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Santrumpos

AagraPyV — Apodemus agrarius peliy poliomos virusas

AagraPyV-ref — Pirmoji A.agrarius peliy inksty méginiuose nustatyta AagraPyV seka
ALTO — Alternatyvus didziojo T antigeno ORF (angl. Alternative Large Tumor ORF)
APyV — Pauks¢iy poliomos virusas (angl. Avian Polyomavirus)

Aps./min. — Apsisukimai per minutg

Ar. — Aminoriigstys

BKPyV — BK poliomos virusas (angl. BK Polyomavirus)

CglPyV — Clethrionomys glareolus rudojo peléno poliomos virusas

CscPyV — Apodemus sylvaticus peliy metagenominiy méginiy sekoskaitos duomenyse aptikta PyV

seka

EGIS — Eukarioty geny inZinerijos skyrius

ET — Endoplazminis tinklas

HPyV — Zmogaus poliomos virusai (angl. Human Polyomaviruses)

ICTV — Tarptautinis Virusy Taksonomijos Komitetas (angl. International Committee on Taxonomy

of Viruses)

JCPyV —JC poliomos virusas (angl. John Cunningham Polyomavirus)

LTAg — Didysis T antigenas (angl. Large Tumor Antigen)

MarPyV2 — Microtus arvalis paprastojo peléno poliomos virusas 2

MCPyV — Merkelio lasteliy poliomos virusas (angl. Merkel Cell Polyomavirus)

MPyV — Peliy poliomos virusas (angl. Murine polyomavirus)

MTAg — Vidurinysis T antigenas (angl. Middle Tumour Antigen)

NDS-PAGE — Baltymy elektroforezé natrio dodecil sulfato-poliakrilamidiniame gelyje
NGO — Nekanoniné genomo organizacija

NLS — Nukreipimo j branduolj signaliné seka (angl. Nuclear Localization Sequence)

OBD - Replikacijos pradzios suri§imo domenas (angl. Origin-Binding Domain)



ORF — Atviro skaitymo rémelis (angl. Open Reading Frame)
PyV — Poliomos virusai (angl. Polyomaviruses)

PmoPyV — Prunella modularis erskétzvirblio metagenominiy méginiy sekoskaitos duomenyse
aptikta PyV seka

PV — Papilomos virusai (angl. Papillomaviruses)

Rb — Retinoblastomos baltymas

RE — Restrikcijos endonukleazé

STAg — Mazasis T antigenas (angl. small Tumor Antigen)

SV40 — Bezdzioniy poliomos virusas (angl. Simian Virus 40)

TEM — Transmisiné elektroniné mikroskopija

TF — Transkripcijos veiksniai (angl. Transcription Factor)

VP1 — Pagrindinis struktiirinis poliomos virusy kapsidés baltymas (angl. Viral Protein 1)
VP2, VP3 — Mazieji strukttriniai poliomos virusy kapsidés baltymai (angl. Viral Protein 2/3)

VPD — [ virusus panasios dalelés (angl. Virus-Like Particles)



Jvadas

Poliomos virusai (PyV, angl. Polyomaviruses) yra mazi, apvalkalélio neturintys virusai, kuriy
genoma sudaro apie 5 kb ilgio Ziediné dvigrandiné DNR. Sie virusai gali infekuoti Zinduolius,
paukscius, zuvis ir, remiantis neseniai skorpiony vidiniuose organuose identifikuotomis PyV

genomy sekomis, potencialiai nariuotakojus (Schmidlin et al., 2021).

PyV genomg sudaro ankstyvieji ir vélyvieji genai. Ankstyvieji genai jprastai koduoja didjj; T
antigeng (LTAg, angl. Large Tumor Antigen) ir mazajj T antigena (sTAg, angl. small Tumor
Antigen), kurie yra reikalingi viruso DNR replikacijai ir Seimininko Igstelés ciklo sutrikdymui.
Vélyvieji genai koduoja VP1, VP2 ir VP3 struktiirinius baltymus, kurie formuoja kapsidg ir
dalyvauja viriono patekime j lastele bei jo pernasoje j branduolj (Nakanishi et al., 2007; An et al.,
2012; Moens et al., 2017). Iprastai PyV genome ankstyvieji ir vélyvieji genai koduojami
prieSingomis kryptimis, ta¢iau 2024 m. Vilniaus Universiteto Biotechnologijos instituto Eukarioty
geny inzinerijos skyriuje (EGIS), naujos kartos sekoskaitos metodu tiriant dirviniy peliy (Apodemus
agrarius) inksty DNR méginius, buvo nustatyta j PyV panasi seka, kuriai biidinga nekanoniné
genomo organizacija (NGO): ankstyvyjy ir vélyvyjy geny homologai joje koduojami ta pacia
kryptimi (nepublikuoti duomenys). Miisy ziniomis, tai pirmoji ir kol kas vienintelé NGO PyV seka,
nustatyta konkretaus organizmo audinio méginyje. Vis délto NGO pasizymintys PyV genomai buvo
aptikti ir viesai pricinamuose jvairiy organizmy bei aplinkos metagenominiy méginiy sekoskaitos
duomenyse (Buck et al., 2024).

A. agrarius pelése aptikta NGO PyV seka (AagraPyV), vertinant pagal LTAg baltymo
filogenija, yra labai nutolusi nuo kity Zinomy Zinduoliy PyV ir yra artimiausia anks¢iau minétoms
metagenominiuose duomenyse nustatytoms NGO PyV sekoms, bei taip pat ir skorpionuose
aptiktoms PyV sekoms. Remiantis $iais filogenetiniais duomenimis, buvo iskelta hipotezé, kad
AagraPyV galéty buti nariuotakojy, o ne peliy, virusas. Vis délto siekiant jvertinti galimybe, kad
AagraPyV infekuoja A. agrarius, o ne nariuotakojus, siame darbe buvo tiriamas §io viruso
strukttiriniy baltymy gebéjimas susirinkti j virusus panasias daleles (VPD) S. cerevisiae raiskos
sistemoje. VPD susiformavimo atveju, jos ateityje galéty biiti panaudotos serologiniuose tyrimuose,
nustatant galimai buvusig AagraPyV infekcijg A. agrarius pelése. Be to, atsizvelgiant j AagraPyV
nejprastai pailgéjusj numanomag VP1 baltymg ir jame prognozuojamus papildomus strukttrinius
elementus, VPD susiformavimo atveju toks tyrimas galéty prisidéti prie naujy jzvalgy apie PyV
viriony architektiiros jvairove. Siame darbe taip pat buvo istirtas AagraPyV paplitimas A. agrarius

peliy inksty DNR méginiuose, o naujai nustatytos AagraPyV genomo sekos iSanalizuotos.



Darbo tikslas:

Istirti A. agrarius pelése aptikto nekanoninés genomo organizacijos poliomos viruso jvairove ir jo

numanomy struktiriniy baltymy gebéjima susirinkti j virusus panasSias daleles S. cerevisiae mielése.

Darbo uzdaviniai:
1. Istirti AagraPyV seky paplitimg A. agrarius peliy inksty DNR méginiuose.
2. Meéginiuose, kuriuose aptikta AagraPyV DNR, nustatyti AagraPyV genomo sekas ir jas

charakterizuoti.

3. Nustatyti AagraPyV numanomo VP1 atviro skaitymo rémelio potencialius splaisingo
variantus in silico.

4. Istirti AagraPyV numanomy struktiiriniy baltymy gebéjima susirinkti j VPD S. cerevisiae
mieliy Iastelése, taikant pavieng VP1 baltymo varianty raiska ir ko-raiska su kitais poliomos

virusy baltymais.



1. Literatuiros apzvalga

1.1 Poliomos virusai

Poliomos virusai (PyV, angl. Polyomaviruses) yra mazi, apie 5 kb dydzio ziedinés DNR
struktiiros virusai, galintys infekuoti Zinduolius, paukscius, Zuvis ir potencialiai nariuotakojus,

remiantis neseniai skorpiony vidiniuose organuose nustatytomis PyV genomy sekomis (Schmidlin

etal., 2021).

Peliy poliomos virusas (MPyV, angl. Murine polyomavirus) yra pirmasis 1953 m. aptiktas
PyV, i8 pradziy identifikuotas kaip veiksnys, kuris eksperimentinémis saglygomis pelése sukélé
seiliy liauky karcinoma (Gross, 1953). Vélesni tyrimai parodé, kad §is veiksnys galéjo daugintis
tiek in vivo, tiek in vitro bei indukuoti daugybiniy naviky iSsivystyma pelése (Stewart et al., 1958).
I$ to ir kilo poliomos virusy pavadinimas, sudarytas i$ graikisky zodziy ,,poly“, reiskianciu daug,

bei ,,oma®, reiSkianciu navikas.

Kitas svarbus postimis PyV tyrimams jvyko, kai SV40 (angl. Simian Virus 40) bezdZioniy
poliomos virusas buvo aptiktas lasteliy kulttirose, naudotose poliomielito vakciny gamybai, kai
Siomis vakcinomis jau buvo paskiepyti milijonai zmoniy (Sweet ir Hilleman, 1960). Véliau PyV
tyrimy laukas dar labiau suaktyvéjo, kai 1971 m. buvo nustatyti pirmieji du zmogaus poliomos
virusai (HPyV, angl. Human Polyomaviruses): i§ inksty transplantacijos recipiento, turin¢io
Slapimtakio stenozg, Slapimo buvo izoliuotas BK poliomos virusas (BKPyV, angl. BK
Polyomavirus) (Gardner et al., 1971), o i§ progresuojancia daugiazidinine leukoencefalopatija
(PML, angl. Progressive Multifocal Leukoencephalopathy) sergancio paciento smegeny audinio —
JC poliomos virusas (JCPyV, angl. John Cunningham Polyomavirus) (Padgett et al., 1971). Kiti
HPyV buvo atrasti tik nuo 2007 m., kai atsiradus pazangioms DNR sekoskaitos technologijoms jos
buvo pradétos taikyti jvairiy klinikiniy méginiy analizei (Allander et al., 2007; Gaynor et al., 2007).
Toks didelis laiko tarpas tarp naujy HPyV atradimo buvo nulemtas ne tik ankstesniy metody
ribotumo, bet ir paciy virusy biologijos. Jy infekcija sveikuose individuose jprastai yra besimptomé
ir ilgalaike, virusams replikuojantis labai zemu lygiu (White et al., 2013), o jy reaktyvacija
dazniausiai pasireiSkia tik esant sutrikusiam imunitetui — ypac, kai taikoma imunosupresija po
organy transplantacijos ar limfoproliferaciniy ir autoimuniniy ligy gydymui, ar sergant ZIV/AIDS

(aptarta: Gascun ir Carr, 2013).

Remiantis serologiniais duomenimis, i§ 13 patvirtinty HPyV riisiy daugumos paplitimas

jvairiose zmoniy populiacijose jprastai varijuoja tarp 50-90 % (Dalianis ir Hirsch, 2013; Gossai et



al., 2015; Kamminga et al., 2018). I§samiausiai istirti HPyV yra: BKPyV, JCPyV ir MCPyV. Jie
turi aiskiausias asociacijas su tam tikromis ligomis. Sutrikus imunitetui ir esant PyV reaktyvacijai:
BKPyV gali sukelti nefropatija ar hemoraginj cistita, JCPyV — PML, o Merkelio lasteliy poliomos
virusas (MCPyV, angl. Merkel Cell Polyomavirus) — merkelio lgsteliy karcinomg. MPyV infekcija
eksperimentinémis sglygomis gali sukelti naviky i$sivystymag suaugusiose imunodeficitinése ir
naujagimése pelése, taciau, manoma, kad nattirali MPyV infekcija pelése nesukelia vézio (Gottlieb
ir Villarreal et al., 2001). Tuo tarpu pauksciy PyV (APyV, angl. Avian Polyomavirus) infekcija
jaunuose pauksciuose daznai sukelia timig sisteming ligg, pasizymincig dideliu mirtingumu (Johne

ir Maller, 2007).

1.2 Poliomos virusy genomo organizacija, genai ir jy koduojamy baltymy funkcijos

Poliomos virusy maZzame DNR genome (~5 kb) genetiné informacija yra maksimaliai
iSnaudojama pasitelkiant persidengiancius atviro skaitymo rémelius (ORF, angl. Open Reading
Frame) ir alternatyvy splaisinga. Sie virusai viena genomo kryptimi koduoja ankstyvuosius genus,
o priesinga kryptimi — vélyvuosius genus (Zr. 1 Pav.). Iprastai ankstyvieji genai koduoja didjjj T
antigeng (LTAg, angl. Large Tumor Antigen) ir mazajj T antigena (sTAg, angl. small Tumor
Antigen), kurie yra reikalingi viruso DNR replikacijai ir Seimininko Igstelés ciklo sutrikdymui, 0
vélyvasis geny regionas koduoja VP1, VP2 ir VP3 baltymus (angl. Viral Protein 1/2/3), kurie yra
atsakingi uz viruso kapsidés ir viriono susiformavima bei jo patekima i lastele ir véliau j branduolj
(Nakanishi et al., 2007; An et al., 2012; Moens et al., 2017). Sias dvi transkripcines sritis skiria
dvikryptis nekoduojantis kontrolés regionas (NCRR, angl. Non-Coding Control Region; ~250-650
bp), kuriame yra i$sidésciusi replikacijos pradzios seka, stiprikliai bei ankstyvojo ir vélyvojo
regiony promotoriai (White et al., 2009; Moens et al., 2020). Sis regionas yra itin variabilus tiek
tarp skirtingy PyV rtsiy, tiek tarp tos pacios rusies varianty (White et al., 2009). Jo variabiluma
lemia jvairios i8kritos, duplikacijos bei taSkinés mutacijos, kurios manoma turi jtakos PyV
transkripcijos reguliacijai, replikacijai bei patogenezei (White et al., 2009). NCCR esancios LTAg
baltymo prisijungimo sekos yra konservatyvios tarp SV40, JCPyV ir BKPyV virusy, taciau NF-
kB transkripcijos veiksnio (TF, angl. Transcription Factor) prisijungimo vieta Siame regione yra
konservatyvi tik tarp zmogaus PyV — JCPyV ir BKPyV (White et al., 2009). NCCR regione
prisijungiantys TF gali skirtis ir tarp tos pacios riiSies PyV varianty, pavyzdziui JCPyV MH-1
variantas turi Sp1 TF prisijungimo vieta, o JCPyV Mad-1 variantas jos neturi (Henson, 1994).



Ankstyvyjy geny transkripte yra koduojami visi T antigenai, o jy mRNR susidaro
alternatyvaus splaisingo biidu. Visi PyV koduoja LTAg ir sTAg baltymus, o kai kuriuose PyV yra
koduojamas ir vidurinysis T antigenas (MTAg, angl. Middle Tumour Antigen), kuris yra randamas
tiek grauziky — peliy ir ziurkény poliomos virusuose (MPyV ir HaPyV, angl. Hamster
Polyomavirus) (Treisman et al., 1981; Schnerk et al., 2001), tiek Zzmoniy — MCPyV (MCPyV
MTAQg dar vadinamas ALTO, angl. Alternative Large Tumor ORF) (Carter et al., 2013) ir
trichodysplasia spinulosa PyV (TSPyV) (Meijden et al., 2015). Ankstyvyjy geny koduojamy
baltymy lokalizacija lgsteléje skiriasi: LTAg aptinkamas branduolyje, sTAg daugiausiai
citoplazmoje, bet gali biiti randamas ir branduolyje, 0 MTAg jungiasi prie membrany (Cheng et al.,

2010).

NCCR

Anks.tyvieji Vélyvieji
genai : genai
sTAg >< — Agno

MTAg VP2
\ )

\_ VP3

g

Poliomos
virusy
genomas

LTAg
. ~5000 bp

VP1

1 Pav. Poliomos virusy genomo organizacijos schema

VirSuje pilkai pavaizduotas nekoduojantis kontrolés regionas (NCCR). Kair¢je puséje Sviesiai
melynai pavaizduotas ankstyvyjy geny: LTAg, sTAg ir kai kuriuose PyV genomuose koduojamo
MTAg regionas. Desinéje puséje zaliai pavaizduotas vélyvuosius genus: VP1, VP2, VP3 ir kai
kuriuose PyV genomuose koduojamo Agno baltymo, regionas.

LTAg genas yra sudarytas i§ dviejy egzony, o jo baltymo ilgis tarp Siuo metu zinomy PyV
varijuoja nuo 587 aminortgsciy (ar.) (APyV) iki 817 ar. (MCPyV). LTAg baltymo pagrindiné
funkcija yra inicijuoti virusinés DNR replikacijg, kurig jis atlieka oligomerizuodamasis j aktyvy
helikazés kompleksa (Wessel ir Stahl, 1992). Prie Sio proceso jis taip pat prisideda pritraukdamas ir
kitus Seimininko replikacijos baltymus (aptarta: Googins et al., 2025). Lasteléje LTAg saveikauja ir
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su Seimininko navikg slopinanciais baltymais (angl. tumor suppressor proteins), taip sutrikdydamas

lastelés ciklg ir skatindamas jo progresija (Shahid et al., 2025,).

LTAg baltymus sudaro N-gale esantis J-domenas, nestruktiirizuotas regionas (IDR, angl.
Intrinsically Disordered Region), replikacijos pradzios suri§imo domenas (OBD, angl. Origin-
Binding Domain), helikazés domenas (HD) ir C-gale iSsidéstgs VHRD domenas (angl. Variable
Host Range Domain). Tarp skirtingy PyV $io baltymo ilgio skirtumai daugiausia kyla dél variacijy
IDR ir VHRD domenuose bei priklauso nuo pastarojo domeno buvimo ar nebuvimo LTAg baltymy

sudétyje (Googins et al., 2025).

J-domeno struktiira panasi j DnaJ (Hsp40) ko-Saperono (angl. co-chaperone), o jo pagrindiné
funkcija yra sgveikauti su Seimininko Hsp70 Saperonu bei skatinti jo ATPazés aktyvuma (Sullivan
et al., 2001). IDR srityje, netoli Hsp70 suri§imo motyvo, yra LXCXE motyvas prie kurio jungiasi
retinoblastomos baltymas (Rb). Manoma, kad LTAg baltymui prisijungus prie Hsp70 ir Rb
baltymo, esan¢iame komplekse su E2F TF, d¢l jy artimo erdvinio i§sidéstymo Rb-E2F kompleksas
disocijuoja, o tai sutrikdo Igstelés cikla (Sullivan ir Pipas, 2002). Be LXCXE motyvo, IDR srityje
yra aptinkama j branduolj nukreipianti signaliné seka (NLS, angl. Nuclear Localization Sequence).
Sioje srityje Beta- ir Delta- PyV LTAg baltymai taip pat turi WD/EXWW motyva (Googins et al.,
2025), kuriuo gali jungtis prie Bubl kinazés ir ja slopinti, taip galimai skatindami virusinés DNR

replikacijg per DNR pazaidy atsako aktyvacija (Hein et al., 2009).

Kiti du LTAg domenai: OBD ir helikazés domenas yra tiesiogiai atsakingi uz virusinés DNR
replikacija. OBD atpazjsta ir jungiasi prie GAGGC sekos pasikartojimy zinduoliy PyV virusinés
DNR replikacijos pradzios srityje (Bochkareva et al., 2006), ar prie NCC(A/T)sGGN palindrominés
sekos APyV virusy DNR replikacijos pradzios srityje (Johne et al., 2006). OBD papildomai gali
aktyvinti replikacijg prisijungdamas prie replikacijos baltymo A (Googins et al., 2025). Viename
tyrime su SV40 taip pat buvo parodyta, kad $iy virusy LTAg OBD gali sgveikauti su DNR pazaidy
atsake dalyvaujanciu Nbs1 baltymu ir taip padéti isvengti DNR replikacijos slopinimo (Wu et al.,
2004).

Po OBD iSsidéstgs HD domenas sudarytas i$ dviejy daliy: cinkg suriSan¢io domeno (ZBD,
angl. Zinc-Binding Domain) ir ATPazés domeno. ZBD yra atsakingas uz LTAg oligomerizacija |
heksamera, kuris toliau jungiasi j dvigubo heksamero struktiirg, taip suformuodamas funkcionalig
helikazg (Loeber et al., 1991). ATPazés domenas, suriSdamas ir hidrolizuodamas ATP, suteikia
energijos helikazei, kuri dél pakitusios konformacijos i§vynioja prisijungta DNR ir perkelia jg per
centrinj helikazés kanala (Shahid et al., 2025). HD prisideda prie virusinés DNR replikacijos ir
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netiesiogiai — jis sgveikauja su Seimininko replikacijos baltymais, pavyzdziui su topoizomeraze I ir
a-praimaze, kurie abu yra reikalingi §iam procesui (Murakami ir Hurwitz, 1993; Googins et al.,
2025). Be to, HD funkcijos apima ne tik replikacija, bet ir lastelés ciklo sutrikdyma, vedant; i
lasteliy transformacija (apibréziama kaip lgstelés iSpléstinio proliferacijos ir (arba) iSgyvenimo
potencialo jgijimas) (Ahuja et al., 2005). Prie lgsteliy transformacijos HD prisideda prisijungdamas
prie p53 navika slopinancio baltymo p53, taip uzkirsdamas kelig 1asteliy ciklo sustabdymui ir
apoptozei (An et al., 2012). Tyrimuose su MCPyV buvo nustatyta, kad LTAg baltymas nesijungia
su p53, taciau jo sTAg baltymas sgveikauja su MYCL TF, skatinan¢iu MDM2 ubikvitino ligazés
sinteze, kuri specifiskai degraduoja p53 ir taip vietoj LTAg slopina p53 funkcija (Park et al., 2019).
MPyV LTAg baltymas taip pat nesijungia su p53, taciau $ios sgveikos nebuvimag kompensuoja
MTAg baltymas, aktyvindamas jvairius signalinius kelius, kurie slopina apoptoze ir skatina lgsteliy

proliferacija (Dilworth, 1990, Cheng et al., 2010).

Paskutinis LTAg domenas — VHDR, yra maziausiai konservatyvi ir istirta LTAg baltymo
sritis. Nustatyta, kad SV40 ir JCPyV LTAg baltymuose Sios srities paSalinimas turéjo skirtinga
poveikj transformacijos potencialui - VHDR pasalinimas SV40 transformacijos potenciala
sumazino, o JCPyV — jj padidino (Seneca et al., 2014). Mechanizmai, lemiantys Siuos skirtingus

poveikius, néra aiskiis.

Kitas visiems zinduoliy ir pauks¢iy PyV biidingas ankstyvasis genas — STAg, priklausomai
nuo viruso rusies, gali turéti vieng introng (pvz., SV40 sTAg) (Ge et al., 1990) arba jo neturéti
(pvz., BKPyV sTAgQ) (Helle et al., 2017), o jo koduojamo baltymo ilgis tarp zinomy PyV varijuoja
nuo 145 ar. (APyV) iki 195 ar. (MPyV). Pagrindiné sTAg funkcija yra skatinti infekuoty lasteliy
transformacijg bei virusinés DNR replikacijg, taciau jo svarba ir jtaka Siems procesams yra
nevienoda skirtingose PyV rtsyse. Kaip ir LTAg, sTAg baltymas N-gale turi J-domeng, bet C-gale
jis turi unikaly regiona, kurio geriausiai istirta sgveika yra su Seimininko Igsteliy PP2A fosfataze,
kurig jis slopina (Viciana et al., 2006). Skirtingy PyV rusiy sTAg sgveikos su PP2A poveikis
Seimininko lgsteléms yra nevienodas, kadangi jy sTAg baltymai gali jungtis prie skirtingy PP2A
komplekso subvienety arba prie skirtingo Sio komplekso subvienety kiekio (Moens ir Macdonald,
2019). SV40 ir MPyV virusy sTAg baltymy sgveika su PP2A skatina lgsteliy transformacija (Chen
et al., 2007). Manoma, kad JCPyV virusy sTAg irgi tai budinga (Biffi et al. 2024). Tuo tarpu
MCPyV sTAg transformacijos potencialui $i sgveika jtakos neturi, 0o BKPyV sTAg baltymo jtaka
lasteliy transformacijai néra pakankamai istirta (Zou ir Imperiale et al., 2023). Manoma, kad SV40

STAQg baltymy dalyvavimas Igsteliy transformacijoje vyksta per lastelés ciklo reguliatoriy - ciklino
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A ir D transkripcijos aktyvinima, taip skatinant lgstelés ciklo progresija (Skoczylas et al., 2004).
SV40 sTAg prisidéjimas prie lgsteliy transformacijos buvo jrodytas ne tik in vitro (Yuan et al.,
2002), bet ir in vivo — transgeninése pelése, kuriose vieno LTAg raiska plauciy ir inksty epitelio
lastelése naviky nesukelé, o papildoma sTAg ko-raiska keturioms i§ SeSiy peliy sukélé plauciy ir
kepeny adenokarcinomg (Choi et al., 1988). JCPyV sTAg funkcija Igsteliy transformacijoje néra
Zinoma, taciau manoma, kad sTAg gali prisidéti prie transformacijos skatindamas lastelés ciklo
progresija per PI3K/Akt/mTOR signalinio kelio, reguliuojancio lasteliy augima, proliferacija bei
metabolizma, aktyvacija (Biffi et al. 2024). JCPyV sTAg baltymas taip pat turi didziule jtaka
virusinés DNR replikacijai in vivo pirminése Zmogaus vaisiaus glijos Igstelése, nes mutantuose su
sTAg iskrita, DNR replikacijos aktyvumas nebuvo nustatytas (Bollag et al., 2010). Be to, ko-
imuniprecipitacijos tyrimais buvo parodyta, kad JCPyV sTAg jungiasi su p107 ir p130 Rb Seimos
baltymais, taciau $ios saveikos jtaka lgsteliy transformacijai dar néra istirta (Bollag et al., 2010).
Idomu, kad nors ir BKPyV, kaip ir JCPyV, sTAg sekos turi LXCXE motyva (Bollag et al., 2010),
kuris yra atsakingas uz baltymo sgveika su Rb Seimos baltymais, ta¢iau buvo nustatyta, kad BKPyV
sTAg baltymas nesaveikauja su p107 (Rosen et al., 2012). Siame tyrime taip pat buvo parodyta, kad
BKPyV sTAg saveikauja su Cdk?2 kinaze, kuri fosforilina Rb baltymus, bet Sios sgveikos jtaka
Iasteliy transformacijai dar néra istirta (Rosen et al., 2012). BKPyV sTAg saveika su PP2A veikia
priesingai lyginant su kitais zinomais PyV sTAg baltymais, nes ji dalinai slopina virusinés DNR
replikacijg bei papildomai — LTAg raiska (Zou ir Imperiale, 2023). Sio baltymo funkcijy
i$skirtinumas yra biidingas ir MCPyV, nes didZioji dalis $iy virusy sukeliamos Iasteliy
transformacijos priklauso nuo sTAg, o ne LTAg ar kai kuriems PyV buadingo MTAg baltymo.
MCPyV sTAg vaidmuo Igsteliy transformacijoje yra platus. Vienas i$ biidy kaip jis prie to prisideda
yra jo LT-stabilizuojan¢io domeno sugebéjimas slopinti SCFFbw7 E3 ubikvitino ligaze ir taip
uzblokuoti LTAg ir kity onkogeniniy baltymy (c-myc ir ciklino E) proteosoming degradacija,
(Kwun et al., 2013). Sio baltymo transformacijos poveikis yra parodytas tiek in vitro, tiek in vivo,
nes jo vieno raiSkos pakanka sukelti grauziky lasteliy transformacija ir naviky 1$sivystyma
transgeninése pelése (Verhaegen et al., 2015). Nepaisant to, kad MCPyV sTAg-PP2A saveika
nedaro jtakos lgsteliy transformacijai (Kwun et al., 2015), ji padidina virusinés DNR replikacijos
efektyvuma. DNR replikacija buvo apie 10 karty efektyvesné 293 zinduoliy lasteliy linijoje atlikus
sTAg raiSka kartu su LTAg, lyginant su lgstelémis, kuriose vyko tik vieno LTAg raiska (Kwun et
al., 2009).

Kitas, kai kuriuose PyV (MPyV, HaPyV, MCPyV, TSPyV) randamas T antigenas — MTAg
(arba ,,ALTO*“ MCPyV virusuose), taip pat kaip ir LTAg ir sTAg, yra sudarytas i§ dviejy egzony ir
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baltymo N-gale turi J-domeng, o C-gale turi savo unikaly regiong, kuriame yra hidrofobinis
transmembraninis domenas bei kitos baltymo sekos, sgveikaujancios su Seimininko lasteliy
baltymais (Viciana et al., 2006; Zhou et al., 2011). Daugiausia tirtas MPyV MTAg baltymas
prisideda prie virusinés DNR replikacijos reguliacijos bei yra biitinas lgsteliy transformacijai
(Cheng et al., 2010). Prie lIgsteliy transformacijos jis prisideda sgveikaudamas su PP2A ir Src
Seimos tirozino kinazémis, kurios fosforilina MTAg tirozino liekanas, o tai sukelia jvairiy, kaip
PI3K ir PLCy1, signaliniy molekuliy, kurios dalyvauja lastelés augimo, iSgyvenimo ir proliferacijos
procesuose, aktyvacija (Cheng et al., 2010). Vien tik MTAg raiskos dazniausiai uZztenka sukelti
ziurkiy lgsteliy transformacijg in vitro (Treisman et al., 1981; Carmichael et al., 1982), o tokiy
lasteliy injekcija j ziurkes sukelia naviky i$sivystyma (100 %, n = 4) (Treisman et al., 1981).
Priesingai, MPyV variantai, turintys mutavusj/trumpesnj MTAg baltyma, nesugeba sukelti naviky
i§sivystymo pelése bei negali efektyviai replikuotis (Freund et al., 1992). Kai kuriy PyV ankstyvasis
regionas koduoja ir kitas T antigeno formas, kurios yra gaunamos alternatyvaus splaisingo btudu
arba dél alternatyvaus transliacijos kodono. Sios alternatyvios T antigeno formos yra: mazytis T
(angl. tiny T; SV40), 17KT (SV40), 21KT (TSPyV), 57kT (MCPyV), ALTO (MCPyV ir TSPyV)
(Riley et al., 1997; Cheng et al., 2010; Moens et al., 2022).

Vélyvyjy geny regione jprastai yra koduojami VP1, VP2 ir VP3 baltymai, kuriy genus sudaro
vienas egzonas. MPyV naudoja alternatyvy splaisingg skirtingy vélyvyjy geny baltymy generavimui
(Kamen et al., 1980), o0 SV40 be jo taip pat naudoja ir alternatyvaus transliacijos starto kodona,
skirtag VP3 baltymo sintezei (Ghosh et al., 1978; Good et al., 1988). VP1 baltymy ilgis jprastai
varijuoja tarp 360-380 ar. Tuo tarpu MCPyV VP1 baltymo ilgis yra 423 ar. — jo C-galas turi
papildomas ar., kuriy funkcija nezinoma (Bayer et al., 2020), o APyV VP1 (343 ar.) — priesingai,
turi trumpesnj C-gala, kas lemia kapsidés dydzio variabilumg (Shen et al., 2011). Kiti du
struktiiriniai baltymai sutampa savo skaitymo rémeliu: VP3 baltymas yra trumpesné VP2 forma su
toliau link 3’ galo prasidedanc¢iu N-galu. VP2 ir VP3 baltymy ilgis varijuoja tarp 320-350 ar. ir
220-240 ar. atitinkamai. MCPyV, kaip ir kiti kai kurie PyV, priklausantys Alfapoliomos virusy
genciai, neturi VP3 baltymo bei turi trumpesnj VP2 baltyma (241 ar.) (Schowalter ir Buck, 2013).
Manoma, kad Sios kilmés PyV genomuose atsirado iskrita VP2 gene, kas taip pat panaikino ir VP3
ORF (Schowalter ir Buck, 2013).

VP1, VP2 ir VP3 yra kapsid¢ sudarantys struktiiriniai baltymai. VP1 baltymai sudaro visg jos
1Sorinj sluoksnj, o VP2/VP3 baltymai jungiasi prie VP1 i§ kapsidés vidaus (Chen et al., 1998)
(placiau apie sgveikas kapsidéje zr. 1.3). Be struktiirinés funkcijos, VP1 baltymai taip pat yra

14



atsakingi uz prisijungima prie lgsteliy receptoriy (Stehle ir Harrison, 1996), o VP2 ir VP3 virusui
patekus j lastelés vidy formuoja poras endoplazminio tinklo (ET) membranose, kaip parodyta in
vitro eksperimentuose (Giorda et al., 2012) ir yra reikalingi virusinés DNR patekimui i$ ET |
branduolj (Huérfano et al., 2017). VP1 baltymai N-gale turi NLS bei DNR suriSiantj domeng (DSD)
(Chang et al., 1993), o VP2/VP3 baltymuose Sie domenai yra jy C-gale (Clever et al., 1993; Bennett
et al., 2015). VP1 baltymy centring dalj sudaro konservatyvios beta klostés, kurias tarpusavyje
jungia kilpos (apie jy strukiring funkcijg zr. 1.3). VP2 baltymy N-galo glicinas yra unikaliai
modifikuojamas miristino ragstimi (miristilinimas) transliacijos metu (Krauzewicz et al., 1990).
VP2 ir VP3 baltymai turi hidrofobing sritj. kuri MPyV yra apibréziama kaip hidrofobinis domenas
(MPyV VP2: 125-165 ar.), reikalingas baltymy jsiterpimui j membranas (Huérfano et al., 2017).

Visos trys SV40 struktiiriniy baltymy NLS sritys jungiasi prie DNR nespecifiskai in vitro
(Soussi, 1986; Clever et al., 1993). Nakanashi et al., (2002) tyrime su SV40 j virusus panasiomis
dalelémis (VPD, angl. Virus-Like Particles) buvo parodyta, kad VPD patekimas j branduolj
priklauso nuo VP2/VP3 NLS sgveikos su importinu 02/p, dalyvaujanéiu baltymy transporte j
branduolj. Manoma, kad VP1 NLS su importinu Igstelése nesgveikauja, nes VP1 DBD domenas,
persidengiantis su NLS seka, susiriSa su DNR ir neleidzia NLS kontaktuoti su importinu a2/
(Nakanashi et al., 2002). Be to, tyrimas su BKPyV VP2/VP3 baltymais parodé¢, kad mutacijos jy
NLS srityje sustabdé Siy baltymy patekima j branduolj (Bennett et al., 2015). PrieSingai negu Siuose
dviejuose minétuose tyrimuose, su MPyV struktiiriniais baltymais buvo parodyta, kad efektyviam
virusinés DNR patekimui j branduolj uzteko vienos, VP1 baltymy arba VP2/VP3 baltymy,
funkcionalios NLS sekos (Soldatova et al., 2018). Manoma, kad Siuos skirtumus gali lemti tai, jog
primaty PyV (pvz., BKPyV ir SV40) VP2/VP3 baltymai turi stipresng¢ NLS seka, kuriai biidingos
papildomos baziniy aminoriigs¢iy liekanos NLS regione, todél gali skirtis skirtingy virusiniy
baltymy vaidmuo, susijes su jy patekimu j Igsteliy branduolj (Soldatova et al., 2018). PanaSus
rezultatai buvo gauti ir su MCPyV struktiiriniais baltymais. Sio PyV VP2 baltymas, turintis silpng
NLS seka, vienas nepatekdavo i lgsteliy branduolj, taciau jo raiSka kartu su VP1 baltymu, turin¢iu
pakankamai stiprig NLS seka, uztikrino sekmingg VP1-VP2 komplekso patekimg j branduol;j (vieno
VP1 raiska taip pat Iémé VP1 lokalizacija branduolyje) (Schowalter ir Buck, 2013).

VP1 baltymy kilpy struktiiros, iSsidésciusios Siy baltymy pavirsiuje, saveikauja su lasteliy
receptoriais ir pasiZymi nemazu seky variabilumu tarp skirtingy PyV (Neu et al., 2008). Didesné

variacija BKPyV VP1 pavirsiaus kilpy sekose, manoma, yra susijusi su tuo, kad iSorinis pavirSius

toleruoja daugiau variabilumo negu viduje esancios konservatyvios struktiiros, be to, mutacijos
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kilpose, manoma, gali prisidéti prie kai kuriy BKPyV varianty efektyvesnio Seimininko humoralinio

atsako iSvengimo (Durairaj et al., 2024).

VP2 baltymy N-gale esancios glicino ar. modifikacija su miristino riigstimi yra reikalinga
efektyviam MPyV infektyvumui (angl. infectivity) (Sahli et al., 1993), 0 JCPyV —tinkamam
virusinés DNR supakavimui (Gasparovic et al., 2006). Siam procesui JCPyV atveju yra reikalingas
ne tik VP2 baltymas su miristilintu N-galo glicinu, bet ir VP3 baltymas (Gasparovic et al., 2006),
taciau $iy abiejy baltymy jtaka tinkamam PyV DNR supakavimui gali skirtis tarp skirtingy PyV
rasiy. Pavyzdziui, viename tyrime buvo parodyta, kad SV40 VP2 ir VP3 geny iskritos neturéjo
neigiamos jtakos nei viruso kapsidés susirinkimo, nei virusinés DNR supakavimo ir jsiskverbimo j
lastelg efektyvumui (Nakanishi et al., 2007). VP2 isveiklinimas MCPyV taip pat neturéjo jtakos
panasiems procesams, t.y., kapsidés susirinkimui, virusinés DNR supakavimui bei viriono

prisijungimui prie lasteliy (Schowalter ir Buck, 2013).

Be VP1, VP2 ir VP3 struktiiriniy baltymy, kai kurie PyV (SV40, BKPyV, JCPyV) vélyvyjy
geny regiono pradZioje koduoja maza nestruktiirinj Agno baltyma. Sio baltymo ilgis geriausiai
iStirtuose PyV jprastai siekia ~60-75 ar., taciau kity PyV rasiy genomuose aptinkami numanomi
Agno baltymai, kuriy ilgis gali varijuoti nuo 30 ar. (SikSnosparniy PyV) iki 154 ar. (Mastomys
natalensis peliy PyV) (Gerits ir Moens, 2012). Lastelése Agno baltymas daugiausia lokalizuojasi
aplink branduolj (angl. perinuclear localization), bet yra aptinkamas ir branduolyje (Safak et al.,
2002). Vélesnése JCPyV lastelinés infekcijos stadijose, buvo parodyta, kad Sis baltymas kaupiasi
prie plazminés membranos (Suzuki et al., 2010). Agno baltymo N ir C-galo regionai yra praturtinti
bazinémis ar. Juose esanc¢ios Arg ir Lys liekanos yra labai konservatyvios tarp BKPyV, JCPyV ir
SV40 virusy (Saribas et al., 2016). Centrinéje Agno baltymo dalyje formuojasi amfipatiné a-spiralé,
kuri tarp BKPyV, JCPyV ir SV40 virusy turi konservatyvy leucino/izoleucino/fenilalanino
(Leu/Ile/Phe) motyva, reikalinga Agno baltymy dimery/oligomery formavimuisi (Saribas et al.,
2013; Saribas et al., 2016). Siy PyV Agno baltymo N-galas ir centriné dalis yra gana konservatyviis,
0 C-galas labiau variabilus (Saribas et al., 2016). Vis délto lyginant tarpusavyje ir kity zinomy
zinduoliy PyV Agno baltymy sekas, ar. identiSkumas gali varijuoti nuo 0 iki 90 % (Gerits ir Moens,
2012).

Nepaisant mazo Agno baltymo dydZio, jis turi nemazai jtakos daugeliui PyV dauginimosi
ciklo procesy ir yra biitinas efektyviai Sio ciklo eigai uztikrinti. Jis prisideda prie virusinés DNR
replikacijos (Akan et al., 2006; Sariyer et al., 2011) ir virusiniy geny raiskos reguliacijos (Akan et

al., 2006; Johannessen et al., 2008), dalyvauja viriony susirinkime (Sariyer et al., 2011; Suzuki et
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al., 2012) ir jy is¢jime iS lastelés (Panou et al., 2018). Be to, BKPyV Agno atveju parodyta, kad jis
gali prisidéti prie jgimto imuninio atsako i§vengimo, sutrikdydamas mitochondrijy tinklg ir
membraninj potencialg bei taip slopindamas interferony raiska ir skatindamas mitofagija (Manzetti
et al., 2020). Agno trikumo poveikis virusinés DNR replikacijos efektyvumui ypac padidéja
tolimesniuose viruso dauginimosi cikluose. Tai atskleidzia Sariyer et al., (2011) tyrimas, kuriame
JCPyV Agno geno ATG pradzios kodono mutacija léme tai, kad viruso replikacijos efektyvumas
praéjus 14 d. po transfekcijos sumazéjo apie 4,3 karto, o po 21 d. — apie 19 Karty, palyginus su
laukinio tipo JCPyV. Tuo tarpu analogiska mutacija SV40 virusuose turéjo dar rySkesnj poveiki:
praéjus 6 dienoms po transfekcijos virusinés DNR replikacija mutantuose buvo beveik
neaptinkama, o po 9 dieny — mazdaug 120 karty mazesné nei laukinio tipo SV40 (Sariyer et al.,
2011). Manoma, kad viena i§ BKPyV virusy Agno baltymo funkcijy virusinés DNR replikacijos
reguliacijoje gali biiti replikacijos sustabdymas vélyvoje lastelinés infekcijos stadijoje, kad biity
skatinamas peréjimas prie kapsidiniy baltymy sintezés ir viriony susirinkimo (Gerits et al., 2015),
nes buvo parodyta, kad BKPyV Agno baltymas sgveikauja su PCNA veiksniu (angl. Proliferating
Cell Nuclear Antigen) ir in vitro slopina PCNA-polimerazés 6 komplekso vykdomg DNR
replikacijg (Gerits et al., 2015). Anks¢iau minétame Sariyer et al., tyrime buvo parodyta ne tik
Agno baltymo reik§mé replikacijoje, bet ir viriony susirinkime: JCPyV ir SV40 mutantai, kuriuose
triiko Agno baltymo, formavo virionus beveik neturincius supakuotos virusinés DNR (Sariyer et al.,
2011). Jo dalyvavimg Siame procese patvirtina ir kitas tyrimas, kuriame buvo parodyta, kad JCPyV
Agno baltymas saveikauja su VP1 ir skatina VP1 pentamery formavimasi, o jo nebuvimas lemia
didesnj netaisyklingos formos viriony susiformavimo daznj (Suzuki et al., 2012). JCPyV Agno
baltymas taip pat gali jungtis prie membrany, padidinti plazminés membranos pralaiduma, 0 jo
iSkrita sutrikdo virusy i§¢jima iS lgstelés (Suzuki et al., 2010). Kitame tyrime su BKPyV virusu,
kuriame Agno genas buvo ne pasalintas, o mutuotas ATG pradzios kodono srityje, taip pat buvo
parodyta, kad Agno geno mutantai nebegaléjo iSeiti 1§ lasteliy (Panou et al., 2018). PrieSingi
rezultatai buvo gauti Sariyer et al tyrime su SV40 ir JCPyV mutantais, kuriuose jvedus mutacija
Agno geno ATG pradzios kodone, mutantiniy virusy sugebéjimo iseiti i§ lgsteliy efektyvumas iSliko
panasus kaip ir laukinio tipo virusy (Sariyer et al., 2011). Priezastys, lemiancios skirtingus tyrimy

rezultatus, susijusius su Agno baltymo funkcija PyV i8¢jimo i§ lgstelés procese, iSlieka neaiskios.

APyV virusai vélyvyjy geny regiono pradzioje koduoja ir kitg struktirinj, jiems unikaly VP4
baltyma, pries tai vadintg Agno baltymu 1a (176 ar.). Manoma, kad jis dalyvauja viriony
formavimegsi, kadangi jo iSkrita lemia netaisyklingy viruso daleliy susidaryma (Johne et al., 2007).

VP4 baltymas saveikauja tiek su VP1, tiek gali nespecifiskai jungtis prie DNR su savo j leucino
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uztrauktukg panaSiu motyvu (angl. leucine zipper-like motif), todél manoma, kad jis galbut
dalyvauja APyV genomo pakavime (Johne ir Miiller, 2001). Be to, VP4 baltymas galimai prisideda
prie viruso iséjimo i$ lastelés, kadangi buvo parodyta, kad jo sintezé Sf9 vabzdziy ir vistos

embrioninése lgstelése sukélé 1asteliy apoptoze (Johne et al., 2000).

Visi daugiausia istirti PyV (SV40, BKPyV, JCPyV, MPyV, MCPyV) genomuose koduoja
mikro RNR (miRNR), kuri yra komplementari ankstyvojo regiono mRNR (Zou ir Imperiale, 2021).
Skirtingy PyV miRNR geba jungtis prie skirtingy ankstyvyjy geny mRNR sri¢iy ir taip reguliuoti jy
raiSka (Imperiale, 2015). Be to, jos gali atpaZzinti ir Seimininko Igsteliy mRNR, kas manoma gali
prisidéti prie imuninés sistemos atsako iSvengimo (Zou ir Imperiale, 2021). Archetipiniame BKPyV
variante (t.y. dazniausiai populiacijoje aptinkamas variantas) taip pat buvo parodyta miRNR jtaka
virusinés DNR replikacijos reguliavime, kadangi mutacija panaikinusi miRNR raiska, gerokai
padidino BKPyV replikacijos efektyvuma (Broekema et al., 2013). Kituose PyV, jos jtaka virusinés
DNR replikacijai gali skirtis, pvz., miRNR raiSkos panaikinimas SV40 viruse netur¢jo jokio
poveikio jo replikacijos efektyvumui (Sullivan et al., 2005).

1.3 Poliomos virusy viriono struktira ir saveikos kapsidéje

PyV genomin¢é DNR yra susijungusi su Seimininko Igsteliniais histonais: H2A, H2B, H3 ir
H4, ir tai suformuoja j chromating panasig struktiirg, vadinamg minichromosoma (Pagano, 1984).
Minichromosomos sudétyje néra H1 histono, dalyvaujancio chromatino kompaktizacijoje (Xiao et
al., 2012), todél manoma, kad minichromosoma néra pilnai kompaktizuota. Ji yra aptinkama tiek

infekuotoje Igsteléje, tiek subrendusio viriono viduje.

PyV virionai neturi lipidinio apvalkalo, o jy 40-45 nm kapsid¢ sudaro VP1, VP2 ir VP3
baltymai. Iki §iol rentgeno kristalografijos arba kriogeninés elektroninés mikroskopijos (krio-EM)
metodais buvo istirtos peliy MPyV (Rayment et al., 1982.; Stehle et al., 1994, Stehle ir Harrison,
1996), bezdzioniy SV40 (Baker ir Bina., 1988; Liddington et al., 1991; Stehle et al., 1996,),
pauksciy APyV (Shen et al., 2011), zmogaus BKPyV (Hurdiss et al., 2018) ir MCPyV (Bayer et al.,
2020) kapsidziy strukturos. Visa PyV kapsides iSorinj sluoksnj suformuoja 360 VP1 baltymy,
susijungusiy j 72 pentamerus (zr. 2A Pav.). Susijunge VP1 pentamerai suformuoja ikosaedring
struktiirg, kuri pasizymi T=7 deSinés pusés simetrija. Joje SeSiasdeSimt VP1 pentamery uzima
SeSiavalentes pozicijas — juos supa Sesi pentamerai i§ Sony, o dvylika pentamery yra apsupti penkiy

pentamery — jie uzima penkiavalentes pozicijas (zr. 2A Pav.) (Liddington et al., 1991). Nuo
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kiekvieno VP1 pentamero j Sonus i$sitiesia penkios C-galo ,,rankos” (SV40 VP1 tai paskutiniy ~60
ar. liekanos), per kurias jie sgveikauja su kitais greta esanciais pentamerais (zr. 2B Pav.)
(Liddington et al., 1991). D¢l penkiavalen¢iy—Sesiavalenciy pentamery iSsidéstymo kapsidéje, VP1
monomerai atsiduria Sesiose skirtingose sgveiky aplinkose (pagal tai monomerai pavadinti: a, o, o”,
B, B’ ir y), kuriose jy C-galy rankos uZzima $esias skirtingas konformacijas. Si C-galo ranky sritis yra
skirstoma j tris regionus: C spiralg (SV40: 302-314 ar. liekanos), C intarpa (SV40: 315-344 ar.
liekanos), ir C kilpg (SV40: 345-361 ar. liekanos). VP1 monomery C spiralés ir C kilpos yra
skirtingy konformacijy, o C intarpas visuose monomeruose saveikauja vienodai (Liddington et al.,
1991). Pagal tai, kaip VP1 monomery C-galo rankos sgveikauja tarp pentamery, galima iSskirti tris
sgveiky tipus. Vienoje saveikoje dalyvauja a, o, ir a” VP1 monomerai (vienas penkiavalentis ir du
SeSiavalenciai monomerai), kuriy C spiralés cikliskai i§sidés¢iusios sgveikauja tarpusavyje (zr. 2B
Pav.). Kitose dviejose sgveikose dalyvauja du $esiavalenciai VP1 monomerai: vienoje f§ ir B’
monomerai tarpusavyje saveikauja su C spiralémis (zr. 2B Pav.), o kitoje: y monomerai sgveikauja
per nestrukturizuotus C-galo regionus (kapsidéje y monomerai labai priartéja vienas prie kito ir

todél manoma, kad nesusiformuoja C spiralés).

2 Pav. SV40 poliomos viruso kapside sudaranciy VP1 pentamery iSsidéstymo ir saveikos tarp
ju C-galo ranky schema

Penkiavalentéje pozicijoje esantis VP1 pentameras paZzymeétas baltai, o esantis SeSiavalentéje
pozicijoje — spalvotai. Skirtingose pentamero-pentamero sgveiky aplinkose esantys VP1 monomerai
pazymeéti skirtingomis spalvomis ir pavadinti: a, o', o”, B, B’ ir y. B) Nuo pentamery iSsitiesiancios
C-galo rankos prasideda C spiralémis (paZymétos cilindrais), tuomet formuoja C intarpus (linijos,
jsiterpusios ] kito pentamero VP1 monomerg) bei C kilpas (j kabliukg panasSios struktiiros tarp
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pentamery). Tarp a, o’ ir o” monomery C spiralés sagveikauja iSsidésciusios ratu, tarp  ir '
monomery — jos sgveikauja poroje, o Y monomerai neturi C spiraliy ir jie sgveikauja
nestruktiirizuotomis C-galo grandinémis. Redaguota pagal Liddington et al., 1991.

Saveikas tarp pentamery stabilizuoja Ca*? jonai ir disulfidiniai rysiai. SV40 VP1 pentamere
buvo nustatytos dvi potencialios Ca*? surigimo sritys (Stehle et al., 1996), o kity eksperimentiskai
tirty PyV kapsidése taip buvo nustatytos dvi potencialios Ca*? suri§imo sritys, analogiskos abiem
SVA40 sritims (MPyV; Stehle ir Harrison, 1996) arba - vienai i§ SV40 sri¢iy (BKPyV ir MCPyV)
(Hurdiss et al., 2018; Bayer et al., 2020). Disulfidiniai rys$iai tarp gretimy VP1 pentamery
susiformuoja tarp Cys114 ar. liekany SV40 ir BKPyV kapsidéje, taciau pagal krio-EM duomeny
elektrony tank]j taip pat yra manoma, kad BKPyV kapsidéje tarp tam tikry VP1 baltymy, esanciy
skirtinguose pentameruose, gali potencialiai susiformuoti Cys9-Cys104 disulfidinis rySys. Tuo tarpu
MPyV VP1 Cys114 ar. liekana (analogiska SV40 VP1 Cys104) sudaro disulfidinj rysj su Cys19
lieckana (SV40 VP1 baltyme Sioje pozicijoje yra prolinas), kuri priklauso VP1 monomerui tame
paciame pentamere, o ne gretimame. Nepaisant to, $is rySys taip pat prisideda prie VP1 pentamero-
pentamero sgveikos, sutvirtindamas $alia jsiterpusig gretimo pentamero C-galo rankg. Disulfidiniai
rysiai pentamero viduje taip pat buvo rasti ir MCPyV struktiiroje tarp VP1 baltymy Cys25 ir
Cys117 ar. lickany (Bayer et al., 2020). Sio rysio Cys25 ar. liekana néra analogiska MPyV VP1
Cys19 liekanai, sudaranciai Cys19-Cys114 disulfidinj ry$j, taciau Cys117 ar. lickana yra analogiska
MPyV VP1 Cys114 liekanai (bei SV40 Cys104). MCPyV struktiiroje taip pat buvo aptikti tarp
nejprasty Cys pozicijy (Cys18-Cys24) susiformuojantys disulfidiniai rysiai tarp VP1 pentamery
(Bayer et al., 2020).

Gausius kontaktus pentamery viduje tarp VP1 monomery lemia specifiné $iy baltymy
struktiira. Jy centring dalj sudaro aStuonios konservatyvios antilygiagreciai iSsidésciusios 3 klostés
(vienoje pus¢je: B, I, D, G, kitoje: C, H, E, F), susilanksciusios i superantring ,,jelly-roll* struktiira,
pladiai paplitusig tarp virusiniy kapsidiniy baltymy (Cheng ir Brooks et al., 2013). Ne tik centrinés,
o bendrai visos tarpusavyje saveikaujancios antilygiagre¢ios 3 klostés SV40 struktiroje yra
apibréztos kaip: AJBIDG2 ir CHEFG1- (zr. 3 Pav.) (Stehle ir Harrison, 1996). Sioje struktiiroje G p
kloste sudaro G1 ir G2 segmentai, i$sidéste skirtingose plokStumose - BID arba CHEF (zr. 3 Pav.).
BIDG2 sgveikauja su N-gale esancia A B kloste (SV40 VP1: 25-30 ar. liekanos), kuri salia
sutvirtina J  kloste (SV40 VP1: 330-336 ar. liekanos — priklauso C intarpui), jsiterpusia i§ kito VP1
pentamero C-galo rankos (zr. 3 Pav.). Tuo tarpu CHEF struktiira sgveikauja su prie$ laikrodzio

rodyklés kryptimi (angl. anticlockwise) esanéio VP1 monomero G1 segmentu. Si saveika
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konservatyvi ir MPyV, todél yra apibrézta kaip: CHEFG1 (su ,,-* virSutiniu indeksu prie G1) (zr. 3
Pav.). Kiti kontaktai pentamery viduje susidaro tarp struktiiriSkai variabiliy kilpy, kurios jungia
centrinés dalies B klostes vieng su kita. Plac¢iausiuose kontaktuose dalyvauja BC2, DE ir EF kilpos,
kurios i$sidésto VP1 baltymy pavirSiuje. DE kilpa sgveikauja su pagal laikrodzio rodyklés kryptimi
(angl. clockwise) esanc¢io VP1 monomero CHEFG1 kloste ir EF kilpa, uzpildydama tarpa tarp jy.
Be to, DE kilpos vir§tné priartéja ir sgveikauja su HI* kilpa (,,+* virSutinis indeksas zZymi pagal
laikrodzio rodyklés krypti i§sidésciusio VP1 monomero kilpg), o pastaroji saveikauja su pries
laikrodZio rodyklés kryptimi idsidés¢iusio VP1 monomero DE* kilpos virsiine. Sie kontaktai, kartu
su BC2 kilpos virsinés saveika su DE™ ir BC1™ kilpomis, uztikrina pentamery stabiluma,

uzpildydami tarpus viruso kapsidés pavirsSiuje.

3 Pav. SV40 poliomos viruso VP1 baltymo struktiiros ir jo saveikos su kitais VP1 monomerais
kapsidéje modelis

Rudai pazymétos F* ir G1 B klostés, priklausancios skirtingiems VP1 monomerams is to paties
pentamero. Rausvai raudona spalva pazyméta C-galo ranka, jsiterpusi i§ greta esancio pentamero.
Redaguota pagal Stehle et al., 1996.

Pagrindiniai zinomi struktiiriniai skirtumai tarp SV40 ir zmones infekuojanciy poliomos
virusy BKPyV ir MCPyV VP1 baltymy, be sudaromy disulfidiniy rySiy (minéta auksciau), yra CD
kilpose (BKPyV) ir C-gale, nes MCPyV VP1 baltymas turi papildomg 37 ar. regiona, kurio funkcija
néra zinoma. Tuo tarpu juos lyginant su MPyV ir APyV VP1 baltymais, pagrindiniai strukttiriniai

skirtumai aptinkami su pavirSiumi kontaktuojanciose kilpose: BC, DE, EF, H1 (Shen et al., 2011).
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APyV VPI baltymas (343 ar.) taip pat pasizymi trumpesniu C-galu, kuris baigiasi ties C kilpos
viduriu, o tai lemia jvairaus dydzio APyV kapsidziy formavimasi (38—65 nm) (Shen et al., 2011).

PyV VP1 baltymo N-galas (iki 15 ar. liekanos) turi DNR suriSimo domena, kuris pagal
eksperimentinius struktirinius duomenis, manoma yra susilankstes j kapsidés vidy, kur sgveikauja

su supakuotu DNR genomu (Chang et al., 1993; Hurdiss et al., 2016).

VP2 ir VP3 baltymai ir jy saveikos kapsidéje yra tik dalinai eksperimentigkai istirtos. Zinoma,
kad viena kopija VP2/VVP3 savo C-galu (269-296 ar. liekanos) isiterpia j VP1 pentamero ertme,
susilankstydama j plauky segtuko formg panasig konformacijg (Chen et al., 1998). Joje VP2
baltymas jsitvirtina sudarydamas hidrofobinius kontaktus su trimis VP1 monomerais. Struktariniai
duomenys rodo, kad VP2/VP3 baltymai, kaip ir VP1 baltymas, galimai sgveikauja su supakuota
virusine DNR, taciau kol kas néra aukstos raiskos duomeny, patvirtinanciy Siuos kontaktus (Hurdiss

etal., 2016).

APyV VP4 baltymas sgveikauja tiek su DNR, tiek su VP1, o VP4 iskrita sutrikdo efektyvy
viruso daleliy susirinkimg (Johne ir Muller, 2001; Johne et al., 2007). Tai leidzia manyti, kad VP4
baltymas taip pat yra APyV kapsidés komponentas, tac¢iau dar néra jokiy tvirtai tai patvirtinanéiy

aukstos raisSkos struktiiriniy duomeny.

1.4 Poliomos virusy taksonomija

Virusy klasifikacija remiasi virusy apibiidinimu pagal tam tikrus bruozus ir §iy bruozy
palyginimu, taip atskiriant vienus virusus nuo kity. Tokiy bruozy pavyzdziais galéty buti:
Seimininky ratas, patogeniSkumas, kapsidés struktiira, viruso apvalkalo buvimas ar nebuvimas,
genomo dydis, jo molekuline sudétis ir geny raiSkos mechanizmai. Kartu su Siais bruozais, virusy
seky palyginimas ir jy panaSumo nustatymas taip pat yra svarbus ir daznai naudojamas biidas virusy
taksonams apibrézti ir atskirti. Remiantis nauju 2025 m. tarptautinio virusy taksonomijos komiteto
(ICTV, angl. International Committee on Taxonomy of Viruses) leidimu
(https://ictv.global/taxonomy) virusai klasifikuojami j 368 Seimas, i§ kuriy viena yra ir poliomos
virusy Seima. Kaip atskira Seima PyV tapo tik nuo 2000 m. Pries tai jie kartu su papilomos virusais
(PV) buvo klasifikuojami bendroje Papovaviridae Seimoje — manyta, kad Sios dvi virusy grupés turi
pakankamai panasius morfologinius ir genominius bruozus. Véliau buvo pripazinta, kad $ie virusai
vis délto pasizymi pakankamai reikSmingais skirtumais, todé¢l jie buvo iSskirti | dvi atskiras Seimas
(Villiers et al., 2004). Tarp skirtumy, j kuriuos buvo atsizvelgta, yra morfologija (kapsidés dydis:
PyV: ~45 nm, o PV: ~55 nm), genomo dydis (PyV: ~5000 bp, o PV: ~8000 bp), genomo
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organizacija (PyV: ankstyvieji ir vélyvieji genai koduojami dviejose prieSingai nukreiptose

grandinése, o PV — vienoje) ir mazas seky panaSumas (Villiers et al., 2004).

Siuo metu ICTV yra patvirtinusi 122 PyV riisis, kurios pagal LTAg baltymo seka yra
klasifikuojamos j 8 gentis: Alfa-, Beta-, Gama-, Delta-, Episilon-, Eta-, Teta- ir Zeta- poliomos
virusus (https://ictv.global/taxonomy). IS jy Alfa-, Beta-, Delta-, Zeta- ir Epsilon- poliomos virusy
Seimininkai yra zinduoliai, Gamapoliomos virusy — pauksc¢iai, o Eta- ir Tetapoliomos virusy —
zuvys. PyV Kklasifikacijai naudojamos LTAg baltymy, o ne genominés DNR sekos, remiantis tuo,
kad kai kuriy Zinduoliy PyV genomuose buvo nustatyta rekombinacija tarp ankstyvojo ir vélyvojo
geny regiony, tad lyginant rekombinantinius PyV pagal visg genomo seka, jie gali biiti netinkamai
priskirti tam tikrai genciai (Spencer et al., 2016). Be to, LTAg, o ne VP1 ar VP2 baltymy seky
pasirinkima klasifikacijai lémé tai, kad LTAg sekos maziau varijuoja (létesné divergencija) tarp
skirtingy poliomos virusy (Spencer et al., 2016), kas leidzia lengviau analizuoti filogenetinius
rysius.

Nepaisant to, kad naujy PyV seky atrandama vis daugiau, nemaza jy dalis nepriskiriama
atskiroms PyV rasims, nes neatitinka vieno ar keliy ICTV nustatyty kriterijy (Spencer et al., 2016).
Siekiant sekmingai priskirti PyV atskirai riiSiai, reikalinga, kad biity patenkinti keturi kriterijai.
Pirmas: atrastos PyV sekos turi biiti prieinamos vieSose duomeny bazése ir jy pricinamumas turi
biiti paminétas publikuotame recenzuotame/redaguotame moksliniame Zurnale. Antras ir trecias
Kriterijai nurodo, kad atrastam PyV turi biiti bidinga jprasta PyV genomo organizacija ir reikalauja,
kad buty pagrjstas PyV priskyrimas tam tikram Seimininkui, kartu jvardijant kokiais metodais tai
buvo nustatyta. Ketvirtas kriterijus nurodo, kad LTAg baltymo seka turi skirtis daugiau negu 15 %
nuo Kity zinomy PyV rasiy. Penktame (paskutiniame) kriterijuje nurodyta, kad ketvirtas kriterijus
gali negalioti tik tada jei pakanka informacijos pagrjsti, kad tam tikras PyV pasiZymi kitokiu

Seimininky ratu, audiniy tropizmu ar sukeliamomis ligomis.

Be kriterijy, taikomy naujoms PyV rai§ims priskirti, ICTV taip pat nustaté principus, pagal
kuriuos turi biiti pavadinami PyV (Spencer et al., 2016). Tokia standartizacija buvo reikalinga dél
gausiai didéjancio naujy PyV atradimo skaiciaus bei dél to, kad pirmyjy atrasty PyV pavadinimai
buvo nesistemiski ir priskirti pagal tokius principus, kaip: pacienty vardas (Pavyzdziui: BKPyV —
B.K., JCPyV —J.C.) ar pagal PyV infekuojama Seimininkg ir tyréjo suteikta numerj (SV40 — Simian
virus 40). Tuo tarpu pagal ICTV suformuluotus principus PyV pavadinimai turi biiti sudaromi

nurodant Seimininko rasj, po to — zodZiy junginj ,,poliomos virusas“ ir galiausiai numerj,

23


https://ictv.global/taxonomy

atspindint], kelintas PyV buvo publikuotas/atrastas toje Seimininko riisyje (Pavyzdziui: Pan

triglodytes poliomos virusas 3).

1.5 Poliomos virusy infekcinis ciklas

Visi iki Siol tirti poliomos virusai prisijungia prie Iasteliy per kapsidés pavirsiuje esanciy VP1
baltymy kilpy saveika su sialo riigsties lickanomis, esanciomis lgstelés pavirSiaus glikanuose (zr. 4
Pav.) (Neu et al., 2008; Mayberry ir Maginnis, 2020). Dauguma PyV jungiasi prie gangliozidy
(glikolipidy poklasis) kaip pirminiy receptoriy (Neu et al., 2008; Gilbert et al., 2005; Low et al.,
2006), taciau kai kurie juos naudoja kaip antrinius receptorius (Neu et al., 2012), o Kiti, kurie turi
jiems mazg afiniSkumga kaip JCPyV, jungiasi prie laktozés tetrasacharido c, kuris gali buti prijungtas
prie glikolipidy ar glikoproteiny (Stroh et al., 2015). Susijungus su receptoriais, dauguma PyV
(pvz., SV40, MPyV, BKPyV, MCPyV) patenka i Igsteles nuo kaveolino priklausomos endocitozés
biidu, taciau JCPyV iSsiskiria tuo, kad patekimui naudoja nuo klatrino priklausoma endocitoze
(Mayberry ir Maginnis, 2020). Nepaisant to, tyrimai rodo, kad SV40 (Damm et al., 2005), BKPyV
(Zhao et al., 2016) ir MPyV (Gilbert et al., 2004) gali patekti j 1asteles ir alternatyviais, nuo

kaveolino nepriklausomais mechanizmais.

' PyV ekstralastelinéje %
Y Poliomos pUsleléje aZT
. virusas )
Terminalin® g g, g

Endosominé
puslelé

Branduolys

n

4 Pav. Poliomos virusy infekcinio ciklo schema
(1) PyV infekcinis ciklas prasideda jiems prisijungus prie sialo riigsties, esancios ant lastelés
pavirSiaus receptoriy. (2) | lastelés vidy PyV gali patekti nuo kaveolino (SV40, MPyV, BKPyV,
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MCPyV) ar klatrino (JCPyV) priklausomos endocitozés budu. (3) Patekus j vidy PyV keliauja
endosominémis puslelémis iki ET, kur (4) dél ivykusiy kapsidés konformaciniy pokyciy
atidengiami VP2 ir VP3 baltymai, buve kapsidés viduje. (5) Sie baltymai jsiterpia j ET membrana ir
aktyvuoja ERAD baltymus. (6) Tai lemia PyV patekima j citoplazma, kur bent vienas i§ struktiiriniy
VP1, VP2 ar VP3 baltymy sgveikauja su importinu a2/, dalyvaujanciu PyV transporte j branduolj.
(7) Jame 18 pradziy vyksta PyV ankstyvyjy geny (LTAg ir sTAg) raiska, kuriy produktai aktvyuoja
virusinés DNR replikacijg (8) ir skatina Igsteliy transformacijg. (9) Prasidéjus replikacijai pereinama
prie vélyvyjy geny raiskos aktyvinimo — sintetinami struktiiriniai VP1, VP2 ir VP3 baltymai, kurie
(10) 18 citoplazmos patenka j branduolj, kur (11) jungiasi su PyV minichromosoma, susiformavusia
i§ replikuotos virusinés DNR ir Seimininko histony. taip sudarydami virionus. (12) Susiformave
virionai palieka lasteles po jy lizés, taciau kai kurie PyV (BKPyV ir JCPyV) buvo aptikti
ekstralastelinése pislelése, kas rodo, kad jie gali iSeiti i$ Igsteliy ir nelitiniu budu. Iliustracija
sukurta su Biorender.com

Patekus j lastele, SV40, MPyV, BKPyV ir MCPyV virusai, endosominémis ptislelémis
keliauja j ankstyvasias, o véliau j vélyvasias endosomas i$ kuriy patenka j ET (Zr. X Pav.)
(Mayberry ir Maginnis, 2020). Tuo tarpu JCPyV virusai, pateke j lastelg, taip pat endosominémis
puslelémis keliauja j ankstyvasias endosomas, taciau véliau patenka j kaveolino-1+ pasleles ir jomis
keliauja iki ET (Querbes et al., 2006). Zemas vélyvyjy endosomy pH yra biitinas MPyV virusy
infektyvumui (Liebl et al., 2006). Jis sukelia MPyV kapsidés konformacinius poky¢€ius ir taip
paruosia ja disociacijai pries patenkant j ET (Qian et al., 2009). Sékmingai BKPyV (Eash et al.
2004; Jiang et al., 2009), JCPyV (Querbes et al., 2006) ir MCPyV (Becker et al., 2019), bet ne
SV40 (Ashok ir Atwood, 2003), virusy lastelinei infekcijai taip pat yra reikalinga rtigstiné aplinka

vidulateliniuose kompartamentuose, dalyvaujanciuose viruso pernaSoje iki ET.

PyV patekimas j ET dar néra pilnai istirtas. MPyV atveju GD1a gangliozido receptorius yra
reikalingas efektyviam viruso patekimui i§ vélyvyjy endosomy j ET, kas rodo, kad jis galimai
dalyvauja MPyV nukreipime j ET (Qian et al., 2009). Iki $iol nustatyti tik BKPyV lastelinei
infekcijai reikalingi Seimininko lasteliy komponentai, atsakingi uz virusg turin¢iy pusleliy
prisijungima prie ET ir jy membrany susiliejimg (Zhao ir Imperiale, 2017). Sie komponentai yra
Rab18 GTPazé, sintaksinas-18 (t-SNARE baltymas) ir NRZ prisiriSimo kompleksas. PyV patekus j
ET, ju kapsideés disociacija skatina ten ensantys redokso fermentai ir baltymy disulfidy izomerazés,
kurie redukuoja ir izomerizuoja disulfidinius rysius, dalyvaujancius kapsidés struktiiros
stabilizacijoje (Hornikova et al., 2020). Sis procesas kartu su ET $aperony atliekamu VP1 baltymy
C-galo saveiky iSardymu ($ios sgveikos tarpusavyje jungia VP1 pentamerus), veda prie kapsidés
konformaciniy poky¢iy ir kapsidés viduje buvusiy VP2 bei VP3 baltymy atidengimo, dé¢l ko jie gali
sgveikauti su Seimininko vidulgstelinés aplinkos komponentais (Walczak ir Tsai, 2011). Tyrime su
SV40 virusu buvo parodyta, kad po tokiy konformaciniy poky¢iy atidengty VP2 baltymy
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hidrofobinés sekos gali jsiterpti | ET membrang (Geiger et al., 2011; Mayberry ir Maginnis, 2020).
Manoma, kad tai suaktyvina su ET susijusios degradacijos (ERAD, angl. ER-associated
degradation) veiksnius, kurie pritraukia kitus Seimininko baltymus, padedancius SV40 patekti i§ ET
j citozolj (Zr. 4 Pav.) (Geiger et al., 2011). Panasiais mechanizmais manoma j citozolj patenka ir
MPyV virusai (Geiger et al., 2011). Po patekimo j citoplazmg SV40 baltymai geba pritraukti
motorinj baltyma — dineing-1, Kuris prisijungia prie kapsidiniy baltymy, juos mechaniskai tempia ir
taip vykdo tolimesng kapsidés disociacijg (Ravindran et al., 2018). Hsc70 Saperonas jungdamasis
prie SV40 ir MPyV virusy kapsidziy, manoma, taip pat gali prisidéti prie jy disociacijos
citoplazmoje (Chromy et al., 2006; Ravindran et al., 2015) bei galimai papildomai apsaugoti virusa
nuo degradacijos (Mayberry ir Maginnis, 2020). SV40 ir BKPyV transportui i$ citoplazmos ]
branduolj yra butina atidengty VP2/VP3 baltymy NLS seky saveika su importino a2/ kompleksu
(zr. 4 Pav.), nes VP1 NLS nepakanka transportui j branduolj (Nakanashi et al., 2002; Bennett et al.,
2015). Tuo tarpu JCPyV ir MCPyV transportui j branduolj pakanka ir vienos VP1 NLS sekos (Qu
et al., 2004; Schowalter ir Buck, 2013), o MPyV virusai geba patekti j branduolj tiek naudodami
VP1 baltymo, tiek ir VP2/VP3 baltymy NLS seka (Soldatova et al., 2018).

PyV virusy minichromosomai patekus j branduolj prie PyV ankstyvyjy geny regiono
promotoriaus ir stiprikliy jungiasi Seimininko lastelés transkripcijos veiksniai ir inicijuoja
transkripcija. Pavyzdziui, zinoma, kad Sp1, NF1, NF-kB ir Ets-1 TF reguliuoja BKPyV
transkripcijg (Walder et al., 2025). Susintetintas ankstyvojo regiono transkriptas alternatyviai
splaisuojamas. I§ gauty mRNR transliuojami LTAg ir sTAg baltymai, o kai kuriy PyV ir MTAg
baltymas (Treisman et al., 1981; Meijden et al., 2015). Susintetintas LTAg baltymas jungiasi prie
virusinés DNR replikacijos pradzios sekos, oligomerizuojasi j dvigubg heksamerg - sudarydamas
aktyvig helikazg, kuri iSvynioja DNR ir inicijuoja replikacija (An et al., 2012). Prie replikacijos
pradZios vietos LTAg taip pat pritraukia ir kitus replikacijai reikalingus Seimininko baltymus,
skatina Iasteles ciklo progresijg ir 1asteliy transformacijg bei indukuoja DNR paZzaidy atsaka
(aptarta: Googins et al., 2025). Jis taip pat gali auto-reguliuoti ankstyvyjy geny transkripcija ir ja
slopinti, prisijungdamas prie NCCR regiono, kai susintetinamas pakankamas LTAg baltymy kiekis
(Rio ir Tjian, 1983). Kitas ankstyvasis sTAg baltymas atliecka svarby vaidmenj tiek skatinant
infekuoty Iasteliy transformacija, tiek virusinés DNR replikacijg (Chen et al., 2007; Kwun et al.,
2009; Bollag et al., 2010), isskyrus BKPyV virusy sTAg, kuris sloping virusinés DNR replikacijg ir
LTAg raiska (Zou ir Imperiale, 2023).
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Per¢jimas prie efektyvios vélyvyjy geny raiskos prasideda tik po virusinés DNR replikacijos
inicijavimo (Liu ir Carmichael, 1993). Po jos jvyksta RNR brendimo pokyc¢iai: sumazéja vélyvojo
regiono transkripcijos terminacijos efektyvumas dél kurio formuojasi multigenominio ilgio
transkriptai, Sie transkriptai splaisuojami j stabilias vélyvyjy geny mRNR, nuo kuriy jprastai
susintetinami VP1, VP2 ir VP3 struktariniai kapsidiniai baltymai ir kai kuriuose PyV —
nestruktiirinis Agno baltymas (Huang ir Carmichael, 2009; Garren et al., 2015), ar VP4 — pauksciy
PyV struktiirinis baltymas (Johne ir Miiller, 2001). Po vélyvojo regiono trasnkripto splaisingo
susidarg intronai jungiasi prie ankstyvyjy geny mRNR, taip sukeldami jy degradacijg ir taip
prisidédami prie ankstyvyjy geny raiskos slopinimo (Huang ir Carmichael, 2009). Citoplazmoje
susintetinti kapsidiniai baltymai patenka j branduol; ir jungiasi su PyV minichromosoma, kuri po
replikacijos susiformuoja virusinei DNR susijungus su Seimininko histonais (Zr. 4 Pav.) (Pagano,
1984). Minichromosomos ir kapsidés jungimosi mechanizmas néra aiskus, bet manoma, kad
specifinis SV40 virusinés minichromosomos supakavimas j kapside¢ gali biiti inicijuojamas
Seimininko Sp1 baltymui prisijungus prie viruso genome esancios ses supakavimo signalinés sekos
(angl. Simian virus 40 Encapsidation Signal) ir prie jos pritraukus kapsidinius baltymus (Mukherjee
etal., 2007).

Suformuoto PyV viriono i§¢jimo i§ 1gstelés mechanizmai taip pat iSlieka menkai suprasti
nepaisant intensyviy §ios srities tyrimy. Zinoma, kad BKPyV viriony i§¢jimui i§ branduolio ir
lastelés yra butinas Agno baltymas, kuris sgveikauja su a-SNAP baltymu, reguliuojanciu
vidulasteliniy membrany susiliejimo procesus, todél tai galimai leidZia virionams patekti | sekrecinj
kelig ir pasinaudoti juo iSeinant i$ lastelés (Panou et al., 2018). Tuo tarpu JCPyV Agno baltymas
gali jsiterpti ] membranas, padidinti plazminés membranos pralaiduma ir galimai skatini 1gstelés
lize, taip palengvindamas viriony i§¢jimg i§ lastelés (Suzuki et al., 2010). Vis d¢lto jo vaidmuo
Siame procese yra vertinamas priestaringai (Sariyer et al., 2011). Ekstralgstelinése puslelése aptikti
BKPyV (Handala et al., 2020) ir JCPyV (Love et al., 2019) virusai rodo, kad PyV gali palikti

lasteles ir nelitiniu buidu (Zr. 4 Pav.)

1.6 Poliomos virusy plitimo keliai, organy tropizmas ir sukeliamos ligos

Zmogaus poliomos virusai yra pladiai paplite populiacijoje. Jy pirminé infekcija dazniausiai
ivyksta vaikystéje ir jprastai yra besimptomé. PyV dazniausiai iSlieka organizme ilgg laika,
palaikomi labai zemo lygio replikacijos (White et al., 2013). Individuose, kuriy imuniné sistema yra

itin susilpnéjusi, pavyzdziui dél imunosuprésings terapijos, po inksty ar kauly ¢iulpy
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transplantacijos ar sergant ZIV/AIDS, PyV gali reaktyvuotis ir sukelti sunkius neurologinius,
nefrologinius ar onkologinius susirgimus (Pinto ir Dobson, 2014).

Iki Siol dar néra aiskiai zinoma, kaip PyV plinta, ta¢iau manoma, kad tai vyksta per tiesioginj
kontaktg su kitu zmogumi bei netiesiogiai: per acorozolj, fekalinj-oralinj kelia, uzkréstus pavirsSius,
maistg ir vandenj (Decaprio ir Garcea, 2013; Hirsch et al., 2014). PyV perdavimas tarp skirtingy
zinduoliy rasiy (zoonoz¢) yra laikomas itin retu reiskiniu (Tan et al., 2020; Kamminga et al., 2023),
kol kas patikimai parodytas tik tarp simpatrinése bendruomenése gyvenanciy SikSnosparniy (Carr et
al., 2017; Tan et al., 2020). Zmonése iki §iol jis nebuvo aiskiai parodytas, kas néra stebétina,
atsizvelgiant ] tai, kad dauguma PyV pasizymi labai stipria ko-evoliucija su savo Seimininkais

(Buck et al., 2016).

Iki Siol i§ skirtingy zmoniy méginiy yra nustatyta 15 PyV rasiy (13 i8 jy yra patvirtinti ICTV),
taciau néra aiSku ar visos jos i$ tiesy geba infekuoti Zzmogaus lasteles, nes kai kurie PyV galéjo biti
nustatyti dél uzkrato (Moens et al., 2020). Nepaisant to, kad skirtingy zmogaus PyV rii§iy virusiné
DNR gali biiti aptinkama jvairiuose organizmo audiniuose, pavyzdziui: inkstuose, §lapimo takuose,
limfoidiniuose audiniuose, centrinéje nervy sistemoje ir odoje (Imperiale ir Jiang, 2016; Houben et
al., 2022; Parajuli et al., 2024), produktyvi virusy replikacija vyksta tik tam tikro tipo lastelése
(HPyV biudingas lasteliy tipo tropizmas). JCPyV virusas produktyviai infekuoja oligodendrocitus
smegenyse (Valle ir Oviedo, 2019), BKPyV — inksty kanaléliy epitelio lasteles (An et al., 2019).
Néra tiksliai zinoma, kokias Igsteles in vivo produktyviai infekuoja MCPyV, tac¢iau remiantis in
vitro tyrimais, manoma, kad tai gali biiti odos fibroblastai, kadangi tik Siose Igstelése buvo
pademonstruota, jog MCPyV geba pilnai pereiti infekcinj cikla ir sudaryti infektyvius virionus
(Loke et al., 2022). Tuo tarpu kity gyviiny rasiy PyV, kaip peliy MPyV ir pauksciy APyV virusali,
pasizymi placiu audiniy tropizmu. Tokia $iy virusy savybe¢ buvo patvirtinta jvairiuose tyrimuose,
nes MPyV geba eksperimentinémis sglygomis sukelti véZj skirtinguose peliy organuose (Fisher et
al., 1983) bei in vitro produktyviai infekuoti jvairiy tipy pelés lasteles (Hornikova et al., 2015), o
APyV sugeba replikuotis ir formuoti virusines daleles skirtinguose pauks¢iy organuose (Ma et al.,

2019; Kim et al., 2022).

Geriausiai istirti HPyV yra: BKPyV, JCPyV ir MCPyV. Jie visi gali sukelti Zmonéms sunkias
ligas. Kiek Zinoma, i§ visy HPyV risiy, vienintelis MCPyV gali sukelti Zzmonéms vézj, konkreciai —
agresyvig Merkelio lasteliy karcinoma. Sio véZio mirtingumo rodiklis yra aukstas ir siekia 33-46 %,
0 iSgyvenamumas 5 mety laikotarpyje yra mazesnis negu 45 % (Bayer et al., 2020). Net 80 % $io

vézio atvejais MCPyV genomas yra integruotas j Seimininko genoming DNR, kas jprastai néra
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budinga PyV (Feng et al., 2008). BKPyV viruso reaktyvacijos atvejai dazniausiai nustatomi po
inksty arba kauly ¢iulpy transplantacijy, o tai atitinkamai gali lemti nefropatija ar hemoraginj cistita
(Zhou et al., 2023). Esant JCPyV reaktyvacijai, Sis gali sukelti retg ir mirting smegeny ligg -
progresuojancig daugiazidining leukoencefalopatija, kurios rizikos grupéje dazniausiai atsiduria
pacientai sergantys AIDS ar gydomi tam tikry monokloniniy antiktiny terapija (Diotti et al., 2013).
Dar vienas geriau zinomas HPyV — TSPyV sukelia retg odos liga, vadinama trichodysplasia
spinulosa, kurios pagrindiniai rizikos veiksniai yra organy transplantacija, imunosupresiné terapija

ir ZIV infekcija (Moore ir Rampton, 2023).

Tyrimai su imunodeficitinémis ir naujagimémis pelémis rodo, jog MPyV infekcija gali sukelti
naviky i$sivystyma, taciau natiiraliy infekcijy metu tai paprastai nevyksta (Gottlieb ir Villarreal et
al., 2001). Tuo tarpu pauksciuose, kaip ir zinduoliuose, PyV infekcija sveikuose suaugusiuose
individuose jprastai biina besimptomé, ta¢iau APyV infekcija jaunuose pauksciuose daznai gali
sukelti imig sisteminge liga, pasireiSkiancig jvairiy audiniy pazeidimais ir dideliu mirtingumu (Johne

ir Maller, 2007).

1.7 Poliomos virusy kilmé ir filogenezé

PyV ir jiems artimiausi PV virusai yra mazi, dvigrandziai DNR (dgDNR) virusai,
infekuojantys eukariotus ir pasizymintys panasia morfologija bei genomo organizacija, kuriai
bidingas ankstyvyjy ir vélyvyjy geny kodavimas. Siy virusy tiek kapsidiniai baltymai, turintys
supernantring ,,jelly-roll* struktiira, tiek uz replikacijg atsakingi baltymai yra homologiski
viengrandZiy DNR (vgDNR) virusy atitinkamiems baltymams, todél manoma, kad jie kilo 18
vgDNR virusy (Koonin et al., 2015). Iprastai VgDNR virusy baltymas, atliekantis genomo
replikacijos funkcija, yra sudarytas i§ S3H helikazés domeno ir riedancio rato replikacijos
iniciacijos endonukleazés domeno. Pastarajam domenui homologiska sritis, esanti PyV ir PV virusy
daugiadomeniame ir helikazés funkcijg atliekan¢iame baltyme, LTAg ir E1 atitinkamai, neturi
endonukleazés fermentinio aktyvumo (Koonin et al., 2015). Greiciausiai tai yra susije su virusy
evoliucija nuo vgDNR iki dgDNR genomy bei peré¢jimu nuo riedancio rato replikacijos prie
ziedinés dgDNR virusams biidingos ] ,,theta® panasios replikacijos (Koonin et al., 2015). Dar
viename tyrime iSkelta PyV kilmés hipoteze teigia, kad PyV gal¢jo kilti 1§ sudétingesniy meldvirusy
(vidutinio dydzio eukariotiniy linijinés dgDNR virusy) per kelis geny praradimo jvykius (Buck et

al., 2024). Tokia hipotezé buvo iSkelta remiantis tuo, kad nariuotakojy sekoskaitos duomenyse buvo
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aptiktos j PyV panaSios sekos, kuriose numanomo VP1 kapsidinio baltymo ORF koduoja

papildoma C-galo sritj, nebtdingg zinomiems PyV VP1 baltymams.

PyV infekcijos ilga laikg buvo siejamos tik su zinduoliais ir pauks¢iais, taciau per pastarajj
deSimtmet] naujausi tyrimai atskleidé, kad PyV yra aptinkami ir jvairiy Zuvy riiSyse (Buck et al.,
2016; Wen et al., 2016; Doorslaer et al., 2018) bei nariuotakojuose (Buck et al., 2016; Schmidlin et
al., 2021). I$ nariuotakojy, kol kas tik skorpionuose buvo nustatytos pilnos PyV genomy sekos su jy
jprasta genomo organizacija (Schmidlin et al., 2021), ta¢iau j PyV panasios sekos buvo aptiktos ir

vory bei vabzdziy viesai prieinamuose sekoskaitos duomenyse (Buck et al., 2016).

Iprastai zinduoliy ir pauk$¢iy PyV dydziai svyruoja tarp 4,7 kb ir 5,4 kb. Skorpionuose
aptikty PyV genomy dydziai yra panasiis arba Siek tiek didesni ir varijuoja tarp 5,4 kb ir 5,9 kb
(Schmidlin et al., 2021). Tuo tarpu Zuvyse aptikty PyV seky dydziai yra itin variabilgs ir svyruoja
nuo 3,9 kb iki 7,4 kb (Doorslaer et al., 2018). Tyrime su Rhynchobatus djiddensis gitarzuve buvo
aptiktas 3,9 kb PyV genomas, o in situ hibridizacijos metodu buvo aptiktas VVP1 signalas Zuvies
odos pazeidimuose, kas patvirtino aptikto PyV gebéjimg infekuoti zuvies lgsteles (Buck et al.,
2016). Zuvyse aptikti PyV jau oficialiai yra priskiriami atskiroms PyV ragims
(https://ictv.global/taxonomy), o nariuotakojuose rasti PyV — kol kas dar ne, kadangi, su jais atlikti
tyrimai apsiriboja tik PyV seky aptikimu PGR ir sekoskaitos metodais, kurie pilnai nejrodo PyV
infekcijos (Schmidlin et al., 2021).

Remiantis Doorslaer et al., (2018) tyrime atliktu seky palyginimu pagal penkiy Zuvyse aptikty
PyV LTAg ar. sekas, buvo nustatyta, kad zuvy PyV yra itin filogenetiskai nutolg tiek tarpusavyje,
tiek nuo amnioty PyV. Siame tyrime didZiausias panasumas tarp zuvy PyV sieké tik 46 %, nors
skirtingy PyV riisiy, priklausanciy tai paciai genciai, LTAg panasumas jprastai siekia apie 60 %, 0
maziausias — 47,8 % (Doorslaer et al., 2018). Be to, filogenetinés analizés, atliktos lyginant LTAg,
VPI ir VP2 sekas, rezultatai parod¢, kad i8siskiria trys pagrindinés filogenetinés Sakos — dvi Zuvy
PyV (vienoje — su eSerzuviy biiriu susij¢ PyV, kitoje — vienintelis gitarzuvés PyV) ir viena amnioty
PyV. Sie duomenys leidzia manyti, kad zuvy PyV galimai kinta grei¢iau nei amnioty PyV.
Minétame Doorslaer et al., (2018) tyrime taip pat buvo nustatytos nejprastos LTAg sekos eSerzuviy
PyV genomuose, kurios priesingai nei gitarzuviy PyV LTAg, neturi N-gale esancio J-domeno, o tai
rodo, kad $is domenas galéjo biiti prarastas vystantis eSerzuviy PyV evoliucinei linijai. Be to, buvo
parodyta, kad ne tik eSerzuvése nustatyty PyV, bet kartu ir gitarzuveje aptikto PyV LTAg seka
neturi konservatyvaus Rb baltymg suriSan¢io LXCXE motyvo, kas leidzia daryti prielaida, kad Sis

motyvas atsirado amnioty PyV, jiems atsiskyrus nuo zuvy PyV. Sia prielaida komplikuoja tai, kad
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skorpionuose aptikty PyV LTAg sekose buvo nustatytas tick J-domenas, tiek LXCXE motyvas
(Schmidlin et al., 2021). Viena galimy to interpretacijy galéty buti, kad skorpiony PyV jgijo LTAg
seka per rekombinacija su vienu i$ PyV protéviy. Dar vienas nejprastas Doorslaer et al., (2018)
tyrime nustatytas eSerzuviy ir gitarzuviy PyV bruozas, skiriantis juos nuo zinduoliy ir pauksciy
PyV, yra tai, kad $iy zuvy PyV genomuose néra aptinkamas sTAg ORF. Vis délto Sis bruozas néra
budingas visiems zuvy PyV, pavyzdziui, Raja clavata zuvyje aptikto PyV genome buvo nustatytas

numanomas sTAg genas (Abrantes et al., 2023).

Skorpionuose nustatyti astuoni PyV yra tarpusavyje pakankamai filogenetiskai artimi - jy
LTAg ar. seky identiSkumas virsija 80 % (Schmidlin et al., 2021). Tuo tarpu, palyginus su kitomis
zinomomis PyV rusimis, jie yra stipriai filogenetiskai nutol¢ — LTAg identiSkumas siekia tik 25—
31 % (Schmidlin et al., 2021). Siame tyrime taip pat buvo nustatyta, kad daugumai skorpionuose
aptikty PyV genomy yra buidingas trumpas, ] ALTO panasus ORF. Toks trumpas ALTO ORF taip
pat buvo nustatytas ir dar viename PyV, aptiktame parduotuvéje jsigytoje aviy mésoje (Buck et al.,
2016). Kita vertus, pilno ilgio ALTO ORF, kiek zinoma, yra aptinkamas tik Alfapoliomos virusy
gentyje (Meijden ir Fetkamp, 2018), kuriai priklauso jvairiy zinduoliy PyV. Sie duomenys leidzia
manyti, kad | ALTO panaSus genas galéjo priklausyti ankstyvoms PyV evoliucinéms linijoms, o

véliau kai kuriose pakisti arba biiti prarastas.

ISskirtinai pauk$c¢iy PyV biidingas VP4 genas néra aptinkamas nei zinduoliy nei kity gyviny
PyV evoliucinése linijose (https://ictv.global/taxonomy). Jis néra homologiskas nei zinduoliy Agno
baltymui (Johne ir Miller, 2001), nei SV40 VP4 baltymui (Shen et al., 2011). Taip pat pauksciy ir
zinduoliy PyV skiriasi tuo, kad pauksc¢iy PyV sTAg neturi konservatyvaus cisteiny motyvo,
koordinuojanéio geleZies-sieros klasterius. Sis motyvas MCPyV sTAg baltymuose reikalingas
virusinés DNR replikacijos aktyvacijoje (Tsang et al., 2016). Be to, Buck et al. (2016) tyrime buvo
parodyta, kad zuvy PyV LXCXE motyvas yra i$sidéstes tiek sTAg, tiek LTAg N-gale, kur jy sekos
persidengia, tuo tarpu Zinduoliy PyV §is motyvas yra tik LTAg antro egzono srityje. Toks
pastebéjimas leidzia manyti, kad pauksciy ir Zinduoliy sTAg geny evoliuciné kilmé gali biti

skirtinga.

1.8 Poliomos virusy evoliucijos modelis
Dauguma tyrimy, nagrinéjanciy PyV evoliucijg, rodo, kad §ie virusai paprastai yra
Seimininkui specifiski. Nepaisant to, vien griezto viruso ir $eimininko ko-divergencijos modelio
nepakanka PyV evoliucijos paaiSkinimui (Krumbholz et al., 2009; Tao et al., 2013; Buck et al.,
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2016). Vis daugiau rezultaty atskleidzia, kad tokie procesai kaip: rekombinacija (Buck et al., 2016),
evoliuciniy linijy duplikacijos (angl. lineage duplication) (Moens et al., 2017; Ehlers et al., 2019),
Seimininko keitimas (angl. host switching) (Buck et al., 2016; Carr et al., 2017; Tan et al., 2020) ir
nepilny evoliuciniy linijy atranka (ILS, angl. Incomplete Lineage Sorting) (Moens et al., 2017;
Aghebatrafat et al. 2023) taip pat gali prisidéti prie PyV evoliucijos. Buck et al. (2016) tyrime
teigiama, kad zinduoliy PyV filogenija yra panasi i jy naujai pasiiilyta divergencijos Seimininko
viduje (angl. intra host divergence) modelj (zr. 5A Pav.). Pagal §j modelj zinduoliy PyV kinta ir
atsiskiria j skirtingas evoliucines linijas grei¢iau nei jy Seimininky rusys, todél net ir skirtingose
filogenetinése Sakose esantys PyV gali infekuoti ta patj $eimininka (Zr. 5A Pav.). Sis modelis
nenumato virusy perSokimo j kita, nuo Seimininko nutolusig gyviino rii§j, taciau jis galéty paaiskinti
virusy perSokimg tarp giminingy Seimininko rasiy/portsiy. Véliau Tan et al. (2020) tyrime buvo
pasitilytas $io modelio modifikuotas variantas, kuris atsizvelgia j retai vykstan¢ius virusy
perSokimus tarp nutolusiy Seimininky rtsiy (zr. 5B Pav.). Toks pasitlytas modelis remiasi gautais
didelés apimties SikSnosparniy tyrimo (n = 1083) duomenimis, kuriy analiz¢ atskleidé tris PyV
persokimo jvykius tarp trijy skirtingy $ikSnosparniy Seimy, gyvenanéiy simpatrinése (angl.
sympatric) bendruoménese. Svarbu paminéti, kad Siame tyrime taip pat buvo nustatyta, jog
nepaisant to, kad artimose Rhinolophidae seimos Sik$nosparniy risyse nustatyti PyV tarpusavyje
pasizyméjo dideliu genomo identiSkumu (85-90 %) ir filogenetinése analizése klasterizavosi $alia,
vis délto $i analizé atskleidé, kad jiems buvo budingas stiprus viruso-§eimininko ko-divergencijos, o
ne Seimininko pakeitimo, signalas. Tai rodo, kad net ir didelj identiSkuma turinéiy PyV, nustatyty
artimoje aplinkoje gyvenanciy giminingy gyviny rusyse, potencialas keisti $eimininkg yra labai
mazas. Be §io Tan et al. (2020) ir kito SikSnosparniy PyV tyrimo (Carr et al., 2017), kuriame
pateikti duomenys leidZia manyti apie jvykusj PyV Seimininko keitimg tarp giminingy
SikSnosparniy riisiy, dauguma kity zinduoliuose atlikty tyrimy, nagringjusiy §j procesa, nepateikia
tvirty, Seimininko keitimg pagrindzianc¢iy jrodymy (Losada et al., 2006) arba pateikia rezultatus,
kurie prieStarauja anksciau darytai prielaidai apie jo buvimg (Moens et al., 2013; Leendertz et al.,
2011; Madinda et al., 2016). Tai, kad Zinduoliy poliomos virusuose Seimininko keitimas yra retas
reiSkinys papildo ir tai, kad nors ir 20 amzZiaus viduryje milijonai Zmoniy buvo vakcinuoti su
bezdzioniy SV40 PyV uZkréstomis vakcinomis pries§ poliovirusus, taciau véliau nebuvo nustatyta
jokiy jtikinamy jrodymy apie Sio viruso sukeltas Zmoniy ligas ir apie jo perdavimg tarp Zmoniy
(Bouvard et al., 2012). Skirtingai nuo zinduoliy PyV, pauks¢iy APyV virusas gali infekuoti jvairias

pauksciy rasis. Vis délto visi iki Siol uzfiksuoti Sio viruso perdavimai tarp skirtingy pauksciy raisiy
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buvo nustatyti tik nelaisvéje laikomuose pauksciuose, tod¢l lieka neaisSku kokig reikSme Sis procesas

turi paukscéiy PyV evoliucijai natiiralioje gamtoje (Buck et al., 2016).

Modifikuotame A)
modelyje jtraukiamas
retas Seimininko keitimas

Divergencijos $eimininko
viduje modelis

5 Pav. Zinduoliy poliomos virusy divergencijos $eimininko viduje evoliucijos modelis su retais
Seimininko keitimo jvykiais

A) Buck et al., (2016) tyrimo pasitilytas divergencijos Seimininko viduje modelis, gerai atspindintis
zinduoliy PyV filogenija. VirSutingje dalyje pavaizduota zinduoliy PyV evoliucija, besitgsianti po
PyV atsiskyrimo nuo Zuvy. Apatiné dalis atspindi tikéting Zinduoliy PyV filogenija. B) Tan et al.
(2020) tyrime pasitulyta A) modelio modifikacija, jtraukianti ir retai pasitaikanc¢ius Seimininko
keitimo jvykius. Redaguota su Biorender.com pagal Buck et al., 2016.

Be Seimininko keitimo, manoma, kad rekombinacija taip pat galéjo prisidéti prie PyV
evoliucijos. Apie tai galima spresti pagal atliktas filogenetines analizes su jvairiy PyV LTAg ir VP1
ar. sekomis, pagal kurias kai kurios PyV rasys grupuojasi skirtingose filogenetinése Sakose (Buck et
al. 2016). Pavyzdziui, Torres (2020) tyrimo filogenetingje analizéje pagal PyV LTAg ar. sekas,
Gamapoliomos virusy gentj sudarantys pauksciy PyV sudarée atskirg filogeneting Saka, o pagal VP1
sekas — grupavosi su Betapoliomos virusais (Torres, 2020). Remiantis tokiu skirtingu PyV
grupavimusi, Buck et al. (2016) tyrime teigiama, kad kai kurios PyV rasys galéjo atsirasti po seny
rekombinacijos jvykiy tarp evoliuciskai tolimy PyV linijy.

Galimy rekombinacijos pavyzdziy tarp PyV ir kity virusy Seimy seky taip pat yra nustatyta.
Pavyzdziui, Perameles bougainville bandikutuose buvo nustatytas 7,3 kb dydzio BPCV1 virusas,

koduojantis numanomus papilomos virusy L1 ir L2 struktiirinius baltymus bei numanomus

33



poliomos virusy ankstyvuosius LTAg ir sTAg baltymus (Woolford et al., 2007). Be to, naujai
pripazintos Adomavirusy Seimos virusai, kurie yra aptinkami skirtingose zuvy riiSyse, koduoja PyV

tipo LTAg helikaze ir adenovirusy tipo strukttrinius baltymus (Welch et al., 2020).

Manoma, kad evoliuciniy linijy duplikacija taip pat galé€jo prisidéti prie PyV Seimos
evoliucijos. Apie tai galéty liudyti duomenys, kad 13 pripazinty Zzmogaus PyV rusiy priklauso net
trims i§ astuoniy PyV genciy (https://ictv.global/taxonomy). Be to, Sio proceso reikSminguma
atsispindi ir LTAg ar. seky pagrindu atliktos filogenetinés analizes, kuriose kai kurios primaty:
Zzmoniy ir Simpanziy, bei SikSnosparniy PyV rusys iSsidésto skirtingose evoliucinése linijose (pvz:

Moens et al., 2017).

Skirtinguose tyrimuose atliktos PyV filogenetinés analizés beveik niekada nenaudoja
modeliy, kurie leisty atsizvelgti j ILS. Siam sudétingam evoliuciniam mechanizmui aptikti
reikalingi specializuoti modeliai, o nustatyta PyV riiSiy jvairové daznai néra pakankama, kad biity
patikimai jvertinta ILS jtaka. Viename i$ tyrimy (Aghebatrafat et al., 2023), kuriame ILS
mechanizmas buvo jtrauktas j analizg, buvo tiriama tik viename paciente nustatyto NJPyV (angl.
New Jersey Polyomavirus) ir jam artimy virusy evoliuciné istorija didziosiose zmogbezdZzionése.
Sio tyrimo molekulinio laikrodZio analizés rezultatai parodé, kad modeliai, darantys prielaidg apie
ILS, ko-divergencija ir virusy perSokima i§ gorily j zmones, pasizyméjo panaSiomis tikimybémis,
taciau jos buvo mazesnés nei modelio, kuris remiasi PyV perSokimu i§ Zmoniy j gorilas. Galbut
did¢jant naujy PyV aptikimui ir jvairovei, ateities tyrimai leis patikimai jvertinti kiek ILS turéjo

itakos PyV evoliucijai.

1.9 Poliomos virusy serologiniai tyrimai

PyV infekcijy epidemiologijai tirti naudojami serologiniai metodai, kadangi jie leidZia
identifikuoti ir praeityje jvykusig virusy infekcija, konkreciai — kraujyje cirkuliuojancius antikiinus,
susidariusius prie§ PyV baltymus. Ankstyvieji tyrimai (tarp 1970-yjy ir 1990-yjy) Siems tyrimams
naudojo hemagliutinacijos inhibicijos (HAI) metoda (Gardner 1973). Sis metodas remiasi kraujo
serume esanciy anti-PyV antiktiny prisijungimu prie PyV viriony, dél ko pastarieji nebegali sukelti
eritrocity hemagliutinacijos. Véliau HAI tyrimuose virionus pakeité PyV VPD (Shin ir Folk, 2003).
Vienas i§ didziausiy HAI metodo ribotumy yra tai, kad kai kuriy PyV, pavyzdziui, WUPyV (angl.

Washington University Polyomavirus) ir HPyV6, VPD neturi hemagliutinacijos aktyvumo, o tai,
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manoma, gali biiti susij¢ su tuo, kad Sie virusai naudoja kitokius receptorius prisijungimui prie

lasteliy (Norkiené et al., 2015).

Nuo 2000-yjy PyV serologiniams tyrimams placiau pradétas taikyti imunofermentinés
analizés (IFA) metodas. Jis pasizymi didesniu jautrumu (Bodaghi et al., 2009) bei galimybe aptikti
antik@inus ir prie$ tuos PyV, kurie nepasizymi hemagliutinacijos aktyvumu. IFA tyrimuose kaip
antigenai daznai naudojamos rekombinantiniu biidu susintetintos PyV VPD, susiformuojancios i$
savaime tarpusavyje susirenkanciy VP1 baltymy, sudaran¢iy visa kapsidés iSorinj sluoksnj. Bodaghi
et al., 2009 tyrime buvo parodyta, kad padengus IFA ploksteles VPD, signalas buina jautresnis ir
specifiskesnis nei naudojant VP1 monomerus ar pentamerus, nes VPD leidzia antikiinams jungtis ir

prie ty epitopy, kurie natiiralios infekcijos metu yra prieinami viriono pavirsiuje.

Pagal ICTV $iuo metu patvirtinta 13 HPyV riiSiy, tac¢iau gali biti, kad ne visi i$ jy yra
Zmogaus patogenai. Neseniai vienas serologinis tyrimas parodé, kad LIPyV (angl. Lyon IARC PyV),
1§ pradziy identifikuotas zmogaus méginiuose, greiciausiai yra kaciy PyV, nes jo seroteigiamy

méginiy dalis katése sieké net 92,5 %, o zmonése tik 2,3 % (Kamminga et al., 2023).

Skirtingose zmoniy populiacijose atlikti Seroepidemiologiniai tyrimai rodo, kad daugumos
HPyV risiy seroteigiamumas suaugusiuose zmoneése yra aukstas (50-95+%), mazumos (LIPyV ir
HPyV9) — Zemas/zemesnis (5-19 %), 0 NJPyV — labai skirtingas jvairiose zmoniy populiacijose (2—
58 %) (Kean et al., 2009; Gossai et al., 2015; Kamminga et al., 2018; Gaboriaud et al., 2018; Zhou
etal., 2019; Laine et al., 2023). Kai kuriy HPyV, pavyzdziui, JCPyV, MCPyV ir HPyV7
seroteigiamumas reikSmingai didéja su amziumi (Gossai et al., 2015). Be to, didelé dalis
suaugusiyjy yra seroteigiami kelioms HPyV rii§ims: JAV atliktame serologijos tyrime buvo
nustatyta, kad 1§ 10 analizuoty HPyV, suaugusiyjy seroteigiamumo mediana buvo septyniooms

HPyV rasims (Gossai et al., 2015).

Kai kuriy HPyV rasiy VP1 baltymai pasizymi aukstu ar. seky identiskumu, todél potencialiai
gali susidaryti kryZzmiSkai reaguojantys antikiinai, kurie gali iSkreipti serologiniy tyrimy duomenis.
Pavyzdziui, keliuose tyrimuose yra parodyta, kad Zmogaus kraujo serumo meéginiuose esantys
antikiinai kryzmiskai reaguoja su HPyV6 ir HPyV7 VPD antigenais (VP1 ar. identiSkumas 69 %)
(Nicol et al., 2013; Norkien¢, 2018). Pastarajame tyrime (Norkiené, 2018) zmogaus serumo
meéginiuose esan¢iy antikiiny kryZminis aktyvumas taip pat buvo nustatytas ir pries JCPyV ir
BKPyV (VP1 ar. identiSkumas 78 %), HPyV9 ir HPyV10 (VP1 ar. identiskumas 51 %) bei WUPyV
ir KIPyV (VP1 ar. identiskumas 66 %) VPD.
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1.10 ] poliomos virusus panasiy daleliy sintezeé

VPD dydis, forma, antigeniSkumas ir imunogeniskumas daznai yra panasiis ar beveik
identiski virionams (Kim Hyoung Jin ir Kim Hong-Jin, 2017). D¢l $iy savybiy VPD pritaikomos
jvairiems tikslams - virusy diagnostikai, kaip modeliai viruso struktiiriniy baltymy susirinkimo,
pavirSiaus antigeniSkumo ir Igsteliy tropizmo tyrimams bei vakciny karimui (Teunissen et al.,
2013). Be to, VPD laikomos perspektyviais neSikliais geny terapijai ir terapiniy junginiy
pristatymui j lasteles (Teunissen et al., 2013). Raiskos sistemos pasirinkimas VPD sintezei
priklauso nuo daugelio veiksniy, pavyzdZziui nuo planuojamo panaudojimo tikslo, VPD struktiiros
sudétingumo ir kapsidiniy baltymy savybiy, poreikio potransliacinéms modifikacijoms, sintezés
iSeigos ir kainos (Nooraei et al., 2021; Hortala et al., 2024). Siame skyrelyje bus aptariama tik ta
informacija, kuri aktuali PyV VPD sintezei, ypa¢ struktiiriniy kapsidés baltymy susirinkimo

tyrimams ir VPD panaudojimui serologijoje.

IS tyrimy yra zinoma, kad virusy, kuriy kapsidés yra be apvalkalélio bei kurias sudaro vienas
ar du struktiiriniai baltymai, VPD daleliy sintezei gali biiti sékmingai panaudota ir bakterijy sistema
(Fuenmayor et al., 2017). Ja rinktis pageidautina dél mazos produkcijos kainos, greito Igsteliy
augimo, auksto rekombinantiniy baltymy raiskos lygio ir lengvo baltymy gamybos masto didinimo
(Fuenmayor et al., 2017). Tyrimai, kuriuose buvo atlikta skirtingy PyV VP1 baltymy raiska E. coli
bakterijose, rodo, kad jy gebéjimas in vivo susirinkti } VPD yra skirtingas. PavyzdZiui, nustatyta,
kad MPyV (Salunke et al., 1989), APyV (Rodgers et al., 1994, MCPyV (Erickson et al., 2009) ir
SV40 (Luo et al., 2016) VP1 baltymai E. coli bakterijose formuodavo tik VP1 pentamerus, bet ne
VPD. Tuo tarpu kol kas tik su JCPyV (Ou et al., 1999 ) ir HaPyV (Voronkova et al., 2007) VP1
baltymais yra parodyta, kad Sie geba formuoti VPD bakterijose. Tai rodo, kad bent kai kuriy PyV
VPD susirinkimui i§ VP1 baltymy néra bitina eukariotiné lgsteliy aplinka (pvz. atliekamos
potransliacinés modifikacijos, disulfidiniy tilteliy formavimas ir eukarioty Saperonai), taciau tyrimai
rodo, kad disulfidiniy tilteliy formavimas padidina VPD stabilumg (Ishizu et al., 2001; Nilsson et
al., 2005).

Skirtingai nuo bakterijy raiskos sistemos, mielése daugumos iki siol tirty PyV VP1 baltymy
geba susirinkti ] VPD. Be to, $i raiskos sistema pasizymi panasiais privalumais kaip ir bakterijos:
pigus kultivavimas, reliatyviai greitas lgsteliy augimas, didelé VPD iSeiga ir galimybe didinti VPD
gamybos mastg. (Fuenmayor et al., 2017). Mieléms taip pat biidingi ir unikaldis privalumai — joms
suteiktas GRAS (angl. Generally Recognized As Safe) statusas ir jos pasiZymi maZza atsitiktiniy

veiksniy (angl. adventitious agents) uzterSimo rizika (Kim Hyoung Jin ir Kim Hong-Jin, 2017), kas
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yra svarbu diagnostikai skirty VPD antigeny kokybei ir patikimumui. Tyrimai su skirtingy PyV
VP1 raiska mielése rodo, kad susiformuojanc¢iy VPD dydis ir jy populiacijos homogeniskumas gali
skirtis. Pavyzdziui, Norkiené¢ et al. (2015) tyrime atlikus 11 skirtingy HPyV VP1 raiska S.
cerevisiae mielése, nustaté, kad MCPyV, TSPyV ir NJPyV VP1 susirinko j daugmaz
homogeniskas, 45-50 nm dydzio VPD daleles, o kity PyV VP1 formavo heterogeniskas VPD
populiacijas: HPyV7, HPyV9, HPyV10 ir STLPyV VP1 daugiausia formavo 40-50 nm, o KIPyV,
WUPyV ir HPyV6 — daugiausia 25-35 nm dydzio VPD daleles. Grauziky poliomos virusy HaPyV
ir MPyV VP1 baltymai taip pat formuoja VPD S.cerevisiae mielése ir jie daugiausia susirenka j
homogeniskas 45-50 nm dydzio daleles (Sasnauskas et al., 2003). Lyginant mieliy ir vabzdziy
lasteliy raiskos sistemas, abiejose HPyV6 VP1 daugiausia formavo mazesnio dydzio VPD
populiacijas (Nicol et al., 2013). Tuo tarpu HPyV9 atveju mielése VP1 daugiausia formavo jprasto
dydzio VPD, o vabzdziy lastelése — mazesnio dydzio VPD daleles (Nicol et al., 2013).
Heterogenisko dydzio VPD susiformavimas buvo parodytas net ir 293TT Zmogaus lasteliy linijoje,
kurioje buvo atlikta HPyV6 ir HPyV7 VP1 baltymy raiska (Schowalter et al., 2010). Iki Siol dar
néra aiSku kodél skirtingy PyV rasiy VP1 baltymai pasizymi skirtingu efektyvumu susirenkant j
normalaus dydzio VPD, taciau tikétina, kad tai priklauso tiek nuo raiSkos sistemy vidulgstelinés
aplinkos (Johne ir Mdller, 2004; Simon et al., 2014), besiskirian¢ios nuo natiiraliy Seimininko
lasteliy, tiek nuo PyV VP1 baltymy sekos (Johne ir Miiller, 2004; Norkiené, 2018) ir jos struktiiros
ypatumy (Nilsson et al., 2005). Pavyzdziui, WUPyV VP1 S. cerevisiae mielése daugiausia
susirenka j 25-35 nm VPD, taciau buvo parodyta, kad pakeitus jo VP1 NLS seka  stipresng, t.y.
jvedus VP1 N-galo sekoje keleta mutacijy, normalaus dydzio VPD formavimosi efektyvumas
iSaugo net apie 28 kartus (Norkiené, 2018). Tuo tarpu skirtingas APyV struktiiriniy baltymy
geb¢jimas formuoti VPD daleles skirtingose eukariotiniy lgsteliy raiskos sistemose parodo
vidulastelinés aplinkos svarba. Sasnauskas et al (2003) tyrime APyV VPD susiformavo vien tik i§
VP1 baltymy S. cerevisiae mieliy raiSkos sistemoje, o visty embrioninése lgstelése APyV VPD
formavosi tik tuomet, kai VP1 galéjo patekti j branduolj — tai buvo pasiekta arba atlikus natyvaus
VP1 ko-raiska su VP3 arba pakeitus VP1 NLS seka j stipresng (Johne ir Muller, 2004). Tuo tarpu
vabzdziy lgstelése, net ir atlikus VP1 ko-raiskg su VP2 ir VP3 baltymais bei jiems patekus }
branduolj, APyV VPD vis tiek nesiformavo (An et al., 1999). Manoma, kad toks VVP1 baltymy
gebéjimas formuoti VPD gali priklausyti ir nuo vidulgstelinés kalcio koncentracijos ir VP1 sgveikos

su lgsteliniais veiksniais, pavyzdziui $aperonais ir importinais (Johne ir Miller, 2004).

Ivairiy PyV VPI baltymai vabzdziy-bakulovirusy raiskos sistemoje, kaip ir mielése,
dazniausiai s€¢kmingai formuoja VPD, taciau vabzdziy lgstelése VPD sintez¢ reikalauja daugiau
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laiko, kultivavimas yra sudétingesnis ir brangesnis, o bakulovirusai kelia papildomg VPD kokybés
rizikg (Kim Hyoung Jin ir Kim Hong-Jin, 2017). Tuo tarpu zinduoliy lgstelés labai retai
naudojamos PyV VPD sintezei, nes Siam tikslui pakanka kity, paprastesniy raiskos sistemy
(Teunissen et al., 2013).
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2. Medziagos ir metodai

2.1 Bioinformatiné analizé

AagraPyV ORF buvo anotuoti pagal rastas giminingas sekas naudojant BLAST (Camacho et
al., 2009) ir HHpred jrankj (Zimmermann et al., 2018). Numanomo VP1 ORF splaisingo vietos
buvo prognozuotos su ASSP internetiniu jrankiu (Wang ir Marin, 2006). Baltymy struktiry
modeliavimui naudotas AlphaFold jrankis (Jumper et al., 2021). Struktairos vizualizuotos su
PyMOL programa (Schrddinger, 2010). AagraPyV genomo seky nukleotidy, ORF koduojamy
LTAg, VP1, VP2 ir Dagno aminorigsciy (ar.) seky poriniai palyginiai buvo atlikti naudojant
Sequence Demarcation Tool (SDT) programa (1.2 versija), MAFFT algoritma (Mubhire et al., 2014).
Numanomo VP1 ar. seky poriniai palyginiai vizualizuoti su Benchling programa
(https://benchling.com/). Numanomy baltymy seky domeny prognozavimui naudotas InterPro
(Blum et al., 2024) ir ScanProsite jrankis (Sigrist et al., 2012), pastarasis taip pat naudotas ir
baltymy motyvy prognozavimui. WoLF PSORT jrankis (Horton et al., 2007) naudotas NLS seky
prognozavimui. Numanomo VP2 N-miristilinimo motyvo prognozavimui naudotas Expasy jrankis
(Bologna et al, 2004).

2.2 Bakterijy ir mieliy kamienai

e E. coli DH5a F-gyrA96 (Nalr) recAl relAl endAl thi-1 hsdR17 (rk-mk™ ) ginV44 deoR A(lacZYA-
argF)u169 [ 80dA(lacZ)M15] (EGIS kolekcija).

e E. coli GM119 F- dam-3 dcm-6 lacY1 galK2 galT22 tonA31 tsx-78 supE44 mtl-1(thi-1) (EGIS
kolekcija).

e S. cerevisiae 214c (a, his4, leu2) (EGIS kolekcija).

e S. cerevisiae 214c-Apep4 (a, his4, leu2, Apep4) (EGIS kolekcija). Sis kamienas naudotas

tolimesniuose ir didZiojoje daugumoje tyrimy. Jo kamieno lgstelése iSveiklintas PEP4 genas, kuris
koduoja pagrindine vakuoling proteaze — aspartato proteazg A, atsakinga uz kity vakuoliniy
proteaziy pirmtaky brendimg ir aktyvinimg (Woolford et al., 1986). Jos i§veiklinimas S. cerevisiae
mielése gali zenkliai padidinti kai kuriy rekombinantiniy baltymy iSeigas (Sander et al., 1994;
Tomimoto et al., 2013).
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2.3 Plazmidés

e pJET1.2/blunt — bakterijy klonavimo vektorius (Thermo Fisher Scientific Baltics #K1231).

e pJET1.2-MarPyV2-sTAg — pJET1.2 klonavimo vektorius su jterpta paprastojo peléno — Microtus
arvalis polyomavirus 2 (MarPyV2) sTAg geno seka (EGIS kolekcija).

e pFX7 — mieliy raiskos vektorius, turintis galaktoze indukuojamg GAL10 geno promotoriy (EGIS
kolekcija).

o pFEX7-CalPyV-VP1 — pFX7 raiskos vektorius su jterpta rudojo peléno — Clethrionomys glareolus

polyomavirus (CglPyV) VP1 geno seka po GAL10 geno promotoriumi (EGIS kolekcija).
e pFGG3 — mieliy ko-raiskos vektorius, turintis galaktoze indukuojamus GAL7 ir GAL10 geny
promotorius (EGIS kolekcija).

2.4 Plazmidziy konstravimas

Plazmidziy konstravimui buvo naudojami ,,Thermo Fisher Scientific Baltics* fermentai,
buferiniai tirpalai, kiti cheminiai komponentai (nebent jvardinta kitaip), DNR i$skyrimo rinkiniai, 0

reakcijos atliekamos pagal gamintojo rekomendacijas.

AagraPyV genomo seky (zr. 2.5) ir ORF padauginimui (zr. 3.3.2) buvo naudojama ,,Phusion
High-Fidelity* polimerazg, o ,,DreamTaq" — diagnostinei PGR (zr. 2.5) ir bakterijy kolonijy PGR,
pastargja siekiant atrinkti bakterijy transformantus, turin¢ius jterptas AagraPyV genomo sekas ar
tinkamai jterptus klonuojamus fragmentus plazmidiniuose vektoriuose (pradmenys ir jy
panaudojimo tikslai — zr. 2.1 lentelg). Sioms reakcijoms buvo naudojami atitinkami ,,Phusion Green
HF* arba ,,DreamTaq Green* buferiniai tirpalai bei paruosti ANTP miSiniai. PGR buvo atliekama

»MiniAmp Plus“ (Applied Biosystems) arba ,,T-Personal® (Biometra) termocikleriuose.

2.1 lentelé. Naudoty pradmeny sekos ir ju panaudojimo tikslai

Pradmuo Pradmens 5°-3° seka Panaudojimo tikslas

LTAg-F4 AGGATTCGGACTATAATGAC
LTAQ-R3 TTTTCCCTCTGGTCATC

Diagnostiné PGR AagraPyV paplitimui

Diagnostinio fragmento, Dagno-1 ir Dagno2

pJET1.2-F CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC ORF sekoskaitai

E. coli kolonijy, turin¢iy pJET1.2 vektoriuje
jterpta AagraPyV genomo seka, atrankai.

pJET1.2-R AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG VP1-Pilnasl, VP1-Pilnas2 ir numanomo

VP2 ORF sekoskaitai.
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Pradmuo Pradmens 5°-3¢ seka Panaudojimo tikslas
LTAg-F3 TGCTAAAATATTTATTCATTTAAGTG | ~agraPyV genoan_Il_; Apga_dsgg‘mmul kartu su
LTAg-F1 CTGGACGGACATATGGAAGTTCAG L
AagraPyV genomy padauginimui.
LTAg-R1 ATGGTCACGAAGGTCATCAAGG
LTAg-F5 GCCGGTAAGTGTTTCGC L
AagraPyV genomy padauginimui.
LTAg-R5 ACGGCGATTATTAGATGACC
VP1-Plnasl ORF padauginimui.
VP1-ATGX-F1 CTCTAGAATGTCTTGTCAGGAGTC

VP1-STOPX-R1

GCCTCTAGAAATTATTCAGGTTTTG
G

E. coli kolonijy, turiné¢iy pFX7 raiskos
vektoriuose tinkamai jterptg VP1-930 arba
VP1-1168 varianta, atrankai (kartu su PYK-
F), bei — turin¢iy pFGG3 ko-raiskos
vektoriuje tinkamai jterpta VP1-930
varianta, atrankai (kartu su PGK3-F).

VP1-930D-Aar-R

CTTCACCTGCACTCTTAGTTTATCAC
AAACTTCCC

VP1-1295Ac-Aar-F

CTTCACCTGCCTAGCTAATTGTTATG
ATATTG

pFX7-VP1-930 konstravimui i§ pFX7-VP1-
Pilnasl.
pFX7-VP1-1168 konstravimui (kartu su
VP1-1168D-Aar-R).

VP1-1168D-Aar-R

CTTCACCTGCACTCTTAGTTTATCAC
AAACTTCCC

pFX7-VP1-1168 konstravimui i§ pFX7-
VP1-Pilnasl.
E. coli kolonijy atrankai (kartu su PYK-F —
zr. jo panaudojima su VP1-Pilnasl ir VP1-
Pilnas2 ORF).

VP1-ATGB-D3

GGACTAGTATGTCGTGTCAGGAATC

VP1-STOPB-R3

GGACTAGTATTAAGGTTTTGGAACA
TGAC

VP1-Pilnas2 ORF padauginimui.

VP2-ATGB-F

GGACTAGTATGGGTGGGGTCATCGC

VP2-STOPB2-R

GGACTAGTTTACCGCACTCGTTTAG

Numanomo VP2 ORF padauginimui.

TCG
AGTCTAGAATGTTCCAAAACCTGAA | Dagno-1 ORF padauginimui (kartu Dagno-
Dagno-ATGX-F TAATTTC STOPX-R).

Dagno-ATG2X-F

GATCTAGAATGGAAAGCAAGTGGA
TTC

Dagno-2-1 ORF padauginimui (kartu su
Dagno-STOPX-R).

Dagno-STOPX-R

GATCTAGATTATTTGGTCATTTCATC
TTGTG

E. coli kolonijy atrankai (kartu su PYK- F —
zr. jo panaudojima su Dagno-1 ir Dagno-2

genais).
PGK3-F TCCTTACCTTCCAATAATTCC E. coli kolonijy atraFr;:lL()ai (zr. VP1-STOPX-
PYK-F CTCTTTTTCATATTCATTCTTTTTCAT | E_ coli kolonijy, turinéiy pFGG3-VP1-930
CCTTTG ko-raiskos vektoriuje tinkamai jterpta VP1-
Pilnasl, VP1-Pilnas2, Dagno-1 arba Dagno-
2 ORF, atrankai.
PYK-R CGGATAAGAAAGCAACACCTGGC

VP1-930 ir VP1-1168 ORF sekoskaitai.
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Padauginti AagraPyV genomai ir ORF, diagnostiniai fragmentai ir restrikcijos reakcijy
produktai buvo gryninami su ,,GeneJET PCR Purification Kit“ rinkiniu arba po DNR elektroforezés
iSpjaunami i§ gelio ir i§skiriami su ,,GeneJET Gel Extraction Kit* rinkiniu. ISgryninty diagnostiniy
fragmenty galai pries klonavima buvo paveikiami egzonukleaziy misiniu i$ ,,CloneJET PCR

Cloning Kit* rinkinio.

Plazmidiniy vektoriy defosforilinimas buvo atlickamas su FastAP Sarmine fosfataze. DNR

susiuvimo reakcijoms buvo naudojama T4 DNR ligazé ir T4 ligazés buferinis tirpalas.

DNR elektroforezé buvo atlickama 0,8 % agarozés geliuose (su 0,2 pug/mL etidzio bromido),
panardintuose TAE buferiniame tirpale, 20-30 min., 10 V/cm elektriniame lauke, o geliai véliau

analizuoti naudojant ,,GelDoc Go* (Bio-Rad) ultravioleto transiliuminatoriy.

Plazmidiniai vektoriai buvo transformuojami j i§ anksto paruostas ir —80 °C temperatiiroje
uzsaldytas kompetentines E. coli DH5a arba GM119 Igsteles. DH5a Igstelés buvo naudojamos
plazmidiniams vektoriams padauginti po susiuvimo reakcijy, o GM119 Igstelés — Dam
metiltransferazés nemetilintai plazmidinei DNR gauti, kad ja buty galima karpyti su Xbal
restrikcijos endonukleaze (RE), kadangi $io fermento atpazinimo vieta persidengia su Dam
metilinimo sritimi. Transformacijai 90 uL bakterijy suspensijos buvo sumaiSoma su 10 uL DNR
fragmenty susiuvimo misinio, laikoma 30 min. lede, tuomet 2 min. 42 °C temperattiros vandens
termostate, 0 po to vél 2 min. lede. Véliau bakterijy lagstelés buvo i$séjamos ant agarizuotos LB
terpés su 50 ug/mL ampicilino ir auginamos per naktj 37 °C temperatiiroje. UZaugusios bakterijos
buvo perséjamos ] mégintuvélius su 5 mL skystos LB terpés, turin¢ios 30 pg/mL ampicilino ir
auginamos 14—18 val. 37 °C temperattros purtykléje. Po auginimo mégintuvéliai su bakterijomis
buvo centrifuguojami (Eppendorf 5810 R centrifuga) 10 min. 3000 aps./min. grei¢iu, Supernatantas
iSpilamas ir tuomet i§ surinkty bakterijy gryninama plazmidiné DNR su ,,GeneJET Plasmid
Miniprep Kit” rinkiniu.

I$grynintos DNR koncentracijos nustatymui buvo naudojamas ,,NanoDrop2000* (Thermo

Fisher Scientific Baltics) spektrofotometras.

Medziagos DNR elektroforezei:

¢ Etidzio bromido tirpalas — 10 mg/mL etidzio bromido (Sigma) tirpalas distiliuotame vandenyje.
e TAE buferinis tirpalas —,,50X TAE Buffer” (#B49).
e DNR fragmenty ilgio standartas — ,,GeneRulerTM DNA Ladder Mix* (#SM0331).

Medziagos kompetentiniy E. coli bakteriju transformacijai:
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e LB terpé — 2,5 % LB terpés (Roth) autoklavuotas tirpalas distiliuotame vandenyje. | agarizuota
LB terpe prie$ autoklavavimg buvo pridedama 2 % agaro (Merck).

o Ampicilino tirpalas — 50 mg/mL ampicilino (Roth) tirpalas distiliuoto vandens ir etanolio

(Honeywell) 1:1 miSinyje.

2.5 Diagnostiné PGR AagraPyV paplitimo nustatymui

A. agrarius peliy inksty méginiai, surinkti i§ 2016-2018 m. Lietuvoje sugauty peliy, buvo
gauti i§ Gamtos tyrimy centro. Diagnostinei PGR naudoti inksty DNR méginiai (n = 26) jau buvo
paruosti pagal Vasilitinaité et al., (2024) apraSytg metodika. Jie buvo sudaryti sujungus jvairaus
kiekio (1-35) grauziky DNR méginius (Zr. 3.1 lentele) ir véliau kiekvieng méginj padalinus j dvi
dalis. Viena dalis pries diagnosting PGR buvo praturtinta ziedinémis molekulémis grandinés
iSstamimo (angl. strand displacement) bidu naudojant EquiPhi29 polimerazg, o kita dalis naudota
diagnostinei PGR be papildomy modifikacijy. Siam tyrimui naudoti pradmenys (zr. 2.1 lentelg)
buvo sukurti EGIS J. m. d. E. Vasilitinaités, remiantis naujos kartos sekoskaitos biidu nustatytais
AagraPyV genomo fragmentais A. agrarius inksty DNR méginiuose. Sie pradmenys buvo nukreipti
i konservatyviausig PyV geng — LTAg. Po diagnostinés PGR gauti ~620 bp ilgio diagnostiniai
fragmentai buvo jterpti ;i pJET1.2 klonavimo vektoriy, o jy sekos nustatytos Sanger sekoskaitos

metodu (Azenta, Vokietija) (pradmuo — zr. 2.1 lentelg).

IS A. agrarius DNR méginiy, kuriuose buvo aptiktos AagraPyV DNR sekos (zr. 3.1 lentele),
PGR biidu buvo padauginamos AagraPyV genomo sekos, naudojant priesingomis kryptimis
nukreiptas (angl. back-to-back) pradmeny poras (zr. 2.1 lentelg), kurias sukaré J. m. d.
E. Vasilitinaité panasiu principu kaip ir diagnostinius pradmenis. Gauti PGR produktai buvo jterpti
pJET1.2 klonavimo vektoriy, o jy sekos nustatytos Nanopore sekoskaitos metodu (SeqVision,
Lietuva).

2.6 Plazmidiniy vektoriy transformacija j kompetentines S. cerevisiae mieliy
Igsteles

Sukonstruoti ir tyrimuose naudojami pFX7 raiskos vektoriai (zr. 3.3.2 ir zr. 2.3) buvo
transformuojami j S. cerevisiae mieliy 214c ir 214c-Apep4 kamieno lasteles (zr. 2.2.), 0 pFGG3 ko-
raiskos vektoriai (zr. 3.4.1 ir zr. 2.3) — tik j 214c-Apep4 kamieno lasteles. Kompetentinéms mieliy
lasteléms paruosti, 1§ pradziy jos buvo uzs¢jamos ] mégintuvelj su 5 mL YEPD mitybinés terpés ir
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auginamos 16-18 val. 30 °C temperatiiros purtykléje. Po to, 1 mL mieliy lasteliy kultiiros buvo
perpilama j kita mégintuvélj su 5 mL YEPD terpés ir auginama dar 2 val. tomis paciomis
salygomis. Po auginimo mégintuvéliai su mielémis buvo centrifuguojami 5 min. 3000 aps./min.
greiciu (Eppendorf 5810 R centrifuga), supernatantas iSpilamas, o mieliy lgstelés suspenduojamos 3
mL TE tirpalo ir vél centrifuguojamos tomis paciomis sglygomis. ISpylus supernatantg, mieliy
lastelés buvo suspenduojamos 3 mL TE-LICl tirpalo ir inkubuojamos 1 val. 30 °C temperatiiroje.
Véliau mieliy lgsteles nucentrifugavus tomis paciomis sglygomis ir iSpylus supernatantg, jos buvo

suspenduojamos likusiame TE-LiCl tirpalo lase.

Mieliy transformacijai buvo sumaiSoma 15 uL paruosty kompetentiniy mieliy 1gsteliy su 2-5
ML (~1 pg) plazmidinés DNR ir inkubuojama 30 min. kambario temperatiiroje. Véliau, pridéjus 40
uL TE-PEG4000 tirpalo, transformacijos misiniai buvo inkubuojami 45 min. 30 °C temperatiiroje, o
po to 25 min. 42 °C vandeniniame termostate. Po kar$¢io Soko mielés buvo gaivinamos ant jy
uzpylus 1 mL YEPD terpés ir inkubuojant 12—-18 val. 30 °C temperatiiros termostate. Po to mieliy
lastelés buvo trumpai centrifuguojamos (6 sek.) stalinéje centrifugoje (Eppendorf 5417C
minicentrifuga), supernatantas iSpilamas, o Igsteles suspendavus likusiame terpés lase, jos buvo
uzséjamos ant agarizuotos YEPD terpés su 0,3 uL/mL formaldehido tirpalo ir auginamos 2 paras
30 °C temperatiiros termostate. Uzauge mieliy transformantai buvo pers¢jami ant agarizuotos
YEPD terpés su dvigubai didesne formaldehido tirpalo koncentracija (0,6 uL./mL) ir auginami tomis

paciomis sglygomis.

Naudotos medZiagos:

e YEPD mitybiné terpé — 1 % mieliy ekstrakto (Merck), 2 % sojy peptono (Applichem) ir 2 %

gliukozés (Applichem) tirpalas distiliuotame vandenyje (autoklavuotas). | agarizuota YEPD terpe
prie§ autoklavavima buvo pridedama 2 % agaro (Merck).

e TE buferinis tirpalas — 10 mM Tris-HCI (Sigma) ir 0,1 mM EDTA (Sigma) tirpalas distiliuotame

vandenyje.
e TE-LiCl tirpalas — 0,1 M LiCl (Amresco) tirpalas TE buferiniame tirpale.
e TE-PEG4000 tirpalas — 50 % PEG4000 (SERVA) tirpalas TE buferiniame tirpale.

e Formaldehido tirpalas — 37 % formaldehido tirpalas (Applichem).

2.7 S. cerevisiae mieliy auginimas ir rekombinantiniy poliomos virusy baltymy
raisSkos indukcija

Mielés buvo kultivuotos dviem budais:
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Mieliy Igstelés, transformuotos vienu i tyrimuose naudojamy pFX7 raiskos arba pFGG3 ko-
raiskos vektoriy (zr. 2.3, zr. 3.3.2 ir zr. 3.4.1), buvo uzséjamos j 100 mL kolbas su 20 mL YEPD
terpés, turincios 0,3 uL/mL formaldehido tirpalo, ir auginamos 1 parg 30 °C temperatiiros
purtykléje. Po to mieliy lgstelés buvo centrifuguojamos 5 min. 2000 aps./min. greiciu (Eppendorf
5810 R), supernatantas iSpilamas, o ant nusédusiy Igsteliy uzpilama 20 mL indukcinés YEPG terpés

ir auginama 22 val. 30 °C temperatiiros purtykléje.

Mieliy lIgstelés, j kurias buvo transformuoti pFX7 raiskos vektoriai taip pat buvo auginamos ir
didesniuose tariuose. Tam jos buvo Kilpele i§séjamos per visg l1ékstelés plotg ant YEPD mitybinés
terpés su 0,6 uL/mL formaldehido tirpalo ir auginamos dvi paras 30 °C temperataros purtykléje.
Visa ant agaro uzaugusi mieliy biomasé buvo surenkama ir inokuliuojama j 2 L kolbas su 400 mL
YEPD mitybinés terpés ir 0,3 pL/mL formaldehido tirpalo bei toliau auginama ~22 val. 30 °C
temperatiros purtykléje. Po paros j kolbas buvo jpilama po 200 mL koncentruotos YEPG

indukcinés terpés ir auginama ~18 val. tomis pa¢iomis sglygomis.

Naudotos medzZiagos:

¢ YEPD terpé ir formaldehido tirpalas (Zr. 2.6).

¢ Indukciné YEPG terpé — 1 % mieliy ekstrakto, 2 % sojy peptono ir 3 % galaktozés (VWR

Chemicals) sterilus tirpalas distiliuotame vandenyje.

e Koncentruota indukciné YEPG terpé — 2 % mieliy ekstrakto, 4 % sojy peptono ir 9 % galaktozés

sterilus tirpalas distiliuotame vandenyje.

2.8 S. cerevisiae mieliy lgsteliy lizaty meéginiy paruosSimas

Po virusiniy baltymy rai§kos indukcijos (zr. 2.7) nucentrifugavus 100 mL kolbose augintas
mieles — 5 min. 2000 aps./min. grei¢iu (Eppendorf 5810 R centrifuga), o 2 L kolbose augintas
mieles — 10 min. 3000 aps./min., grei¢iu (Beckman J-6B) ir i$pylus mitybine terpg, mieliy lastelés
buvo uzsaldomos 2 val. —20 °C. Po to, uzsaldytos mielés buvo sumaisomos su jy biomasei lygiu
turiu stiklo rutuliuky ir dvigubai didesniu tariu DB450 ardymo buferio su jame istirpinta proteaziy
slopikliy tablete (Thermo Fisher Scientific Baltics) bei 2 MM PMSF proteaziy slopiklio. Mielés
buvo ardomos 20 min. (10 cikly: 1 min. purtoma stalingje purtykléje max aps./min ir 1 min.
laikoma lede). Suardzius mieliy lgsteles, buvo paruoSiami lizaty méginiai — 40 uL mieliy lizato
buvo sumaiSoma su vandeniu ir baltymy méginio dazu 1:1:2 santykiu ir méginiai kaitinami 10 min.

100 °C. Nucentrifugavus likusj mieliy lizatg (5 min. 2000 aps./min., 4 °C), tirpios frakcijos
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meéginiai buvo paruoSiami paémus virSnuosédine frakcijg. Toliau Sie, kaip ir visi kiti baltymy

méginiai buvo paruoSiami tokiu paciu budu, kaip ir mieliy lizaty méginiai.

Jei mielés buvo auginamos 600 mL terpése, paémus lizato tirpiosios lizato frakcijos méginius,
visas likes tirpios frakcijos tiris toliau buvo apdorojamas vienu i$ dviejy badu. Jis buvo arba
sumaiSomas su amonio sulfato tirpalu iki jo galutinés 45 % koncentracijos (taip siekiant papildomai
koncentruoti VPD pries ultracentrifugavimo etapg) arba ultracentrifiguojamas per 30 % sacharozés
sluoksnj, po kurio gautas baltymy méginys naudojamas VPD gryninimui per jodiksanolio tankio
gradientg (zr. 2.9). Pirmuoju atveju — tirpios baltymy frakcijos miSinys su amonio sulfatu buvo
maiSomas 3,5 val. 4 °C. Po to maza dalis $io tirpalo dalis buvo naudojama baltymy méginiy
paruosimui, o likgs miSinio tiris buvo centrifuguojamas 40 min. 9500 aps./min. greiciu 4 °C
temperatiiroje (Beckman Avanti J-26 XPI). Po centrifugavimo paémus vir§nuosédinés frakcijos
baltymy méginius, likusi virSnuosédiné frakcija buvo i$pilama, 0 nuoséda tirpinama 5 mL DB150

buferio.

Toliau, tiek mazuose, tieck didesniuose ttriuose auginty mieliy méginiy paruo$imui buvo
naudojama ta pati metodika. Tiek po mieliy lizato centrifugavimo gauta virSnuosédiné frakcija, tiek
ir po baltymy koncentravimo su amonio sulfatu gauta istirpintos nuosédos suspensija buvo
naudojama VVPD koncentravimui, ultracentrifuguojant per 30 % sacharozés sluoksnj. Tam baltymy
tirpalai buvo $velniai uzpilami ant 15 mL 30 % sacharozés sluoksnio ultracentrifuginiame
mégintuvélyje, o ant virSaus dar atsargiai uzpilama 5 mL DB450 buferio. Méginiai buvo
ultracentrifuguojami 4 val. 37000 aps./min. greiciu 4 °C temperatiiroje (Beckman Optima L-90K).
Nusiurbus vir§nuosédine frakcijg, nuoséda buvo tirpinama PBS buferiniame tirpale, o i§ gautos
suspensijos paruoSiami baltymy méginiai. Papildomai, j dalj suspensijos, gautos ruosiant meginius
i§ 2 L kolbose auginty mieliy buvo pridéta cezio chlorido tirpalo (10 % suspensijos tiirio) ir laikyta
+4 temperatiiroje iki panaudojimo transmisinés elektrony mikroskopijos (TEM) analizei (FEI
Morgagni 268). Si analizé buvo atlikta VU GMC Biotechnologijos institute, bendradarbiaujant su
Dr. Justu Lazutka.

Naudotos medziagos:
e Ardymo buferis (DB150/DB450) — 10 mM Tris-HCI, 150/450 mM NaCl (Merck), 0,01 % Triton-
X-100 (Thermo Fisher Scientific Baltics), 1 mM CaCl: (Sigma), 0,25 M L-Arg (Applichem)

filtruotas tirpalas (pH = 7,2) distiliuotame vandenyje.

e PMSEF tirpalas — 20 mM fenilmetilsulfonilfluoridas (Applichem) istirpintas izopropanolyje
(Honeywell).
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e Baltymy dazas — 50 % 0,5 M Tris-HCI buferinio tirpalo (pH = 6,8), 20 % glicerolio (Merck), 4 %
natrio dodecilsulfato (Sigma), 0,01 % bromfenolio mélio (Merck) ir 10 % merkaptoetanolio (Roth)
tirpalas distiliuotame vandenyje.

e Amonio sulfato tirpalas — 3,85 M (NH4).SO. filtruotas tirpalas distiliuotame vandenyje.

¢ 30 % Sacharozés tirpalas — 30 % sacharozés (Fisher Bioreagents) filtruotas tirpalas DB150

ardymo buferiniame tirpale.
e PBS buferinis tirpalas — 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI (Roth), 10 mM Na;HPO4 (VWR Chemicals)
1,98 mM KH2PO4 (Roth), tirpalas (pH = 7,2) distiliuotame vandenyje.

e Cezio chlorido tirpalas — 1 g/ml cezio chlorido (Roth) tirpalas distiliuotame vandenyje.

2.9 ] virusus panasiy daleliy gryninimas naudojant jodiksanolio tankio gradienta

Jodiksanolio tankio gradientas buvo ruostas i§ pradinio 60 % jodiksanolio tirpalo (Abcam), jj
praskiedus 10X PBS buferiniu tirpalu ir drusky tirpalais (5M NaCl, 1M KCl, 2M CaCl. ir 2M
MgCl.) iki 46 % darbinio jodiksanolio tirpalo. Véliau jis buvo praskiestas DPBS buferiniu tirpalu
iki 27 %, 33 % ir 39 % jodiksanolio tirpaly, kurie sluoksniavimo metodu, pradedant nuo maziausio
tankio tirpalo (27 %), buvo supilti po 1.5 mL j 13,2 mL talpos polipropileno mégintuvélius
(Beckman Coulter). Ant paruosto gradiento buvo $velniai uzplitas baltymy méginys, gautas po
mieliy lizato tirpios frakcijos baltymy ultracentrifugavimo per 30 % sacharozés sluoksnj (zr. 2.8), 0
likes tairis polipropileno mégintuvélyje buvo uzpildytas DB150 buferiu. Méginiai buvo
ultracentrifuguoti 3,5 val. 37000 aps./min. greiciu 4 °C temperatiiroje (Beckman Optima L-90K).
Po to mégintuvélio apacia buvo pradurta su 25G dydzio adata, o frakcijos surinktos taip: 1 frakcija
—~600 pL, 2-9 frakcijos — ~350 pL, 10-11 frakcijos — ~400 pL, 12 frakcija — visas likes taris.

Surinkty frakcijy baltymy méginiai buvo paruosti ankséiau aprasytu bidu (zr. 2.8).

Naudotos medziagos:
¢ 10X PBS buferinis tirpalas — 1,37 M NaCl, 26,8 mM KCI, 101 mM NazHPOQa4, 19,85 mM

KH2POyg, filtruotas tirpalas (pH = 7,2-7,4) distiliuotame vandenyje.

¢ 46 % Jodiksanolio tirpalas — 46 % jodiksanolio, 0,81 M NacCl, 6,67 mM KCI, 10,14 mM
Na:HPOs, 1,985 mM KH2POs4, 0,9 mM CaClz, 0,52 mM MgCl: tirpalas.

e DPBS buferinis tirpalas — 0,77 M NacCl, 4,8 mM KCI, 10,2 mM NaHPOs, 2 mM KH2POs, 0,9
mM CaClz, 0,5 mM MgCl., filtruotas tirpalas (pH = 7,2) distiliuotame vandenyje.
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2.10 Baltymy elektroforezé natrio dodecil sulfato-poliakrilamidiniame gelyje
denatiiruojanciomis sglygomis

Paruosti baltymy méginiai (zr. 2.8 ir 2.9) buvo analizuoti baltymy natrio dodecilsulfato-
poliakrilamido gelio elektroforezés (NDS-PAGE) metodu. NDS-PAGE buvo atliekama geliuose,
sudarytuose 1§ 3,2 % koncentruojanciosios ir 10 arba 12 % frakcionuojanciosios gelio daliy. | gelio
Sulinélius buvo suleidziama po 10 puL baltymy méginio, o elektroforezé RB buferyje atlickama apie
1,5 val, esant 140 V jtampai ir 40 mA srovés stiprumui. Véliau gelis buvo dazomas 40 min. su
Kumasi briliantinio mélio dazymo tirpalu, silpnai purtant. Po dazymo gelis buvo praplaunamas 4-5
kartus po 10-15 min., jj silpnai purtant gelio blukinimo tirpale ir po to gelis fotografuojamas su
,GelDoc Go Gel Imaging System* (Bio-Rad).

Naudotos medzZiagos:

¢ Koncentruojanéio gelio tirpalas — 25 % 0,5 M Tris-HCI buferinio tirpalo (pH = 6,8), 3,2 %

akrilamido—bisakrilamido (Roth), 0,1 % natrio dodecilsulfato (Sigma), 0,1 % amonio persulfato
(Roth) ir 0,1 % tetrametiletilendiamino (Sigma) misinys distiliuotame vandenyje.

e Frakcionuojanéio gelio tirpalas — 25 % 1,5 M Tris-HCI buferinio tirpalo (pH = 8,8), 10 arba 12 %

akrilamido—bisakrilamido, 0,1 % natrio dodecilsulfato, 0,1 % amonio persulfato, 0,1 %

tetrametiletilendiamino mi$inys distiliuotame vandenyje.

e Baltymy elektroforezés RB buferis (pH = 8,3) — 2,5 mM Tris, 19,2 mM glicino (Thermo Fisher
Scientific) ir 0,01 % natrio dodecilsulfato tirpalas distiliuotame vandenyje.
¢ Baltymy molekulinés masés standartas — ,,PageRuler™ Prestained Protein Ladder* #SM0671

(Thermo Fisher Scientific).

o Kumasi briliantinio mélio daZzymo tirpalas — 50 % etanolio, 10 % acto riigsties (Roth), 0,25 %

Kumasi briliantinio mélio R-250 (Sigma) tirpalas distiliuotame vandenyje.

e Gelio blukinimo tirpalas — 5 % acto rigsties ir 5 % izopropanolio tirpalas distiliuotame vandenyje.
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3. Rezultatai

3.1 AagraPyV paplitimas Apodemus agrarius pelése

Ankstesniy tyrimu metu Vilniaus Universiteto Eukarioty geny inzinerijos skyriaus (EGIS)
laboratorijoje naujos kartos sekoskaitos metodais tiriant A. agrarius peliy inksty DNR méginius
buvo aptikta nejprasta poliomos virusy genomo seka (AagraPyV-ref). Si seka yra labai
filogenetiskai nutolusi nuo visy zinomy zinduoliy PyV genomo seky, 0 jos ankstyvyjy ir vélyvyjy
geny homologai koduojami ta pacia kryptimi, nors jprastai PyV genomuose Sie genai koduojami
prieSingomis kryptimis. Siekiant iStirti tokiy AagraPyV seky paplitimg peliy inksty DNR
méginiuose, jie buvo istirti naudojant diagnosting PGR (Zr. 2.5). I§ viso buvo tirti 26 inksty DNR
méginiai (n = 26), sudaryti apjungus jvairy kiekj (1-35) grauziky DNR méginiy (zr. 3.1 lentele).
Kiekvienas méginys buvo tirtas dvejomis salygomis: be praturtinimo ziedinémis DNR molekulémis
ir po tokio praturtinimo (zr. 2.5). Visy ziedinémis molekulémis nepraturtinty DNR méginiy
diagnostinés PGR rezultatas buvo neigiamas, taciau atlikus PGR su praturtintais méginiais,
numatyto dydzio diagnostinis fragmentas (~620 bp) buvo aptiktas SeSiuose méginiuose (23, 1 %)
(zr. 3.1 lentelg). Atlikus Siy diagnostiniy DNR fragmenty sekoskaitg, penkiuose méginiuose
(19,2 %) buvo patvirtintos PyV DNR sekos, o viename méginyje nustatyta DNR seka atitiko
nespecifi§kai padaugintg A. agrarius genomo regiong (zr. 3.1 lentelg). Tirti méginiai priklausé
devyniolikoje Lietuvos vietoviy sugautoms peléms, tac¢iau visos PyV DNR sekos buvo aptiktos tik

Rusnés vietovéje sugauty A. agrarius peliy inksty DNR méginiuose (Zr. 3.1 lentele).

3.1 lentelé. AagraPyV paplitimas Apodemus agrarius peliy inksty DNR méginiuose

L»dujungty méginiy sk.“ nurodo, kiek skirtingy grauziky DNR méginiy buvo sujungta j vieng
meéginj. NPD Zymi méginius, kuriuose DNR nebuvo praturtinta Ziedinémis molekulémis, o PD —
meéginius, kuriuose toks praturtinimas buvo atliktas. ,,Patvirtinti sekoskaita® nurodo méginius,
kuriuose virusinés DNR buvimas buvo patvirtintas sekoskaita, o ,,N*“ Zymi nespecifing PGR. Inksty
meéginiai buvo surinkti Gamtos tyrimy centro kolegy 1§ 2016-2018 m. Lietuvoje sugauty peliy,
vadovaujant dr. Linui Bal¢iauskui.

Meéginio illléurifim Mgg;nq Teigiami | Teigiami Patvirtinti
nr. gy SUTKIMO NPD PD sekoskaita
sk. vieta

1 3 Aukstikalniai - - -

2 25 AzZuozeriai - + N

3 17 Bar¢iai - - -

4 2 GuodZiai - - R

5 15 Dembava - - -

6 6 Kalpokai - - -

7 5 Kvédarna - - -
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Méginio i‘;i urilngitq Mﬁ:glir‘nq Teigiami Teigiami Patvirtinti
nr. siniy SUTIIKIMO NPD PD sekoskaita
sk. vieta
8 4 Luksnénai - - -
9 4 Lukstas - - -
10 10 Mielitnai - - -
11 14 Naradava - - -
12 21 Nemuno kilpos - - -
13 34 Rusné -
14 35 Rusné - - -
15 24 Rusné - - -
16 19 Rusné - aF aF
17 34 Rusné - a4 a4
18 35 Rusné - aF aF
19 33 Rusné - a4 a4
20 32 Rusné - a4 a4
21 6 Taujénai - - -
22 5 Tauragiré - - -
23 30 Tytuvénai - - -
24 8 Trakai - - -
25 3 Uzubaliai - - -
26 1 Gauré - - -
IS viso: 425 IS viso: 0 6 (23,1 %) | 5(19,2 %)

3.2 AagraPyV genomo seky analizé

Penkiuose A. agrarius inksty méginiuose, kuriuose buvo aptikta AgraPyV DNR (zr. 3.1
lentele), nustatyta 11 tarpusavyje besiskirian¢iy AagraPyV genomo seky varianty (jy anotacija
pateikiama 1 priede). Siy naujai nustatyty AagraPyV genomo seky ir jy ORF koduojamy baltymy
poriniy palyginiy su AagraPyV-ref rezultatai pateikiami 2 priede. Sesios i§ vienuolikos naujai
nustatyty AagraPyV genomo seky labai panasios ir net 99,85-99,94 % sutampa su AagraPyV-ref
seka, o likusios penkios sekos skiriasi labiau ir sutampa tik — 93,00-93,13 %. Visose nustatytose
AagraPyV sekose genomo organizacija vienoda: ankstyvieji ir velyvieji genai koduojami ta pacia
kryptimi. Jy genomo ilgiai panaSus ir varijuoja nuo 5385 bp iki 5408 bp. Didziausiu nukleotidy
sutapimu su AagraPyV sekomis pasizymi PyV sekos, kurios neseniai buvo aptiktos jvairiy
organizmy metagenominiuose sekoskaitos duomenyse (Buck et al., 2024). Siose PyV sekose
ankstyvieji ir vélyvieji genai taip pat koduojami ta pacia kryptimi. Artimiausia AagraPyV genomo
sekoms (61,95-63,09 %) PyV seka aptikta Prunella modularis erskétzvirblio (PmoPyV;
BKO066705.1) sekoskaitos duomenyse. Kita PyV seka (AsyPyV; BK066627.1) pasiZyminti

mazesniu panasumu — 56,14-56,77 % buvo nustatyta A. agrarius pelés giminingo Seimininko — A.
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sylvaticus, metagenominiuose duomenyse (Buck et al., 2024), Lyginant su jprastos organizacijos
PyV sekomis, pavyzdziui, Centruroides sculpturatus skorpionuose aptiktu PyV (CscPyV;
MW175893.1) ir peliy MPyV (J02288.1), AagraPyV sekos labiau panasios ; CscPyV, kuriy seky
panasumas siekia 51,29-52,71 %, lyginant su MPyV, kuriy seky panaSumas tik 49,34-50,56 %.

AagraPyV atviro skaitymo rémeliy analiz¢ atskleidé ORF, koduojan¢ius numanomus (angl.
putative) LTAg, VP1 ir VP2 homologus bei hipotetinj Dagno homologa (Zr. 3.1 Pav.). Dagno ORF
pavadintas atsiZzvelgiant j homologija su CscPyV hipotetiniu Dagno ORF, kuris savo ruoztu buvo
pavadintas i§ ,,downstream agno* Zodziy trumpinio remiantis §io ORF lokalizacija vélyvojo regiono
3’ gale, kur pastarasis koduojamas +1 skaitymo rémelyje VP1 geno atzvilgiu (Schmidlin et al.,
2021). Visose nustatytose AagraPyV sekose Dagno ORF aptinkamas pasroviui nuo VP1 ORF ir
visais atvejais koduoja identiska 118 ar. seka. Sis hipotetinis Dagno ORF pavadintas Dagno-1 (r.
3.1 Pav.). Kitas hipotetinis ORF, aptinkamas 11 i§ 12 AagraPyV seky, kuris, kaip ir skorpiony PyV
Dagno ORF, prasideda VP1 ORF pabaigoje ir VP1 ORF atZvilgiu yra +1 skaitymo rémelyje,
pavadintas Dagno-2 (zr. 3.1 Pav.).

3.1 Pav. Apodemus agrarius peliy inksty méginiuose nustatyto AagraPyV poliomos viruso
genomo organizacija ir numanomy ORF schema

Pavaizduoti AagraPyV-ref varianto ORF. Iliustracija sukurta naudojant Benchling.com ir SnapGene
Viewer.

Palyginus visy AagraPyV ORF koduojamy baltymy ar. sekas, nustatyta, kad jos yra
artimiausios PmoPyV koduojamoms baltymy sekoms (Zr. 3.2 Pav.), kaip ir jy genomy sekos.

Poriniy palyginiy rezultatai tarp PmoPyV ir visy AagraPyV ORF koduojamy baltymy seky yra labai
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panasis (duomenys nepateikti). Lyginant AagraPyV-ref ir PmoPyV ORF koduojamy baltymy
sekas, LTAg sutapimas siekia 69,83 %, VP1 — 42,32 %, VP2 — 49,14 %, o AagraPyV Dagno-1 ir
Dagno-2 sutapimas su PmoPyV Dagno siekia 46,61 % ir 43,24 % atitinkamai (zr. 3.2 Pav.). Sioje
3.2 Pav. schemoje pateikti AagraPyV-ref seky poriniy palyginimy rezultatai ir su kity PyV sekomis.
Verta pastebéti, kad AagraPyV numanomo LTAg baltymo sekos (konservatyviausias PyV
baltymas) sutapimas buvo didesnis su skorpionuose aptikty CscPyV LTAg (36,4 %) nei su peliy
MPyV LTAg (27,95 %) (zr. 3.2A Pav.)

Pairwise identity (%)

AagraPyV_ref_LTAg AagraPyV_ref VP2 Pairwise identy (%)

PmoPyV_LTag A) PmOPYV_VP2 C)
AsyPyV_LTAg AsyPyV_VP2

CscPyV_LTAg CscPyV_VP2

MPyV_LTAg MPyV_VP2

AagraPyW_ref_LTAg
PmoPy\_LTag
AsyPyV_LTAg
CscPyV_LTAg
MPyW_LTAg
PmoPyV_VP2
CscPyV_VP2
MPyW_ VP2
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Pairwise identity (%)

AagraPyV_ref VP1 AagraPyV_ref_Dagno_1
V_ref_D: 2_1
PmoPyV_VP1 B) AagraPyV_ref_Dagno_2_ D)
PmoPyV_Dagno
AsyPyV_VP1 AsyPyV_Dagno
CscPyV_VP1 CscPyV_Dagno
MPyV_VP1 CscPyV_Agno
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AagraPyV_ref_Dagno_1
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PmoPyW_VP1
AsyPywW_VP1
CacPyV_VP1
MPyV_VP1
FPmoPyVv_Dagno
AsyPyV_Dagno
CscPyV_Dagno
CscPyV_Agno

3.2 Pav. AagraPyV-ref numanomy LTAg (A), VP1 (B) ir VP2 (C) bei hipotetiniy Dagno-1 ir
Dagno-2-1 (D) baltymy seky poriniy palyginiu rezultaty schemos

AagraPyV-ref numanomi VVP1 ir VP2 baltymai atitinka Siame tyrime pavadintus: VP1-Pilnasl ir
VVP2-1. Palyginimai atlikti su tekste minétomis PyV sekomis. lliustracija buvo sukurta su SDT
programa.

Septyniy i$§ vienuolikos naujai nustatyty AagraPyV, kaip ir AgraPyV-ref, numanomi LTAg
ORF koduoja 581 ar. baltymus (zr. 1 Prieda), kuriy ar. seky sutapimas tarpusavyje yra 97,25-100 %

(zr. 2 Prieda). Siy AagraPyV numanomose LTAg baltymy sekose buvo prognozuotas LTAg
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baltymams biidingas J-domenas, cinkg suriSantis domenas, helikazés domenas, taciau replikacijos
pradzios suri§imo domenas nenustatytas. J-domenui btidinga ypac konservatyvi HPDKGG seka
(An et al., 2012), taciau AagraPyV numanomuose LTAg baltymuose ji pakitusi ] HPDKNI. Taip
pat LTAg N-galui budingas konservatyvus LXCXE motyvas (An et al., 2012) yra pakites j 'YCDE
seka, o helikazés domene esantis G/AXXXXGKT/S (angl. Walker A box motif) motyvas (An et al.,
2012) yra islikes.

Dviejy AagraPyV numanomi LTAg ORF yra pakite (lemia ta pati mutacija) ir koduoja 520 ar.
baltymg (Zr. 1 Priedg), kuriame prognozuotas helikazés domenas yra sutrumpéjes. Kity likusiy
dviejy AagraPyV numanomi LTAg ORF irgi yra pakit¢ (Iemia skirtingos mutacijos) ir koduoja 359
ar. baltymus (zr. 1 Prieda), kuriuose buvo prognozuotas cinka suriSantis domenas ir helikazés

domenas, taciau J-domenas nebuvo aptiktas.

PyV struktirinio VP1 baltymo ilgis jprastai siekia apie 360-380 ar. AagraPyV atveju
numanomas VP1 ORF (VP1-Pilnas) koduoja nejprastai ilgag — 511 arba 512 ar. baltyma. AagraPyV-
ref VP1-Pilnas ar. seka yra identiska SeSioms naujai nustatyty AagraPyV VP1-Pilnas sekoms (VP1-
Pilnas1; 512 ar.) (zr. 1 Prieda). Likusiy penkiy AagraPyV VP1-Pilnas sekos (VP1-Pilnas2; 511 ar.)
(zr. 1 Prieda) yra tarpusavyje identiskos, bet reikSmingai skiriasi nuo AagraPyV-ref VP1-Pilnasl
sekos — sutapimas siekia tik 94,32 % (Zr. 2 Prieda). HHpred jrankio analizés rezultatai rodo, kad
AagraPyV VP1-Pilnas baltymy centriné dalis, tikétina, yra homologiska kity PyV VP1 baltymy
centrinei sri¢iai (tikimybés jvertis - 85 %). Sia PyV VP1 baltymy centrine dalj sudaro
konservatyvios B-klostés, susilankstancios | superantring struktiira, vadinama ,,jelly roll*, per kurig
VP1 monomerai sgveikauja tarpusavyje ir sudaro ziedo formos pentamerus (Stehle et al., 1996).
Atlikus penkiy VP1-Pilnas baltymo kopijy modeliavimg su AlphaFold programa, nustatyta, kad
VP1-Pilnas monomery struktiiroje prognozuojamos B-klostés formuoja j ,,jelly roll* panasig
struktiira, o penki VP1-Pilnas monomerai issidésto geometrija, kuri panasi j eksperimentiskai
nustatyty VP1 baltymy pentamering struktiirg (zr. 3.3 Pav.). VP1-Pilnas ORF koduojami baltymai
turi gerokai ilgesng C-galo sritj, kurioje prognozuojami a-spiraliy segmentai (zr. 3.3 Pav), taciau
Sios srities modelio patikimumas yra labai mazas. Tokio tipo VP1 ORF koduojamas baltymas su
ilgesne C-galo sritimi ir joje prognozuojamais a-spiraliy segmentais (VP1-Cah), buvo neseniai
nustatytas ir anks¢iau minétose PyV sekose (PmoPyV ir AsyPyV), aptiktose metagenominiuose
duomenyse (Buck et al., 2024). Lyginant VP1-Cah ar. sekas tarpusavyje, didziausias variabilumas

stebimas C-galo srityje (duomenys nepateikti). AnalogiSkai, beveik visas ar. seky nesutapimas (29
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i$ 30 ar.) tarp VP1-Pilnasl ir VP1-Pilnas2 baltymy seky, yra susitelkes jy C-galo srityje (7r. 3
prieda).

\ . f
o\ S

3.3 Pav. VP1-Pilnasl (A) ir VP1-Pilnas-2 (B) ORF koduojamuy baltymy sumodeliuota
struktiira i§ penkiu baltymo kopiju ir ju palyginimas su eksperimentiskai nustatyta Mus
musculus PyV VP1 pentamerine struktiira (C — PDB: 7K25)

B-klostés pazymétos geltonai, a-spiralés — raudonai. Struktiiros prognozuotos su AlphaFold
programa. lliustracija sukurta su PyMOL programa.

Visy nustatyty AagraPyV numanomi VP2 ORF koduoja 243 ar. ilgio baltymg. Panasiai kaip ir
VP1-Pilnas baltymy atveju: AagraPyV-ref VP2 ar. seka sutampa su SeSiomis naujai nustatyty
AagraPyV VP2 sekomis (VP2-1), o sutapimas su likusiy penkiy AagraPyV VP2 sekomis (VP2-2),
kurios tarpusavyje identiskos, siekia 96,71 % (zr. 2 Prieda). Daugeliui PyV VP2 baltymy budingas
konservatyvus MGXXXS/T N-miristilinimo motyvas (Schowalter ir Buck, 2013). Nepaisant to, kad
AagraPyV numanomos VP2 baltymy sekos pradzioje turi Gly2, jy N-galo sekose nebuvo
prognozuotas N-miristilinimo motyvas. Remiantis struktiiriniais duomenimis, manoma, kad didZioji
PyV VP2 baltymy sekos dalis yra nestruktiirizuota (Chen et al., 1998), 0 AagraPyV numanomy
VP2 baltymy sekose tik C-galo regionas (196-243) buvo prognozuotas kaip nestrukttrizuotas. Be
to, AagraPyV numanomy VP2 baltymy C-galo srityse taip pat buvo prognozuota branduolio
lokalizacijos signaliné seka, o §i yra budinga ir zinomiems VP2 baltymams (Clever et al., 1993;

Bennett et al., 2015).
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Desimt i§ vienuolikos AagraPyV Dagno-2 ORF koduoja 55 ar. ilgio hipotetinj baltyma, o
vienas AagraPyV — 81 ar. ilgio hipotetinj baltyma (Dagno-2-3) (zr. 1 Prieda). AagraPyV-ref Dagno-
2 baltymo seka identiska kitoms $e$iy naujai nustatyty AagraPyV Dagno-2 sekoms (Dagno-2-1), o
jos sutapimas su Kity trijy AagraPyV 55 ar. ilgio Dagno-2 sekomis (Dagno-2-2) siekia 92,73 % (zr.
2 Priedg). EksperimentiS$kai nustatyta JCPyV Agno baltymo struktiira formuoja vieng trumpa o-
spirale N-gale ir vieng centrinéje dalyje (Saribas et al., 2018). Dagno baltymy atveju
prognozuotuose strukttiry modelivose didzioji Dagno-1 baltymo sekos dalis formuoja kelias a-
spirales, Dagno-2-1 ir Dagno-2-3 — po vieng a-spiral¢ N-gale, 0 Dagno-2-2 — vieng ilgg a-spiralg,
prasidedancig nuo N-galo ir besit¢siancig per didzigjg sekos dalj (Zr. 4 Priedg). Dagno-1 ir Dagno-2
baltymy sekose taip pat aptinkama galima NLS seka, kaip ir zmogaus PyV Agno baltymuose
(Saribas et al., 2018).

3.3 AagraPyV VP1-Pilnasl ORF ir jo prognozuoty splaisingo varianty koduojamy
baltymy susirinkimo j VPD tyrimas

3.3.1 Potencialiy AagraPyV VP1-Pilnas1 ORF splaisingo varianty nustatymas

Iprastai VP1 genai neturi introny (Barrett et al., 1991), taciau dél VP1-Pilnasl ORF nejprasto
ilgio ir dél jo koduojamo baltymo nejprastos C-galo sumodeliuotos struktaros (zr. 3.3A Pav.), buvo
nuspresta nustatyti potencialias AagraPyV VP1-Pilnasl ORF splaisingo vietas, naudojant ASSP
jrankj. Splaisingo variantai buvo atrinkti pagal splaisingo viety patikimumo jver¢ius: donorinéms
vietoms jvertis > 8, o akceptorinéms > 6, bei biitinai iSlaikant salyga, kad numatytas intronas apimty
numanomo VP1-Pilnasl ORF gale koduojama nejprasta a-spiraliy sritj. Po §ios analizés buvo
atrinkti du potencialtis VP1-Pilnasl splaisingo variantai: VP1-930 ir VP1-1168, kuriuose buvo
pasalintas vienas intronas, sujungiant 930 bp arba 1168 bp VP1-Pilnasl ORF pozicijoje esancia
donorine vieta su 1295 bp pozicijoje esania akceptorine vieta (zr. 2.4.2 ir 3.4 Pav.). Sis sujungimas

léemeé VP1-930 ORF +1 rémelio poslinkj ir prieslaikinio stop kodono susidaryma (Zr. 3.4 Pav.).
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Prognozuota a-spirales koduojanti sritis
Prognozuota B-klostes koduojanti sritis |

|
| | | |
VP1-Pilnasl 1539 bp
930 1168 1295 (512 ar.)
5’ss: 930ir 1168 3’ss: 1295

ve1-930 I o72 bp (323 2r)

vp1-1165 [ N 1413 bp (470 =)

3.4 Pav. Tyrimui atrinkty AagraPyV VP1-Pilnasl ORF prognozuoty splaisingo varianty
schema

VP1-Pilnasl ORF sekoje pavaizduotos prognozuotos splaisingo vietos — dvi donorinés (5’ss: 930 ir
1168) ir viena akceptoriné (3’ss: 1295 ) vieta, kurios patenka j prognozuota a-spirales koduojancia
srit]. ASSP jrankio splaisingo viety jverciai: 930 5’ss — 12,3, 1168 5°ss — 13,7, 1295 3°ss — 6,1.

Atrinkty VP1-930 ir VP1-1168 splaisingo varianty koduojamy baltymy (atitinkamai 323 ar. ir
470 ar. ilgio) struktiiry jvertinimui buvo sumodeliuotos jy struktiiros i§ penkiy baltymo kopijy (Zr.
3.5 Pav.). Lyginant jas su sumodeliuota VP1-Pilnasl pentamerine struktara (zr. 3.3A Pav.), VP1-
930 ir VP1-1168 struktiiros pasiZzymi mazesniu a-spiraliy kiekiu jy C-galuose, kas labiau atitinka
eksperimentiskai nustatytg M. musculus peliy PyV VP1 pentamering struktiirg (zr. 3.3C Pav.).

3.5 Pav. AagraPyV VP1-Pilnasl ORF prognozuoty splaisingo varianty VVP1-930 (A) ir VP1-
1168 (B) koduojamuy baltymy sumodeliuotos struktiiros i$ penkiy baltymo kopiju

B-klostés pazymétos geltonai, a-spiralés — raudonai. Struktiiros prognozuotos su AlphaFold
programa. lliustracija sukurta su PyMOL programa.
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3.3.2 VP1-Pilnasl ORF ir jo prognozuoty splaisingo varianty raiskos vektoriy konstravimas

AagraPyV ORF klonavimo darbams buvo naudojamos AagraPyV-ref ir AagraPyV-20-1
genomo sekos (zr. 2 Prieda), kurios buvo jterptos i pJET1.2 klonavimo vektoriy (zr. 2.5), Nuo gauto
pJET1.2-AagraPyV-ref plazmidinio vektoriaus buvo padauginti $iy ORF: VP1-Pilnasl, VP2-1,
Dagno-1, ir Dagno-2-1 DNR sekos, 0 nuo pJET1.2-AagraPyV-20-1: VP1-Pilnas2 ORF DNR seka
(pradmenys — zr. 2.1 lentele). ISgryninti PGR produktai buvo jterpti j pJET1.2 klonavimo vektoriy,
0 juy sekos patikrintos Sanger sekoskaitos metodu (Azenta, VVokietija) (pradmenys — zr. 2.1 lentele).

AagraPyV VP1-Pilnasl ORF ir jo prognozuoty splaisingo varianty baltymy raiskai mielése
buvo sukonstruoti raigkos vektoriai pFX7 vektoriaus pagrindu. Sis vektorius turi bakterijy ColE1 ir
mieliy dvimikroninés plazmidés replikacijos pradzios regionus (ColE1 ori ir 2mk-ars atitinkamai),
bla geng (koduoja B-laktamaze), suteikiantj bakterijoms atsparumg ampicilinui, FDH1 geng
(koduoja formaldehido dehidrogenaze), suteikiantj mieléms atsparumg formaldehidui bei turi
raiskos kasete, kurig reguliuoja galaktozés indukuojamas hibridinis GAL10-PYK1 promotorius (Zr.
3.6 Pav.).

Siy raiskos vektoriy konstravimui, pirmiausia VP1-Pilnasl ORF buvo iskirptas i§ pJET1.2-
VP1-Pilnas! plazmidinio vektoriaus su Xbal RE. Gautas DNR fragmentas buvo susititas su Xbal
RE perkirptu pFX7 raiskos vektoriumi, kurio galai buvo defosforilinti, taip patalpinant §j ORF po
GAL10-PYK1 promotoriumi. Sukonstruotas pFX7-VP1-Pilnasl plazmidinis vektorius buvo
panaudotas PGR reakcijai su pradmenimis (zr. 2.1 lentele), specifiskais numatytoms VP1-Pilnasl
ORF egzono-introno vietoms ir savo galuose turinciais Aarl RE atpazinimo sritj (zr. 3.6 Pav.).
ISgryninti PGR produktai buvo sukarpyti su Aarl RE, j reakcija papildomai jdéjus ir Dpnl RE, kuri
karpo tik metilinta DNR — $iuo atveju pFX7-VP1-Pilnasl plazmidinj vektoriy, naudotg kaip matricg
PGR reakcijoje. Po restrikcijos reakcijos numatytos egzono-egzono sritys buvo komplementariai
susititos. Atrinkti pFX7-VP1-Pilnasl, pFX7-VP1-930 ir pFX7-VP1-1168 plazmidiniai vektoriai

buvo patikrinti naudojant Sanger sekoskaita (pradmenys — zr. 2.1 lentelg).

57



5 Pradmenys, specifi¥ki VP1-Pilnas1 ORF potencialioms donorinéms vietoms
.\(930 bp arba 1168 bp pozicijoje) ir akceptorinei vietai (1295 bp pozicijoje).
VP1-930

GAL10-PYKA1
VP1-Pilnas1

==5000

VP1-1168

Aarl RE atpaZinimo sritis

ColE1 ori _~

>
Oy, LD
-

' pFX7-VP1-Pilnas1
9014 bp

pFX7-VP1-1168

8650 bp 8888 bp

) - - pFX7-VP1-930

Karpymas su
Aarl RE

FDH1
3.6 Pav. pFX7-VP1-930 ir pFX7-VP1-1168 plazmidiniy raiskos vektoriy konstravimo schema
Iliustracija sukurta naudojant Benchling.com, SnapGene Viewer ir Biorender.com.

3.3.3 VP1-Pilnas1 ORF ir jo prognozuoty splaisingo varianty koduojamy baltymy raiskos ir
susirinkimo j VPD jvertinimas

VP1-Pilnasl ORF ir jo prognozuoty splaisingo varianty VP1-930 ir VP1-1168 (zr. 3.3.1)
koduojamy baltymy gebéjimas susirinkti } VPD pirmiausia buvo tirtas S. cerevisiae mieliy 214c
kamieno lastelése. Siam tikslui buvo sukonstruoti trys pFX7 plazmidiniai raiskos vektoriai— pFX7-
VP1-Pilnasl, pFX7-VP1-930 ir pFX7-VP1-1168 — su atitinkamy ORF sekomis (zr. 3.3.2). Po §iy
plazmidiniy vektoriy transformacijos | mieliy lgsteles, baltymy raiSkos indukcijos ir uzaugintos
mieliy biomasés ardymo buvo paruosti lasteliy lizato, po lizato centrifugavimo gautos tirpios
frakcijos ir po $ios frakcijos ultracentrifugavimo per 30 % sacharozés sluoksnj gautos nuosédos
baltymy méginiai (Zr. 2.8). Sie méginiai buvo analizuoti NDS-PAGE. Palyginus neigiamos
kontrolés ir tirlamyjy méginiy baltymy profilius, skirtumy ties atitinkamy VP1 baltymo varianty

prognozuojamy molekuliniy masiy sritimis neaptikta.
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Neigiama kontrolé VP1-Pilnas1 VP1-930 VP1-1168

: I g e I Y ] ﬂy
kba M (L) (T) (30%) (Ly (1) (30%) (L) (T) (30%) L (30%)
170 -— —

130 -

100 .
VP1-Pilnas1: 59,7 ——
VP1-1168: —55 .. —_——

VP1-930: 37,5

3.6 Pav. AagraPyV VP1-Pilnasl ORF ir jo prognozuoty splaisingo varlantu koduojamy
baltymy raiskos analizé NDS-PAGE

Kairéje pazymétos VP1-Pilnasl, VP1-1168 ir VP1-930 baltymy pozicijos pagal jy prognozuojamag
molekuling masg. Neigiama kontrolé, VP1-Pilnasl, VP1-930 ir VP1-1168 — méginiai, paruosti is
mieliy Igsteliy, transformuoty atitinkamai pFX7, pFX7-VP1-Pilnasl, pFX7-VP1-930 ir pFX7-VP1-
1168 plazmidiniais vektoriais. M — Baltymy molekulinés masés standartas, L — lizato méginiai, T —
tirpios frakcijos méginiai, 30 % — méginiai, gauti po ultracentrifugavimo per 30 % sacharozés
sluoksnj.

Neaptikus VP1-Pilnasl ORF ir jo prognozuoty splaisingo varianty koduojamy baltymy
raiSkos S. cerevisiae 214¢ kamiene, tolimesni raiskos tyrimai buvo atlikti 214c-Apep4 kamieno
lastelése, kuriose proteolizei jautriis rekombinantiniai baltymai geriau apsaugomi nuo degradacijos
(zr. 2.2). Po pFX7-VP1-Pilnasl, pFX7-VP1-930 ir pFX7-VP1-1168 plazmidiniy raiskos vektoriy
transformacijos | mieliy 214c-Apep4 kamieno lasteles ir baltymy raiSkos indukcijos buvo surinkti
analogiski kaip ir 214c kamieno baltymy méginiai, taciau pries ultracentrifugavimo etapg tirpi
baltymy frakcija buvo papildomai koncentruota su amonio sulfatu (zr. 2.8). Po lizato ir tirpios
frakcijos méginiy analizés NDS-PAGE, nei vieno VP1-Pilnasl varianto sintezé nebuvo nustatyta
(zr. 5 Priedg). Vis délto palyginus neigiamos kontrolés ir tiriamyjy meéginiy, gauty po
ultracentrifugavimo per 30 % sacharozés sluoksnj, baltymy profilius - VP1-930 méginyje buvo

aptikta silpna baltymo juosta, atitinkanti jo prognozuojamg molekuling mase (Zr. 3.7 Pav.).
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3.7 Pav. AagraPyV VP1-Pilnasl ORF ir jo prognozuoty splaisingo varianty koduojamy
baltymuy raiskos analizé NDS-PAGE

Kair¢je pazymétos VP1-Pilnasl, VP1-930 ir VP1-1168 baltymy pozicijos pagal jy prognozuojama
molekuling mase. TK (teigiama kontrol¢), NK (neigiama kontrolé), VP1-Pilnas1, VP1-930 ir VP1-
1168 — baltymy méginiai, gauti po koncentravimo amonio sulfatu ir ultracentrifugavimo per 30 %
sacharozés sluoksnj, buvo paruosti i$ mieliy lgsteliy, transformuoty atitinkamai: pFX7-CglPyV-VP1
(CglPyV VP1 ~45 kDa), pFX7, pFX7-VP1-Pilnasl, pFX7-VP1-930 ir pFX7-VP1-1168
plazmidiniais vektoriais.

Analizuojant VP1-930 baltymo méginj transmisiniu elektroniniu mikroskopu (Zr. 2.8) buvo
aptiktas mazas kiekis struktiiry, panasiy j PyV VP1 baltymy formuojamas ~45 nm dydzio VPD (zZr.
3.8 Pav.) (Zielonka et al., 2006; Norkiené et al., 2015). Kituose tirtuose méginiuose (VP1-Pilnasl ir
VP1-1168) analogiskos struktiiros nebuvo aptiktos.

1AOO (i 3
3.8 Pav. VP1-930 baltymo méginyje aptiktu VPD transmisinés elektroninés mikroskopijos

nuotrauka
Skalé zymi 100 nm. Aptikty VPD dydis apie 45 nm.
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IS VP1-930 baltymy potencialiai susirenkan¢iy VPD gryninimui jodiksanolio tankio gradiente
(zr. 2.9) buvo panaudotas baltymy méginys, gautas po tirpios frakcijos ultracentrifugavimo per
30 % sacharozés sluoksnj Po jodiksanolio tankio gradiento ultracentrifugavimo surinkty skirtingy
frakcijy baltymy méginiy frakcionavimo NDS-PAGE, baltymy juosta, atitinkanti VP1-930 baltymo
prognozuojamg molekuling masg (zr. 3.9A Pav.), vis dar buvo matoma, taciau nepavyko gauti
rySkaus jos praturtinimo atskirose frakcijose. Skirtingai nei VP1-930 atveju, CglPyV VP1 baltymo,
kuris Siame darbe buvo naudotas kaip j VPD susirenkancio VP1 pavyzdys, frakcijy meéginiy NDS-
PAGE analiz¢je buvo matomas jo dyd; atitinkancios juostos praturtinimas (Zr. 3.9B Pav.). Vis délto,
lyginant VP1-930 ir CglPyV VP1I treciosios ir ketvirtosios frakcijy méginiy NDS-PAGE baltymy
profilius, VP1-930 atveju ~37,5 kDa baltymy juosta buvo Siek tiek intensyvesné uz zemiau esancig
~36 kDa baltymy juostg, o CglPyV VP1 atveju $iy juosty intensyvumas buvo panasus (zr. 3.9A ir B
Pav.).

kDa
A) 70

55

40

VP1-930: 37,5
35

kDa
B) 70

55

CglPyV
VP1: ~45
40

35

3.9 Pav. Po ultracentrifugavimo jodiksanolio tankio gradiente surinkty frakcijy analizé NDS-
PAGE

Kairéje pazymétos VP1-930 ir CglPyV VP1 baltymo pozicijos pagal jy prognozuojama molekuling
mas¢. M — Baltymy molekulinés masés standartas. Skai¢iai 1-9 Zymi po ultracentrifugavimo gautas
frakcijas. VP1-930 (A) ir CgIPyV VP1(B) baltymy méginiai buvo paruosti i§ mieliy lasteliy,
transformuoty atitinkamai: pFX7-VP1-930 ir pFX7-CglPyV-VP1 plazmidiniais vektoriais.
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3.4 VP1-930 varianto ko-raiSkos su kitais poliomos virusy baltymais ir susirinkimo j
VPD tyrimas

3.4.1 VP1-930 varianto ir kity poliomos virusy baltymus koduojanciy ORF ko-raiskos vektoriy
konstravimas
Po gryninimo jodiksanolio tankio gradientu VP1-930 frakcijy méginiuose neaptikus ryskaus
baltymy juostos praturtinimo ties jo prognozuojama molekuline mase (Susirinkimo j VPD pozymis),
toliau buvo atlikta VP1-930 ko-raiska su kitais poliomos virusy baltymais, tikintis, kad kuris nors i$

juy prisidés prie VPD formavimo.

Ko-raiskos vektoriai buvo konstruoti pFGG3 vektoriaus pagrindu. Sis vektorius turi tuos
pacius plazmidinius komponentus kaip ir pFX7 raiskos vektorius (zr. 3.3.2), tat¢iau be GAL10-
PYKI raiskos kasetés, jis taip pat turi ir GAL7 raiskos kaset¢. Abi raiskos kasetés leidzia galaktoze
indukuoti dviejy baltymy raiska vienu metu. Vis délto Sios indukcijos lygis skiriasi: ORF raiSka nuo
GAL7 promotoriaus yra apie 5 kartus stipresné negu nuo GAL10-PYK1 promotoriaus. Ko-raiskos
vektoriy konstravimui su VP1-930 variantu (schemos pvz., zr. 3. 10 Pav.), i$ pradziy pJET1.2-VP1-
930 plazmidinis vektorius (zr. 3.3.2) buvo sukarpytas su Xbal RE. Gautas VP1-930 DNR
fragmentas buvo susititas per komplementarius galus su pFGG3 vektoriumi, perkirptu Bcul RE ir
defosforilintais DNR galais, taip sukonstruojant pFGG3-VP1-930 plazmidinj vektoriy. Su Xbal RE
sukarpius pjET1.2 klonavimo vektorius, turin¢ius jterptus VP1-Pilnasl, VP1-Pilnas2, VP2-1,
Dagno-1, Dagno-2-1 ORF (zr. 3.3.2) arba MarPyV2 sTAg geng (Zr. 2.3), §ie ORF/geno DNR
fragmentai buvo iSgryninti ir susiiiti su pPFGG3-VP1-930 plazmidiniu vektoriumi, pries tai jj
perkirpus su Xbal RE, o DNR galus defosforilinus. pFGG3-VP1-930/VP1-Pilnaslko-raiskos
vektoriaus konstravimo schema parodyta 3.10 Pav. AnalogiSku btudu kaip ir pFGG3-VP1-930/VP1-
Pilnasl1 buvo sukonstruoti: pPFGG3-VP1-930/VP1-Pilnas2, pFGG3-VP1-930/VP2-1, pFGG3-VP1-
930/Dagno-1, pFGG3-VP1-930/Dagno-2-1, ir pFGG3-VP1-930/MarPyV2-sTAQ ko-raiskos
vektoriai, o jy visy sekos patikrintos Nanopore sekoskaitos metodu (SeqVision, Lietuva). Tokiu
biidu sukonstruoti pPFGG3-VP1-930/VP1-Pilnasl, pFGG3-VP1-930/VP1-Pilnas2, pFGG3-VP1-
930/VP2-1, pFGG3-VP1-930/Dagno-1, pFGG3-VP1-930/Dagno-2-1, ir pFGG3-VP1-
930/MarPyV2-sTAg ko-raiskos vektoriai buvo patikrinti naudojant Nanopore sekoskaitg.
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Galaktoze indukuojami promotoriai

G
Gp\\gm AL?-PYK 1
]
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vP1-930 & iy, VP1-Pilnas?
%\,9\ 8659 bp o)%

pJET1.2-VP1-930

pJET1.2-VP1-Pilnas1

pFGG3-VP1-
930/VP1-Pilnas1
11389 bp

3.10 Pav. pFGG3-VP1-930/VP1-Pilnasl ko-raiskos vektoriaus konstravimo schema
lliustracija sukurta su Biorender.com

3.4.2VP1-930 varianto ko-raiskos su kitais poliomos virusy baltymais ir susirinkimo j VPD tyrimas

Sukonstruoti pFGG3-VP1-930/VP1-Pilnasl, pFGG3-VP1-930/VP1-Pilnas2, pFGG3-VP1-
930/VP2-1, pFGG3-VP1-930/Dagno-1, pFGG3-VP1-930/Dagno-2-1 ir pFGG3-VP1-
930/MarPyV2-sTAg ko-raiskos plazmidiniai vektoriai buvo transformuoti j mieliy lasteles ir po
baltymy raiskos indukcijos paruosti baltymy méginiai buvo analizuoti NDS-PAGE (zr. 6 Prieda,
3.11 Pav. ir 3.12). Palyginus po ultracentrifugavimo per 30 % sacharozés sluoksnj gauty VP1-
Pilnasl ir VP1-Pilnas2 ko-raiskos méginiy baltymy profilius su neigiama kontrole, akivaizdziy
skirtumy neaptikta (3.11 Pav.).
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3.11 Pav. AagraPyV VP1-Pilnasl ir VP1-930 (A) bei VP1-Pilnas2 ir VP1-930 (B) ORF
koduojamy baltymy ko-raiskoes analizé NDS-PAGE metodu

Kair¢je geliy puséje pazymétos VP1-Pilnasl, VP1-930 ir VP1-Pilnas2 baltymy pozicijos pagal jy
prognozuojamg molekuling mas¢. M — Baltymy molekulinés masés standartas. TK (teigiama
kontrol¢), NK (neigiama kontrol¢), P1/930 ir P2/930 - po ultracentrifugavimo per 30 % sacharozés
sluoksnj gauti baltymy méginiai, paruosti i§ mieliy Igsteliy, transformuoty atitinkamai: pFX7-
CglPyV-VP1 (CglPyV VP1 ~45 kDa), pFGG3, pFGG3-VP1-Pilnas1/930 ir pFGG3-VP1-
Pilnas2/930 plazmidiniais vektoriais.

Lyginant kity ko-raiSkos partneriy ir neigiamos kontrolés méginiy, gauty po
ultracentrifugavimo, NDS-PAGE baltymy profilius, nei vienu ko-raiskos atveju taip pat nebuvo
aptikta skirtumy ~37,5 kDa baltymy molekulinés masés srityje, atitinkan¢ioje VP1-930 varianto
prognozuojama dydj (Zr. 3.12 Pav.). Vis délto skirtumy nustatyta kitose molekuliniy masiy srityse.
VVP2-1, Dagno-1 ir Dagno-2-1 ko-raiskos atvejais, atliktais to paties mieliy auginimo metu, nei
neigiamos kontrolés méginyje, nei viename i$ trijy VP2-1 ko-raiSkos méginiy (paruoStame i$ 2-0j0
mieliy klono) nebuvo aptiktas ~60 kDa baltymy juostos praturtinimas (zr. 3.12A ir B Pav.). Vis
delto Sios juostos praturtinimas buvo aptiktas neigiamos kontrolés méginyje, paruoStame i$ kito
(atskiro) mieliy auginimo (zr. 3.12C Pav.). Isskirtinai tik VP2-1 ko-raiskos méginiuose buvo

aptiktas ~32 kDa baltymy juostos praturtinimas (zr. 3.12A Pav.).
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3.12 Pav. AagraPyV VP1-930 varianto ko-raiskos su AagraPyV numanomais baltymais: VP2-
1 (A), Dagno-1 (A), Dagno-2-1 (B) bei su MarPyV2 sTAg (C) analizé NDS-PAGE

Atitinkamy geliy Sonuose pazymétos VP1-930 ir VP2-1 baltymy pozicijos pagal jy prognozuojama
molekuling masg¢. Geliuose rodyklémis pazymétos pozicijos, kuriose aptinkami baltymy profilio
skirtumai tarp méginiy. M — Baltymy molekulinés masés standartas. TK (teigiama kontrole), NK
(neigiama kontrol@) ir kiti i§ eilés vir§ geliy suzymeéti tiriamieji méginiai - po ultracentrifugavimo
per 30 % sacharozés sluoksnj gauti baltymy méginiai, paruosti i§ mieliy lasteliy, transformuoty
atitinkamai: pFX7-CglPyV-VP1 (CglPyV VP1 ~45 kDa), pFGG3, pFGG3-VP1-930/VP2-1,
pFGG3-VP1-930/Dagno-1, pFGG3-VP1-930/Dagno-2-1, ir pFGG3-VP1-930/MarPyV2-sTAg
plazmidiniais vektoriais.
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4. Rezultaty aptarimas

Siame magistro darbe buvo tiriamos Apodemus agrarius peliy inksty DNR méginiuose
identifikuotos AagraPyV sekos, kurios miisy zZiniomis yra pirmosios ir kol kas vienintelés NGO
PyV sekos, nustatytos konkretaus organizmo audinio méginyje. Vis délto pirmosios NGO tipo PyV
sekos buvo neseniai atrastos metagenominiy méginiy sekoskaitos duomenyse (Buck et al., 2024).
Lyginant su metagenominiais radiniais, AagraPyV seky identifikavimas audinio méginiuose
suteikia stipresnj biologinj pagrindg $io viruso ry$iui su tiriamu Seimininku, tac¢iau siekiant jvertinti,
ar AagraPyV natiiralus $eimininkas yra A.agrarius pelés reikalingi papildomi tyrimai. Siame darbe
buvo jvertintas AagraPyV paplitimas A. agrarius inksty DNR méginiuose, nustatytos ir
bioinformatiniais metodais iSanalizuotos naujos AagraPyV genomo sekos, taip pat iStirtas
numanomy struktiiriniy baltymy gebéjimas susirinkti j VPD S. cerevisiae mielése. VPD
susiformavimo atveju jos galéty buti panaudotos kaip antigenai serologiniuose tyrimuose su A.

agrarius kraujo serumo méginiais, siekiant nustatyti galimai buvusig AagraPyV infekcija.

Diagnostine PGR tiriant i§ 19 Lietuvos vietoviy sugauty A. agrarius peliy inksty DNR
meéginius, AagraPyV DNR sekos buvo aptiktos tik kai kuriuose Rusnés vietoveje, esancioje
Lietuvos vakary pakrastyje, sugauty peliy méginiuose. Sios vietovés A. agrarius peliy inksty DNR
méginyje buvo aptikta ir pirmoji — AagraPyV-ref seka. Vis délto kai kuriose vietovése sugauty peliy
méginiuose AagraPyV DNR galéjo likti neaptikta, nes méginiai buvo paruosti sujungus palyginti
nedidelj kiekj skirtingy grauziky DNR méginiy, todél neigiami rezultatai nebutinai gali reiksti, kad

Sis virusas néra paplitgs tose vietovese.

AagraPyV DNR sekos diagnostine PGR galéjo biiti aptiktos tik tais atvejais, jei méginiai pries
tai buvo praturtinti Ziedinémis DNR molekulémis. Tai rodo, kad tiriamuose méginiuose viruso
DNR kiekis buvo labai mazas, o pakankamam diagnostinés PGR jautrumui pasiekti buvo reikalinga
praturtinti viruso Zieding DNR. Tokio praturtinimo svarba PyV seky aptikimui pagrindZia ir vienas
tyrimas, kuriame phi29 DNR polimerazés pagrindu taikomas ziediniy DNR molekuliy praturtinimas
leido efektyviai padauginti PyV Ziedinge DNR seka zmogaus genominés DNR fone — iki ~108 karto,
net, kai reakcijoje buvo tik ~10 PyV genomo kopijy (Rockett et al., 2015).

Inksty méginiuose nustacius 11 tarpusavyje besiskirianciy AagraPyV genomo seky ir jas
palyginus su AagraPyV-ref, kai kuriy seky sutapimas sieké tik 93,1 %, nors jprastai tos pacios PyV
rasies varianty genomo seky sutapimas btina labai aukstas ir siekia 98-100 % (Gaynor et al., 2007;
Agostini et al., 2014; Ehlers et al., 2015; Zheng et al., 2015; Ranjan et al., 2017; Makvandi et al.,
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2018). Vis délto literatiiroje randama pavyzdziy, kad kai kuriy PyV rasiy varianty sekos tarpusavyje
skiriasi net ir apie 5 % (Siebrasse et al., 2012; Lim et al., 2014).

Analizuojant AagraPyV genomo sekas, visose buvo nustatyti numanomi LTAg, VP1 ir VP2
OREF bei hipotetiniai Dagno-1 ir Dagno-2-1 ORF. Keturiy i$ vienuolikos naujai nustatyty AagraPyV
PyV seky numanomi LTAg ORF pakitg¢ ir koduoja trumpesnes LTAg baltymy formas: dviejy
AagraPyV LTAg ORF koduoja baltyma su trumpesniu prognozuotu helikazés domenu, o kity
dviejy AagraPyV LTAg ORF koduojamas baltymas neturi prognozuoto J-domeno. NeZinoma ar §ie
LTAg ORF pakitimai galéjo atsirasti dél sekoskaitos klaidy (genomy seky sekoskaita buvo atlikta
vieng kartg), ar tai tikros AagraPyV sekose esancios mutacijos, dél kuriy jos galéty buti defektyvios
virusy sekos. Tyrimai su kity PyV LTAg J-domenu, rodo, kad jame jvesti amino riig§¢iy pokyciai
gerokai sumazina virusy gebéjimag replikuoti virusing DNR (Campbell et al., 1997; Lemieux ir
Bastin, 2000), panaikina LTAg gebéjima transformuoti lasteles (Srinivasan et al., 1997), sumazina

jo sintezés lygj ir manoma jj destabilizuoja (Whalen et al., 2005).

LTAg yra konservatyviausias PyV baltymas (Spencer et al., 2016), o AagraPyV seky
numanomi LTAg baltymai yra artimesni skorpionuose aptikto PyV LTAg baltymo sekai nei
zinduoliy, pvz. peliy MPyV LTAg sekai. LTAg baltymy J-domenui yra buidingas ypac
konservatyvus HPDKGG motyvas (An et al., 2012), kuris yra atsakingas uz LTAg saveika Su
lastelés Seimininkés Hsc70 Saperonu. Tiek Sis, tiek LTAg LXCXE motyvas (saveika su Seimininko
lasteliy Rb baltymais; An et al., 2012) yra aptinkamas net skorpionuose rasty PyV LTAg sekose
(QTH80103.1, QTHB80097.1), 0 AagraPyV numanomo LTAg baltymo sekose HPDKGG motyvas
yra pakitgs | HPDKNI seka, o LXCXE motyvas j I'YCDE seka. Tai galéty papildyti ankstesniy
tyrimy metu iSkelta hipoteze, kad AagraPyV sekos gali biti kilusios i§ A. agrarius parazity, nes
pakite konservatyviis motyvai gali baiti prisitaikymo prie jy lgstelinés aplinkos pozymis. Kiek tai
tikétina jvertinti sudétinga, kadangi Siuo metu konservatyviy motyvy zZinios daugiausia remiasi
zinduoliy ir paukséiy PyV sekomis (An et al., 2012), o skorpiony, kol kas vieninteliy nariuotakojy,
kuriuose aptiktos pilnos PyV genomo sekos, PyV LTAg baltymy minéty motyvy sekos islicka
konservatyvios (Schmidlin et al., 2021).

PyV VP1 baltymy ilgis jprastai sieckia 360-380 ar., o MCPyV VP1 baltymai yra Siek tiek
ilgesni (423 ar.) dél papildomy ar. C-gale, kuriy funkcija nezinoma (Bayer et al., 2020). Vis délto
nustatytose AagraPyV sekose numanomi VP1 ORF (VP1-Pilnasl ir VP1-Pilnas2) koduoja gerokai
ilgesnius baltymus — 511 ar. (VP1-Pilnas2) ir 512 ar. (VP1-Pilnas1), turin¢ius dar ilgesn¢ C-galo

sritj, kurioje prognozuojami o-spiraliy segmentai. Siems baltymams artimiausios tokio tipo VP1
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sekos (VP1-Cah), kuriy C-gale taip pat prognozuojami a-spiraliy segmentai, yra nustatytos ir kitose
PyV sekose, aptiktose jvairiy organizmy metagenominiy sekoskaitos duomenyse (Buck et al.,
2024). Pastarajame Buck et al., (2024) tyrime keliama hipotez¢ apie Siuos VP1-Cah tipo baltyma
koduojancius PyV, kad jie galéjo kilti i§ meldvirusy (vidutinio dydzio eukariotiniy linijinés
dvigrandés DNR virusy) protéviy per kelis geny praradimo jvykius. Iki Siol VP1-Cah tipo VP1
baltymy C-gale prognozuojamy a-spiraliy segmenty egzistavimas néra eksperimentiskai

patvirtintas.

Nepaisant to, kad PyV VP1 genams jprastai néra biidingi intronai (Barrett et al., 1991), vis
délto skorpiony transkriptomikos duomenyse neseniai buvo nustatyti splaisuoti transkriptai,
kuriuose pasalintas numanomo VP1 intronas (Schmidlin et al., 2021). Tokie transkriptai galimai
koduoja ~440 ar. VP1 baltymus (QWB13314.1, QWB13302.1), turincius ilgesn¢ C-galo sritj, tatiau
Si ilgesné C-galo sritis transkriptuose atsiranda tik po splaisingo, bet néra koduojama numanomo
VP1 ORF, kaip VP1-Cah atveju. Remiantis AagraPyV numanomy VP1 ORF koduojamy baltymy
nejprastai pailgéjusia C-galo sritimi, Siame darbe buvo iSkelta hipoteze, kad $i sritis gali buti
pasalinama po splaisingo. Po VP1-Pilnasl splaisingo viety prognozavimo atrinkus potencialius jo
splaisingo variantus — VP1-930 (323 ar.) ir VP1-1168 (470 ar.), S. cerevisiae mielése buvo tiriama
Siy trijy VP1 varianty baltymy raiska bei jy potencialus susirinkimas j VPD. Iki Siol daugumos
mieliy raiskos sistemoje tirty PyV atveju vien VP1 baltymo raiskos pakanka, kad jis savaime
susirinkty j VPD (Zielonka et al., 2006; Norkiené et al., 2015). NDS-PAGE tiriant lizato ir tirpios
frakcijos méginius, né vieno VP1 varianto sintezé nebuvo pakankama, kad bty aptikta. Toks
rezultatas gali biiti siejamas su zemu baltymy rai$kos lygiu, kurj galéjo lemti mMRNR nestabilumas,
netinkamas baltymy susilankstymas ir jy degradacija. Vis délto tik VP1-930 baltymo méginio,
gauto po baltymy koncentravimo amonio sulfatu ir ultracentrifugavimo per 30 % sacharozés
sluoksnj, NDS-PAGE analiz¢je buvo aptikta silpna baltymy juosta, atitinkanti jo prognozuojama
baltymo dydj, kas gali bti laikoma galimu susirinkimo j VPD pozymiu. Analizuojant §§ VP1-930
baltymo méginj TEM, buvo aptiktas mazas kiekis struktiiry, panasiy j PyV formuojamas ~45 nm
dydzio VPD (Zielonka et al., 2006; Norkiené et al., 2015). NDS-PAGE analizéje aptikus labai
neryskig VP1-930 baltymo juostele, nebuvo galima tikétis, kad analizuojant §j méginj TEM bus
aptikta daug VPD. Vis délto, toks mazas jy kiekis rodo, kad VP1-930 baltymai arba i VPD
susirenka neefektyviali, ir/arba VPD yra nestabilios ir galimai subyra jy koncentravimo metu.
Zinoma, nereikéty atmesti galimybes, kad $ios struktiiros galéjo atsirasti ir dél kity priezaséiy.
Pavyzdziui, jos galéjo atsirasti dél méginio uZterSimo ant zmogaus odos aptinkamais PyV
(Schowalter et al., 2010) arba tai galéty buti mieliy virusai, pavyzdziui totivirusai, formuojantys j
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PyV panasaus dydzio ir struktiiros (~40 nm) kapsides (Grybchuk et al., 2022). Kitas argumentas,
kad TEM aptiktos struktiros buvo VPD, j kurias susirinko VP1-930 baltymas, galéty bti: po
gryninimo jokdiksanolio tankio gradientu gauty frakcijy méginiy NDS-PAGE analizéje aptikta
baltymy juosta, atitinkanti VP1-930 baltymo prognozuojama molekuling mase (~37,5 kDa). Sios
juostos minimalus praturtinimimas 3-4 frakcijy méginiuose galéty atspindéti to nedidelio VP1-930
baltymo kiekio, aptikto po ultracentrifugavimo per 30 % sacharozés sluoksnj, susikoncentravimag
butent tose frakcijose, kuriose susikoncentravo ir CglPyV VP1 baltymo VPD. Juo labiau,

kad analogiskuose CglPyV VP1 baltymo, susirenkancio j VPD, frakcijy méginiuose irgi aptinkamos
~37,5 kDa baltymy juostos praturtinimas buvo mazesnis. Atsizvelgiant j visus iSdéstytus
argumentus labai tikétina, kad VP1-930 baltymai galéjo susirinkti j VPD, bet prastu efektyvumu
irfarba VPD galéjo buti nestabilios ir subirti koncentravimo/gryninimo metu.

Tolimesniuose tyrimuose buvo atlikta VP1-930 varianto ko-raiska su kitais poliomos virusy
baltymais, tikintis, kad kuris nors i$ jy prisidés prie VPD formavimo. Tuo tikslu pirmiausia buvo
atlikta ko-raiska su AagraPyV numanomo VP1 ORF pilno ilgio variantais — VP1-Pilnasl ir VP1-
Pilnas2. Tai buvo atlikta remiantis hipoteze, kad efektyviam AagraPyV baltymy susirinkimui j VPD
yra reikalinga pilno ilgio VP1 izoforma (VP1-Pilnasl/Pilnas2) ir trumpesné VP1-930 izoforma,
analogiskai kaip formuojamos parvovirusy kapsidés: i§ dviejy to paties baltymo izoformy —
trumpesnés VP2 izoformos, kuri sudaro didziaja dalj (95 %) kapsidés ir pilno ilgio VP1 izoformos
(Ozawa ir Young, 1987). Be to, reikéty pabrézti, kad VP1-Pilnas2 ORF splaisingo viety prognozé
neidentifikavo VP1-Pilnas1 ORF analogisko VP1-930 splaisingo varianto. VP1-Pilnas2 ORF sekoje
prognozuota VP1-Pilnas1 sekai analogiSka donoriné vieta ties 930 bp, taciau vienintel¢ 1295 bp
pozicijai artima akceptoring vieta buvo prognozuota ties 1271 bp, bet jos patikimumo jvertis (3,4)
buvo mazesnis nei tyrime taikytas patikimumo jvertis (jvertis > 6). NDS-PAGE analizuojant po
ultracentrifugavimo per 30 % sacharozés sluoksnj gautus ko-raiSkos meginius, susirinkimo j VPD
pozymiy nenustatyta, kas leidzia manyti, kad VP1-Pilnasl ir VP1-Pilnas2 varianty ko-raiska

nepagerino VP1-930 varianto potencialaus susirinkimo j VPD.

VP1-930 varianto ko-raiska taip pat buvo atlikta su kiekvienu i$ $iy poliomos virusy baltymy:
AagraPyV numanomu VP2 struktiiriniu baltymu, hipotetiniais Dagno-1 ir Dagno-2-1 baltymais beli
MarPyV2 sTAg baltymu. VP2 ko-raiskos poveikio VPD formavimuisi pavyzdys literatiiroje
aprasytas zasy hemoraginio poliomos viruso (GHPV) atveju: atliekant vien VP1 raiska S. cerevisiae
mielése susidarydavo tik mazesnés — apie 20 nm dydzio VPD, o papildomai atlikus ir VP2 ko-

raiska susiformuodavo normalaus dydzio (~45 nm) VPD (Zielonka et al., 2006). Be to, viename
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tyrime buvo parodyta, kad in vitro saglygomis SV40 VP2 gali paskatinti VP1 susirinkima j VPD
(Kawano et al., 2006). Kiek zinoma, literatiiroje néra duomeny, rodanc¢iy sTAg baltymy poveikj
VP1 baltymy susirinkimui j VPD, o Siame darbe VP1-930 ko-raiska su MarPyV2 sTAg buvo
atlikta, remiantis Sio baltymo raiskos teigiamu poveikiu S. cerevisiae mieliy lasteliy augimui
(Sedyte, 2025), kas galbiit galéty netiesiogiai lemti didesng VP1-930 sinteze. NDS-PAGE tiriant iy
minéty ko-raiSkos varianty méginius, gautus po ultracentrifugavimo per 30 % sacharoze, vélgi
visuose nebuvo aptikta susirinkimo j VPD pozymiy. Vis délto tam tikry baltymy profiliy skirtumy
tarp méginiy buvo aptikta. Daugumos ko-raiskos meginiy NDS-PAGE baltymy profiliuose buvo
aptiktas ~60 kDa baltymy juostos praturtinimas, kuris stebimas ir kity ko-raiSkos méginiy atveju
(3.11B Pav.), kai mieliy auginimui buvo pradétas naudoti naujas, bet to paties gamintojo mieliy
ekstraktas. Méginiuose, paruostuose, kai auginimui buvo naudojamas senesnis mieliy ekstraktas,
Sios juostos praturtinimas nebuvo aptinkamas (3.7 Pav. ir 3.11A Pav.). Manoma, kad per ilgesnj
laikg senesnio mieliy ekstrakto komponenty sudétis pakito, o naujesnis ekstraktas dél neaiSkiy
priezasciy daugumos mieliy auginimo atvejy galéjo indukuoti stipresne, tam tikry mieliy baltymy
(~60 kDa) raiska. Kitas NDS-PAGE baltymy profiliy skirtumas tarp ko-raiskos méginiy buvo ~32
kDa baltymy juostos praturtinimas, nustatytas tik VP2-1 ko-raiskos méginiuose. Si baltymy juosta
neatitinka VP2-1 prognozuojamos molekulinés masés (~24,5 kDa), tat¢iau neatmetama galimybg,
kad ji galéty atitikti VP2 baltyma, kurio migracija NDS-PAGE gelyje galéjo buti pakitusi dél
potransliaciniy modifikacijy ir/arba netipiniy sgveiky su NDS, taciau taip pat tikétina, kad tai galéty
biiti praturtintas mieliy baltymas, kurio kiekis galéjo padidéti dél VP2 ko-raiSkos salygy.

Apibendrinant, Siame darbe tirtas AagtaPyV yra pirmasis nekanoninés genomo organizacijos
PyV, kuris buvo aptiktas konkretaus organizmo audinio méginyje — A. agrarius peliy inksty
méginyje. Tiriant A. agrarius peliy inksty DNR méginius buvo nustatyta 11 tarpusavyje
besiskirian¢iy AagraPyV genomo seky, kuriy maZziausias tarpusavio sutapimas sieké 93,1 %, o tai
yra maziau nei jprastai apraSoma tos pacios PyV risies varianty atveju. Visy AagraPyV seky
numanomy LTAg baltymy pakite konservatyviis motyvai papildo ankstesniy tyrimy metu iskelta
hipoteze, kad AagraPyV sekos gali biti kilusios i$ skirtingy A. agrarius parazity riasiy. S. cerevisiae
mielése atlikus AagraPyV numanomo VP1, jo prognozuoty splasingo varianty (VP1-930 ir VP1-
1168) raiska bei VP1-930 varianto ko-raiska su kitais PyV baltymais, né vienu atveju nebuvo
aptikta aiskiy AagraPyV baltymy sintezés ir susirinkimo j VPD pozymiy. Vis délto VP1-930
varianto rai$kos atveju buvo aptikta tik galimy VPD susiformavimo pozymiy, leidzian¢iy manyti,
kad Sio baltymo susirinkimas ] VPD gal¢jo vykti labai neefektyviai ir/arba susidariusios dalelés

galéjo biiti nestabilios taikytomis VPD koncentravimo ir gryninimo salygomis.
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Tolimesniuose tyrimuose, siekiant jvertinti §io nejprasto PyV numanomy VP1 varianty
susirinkima j VPD, biity vertinga jautresniais metodais iStirti ar S. cerevisiae mielése bent Zemu
lygiu vyksta VP1 varianty sintezé (pvz., sukonstruojant His inkarg turin¢ius VP1 variantus ir juos
bandyti aptikti imunoblotingu, naudojant anti-His antik@inus). Toliau buty galima sukonstruoti VP1
ORF variantg, kurio koduojamam baltymui pasalinta visa pailgéjusi C-galo sritis, ir jvertinti jo
gebéjimg susirinkti | VPD. Ypac¢ kuomet literatiiroje buvo parodyta, kad ziurkéno PyV VP1
gebéjimas susirinkti } VPD S. cerevisiae mielése priklausé nuo C-galo sutrumpinimo ilgio ir vietos,
o pasalinus net visg C-galo srit] $is baltymas vis tiek gal¢jo susirinkti j normalaus dydzio VPD
(Gedvilaité et al., 2006). Neatmestina galimybé¢ ir tai, kad AagraPyV VPD formavimui gali bati
reikalingi ir kiti vélyvajame regione koduojami baltymai, todél tolimesniuose tyrimuose biity
galima atlikti hipotetiniy Dagno baltymy ko-raiska kartu su numanomais VP1 ir VP2 baltymais. Be
to, tolimesniuose eksperimentuose bty galima isbandyti AagraPyV VP1 varianty raiska vabzdziy
lasteliy sistemoje, kurios lasteliné aplinka ir veiksniai galéty buti artimesni AagraPyV lastelés

Seimininkés aplinkai, 0 tai galbiit pagerinty VP1 baltymy susirinkima j VPD.
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ISvados

Diagnostine PGR tiriant devyniolikoje Lietuvos vietoviy sugauty A. agrarius peliy inksty
DNR méginius, AagraPyV DNR sekos buvo aptiktos tik Rusnés vietovéje sugauty peliy
méginiuose. AagraPyV DNR seky aptikimui buvo reikalingas méginiy ziediniy DNR
molekuliy praturtinimas prie§ diagnosting PGR.

. AagraPyV genomo sekos pasizyméjo mazesniu tarpusavio sutapimu (93,1 %) nei jprastai
apraSoma tos pacios PyV rasies varianty atveju. AagraPyV seky numanomy LTAQ baltymy
pakite konservatyviis motyvai papildo hipoteze, kad AagraPyV sekos gali bti

kilusios i§ A. agrarius peliy parazity.

In silico prognozuoti pilno ilgio VP1 baltymy (VP1-Pilnasl ir VP1-Pilnas2) strukttriniai
modeliai atitiko pentamering organizacija, ta¢iau C-gale pasizymejo papildomais a-spiraliy
segmentais, o prognozuoty splaisingo varianty (VP1-930 ir VP1-1168) baltymy modeliai dél
trumpesnés C-galo srities buvo strukttiriSkai artimesni kanoninei VP1 pentamerinei
struktirai.

. S. cerevisiae mielése nebuvo nustatyta aiskiy AagraPyV VP1-Pilnasl ir jo prognozuoty
splaisingo varianty (VP1-930 ir VP1-1168) baltymy raiskos bei susirinkimo j VPD pozymiy.
. VP1-930 varianto ko-raiska su vienu i§ AagraPyV baltymy (VP1-Pilnasl, VP1-Pilnas2,
VP2-1, Dagno-1, Dagno-2-1) arba MarPyV2 sTAg nepagerino VP1-930 baltymo

susirinkimo j VPD S. cerevisiae mielése.
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SANTRAUKA

Ankstesniuose musy laboratorijos tyrimuose, naujos kartos sekoskaitos metodais tiriant
dirviniy peliy (Apodemus agrarius) inksty DNR méginius, buvo identifikuota nekanoninés genomo
organizacijos (NGO) poliomos viruso (PyV) seka, pavadinta AagraPyV. Si seka pasizymi
ankstyvyjy bei vélyvyjy geny homology kodavimu ta pacia kryptimi, nors jprastai PyV genomuose
jie koduojami priesingomis. Misy ziniomis, tai pirmoji ir kol kas vienintelé NGO PyV seka,
nustatyta konkretaus organizmo audinio méginyje. AagraPyV seka yra labai filogenetiskai nutolusi
nuo zinduoliy PyV, todél neaisku ar AagraPyV nattiralus Seimininkas yra A.agrarius pelés. Siekiant
ateityje tai jvertinti, Siame darbe buvo tiriamas AagraPyV struktiiriniy baltymy gebéjimas susirinkti
] virusus panasias daleles (VPD) S. cerevisiae mielése, kad VPD susiformavimo atveju jos véliau

galéty biiti panaudotos kaip antigenai serologiniuose tyrimuose.

Atsizvelgiant | AagraPyV numanomo VP1 baltymo (VP1-Pilnasl) nejprastai pailgéjusia C-
galo sritj, susirinkimas j VPD buvo tiriamas, tiek atliekant VP1-Pilnasl raiska, tiek jo prognozuoty
splaisingo varianty (VP1-930 ir VP1-1168) raiska. Né vienu atveju nebuvo nustatyta aiskiy VP1
baltymy raiskos ir susirinkimo j VPD pozymiy. Vis délto VP1-930 varianto méginio natrio dodecil
sulfato-poliakrilamido gelio elektroforezés (NDS-PAGE) ir transmisinés elektroninés
mikroskopijos (TEM) analizés rezultatai parodé galimus VPD susiformavimo pozymius. Atlikus
VP1-930 varianto ko-raiska su atskirais AagraPyV baltymais arba MarPyV2 sTAg, VP1-930

baltymo susirinkimas j VPD nepageré¢jo.

Be to, Siame tyrime A. agrarius inksty DNR méginiuose buvo nustatyta vienuolika
tarpusavyje besiskirian¢iy AagraPyV genomo seky. JoS pasizyméjo mazesniu tarpusavio sutapimu
(93,1 %) nei jprastai aprasoma tos pacios PyV rasies varianty atveju. Visy AagraPyV seky
numanomi LTAg baltymai turéjo pakitusius konservatyvius motyvus, 0 tai papildo ankstesniy
tyrimy metu iskelta hipoteze, kad AagraPyV sekos gali biiti kilusios ne i§ A. agrarius peliy, o i$ jy

parazity.
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ABSTRACT

In our laboratory's previous studies, using next-generation sequencing methods to examine
kidney DNA samples from the striped field mice (Apodemus agrarius), a non-canonical genome
organization (NGO) polyomavirus (PyV) sequence was identified and named AagraPyV. This
sequence is characterized by early and late gene homologues encoded in the same direction,
whereas in PyV genomes they are usually encoded in the opposite directions. To our knowledge,
this is the first and so far the only NGO PyV sequence identified in a tissue sample from a specific
organism. The AagraPyV sequence is phylogenetically very distant from mammalian PyVs, so it is
unclear whether the natural host of AagraPyV is A. agrarius mice. In order to investigate this in the
future, this work examined the ability of AagraPyV structural proteins to assemble into virus-like
particles (VLPs) in S. cerevisiae yeast, so that in case of VLP formation, they could later be used as

antigens in serological experiments.

Considering the unusually elongated C-terminal region of the putative VVP1 protein (VP1-
Pilnasl), assembly into VLPs was investigated either by expressing VP1-Pilnasl or its predicted
splicing variants (VP1-930 and VVP1-1168). In none of these cases was there any clear signs of VP1
protein expression and assembly into VLPs. However, the results of sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and transmission electron microscopy (TEM)
analysis of the VP1-930 variant sample showed possible signs of VLPs formation. Co-expression of
the VP1-930 variant with individual AagraPyV proteins or MarPyV2 sTAg did not improve VP1-
930 protein assembly into VLPs.

In addition, a total of eleven distinct AagraPyV genome sequences were identified from A.
agrarius kidney DNA samples in this study. They differed from each other by 93,1 %, which is less
than is usually described for variants of the same PyV species. The putative LTAg proteins of all
AagraPyV sequences contained altered conserved motifs, which supports the hypothesis raised in
the previous studies that AagraPyV sequences may have originated not from A. agrarius mice, but

from their parasites.
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Padéka

Dékoju J. m. d. Emiljai Vasilitinaitei uz suteikta galimybe magistro studijy metu atlikti
praktika ir dirbti su jdomia darbo tema, dékoju uz naudingus patarimus rasant darba ir atliekant
laboratoriniais metodus bei uz apmokyma dirbti naujais metodais. Taip pat dékoju Habil. Dr. Almai
Gedvilaitei uz skirta laika ir konsultacijas, nuo$irdzig pagalbg tinkamai ir moksliskai aprasant
literatirg, rengiant iliustracijas ir interpretuojant gautus rezultatus. Noriu padékoti Dr. Mildai
Norkienei uz naudingus patarimus ir jzvalgas sprendziant problemas bei uz pagalbg rengiant
magistro darba. Be to, noréciau skirti nemaza acit ir dokt. Monikai Rupytei uz pagalba ir patarimus
laboratorijoje, istrauktus mégintuvélius ir 1eksteles. Sig mégintuveliy ir 1éksteliy padéka batinai

skiriu ir misy laboratorijoje praktika atlikusiai bakalauro studijy absolventei Lolitai Sedytei.
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Priedai

1 Priedas. AagraPyV genomo varianty seky ilgiai, numanomi ORF ir jy koduojamy baltymy

ilgiai

,Méginio nr.“ stulpelis atspindi A. agrarius inksty DNR méginiy numeracija pateiktg 3.1 lenteléje,

i§ kuriy buvo padaugintos ir nustatytos AagraPyV sekos.

Méginio | AagraPyV sekos Genomo | AagraPyV ORF koduojamuy baltymy ilgis
nr. pavadinimas ilgis,bp | LTAg | VP1 | VP2 | Dagno-1 | Dagno-2
16 AagraPyV-16-1 5385 581 511 | 243 118 55
16 AagraPyV-16-2 5385 581 511 | 243 118 55
17 AagraPyV-17-1 5406 520 512 | 243 118 55
17 AagraPyV-17-2 5407 359 512 | 243 118 95
17 AagraPyV-17-3 5389 581 | 511 | 243 118 -

18 AagraPyV-ref 5405 581 512 | 243 118 55
18 AagraPyV-18-2 5406 520 512 | 243 118 55
18 AagraPyV-18-3 5406 581 512 | 243 118 55
19 AagraPyV-19-1 5408 581 512 | 243 118 55
19 AagraPyV-19-2 5407 581 512 | 243 118 55
20 AagraPyV-20-1 5389 359 511 | 243 118 55
20 AagraPyV-20-2 5385 581 | 511 | 243 118 81

2 Priedas. Naujai nustatyty AagraPyV genomo varianty seky ir ju numanomy ORF
koduojamy baltymy poriniy palyginiy su AagraPyV-ref rezultatai

Poriniai palyginiai atlikti naudojant SDT programa, MAFFT algoritma. Genomo seky sutapimas

(%) pateikiamas nukleotidy, o ORF koduojamy baltymy — aminortig§¢iy lygmeniu. Raudonai

azymeéti sutrumpéjusiy LTAg ORF ir pailgéjusio Dagno-2 ORF koduojamy baltymy variantai.

AagraPyV sekos | Genomo, | LTAg, VP1, VP2, Dagno-1, Dagno-2,
pavadinimas % % % % % %
AagraPyV-16-1 | 9313 | 9759 | 9432 | 96,71 100 92,70
AagraPyV-16-2 | 9313 | 97,76 | 94,32 | 96,71 100 92,70
AagraPyV-17-1 | 99,85 100 100 100 100
AagraPyV-17-2 | 99,94 100 100 100 100
AagraPyV-17-3 | 93,00 94,32 | 96,71 100 -
AagraPyV-18-2 | 99,93 100 100 100 100
AagraPyV-18-3 | 99,85 100 100 100 100 100
AagraPyV-19-1 | 9985 | 99,83 100 100 100 100
AagraPyV-19-2 | 99,89 100 100 100 100 100
AagraPyV-20-1 | 93,06 H 94,32 | 96,71 100 92,70
AagraPyV-20-2 | 9309 | 97,76 | 9432 | 96,71 100 SRR
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|:> Alfa splrallu srltys

\A 4 \A A A vy YV VWY

Template

Ll |||||||I||||I|||I||||||||II| |||||III||| ] ||||I||II|||||||I ||||||III|||| il
VLTKTGREAREFRLAY CREVCOKY 57 SOCSE DECTSELKECKTAC 5 QTLRDYYSAKINFY

(3 I alfa [ alfa [ alfa |
T
300 350 400 450 500
‘}VP‘]_P"naSz ‘CWEVTOKVSP SDCSEIQKKL DECESE L RECKTPCPGH| TEYLMLTI DRAVDHT TP QDT I0DEXYQGH ERYOALKTIADRDLTLNIGLYTLLLALKMOF YLANCYDMENAQTRNLI TAAS I0KLYTERSAFQTLREYYDAK INPDAQAPYETPIVPAHLFFDI
1 1
Length: 511 300 350 400 450 500

Mismatches: 30
3 Priedas. VP1-Pilnasl ir VP1-Pilnas2 baltymy C-galo seky palyginio schema
Prognozuotos alfa spiraliy sritys pazymétos rozine spalva. Raudonos rodyklélés (arba zemiau balti
tarpai) zymi aminorigs$ciy neatitikimus. Palyginys sukurtas su Benchling.com programa.

JCPyV Agno; PDB:5SNHQ

N-galas ﬁi
\

Dagno-2-1
Dagno-2-2
N-galas AAANRN —

P
(\

Dagno-2-3 7

\/\_a J
\/\ P o

TN

4 Priedas. Eksperimenti§kai nustatytos JCPyV Agno struktiiros (PDB: 5SNHQ) palyginimas su
AagraPyV Dagno ORF koduojamy baltymuy struktiry modeliais

B-klostés pazymétos geltonai, a-spiralés — raudonai. Struktiiros prognozuotos su AlphaFold
programa. lliustracija sukurta su PyMOL programa.

96



A)

VP1- VP1-

kDa
100

70

VP1-Pilnas1: 59
VP1-1168:—55

20 .-

VP1-930: 37,5——

M TK

VP1-
NK Pilnasl 930 1168

B)
VP1- VP1- VP1-
NK Pilnasl 930 1168

kDa
10
70

o

55

40

35

25

5 Priedas. AagraPyV VP1-Pilnasl geno varianty koduojamy baltymuy raiskos analizé NDS-
PAGE isfrakcionavus lizato (A) ir tirpios frakcijos (B) baltymuy méginius

Kairéje pazymétos VP1-Pilnasl, VP1-1168 ir VP1-930 baltymy pozicijos pagal jy prognozuojamag
molekuling mas¢. M— Baltymy molekulinés masés standartas. TK (teigiama kontrol¢), NK
(neigiama kontrol¢), VP1-Pilnasl, VP1-930 ir VP1-1168 — méginiai, paruosti i§ mieliy Igsteliy,
transformuoty atitinkamai : pFX7-CglPyV-VP1 (VP1 ~45 kDa), pFX7, pFX7-VP1-Pilnasl, pFX7-

VP1-930 ir pFX7-VP1-1168 plazmidiniais vektoriais.

Lizato méginiai
kDa M TK NK P1/930

A

VP1-Pilnas1: ~59
55

40

VP1-930: 37,5
35

25

kDa
100

B)
70
VP1-Pilnas2: ~59
55
40

VP1-930: 37,5
35

25

6 Priedas. AagraPyV VP1-Pilnasl ir VP1-930 (A) bei VP1-Pilnas2 ir VP1-930 (B) ORF
koduojamy baltymuy ko-raiskos analizé NDS-PAGE isfrakcionavus lizato ir tirpios frakcijos
baltymy méginius

NK P2/930 1'%33 TK M

Tirpios frakcijos méginiai
TK M NK P1/930

kDa
100

70
55

40

35

25

NK P2/930
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Kair¢je geliy puséje pazymétos VP1-Pilnasl, VP1-930 ir VP1-Pilnas2 baltymy pozicijos pagal jy
prognozuojamg molekuling mas¢. M — Baltymy molekulinés masés standartas. TK (teigiama
kontrolé), NK (neigiama kontrolé), P1/930 ir P2/930 - baltymy méginiai, paruosti i§ mieliy lgsteliy,
transformuoty atitinkamai: pFX7-CglPyV-VP1 (CglPyV VP1 ~45 kDa), pFGG3, pFGG3-VP1-
Pilnas1/930 ir pFGG3-VP1-Pilnas2/930 plazmidiniais vektoriais.
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