsidei Hsp90 Saperonai ne tik stabilizuoja kapsidés dimerinius
baltymus, bet ir galimai susipakuoja HBV kapsidéje (Shim ir kt., 2011). Hsp90
pagalba yra esminé ir vaccinia viruso kapsidés issiardymui pries replikacija bei
véliau susirenkant Serdinés dalelés baltymams lgsteliy kultarose (Hung ir kt.,
2002). 1ki siol Hsp90 saperony poreikis PyV nebuvo tyrinétas nors neseniai
buvo pademonstruota, kad j kapsidés strukttras nesujungti VP1 baltymai
dalyvaujant Hsp90 saperonams sgveikauja su mikrovamzdeliais bei sukelia o-
tubulino acetilinima (Hornikova ir kt., 2017). Sie kity autoriy ir miisy rezultatai
rodo, kad Hsp90 Saperonai galéty buti svarbus taikinys gydant nuo PyV
sukeliamy komplikacijy imunosupresijos salygomis, nes medikamentai
inhibuojantys Hsp90 saperonus yra bandomi ir kity virusy infekcijos
sustabdymui.

Bandymai susintetinti HPyV12 VP1 baltymg mielése parodé, kad
teoriskai nustatyta sio VP1 geno pradzia gali bati neteisinga, nes VP1 baltymo
transliacija turéty prasidéti ne nuo pirmo, o nuo antro rémelyje esancio ATG
kodono. Segiolikos aminoriigi¢iy, koduojamy nuo pirmo ATG, pasalinimas
VP1 N gale labai pagerino VP1 sintezés lygj, iSeigas ir VPD formavimosi
efektyvumg mielése. Iki Siol buvo zinomi Keli tokie atvejai kity PyV
genomuose. HaPyV, JCPyV ir SV40 virusai VP1 baltymy sintezei naudoja
antra, o ne pirmg ATG kodonus (Siray ir kt., 1999). PyV panasy baltymy
transliacijos buda naudoja ir VP3 baltymo sintezei: VP3 baltymas
transliuojamas nuo VP2 geno transkirpto tik kito pradzios kodono (Imperiale ir
Major, 2013).

Zinoma, kad virusy su mazu genomu, geny produktai yra
daugiafunkciniai. Pavyzdziui, PyV LT antigenas yra pRb ir p53 reguliatorius,
transkripcijos faktorius, replikacijos iniciatorius. HCV kapsidés baltymai
prisideda prie transliacijos iniciacijos (Boni ir kt., 2005), o0 HBV kapsidés

baltymas epigenetiskai reguliuoja savo transkripcija ir replikacijg (Guo ir kt.,
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2011). Enterovirus rasies B viruso VP1 baltymas sukelia lastelés Seimininkés
ciklo reguliacijas (Wang ir kt., 2012). Parodyta, kad PyV kapsidés baltymai
taip pat gali dalyvauti viruso patogenezéje tiesiogiai arba netiesiogiai keisdami
lastelés fenotipg VP1 baltymui kaupiantis bei migruojant branduolyje. Buvo
parodyta, kad MPyV VPL1 baltymas jungiasi su mitotine dalinimosi verpste ir
kol susiformuoja nauja verpsté sulétina mieliy augimag (Palkov ir kt., 2000).
Zinduoliy lasteliy ciklas sustoja S ir G2 fazéje po PyV infekcijos (Schlegel ir
Benjamin, 1978) ir siam lastelés ciklo G2/M fazéje sustabdymui, kuris vyksta
dél VP1 susijungimo su mikrovazdeliais, uztenka tik MPyV VP1 baltymo
sintezés zinduoliy lastelése (Hornikova ir kt., 2017). Panasu, kad VP1 baltymas
taip prisideda prie Igstelés ciklo stabdymo tam, kad bty baigtas viruso daleliy
susirinkimas, nes su mikrovamzdeliais saveikauja ir a-tubulino acetilinima
sukelia tik nejsijunge j kapsides VP1 baltymai (Hornikova ir kt., 2017). Sio
tyrimo metu analizuojama kai kuriy PyV VP1 baltymy sintezés sukeliama
mieliy Igsteliy flokuliacija taip pat gali bati susijusi su Siy baltymy dalyvavimu
virusy patogenezéje. Kaip zinia, pauksciy poliomos virusai, kuriy VP1 sintezé
mielése sukelia flokuliacija, pasizymi ir tuo, kad jy infekcija, ypac¢ jauniems
pauksciams, daznai yra mirtina. Mieliy lasteliy flokuliacija yra svarbi mieliy
streso tolerancijos savybé, kuri yra naudojama kaip epigenetiniy mutageny
testas mielése, kuomet FLO1 promotoriaus nukleosomos pokyciai tiesiogiai
jjungia GFP fluorescencija (Sugiyama ir kt.,, 2017). FLO1 transkripcijos
mechanizmo valdymas svarbus visam lgsteliy populiacijos isgyvenimui. Mieliy
flokuliacija naudinga alaus, bioetanolio pramonés naudojamuose kamienuose,
bet visai neparanki daugumai pramoniniy procesy, klinikoje ir laboratorijoje.
Tyringjant rekombinantiniy PyV VP1 baltymy sintezés sukeltos flokuliacijos
priezastis mielése paaiskéjo, kad uz tai atsakinga FLO1 geno raiska, nes Aflol
mieliy mutante APyV ir kity PyV VP1 baltymo sintezés sukeliama mieliy
flokuliacija isnyko. Flokuliacija sumazino rekombinantiniy baltymy gryninimo
iSeigas, 0 jy produkcijai naudoti Aflol mieliy kamieng néra paranku dél jo

jautrumo, létesnio augimo.
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PrieSingai nei eksperimentinés evoliucijos tyrime, kai TUP1 geno
funkcijos praradimo mutacijos buvo priskirtos prie pagrindiniy ir dazniausiy
genetiniy mechanizmy, jjungianciy flokuliacija (Hope ir kt., 2017), Siame
tyrime, parodéme, kad uz APyV VP1l baltymo sukeliamg flokuliacija
atsakingas Cyc8 baltymo trukumas, o padidinta CYC8 geno raiSka S$ig
flokuliacijg efektyviai slopina. Abu minéti baltymai formuoja Tupl-Cyc8
kompleksg, kuris prisijunges FLO1 geno promotoriuje, kooperuojasi su histony
deacetilazémis (Fleming ir kt., 2014). Cyc8-Tupl yra universalus streso
saglygojamas reguliatorinis kompleksas, kuris greitai perjungia geny veiklg i$
uzslopintos j aktyvuota bukle (Wong ir Struhl, 2011). Jis reguliuoja apie 200
mieliy geny raiskg (Green ir Johnson, 2004). Tuplp yra Caenorhabditis
elegans Groucho ir zinduoliy TLE (Transducino tipo) Seimy represoriy
homologas. Gerai iSnagrinéti Drosophila melanogaster Groucho baltymai
dalyvauja labai jvairiuose vystymosi procesuose, pavyzdziui, segmentacijoje,
kiino poliskumo ir lyties formavimesi. Zinduoliy TLE baltymai taip pat
funkcionuoja embriogenezéje. Cyc8-Tupl veikia kaip antagonistinis
transkripcijos reguliatorius, kurio veikimas priklauso nuo mieliy lasteliy
fiziologinés buklés (Kliewe ir kt., 2017). Daugelio tyrimy duomenimis Cyc8-
Tupl komplekse Tuplp yra atsakingas uz represija, 0 Cyc8p saveikauja Su prie
DNR prisijungianc¢iais baltymais. Vienas pats Cyc8p geny transkripcijos
nerepresuoja (Keleher ir kt., 1992; Tzamarias ir Struhl, 1995). Mieliy Cyc8p
(SSN6) sugebéjimas Sgveikauti ir sukelti transkripcijos represijg kartu su
zinduoliy TLE1 baltymu, labai panasiu j TUP1, atskleidzia Cyc8p
konservatyvuma (Grbavec ir kt., 1999). Cyc8 baltymo N-gale yra 10 TPR
pasikartojimy (tetratrikopeptido) domenas (Tzamarias ir Struhl, 1995), kuriuo
jis jungiasi su ant DNR esanciais baltymais (nesijungia tiesiogiai su DNR). Su
histony deacetilazémis Cyc8-Tupl jungiasi kartu (Davie at el., 2003). Cyc8p
gali formuoti agregatus ir daugintis kaip prionas (Patel ir kt., 2009), kaip ir
transkripcijos reguliatorius Swil (Du ir kt., 2008). Cyc8 ir Swil prionizacija
suteikia papildoma kontrolés lygj ir dinamika chromatino permodeliavimo

procesui (Patel ir kt., 2009). Siy agregaty suardymui reikalingi Saperonai
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Hspl104 ir Sisl. Jdomu, kad PyV VP1 baltymy sintezés lygj Hsp104 perteklius
veiké neigiamai, taciau Sisl perteklius buvo palankus ir padidino VP1-GFP
baltymo fluorescencijg iki 150 % (3.6 pav B).

Mieliy Cyc8 (SSN6) yra TPR (tetratrikopeptidiniy pasikartojimy
turin¢iy baltymy) Seimos baltymas (Schultz ir kt., 1990). Jo Homo sapiens
ortologai KDM6A (koduoja lizino demetilaze 6A), UTY (ubikvitino baltymas
turintis TPR motyvg), KDM6B (lizino demetilazé 6B) (pagal Alliance of
genome resources duomeny baze). Lizino demetilazés specifiskai demetilina
di- ir tri- metilintg histono H3 27-tgjj lizing (H3K27me2 ar H3K27me3).
H3K27me3 yra represinis epigenetinis zymuo kontroliuojantis chromatino
organizacijg ir geny nutildyma. Lizino demetilazé¢ 6B demetilina ir ne histony
baltymus, pavyzdziui, pRb baltymg (Kang ir kt, 2017). KDM6B turi du
Klasikinius NLS N-gale. Demetilinimo aktyvumas jtakoja geny aktyvumag
susijusj Su lasteliy diferenciacija, uzdegiminiais, neurodegeneratyviniais
procesais. Naujausiy tyrimy duomenimis KDM6B (Jmjd3) reguliuoja
priesuzdegiminiy geny raiska (De Santa ir kt., 2009) ir dalyvauja CD4* T
pagalbiniy lasteliy diferencijacijoje nustatant jy vystymosi kryptj (Li ir kt.,
2014; Kang ir kt., 2017). Lasteléms senstant ir susiduriant su oksidaciniu
stresu, DNR pazaidomis ar hyperonkogeniniu spaudimu KDM6B (Jmjd3)
demetilina pRb (K810 vietoje), taip apsaugant pRb nuo CDK4 prisijungimo ir
fosforilinimo (Nijwening ir kt., 2011; Zhao ir kt., 2015). KDM6B (Jmjd3) yra
vienas i§ veiksniy jjungiant pRb/E2F kelig, 0 E2F reguliuojamy geny (Cikliny
Al ir B1, CCNAZ2) raiskos represija yra bitina augliy supresijai, senstanciy
lasteliy heterochromatino pertvarkai (Uchida, 2016). Kadangi Cyc8 ortologai
zinduoliuose taip pat neabejotinai svarbiis chromatino organizacijos ir geny
raiskos reguliacijoje, nustatymas, kad kai kuriy PyV VP1 baltymy sintezé
mielése tiesiogiai ar netiesiogiai sumazina Cyc8 baltymo kiekj arba sulaiko ji
nuo transporto j branduolj ir taip paveikia Tupl-Cyc8 komplekso vykdoma
geny rai$kos reguliacija, galéty reiksti, kad ir zinduoliy Igstelése jie gali veikti
panasiai sumazindami kazkurios/iy i$ lizino demetilaziy lygj. Kokj pranasuma

virusui suteikty toks VP1 VPD veikimas dar reikia issiaiskinti, nes Siuo atveju
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Cyc8 kiekio sumazéjimui svarbu, kad VP1 baltymas formuoty VPD ar bent jau
pentamerus bei nebuty efektyvial transportuojamas j branduolj. Jdomu, kad
Cyc8 ortologas zmogaus lgstelése KDM6B (Jmjd3) kaupiasi citoplazmoje
senstant diploidiniams fibroblastams WI138 (Zhao ir kt., 2015).

Pirminé besimtomé HPyYV infekcija jvyksta kiidikystéje arba vaikystéje,
bet viremija sveikuose zmonése aptinkama labai retai, tad pirminei PyV
infekcijos diagnostikai serologiniai metodai yra tinkama strategija (Chen ir kt.,
2014). Nemodifikuotos PyV VPD pasizymi tokia pat struktira, tropizmu,
imunogeniSkumu ir transdukcijos efektyvumu kaip ir PyV (Teunissen ir kt.,
2013). Per daugiau nei 40 mety BKPyV ir JCPyV infekcijy tyrimui buvo
pritaikyti imunblotingo, hemagliutinacijos, viruso neutralizacijos (Pastrana ir
kt., 2013), imunoelektroosomoforezés, netiesioginis fluorescuojanciyjy
antikiny ir imunofermentinés analizés metodai. Ne visi minéti metodai gali
biiti tinkami naujy PyV tyrimams dél sudétingumo ir nepraktiskumo dirbant su
didelémis méginiy imtimis (Knowles, 2006). Sio darbo metu pirma karta buvo
atlikas hemagliutinacijos testas su visy Siuo metu zinomy HPyV VP1 VPD
naudojant jury kiaulytés ir Zmogaus eritrocitus. Nustacius, kad MCPyV,
TSPyV, HPyV9, HPyV10 ir HPyV12 kaip ir BKPyV bei JCPyV VP1 VPD
hemagliutinuoja jury kaulyciy bei zmogaus eritrocitus galima naudoti Sias
VPD ne tik fermentiniuose serologiniuose metoduose, bet ir specifiskesniuose
hemagliutinacijos inhibicijos tyrimuose, aptinkant anti-HPyV Ak (Knowles ir
Sasnauskas, 2003). Be to, hemagliutinacijos testo rezultatai prisideda prie
viruso ir lastelés jungimosi savybiy tyrimy. Yra zinoma, kad JCPyV kapsidé
infekcijos metu jungiasi prie gangliozidy receptoriy sialinés rugsties lieckany
(N-acetilneuramininés rugsties, NANA) (O’Hara ir kt., 2014), o, pavyzdziui,
SV40 neturi Sio aktyvumo ir jungiasi prie MHC | receptoriaus (Breau ir kt.,
1992). Kristalografiniais metodais jrodyta, kad sékmingai MCPyV infekcijai
yra svarbios lastelés glikany (glikolipidy) sialinés raigsties liekanos, kuriy
mutacijos pablogina MCPyV VP1 kapsidziy sukeliamg hemagliutinacijag ir
galimai stabdo MCPyV infekcija (Neu ir kt, 2012). Misy atlikti
hemagliutinacijos testo rezultatai patvirtino, kad skirtingy naujyjy HPyV VP1
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baltymo formuojamos kapsidés jungiasi su skirtingais receptoriais. TSPyV,
HPyV9, HPyV10 ir HPyV12 VP1 VPD sugebéjimas hemagliutinuoti zmogaus
ar jury kiaulytés eritrocitus sufleruoja apie sialo rtigsties liekany jungimosi
svarbg S§iy virusy infekcijos metu. O KIPyV, WUPyV, HPyV6, HPyV7,
STLPyV ir NJPyV VP1 VPD nesugebéjimas hemagliutinuoti eritrocity rodo,
kad sie virusai naudoja Kitus receptorius. Pvz., didelés skiriamosios gebos
kristalografijos ir glikany mikrogardelés atrankos eksperimentai patvirtino, kad
HPyV9 VP1 sudaro kompleksa su trim trumpomis sialo rigsties oligosacharidy
liekanomis (Khan ir kt., 2014). Tuo tarpu HPyV6 ir HPyV7 VP1 baltymy
struktliriné analizé parodé, kad jie turéty prie sialo ragsies jungtis neefektyviai,
0 eksperimentuose jie nesgveikavo su sialo grupes turinciais komponentais
tirpale ar su kultivuojamomis zmogaus lastelémis (Stroh ir kt., 2014). Kadangi
siy virusy VP1 VPD susintetintos mielése nehemagliutinavo ir eritrocity, miisy
rezultatai prisideda prie jrodymy, kad HPyV®6 ir HPyV7 virusai jungiasi ne prie
sialo rugsties receptoriy. KIPyV ir WUPYV, priklausan¢iy Wukipolyomavirus
Seimai, VP1 VPD taip pat nehemagliutinavo eritrocity, 0 $iy virusy VP1
kristalografijos duomenys patvirtino, jog kapsidziy pavirSinés Kilpos,
dalyvaujancios prisijungiant lastelés sialo receptorius, neturi konservatyviy
SV40, JCPyV ar MPyV VP1 baltymy ar lickany reikalingy Siam prisijungimui
(Neu ir kt., 2011). Taigi, naujyjy HPyV VP1 VPD susintetintos mieliy lastelése
gali bati naudingos ne tik siy virusy diagnostikai bei epidiomologijai, bet ir
kaip infekcijos strategijos ir audiniy tropizmo ir patogeniSkumo tyrimy jrankis.

Siame darbe panaudojant visy trylikos zmogaus PyV VP1 baltymy
formuojamas VPD buvo atlikta antikiiny prie§ atitinkamus PyV paieska
dviejose kraujo serumo meéginiy grupése. Didzioji dalis analizuoty kraujo
serumo méginiy turéjo antikiiny bent pries vieng HPyV (3.26 pav). Nustatyti
anti-PyV antiktiny kiekiai buvo nuo 16,49 % (pries JCPyV VP1) iki 88,72 %
(pries MCPyV VP1) aukstos rizikos grupés asmeny Kraujo serumo méginiy ir
nuo 18,66 % (pries HPyV12 VP1) iki 66,82 % (pries MCPyV VP1) sveiky
asmeny kraujo serumo méginiy (3.8 lentelé). Iki Siol daugiausia serologiniy

tyrimy atlikta su BKPyV ir JCPyV, kurie yra labai placiai paplite ir, kai
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kuriose populiacijose iki 90 % serumo méginiy aptinkami antikiinai prie$ §iuos
virusus (Moens ir kt., 2013). Taip pat parodyta, kad antikiiny, atpazjstanciy abu
BKPyV ir JCPyV, titras su amziumi mazéja (Kean ir kt., 2009). Sis fenomenas
aiSkinamas imuninés Sistemos senéjimu, sulétéjusiu imuniniu atsaku arba
retesniu virusy poveikiu, jy reaktyvacija. Laikoma, kad i$ naujyjy HPyV
labiausiai paplite yra MCPyV ir TSPyV (Nicol ir kt., 2013). Paprastai anti-
TSPyV Ak kryzminis aktyvumas su MCPyV ar kitomis HPyV néra nustatomas
(Fukumoto ir kt., 2015). Sio darbo rezultatai taip pat parodé didelj Ak pries
MCPyV ir TSPyV paplitimg: sveiky asmeny grupéje atitinkamai 66,82 % ir
62,51 %, taciau prie labiausiai paplitusiy PyV leido priskirti ir WUPyYV (anti-
WUPyYV Ak aptikti 56,77 % serumo méginiy pirmojoje grupéje ir 84,34 %
serumo meéginiy antrojoje tirtoje grupéje, zr. 3.8 lenteléje). Panasy WU PyV
paplitimg (69-98 % serumo méginiy buvo aptikti Ak pries WUPyV VP1)
nustaté Kiti tyréjai atlike seologinius tyrimus (Kean ir kt., 2009; Nguyen ir kt.,
2009). Tirty Lietuvoje surinkty kraujo serumo meéginiy grupéje IFA
duomenimis buvo nustatytas mazesnis negu Australijoje HPyV6 (28 %) ir
HPyV7 (30 %) bet didesnis HPyV9 (29 % AK) paplitimas (van der Meijden ir
kt., 2013), Australijos kraujo serumo méginiuose IFA metodu HPyV9
aptinkamas gana retai - tik maziau negu penktadalis tirty kraujo serumy buvo
serologiSkai teigiami (van der Meijden ir kt., 2013). Kituose tyrimuose anti-
HPyV9 Ak buvo rasti 25-47 % kraujo serumo méginiy ir pastebéta tendencija,
kad Siy Ak titras, prieSingai nei BKPyV ar JCPyV atvejais, su amziumi didéja
(Trusch ir kt., 2012; Nicol ir kt., 2013, Gossai ir kt., 2016). Reciausiai Zmogaus
kraujo serume aptinkama Ak pries HPyV12 (23-33 %) (Ehlers ir Wieland,
2013; Korup ir kt., 2013). Paprastai Ak titras pries HPyV12 yra gana zemas.
Siame tyrime Ak pries HPyV12 titrai taip pat buvo neauksti ir jie buvo aptikti
tik 18,66 % Lietuvoje surinkty sveiky asmeny bei 48,43 % Bulgarijoje surinkty
aukstos rizikos asmeny kraujo serumy. Be to, Ak pries HPyV12 daznai
kryzmiskai reagavo beveik su visy HPyV VP1 VPD. Siuos rezultatus galéty
paaiskinti neseniai paskelbti duomenys, kad HPyV12 greiCiausiai yra ne

zmoniy, 0 kirstuky PyV, kurie gali zoonoziy keliu uzkésti ir Zmones
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(Gedvilaite ir kt., 2017). Kol kas néra duomeny ir apie NJPyV paplitima kitose
Salyse, 0 Siame tyrime AK prie§ NJPyV VP1 buvo aptikti 18,97 % serumo
méginiy pirmoje ir 48,43 % méginiy antroje grupése.

Suskaiciavus, prie$ Kiek skirtingy HPyV buvo aptikti Ak kiekviename
tirtame kraujo serume pasirodé, kad HPyV koinfekcijos yra placiai paplites
fenomenas. Pirmojoje grupéje viename kraujo serume vidutiniskai buvo Ak
pries 2,5 skirtingy tipy HPyV VP1 VPD, o antrojoje grupéje - vidutiniskai
pries 6 skirtingas HPyV VP1 VPD. Panasiame JAV Kkraujo serumo tyrime su
desimt skirtingy HPyV VP1 baltymy nebuvo rastas né vienas serumas, kuriame
nebtity Ak bent pries vieng HpyV: viename serume vidutiniskai buvo AK pries
7 skirtingus PyV (Gossai ir kt. 2016). Kol kas, neatsizvelgiant j jau seniai
tiriamy BKPyYV ir JCPyV epidemiologinius rezultatus, naujyjy HPyV tyrimy
rezultatai gana fragmentiski. Juos sunku lyginti dél jvairiy im¢iy, nevienodai
paruosty antigeny (VP1 baltymai arba VPD), dél kontroliniy grupiy, kurios
kiekvienu atveju pasirenkamos savarankiSkai ir jtakoja ribinés reikSmés vertes,
o gal ir dél skirtingose populiacijose cirkuliuojanciy skirtingy HPyV.

Dar viena problema, vertinant HPyV paplitimg i$ serologiniy tyrimy
duomeny, yra didelis skirtingy HPyV skaic¢ius, VP1 baltymy panasumas ir
galimas kryzminis reaktyvumas. I$ visy zinomy HPyV labiausiai homologiskos
(78 %) yra BKPyV ir JCPyV VPl baltymy ar. sekos, ir misy atlikta
konkurenciné IFA su Siais virusy VP1 baltymais kaip antigenu taip pat
daugumoje tirty serumy rodé kryzminj reaktyvumg, 0 nustatytas bendry Ak
kiekis sudaré 30-60 % (3.25 pav). Kai bendry Ak kiekis yra tik apie 30 %
netiesioginéje IFA sunku tokj kryzminj reaktyvuma nustatyti, ypa¢ kai Ak
titrai pries Siuos Vvirusus yra gana zemi, todél yra nemazai duomeny, kuomet
imunofermentinéje analizéje AK pries BKPyV ir JCPyV VP1 baltymus
kryzminis reaktyvumas neuzfiksuojamas (Kean ir kt., 2009; Hamilton ir kt.,
2000; Viscidi ir kt., 2003). Tai galéty biiti paaiskinama ir nevienoda VPD, kaip
antigeno, susirinkimo kokybe ar daline denatiiracija, kuomet pakinta VPD
erdviné struktiira arba tiramosios imties charakteristikomis. Bendry B lasteliy

epitopy galimybe palaiko ir tai, kad MAKk sukurti pries JCPyV VP1 reaguoja su
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BKPyV VP1 VPD atliekant IFA (Randhawa ir kt., 2009). Galimas Ak
kryzminis reaktyvumas buvo nustatytas su kitais HPyV VP1 baltymais: tarp
HPyV6 ir HPyV7 VP1 (van der Meijden ir kt., 2013; Nicol ir kt., 2013; Sroller
ir kt., 2016), tarp WUPyYV ir KIPyV VP1 (Moens ir kt., 2013) ir tarp MCPyV ir
HPyV9 VP1 (Gossai ir kt., 2016). Sio darbo metu atliktos konkurencinés IFA
rezultatai patvirtino antiktiny pries HPyV6 ir HPyV7 (3.29 pav), bei WUPYV ir
KIPyV VP1 (3.27, 3.28, 3.29 pav) taciau ne MCPyV ir HPyV9 galimg
kryzminj aktyvumg, nors viename i$ tirty serumy AK pries HPyV9 visiskai
sutapo su Ak pries HPyV10 (3.28 pav). Kryzmiskai raguojantys Ak buvo
aptikti ne visuose serumo méginiuose ir dazniausiai nesieké 100 %, todél gali
biiti, kad teists ir Kiti Kiti tyréjai kryzminio reaktyvumo tarp HPyV6 ir HPyV7
VP1 ar tarp WUPYV ir KIPyV VP1 nenustate IFA metodu (Kean ir kt., 2009;
Nguyen ir kt., 2009; Showalter ir kt., 2010). Minéty HPyV VP1 baltymy seky
panasumas yra 69 % (HPyV6 ir HPyV7), 66 % (WUPyYV ir KIPyV), 54 %
(MCPyV ir HPyV9), 51 % (HPyV9 ir HPyV10) todél dalis imunogenisky
pavirSiaus epitopy gali sutapti ir susidaryti kryzmiskai reaguojanciy Ak. Gali
biti, kad IFA naudojamo antigeno kokybé, ypac pavirSiaus kilpy erdviné
struktiira taip pat yra svarbi Ak kryzminéms reakcijoms. Palyginus ty paciy
kraujo serumy IFA rezultatus naudojant i§ vabzdziy lasteliy i§grynintas HPyV6
ir HPyV7 VP1 VPD su HPyV6-GST ir HPyV7-GST VP1 isskirtas i§ bakterijy
lasteliy, pasirodé, kad IFA su HPyVG6 ir HPyV7 VP1 VPD buvo specifiskesné
(Sroller ir kt., 2016). Taigi, interpretuojant IFA metodu istirty serumy tyrimy
rezultatus reikia atsizvelgti, kad jie gali buiti netikslus dél galimo Ak pries kity
tipy HPyV, dar neidentifikuoty HPyV arba ne zmogaus PyV (pvz.: SV40,
LPV) kryzminio aktyvumo poveikio.

Zmonés evoliucijos metu prisitaiké prie nuolatinio kontakto su jvairiais
virusais, todél besimptomés infekcijos ir efektyvus Ak susidarymas yra
laikoma norma. Palyginus dviejy skirtingy karty (Japonijos populiacijoje 1980
ir 2012 mety surinkty Kraujo serumy) IFA rezultatus, tirtose amziaus grupése
TSPyV titrai isliko tokie pat, tik kadikiy grupéje iSaugo nuo O iki 11 %
(Fukumoto ir kt., 2015). Prie Sios amziaus grupés (iki 1 mety) bendro Ak titro
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prisideda i§ motinos gaunami anti-PyV Ak (van der Meijden ir kt., 2013;
Boldorini ir kt., 2011) bei HPyV infekcijos Seimos nariy tarpe dél dazno artimo
kontakto (Pedergnana ir kt., 2017). Nors nauji susidorimai su skirtingais HPyV
ir koinfekcijos (Gossai ir kt., 2016) vyksta ir vélesniame amziuje (Chen ir kt.,
2014), bet pagal serologinius duomenis nuo pat vaiky gimimo dienos iki 4
mety, nustatytas didziausias HPyV ir Herpes virusy (HSV) pirminiy infekcijy
daznis (Karachaliou ir kt., 2016). Pagal populiarig higienos teorijg pirminés
HPyV, HSV ir kity virusy infekcijos prisideda prie efektyvesnio imuniteto
brendimo. Tac¢iau tam pagrjsti reikia ilgesniy kompleksiniy epidemologiniy

tyrimy.
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ISVADOS

. Naujy zmogaus poliomos virusy VP1 baltymai efektyviai formavo VPD
mieliy S.cerevisiae raiskos sistemoje.

. Hsp90, Hsp70 ir Hspd0 Saperony geny iSkritos sumazino
rekombinantiniy PyV VP1 baltymy sintezés lygj mielése nuo 10 % iki
50 %.

. Kai kuriy PyV VP1 baltymy biosintezé sukelia mieliy Igsteliy nuo Flol
priklausancig flokuliacija, uz kurig atsakingas Cyc8 baltymo triikumas,
VP1 baltymo seka, erdviné struktira ir lokalizacija lasteléje.

. Mieliy raiskos sistemos panaudojimas leido patikslinti HPyV12 VP1
transliacijos iniciacijos vieta.

. IStyrus 1106 asmeny kraujo serumo méginius, IgG klasés antikiinai
pries jvairius HPyV aptikti 18-67 % Lietuvoje surinkty Kraujo serumo
méginiy, 0 aukstos rizikos Bulgarijos grupéje siy virusy paplitimas buvo
nuo 6 % iki 30 % didesnis.

. Dél didelio skirtingy HPYV skaiciaus ir VP1 baltymy panasumo kraujo
serumo méginiuose aptinkama nuo 10% iki 100 % kryzmiskai

reaguojanciy 1gG antikiiny.
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