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SANTRUMPU SARASAS

AflaPyV1 — Apodemus flavicollis poliomos virusas;

ALT — alternatyvus T antigenas (angl. alternative T-antigen);

ALTO - alternatyvaus T antigeno atviras skaitymo rémelis (angl. alternative T open reading
frame);

APYV — pauksc¢iy poliomos virusas (angl. Aves polyomavirus 1);

aps./min — apsisukimai per minutg;

ar. — aminoragstis;

ASR — atviras skaitymo rémelis (angl. open reading frame, ORF);

BKPyV — BK Zmogaus poliomos virusas (angl. BK polyomavirus; Human polyomavirus 1);
CsCl — cezio chloridas;

CVPyV — paprastojo peléno poliomos virusas 1 (angl. common vole polyomavirus; Microtus arvalis
polyomavirus 1);

dg — dvigrandiné (DNR, RNR);

DNRazé — deoksiribonukleazé;

dNTP — deoksiribonukleozidtrifosfatai;

DTT - ditiotreitolis;

EDTA — etilendiaminotetraacto riigstis;

EGIS — Eukarioty geny inZzinerijos skyrius (Biotechnologijos institute, Gyvybés moksly centre);
ET — endoplazminis tinklas;

HaPyV — ziurkéno poliomos virusas (angl. Hamster polyomavirus; Mesocricetus auratus
polyomavirus 1;

HPyV 6, 7, 9, 10— Sestas, septintas, devintas, deSimtas, dvyliktas Zmogaus poliomos virusai (angl.
human polyomaviruses 6, 7, 9, 10);

Hsp70 — 70 kDa kar$¢io Soko baltymas (angl. 70 kilodalton heat shock protein);

ICTV — Tarptautinis Virusy Taksonomijos Komitetas (angl. International Committee on Taxonomy
of Viruses);

JCPyV — JC zmogaus poliomos virusas (angl. John Cunningham polyomavirus; Human
polyomavirus 2);

kDa — kilodaltonas;

KES — kriitinés ertmés skystis;

KIPyV — Karolinskos linstituto zmogaus poliomos virusas (angl. Karolinska Institute
polyomavirus; Human polyomavirus 3);

LB — Luria-Bertani mitybiné terpé;



LCDV - zuvy virusiné limfocisting ligg sukeliantis virusas (angl. iridovirus lymphocystis disease
virus);

LIPyV — Liono IARC Zzmogaus poliomos virusas (angl. Lyon IARC polyomavirus; Human
polyomavirus 14);

LTag — didysis T (vézinis) antigenas (angl. large tumour antigen);

MCPyV — zmogaus poliomos virusas (angl. Merkel cell polyomavirus; Human polyomavirus 5);
ME — minimalios evoliucijos (filogenetinio medzio kiirimo algoritmas) (angl. minimum evolution);
MHC | — I klasés didysis suderinamumo kompleksas (angl. major histocompability complex);
MPyV — peliy poliomos virusas (angl. Mus musculus polyomavirus 1);

MPtV — peliy pneumotropinis virusas (angl. mouse pneumotropic virus; Mus musculus
polyomavirus 2);

mTag — vidurinysis T antigenas (angl. middle tumour antigen);

MWPyV — Malavio zmogaus poliomos virusas (angl. Malawi polyomavirus; Human polyomavirus
10);

NANA —N-acetilneuramining (sialo) rugstis;

NCBI — The National Center for Biotechnology Information duomeny baz¢;

NDS — natrio dodecilsulfatas;

NHsAc — amonio acetatas;

NJ — kaimyny sujungimo algoritmas (angl. neighbor-joining);

NJPYV — Niu DZersio Zzmogaus poliomos virusas (angl. New Jersey polyomavirus; Human
polyomavirus 13);

NKKR — nekoduojantis kontrolés regionas (angl. non-coding control region, NCCR);

NLS — nukreipimo j branduolj seka (angl. nuclear localization signal, NLS);

OBD - prie Ori besijungiantis motyvas (angl. origin binding domain)

Ori — replikacijos iniciacijos seka (angl. origin of replication);

PEG - polietilenglikolis;

PyV — poliomos virusas (-ai);

PML — progresyvi daugiazidininé leukoencefalopatija (angl. progressive multifocal
leukoencephalopathy);

PMSF — fenilmetansulfonilfluoridas;

PP2A — baltymy fosfatazé 2A (angl. Protein phosphatase 2A);

RatPyV2 — Rattus norvegicus poliomos virusas 2;

REazé — restrikcijos endonukleaze;

RnorPyV1 — Rattus norvegicus poliomos virusas 1;

RNRazé — ribonukleazé;



sTag— mazasis T antigenas (angl. small tumour antigen);

STLPyV — Sent Luiso zmogaus poliomos virusas (angl. St. Louis polyomavirus; Human
polyomavirus 11);

SV40 — bezdzioniy poliomos virusas (angl. Simian vacuolating virus 40; Macaca mulatta
polyomavirus 1);

TAE — Tris-acetato-EDTA buferinis tirpalas;

TEMED — N, N, N’, N’ —tetrametilendiaminas;

TMB -3, 3/, 5, 5’ —tetrametilbenzidinas;

Tris — tris(hidroksimetil)aminometanas;

TSPyV — trichodysplasia spinulosa zmogaus poliomos virusas (angl. trichodysplasia spinulosa —
associated polyomavirus; Human polyomavirus 8);

TV — transkripcijos veiksnys;

UV — ultravioletas;

vg — viengrandiné¢ (DNR, RNR);

VNP — vieno nukleotido polimorfizmas;

VP1 — pagrindinis strukttrinis PyV kapsidés baltymas (angl. viral protein-1);

VP2, VP3 — antraeiliai poliomos virusy kapsidés baltymai (angl. viral protein-2,3);

VPD — j virusus panasios dalelés (angl. virus-like particle(s), VLP(s));

WUPyYV — Vasingtono universiteto zmogaus poliomos virusas (angl. Washington University
polyomavirus, Human polyomavirus 4);

ZIV — zmogaus imunodeficito virusas;

ZPyV — zmogaus poliomos virusas (-ai) (angl. human polyomavirus(es) — HPyV(s)).



IVADAS

Manoma, kad $iuo metu zinomi virusai sudaro vos 0,005 % tikros virusy jvairoveés
(Geoghegan ir Holmes, 2017). Vis délto, net ir tokia maza iStirty virusy dalis yra susijusi su didele
praéjusio amziaus biologijos ir medicinos moksly pazangos dalimi, todél sunku net jsivaizduoti,
kokie atradimai dar laukia toliau tyrinéjant virusy pasaulj (McGrath ir kt., 2004). Virusy paieskai ir
analizei taikomi jvairtis metodai, nuo auginimo lgsteliy kultirose iki naujos kartos sekoskaitos,
priklausomai nuo tiriamo viruso savybiy ir tyrimo tiksly (Concei¢do-Neto ir kt., 2015).
Skaiciuojama, kad daugiau nei 70 % visy Zzmones infekuojanciy virusy yra zoonozinés kilmés, 0
didziausi zoonoziniy virusy rezervuarai — Sik§nosparniai, primatai ir grauzikai. Zoonoziniai virusai
sukélé daug dideliy pastarojo meto epidemijy — gripo, ZIV, koronavirusy, prognozuojama, kad
tokiy epidemijy bus dar ne viena (Olival ir kt., 2017). Tai dar viena prieZastis tirti virusy jvairove —
didesnis informacijos apie egzistuojancius virusus kiekis ir virusy paplitimo bei evoliuciniai tyrimai
zoonozes pernesanciuose gyvunuose gali padéti nuspéti zoonoziniy epidemijy jvykius ir gal net

uzkirsti jiems kelig.

Poliomos virusai (PyV) yra mazi, neturintys apvalkalélio dvigrandinés DNR virusai,
infekuojantys zinduolius, pauks¢ius ir zuvis. XX a. antroje puséje PyV, ypa¢ SV40, smarkiai
prisidéjo prie molekulinés biologijos ir geny inZinerijos vystymosi. Siuo metu daugiausiai démesio
skiriama PyV zmonéms sukeliamy patologijy tyrimams, PyV siejami su véziniais susirgimais,
inksty, odos, nervy sistemos, kvépavimo taky ligomis, nors jy pasireik§imas paprastai stebimas tik
imuniteto sutrikimais pasizyminc¢iuose individuose. Paprastai poliomos virusai evoliucionuoja létai,
panasiu greiiu kaip ir jy Seimininkali, ir geba Seimininkg keisti tik retais atvejais, tad zoonozé PyV
mazai biidinga. Siuo metu Zinomi du PyV zoonozés atvejai — bezdzioniy SV40 virusas ir kirstuky

Sorex araneus PyV gebégjo paplisti zmoniy populiacijose.

Siuo metu yra patvirtinta vir§ 100 PyV riisiy, i§ jy 88 infekuoja Zinduolius ir tik 9 —
grauzikus, t. y. §Siuo metu grauziky, sudaranciy 40 % visos zinduoliy jvairovés, PyV jvairove yra
menkai reprezentuota. Grauzikai yra jdomus ir patogus tyrimy objektas — jie pasiZymi gausa ir
jvairove, yra placiai paplite, be to, yra daugybés zoonoziy Saltinis. Grauziky PyV rusiy ir/arba
populiacijy tyrimai gali padéti daugiau suzinoti apie PyV evoliucija ir ja lemiancius kodivergencijos
su Seimininku bei Seimininko keitimo jvykius, todél Sio tyrimo metu buvo atlickama Europoje
sugauty peliy, pelény ir Ziurkiy PyV paieSka. Kadangi PyV DNR tiriamuose méginiuose yra labai
mazai, dazniausiai vienas i§ PyV paieskos etapy yra méginiy DNR padauginimas grandinés
i§stimino metodu, naudojant Phi29 polimeraze. Sis metodas leidzia praturtinti méginj PyV DNR,

taciau atsitiktinés reakcijos metu padauginama ne tik PyV, bet ir visa kita méginyje esanti DNR,



todél Sio tyrimo metu buvo méginama padidinti PyV DNR praturtinimo efektyvuma jos

padauginimo Phi29 polimeraze metu.

Darbo tikslas:

Atlikti poliomos virusy paieska Microtus, Apodemus ir Rattus genciy grauziky méginiuose,

nustatyti aptikty PyV genomy sekas ir jas iSanalizuoti.
UZdaviniai:

1. Sukurti PyV specifinius heksanukleotidinius pradmenis PyV DNR kiekio praturtinimo
efektyvumui padidinti jos padauginimo Phi29 polimeraze metu ir istirti jy efektyvuma.

2. Atlikti poliomos virusy paieskag Microtus genties pelény méginiuose, nustatyti ir iSanalizuoti
aptikty PyV genomy sekas ir atlikti tarppopuliacing filogeneting analize.

3. Atlikti poliomos virusy paieska Apodemus genties peliy méginiuose, nustatyti ir i§analizuoti
aptikty PyV genomy sekas.

4. Atlikti poliomos virusy paieska Rattus genties ziurkiy méginiuose, nustatyti ir iSanalizuoti
aptikty PyV genomy sekas.

5. Mieliy lgstelése susintetinti RnorPyV1 ir RatPyV2 VP1 baltymus ir isgryninti jy

formuojamas VPD.



1 LITERATUROS APZVALGA

1.1 Poliomos virusai

Poliomos virusai (PyV) yra mazi (40-45 nm skersmens), neturintys apvalkalélio
dvigrandinés DNR virusai. Jie priklauso Polyomaviridae Seimai, kuri patenka j I-aja (dgDNR
virusai) virusy grupe pagal D. Baltimorés virusy klasifikacija. Siuo metu yra patvirtintos 102 PyV
rasys, infekuojancios zinduolius, paukscius ir zuvis (ICTV, talk.ictvonline.org). Poliomos virusai
budingiausi zinduoliams: daugiausia patvirtinty PyV raiSiy rasta primatuose (25),
Sik§nosparniuose (24), zmonése (13), grauzikuose (9). Poliomos virusai yra aptikti ir kituose
zinduoliuose — alpakose, arkliuose, barsukuose, delfinuose, drambliuose, jau¢iuose, pandose,
meskénuose, Sunyse ir kt. Devynios PyV rasys aptiktos pauksc¢iuose, 5 — zuvyse (ICTV, Cituota:
2020-04-17).

Pirmasis poliomos virusas MPyV (angl. Murine polyomavirus) buvo atrastas pelése
1950-1953 m. Ludwik Gross tyre i§ leukemija serganciy peliy organy paruosto filtrato gebéjima
sukelti leukemijg kitos linijos peléms. Preparatas, paruostas sumaisius serganciy peliy
homogenizuotas kepenis, bluznj, Zarnaplévés auglius ir periferines limfines liaukas, buvo
filtruojamas ir suleidziamas sveikoms naujagiméms peléms po oda. Devynioms i§ 84 paveikty peliy
18sivyste leukemija, o 15-ai aplink kaklg iSsivysteé didelis kiekis seiliy liauky augliy. IS 54
kontroliniy peliy, kurios buvo inokuliuotos pakaitintais (68 °C 30 min) ekstraktais, tik vienai pelei
i8sivysté gimdos kaklelio navikas. Autorius iSkelé hipotezg, kad leukemija sergancios pelés nesioja
du karsc¢iu inaktyvuojamus kancerogeniskus agentus, vieng — sukeliant] leukemija, kitg — sukeliantj
seiliy liauky karcinomg. Nors Gross mané, kad véZio sukel¢jas yra virusinés kilmés, savo darbuose
ji vadino ,,agentu®, siekdamas iSvengti tuo metu mokslo pasaulyje vyravusio kritiSko poziiirio |
virusy gebéjima sukelti vézj Zinduoliams (Gross, 1953). Vézinius peliy paausiniy seiliy liauky
susirgimus sukeliant] agenta steb&jo ir apie jo virusing kilme svarsté ir paraleliai dirbusi Sarah
Stewart, ta¢iau virusa, kaip tikéting $iy susirgimy priezastj, jvardino tik 1958 m. Virusas
naujagiméms peléms sukélé daug jvairiy tipy augliy, todél autoré su kolegémis ji pavadino
poliomos virusu: graiky poly + oma = daug augliy (Stewart ir kt., 1958). Peliy poliomos viruso
atradimas pateikeé negin¢ijamy jrodymy apie virusy gebé¢jima sukelti vézinius susirgimus
zinduoliams ir padéjo pagrinda kity onkogeniniy zinduoliy virusy paieskai ir tyrimams (Morgan,

2014).

Pirmasis primaty poliomos virusas buvo atrastas dviejy riisSiy makaky

(Macaca fascicularis ir Macaca mulatta) inksty lasteliy kultirose (Sweet ir Hilleman, 1960). Sis



virusas nesukélé jokiy citopatologijy ir buvo nepastebimas savo Seimininko — makakos — Igsteliy
kulttirose, todél buvo identifikuotas tik juo paveikus kitos genties bezdzioniy

(Cercopithecus aethiops) Iasteliy kultiiras. Virusas buvo pavadintas bezdZioniy vakuoles sudaran¢iu
virusu 40, SV40 (angl. simian vacuolating virus 40), nes viruso paveiktos Cercopithecus aethiops
lastelés pasizyméjo dideliu kiekiu vakuoliy. Atlikus tyrimus su grauzikais, buvo nustatyta, kad
makaky inksty lasteliy kultury ekstraktai, suleisti zZiurkénams, jiems sukelia auglius (i§ 154 paveikty
ziurkény, 109 isivysté navikai) (Eddy ir kt., 1961). Sie augliai skyrési nuo sukeliamy MPyV.
Detalesni tyrimai leido nustatyti, kad auglius sukélé SV40 virusas (Eddy ir kt., 1962). Atlikus
intracerebraline viruso ekstrakto injekcijg naujagimiams ziurkénams, 4 i 9 gyviiny iSsivysté
ependimomos (smegeny navikai) (Kirschstein ir Gerber, 1962). SV40 buvo antras virusas po

MPyV, kurio inokuliacija didziajai daliai naujagimiy ziurkény sukélé augliy atsiradima.

Pirmieji zmogaus poliomos virusai (ZPyV) JC ir BK buvo atrasti 1971 m.
nepriklausomai vienas nuo kito ir pavadinti pagal pacienty, kuriuose buvo aptikti, inicialus. JC
poliomos virusas buvo isskirtas i§ paciento J. C., sirgusio Hodzkino limfoma (angl. Hodgkin’s
lymphoma,), smegeny, jam mirus dél i$sivysciusios progresuojancios daugiazidininés
leukoencefalopatijos (angl. progressive multifocal leucoencephalopathy, PML) (Padgett ir kt.,
1971). BK poliomos virusas buvo isskirtas i§ paciento, kuriam po inksty persodinimo i$sivysté

Slapimtakiy obstrukcija dél susidariusiy granuliuoty dariniy, Slapimo (Gardner ir kt., 1971).

Nuo pirmojo poliomos viruso atradimo pelése 1953 m., beveik tris deSimtmecius buvo
manoma, kad PyV infekuoja tik Zinduolius. 1981 m. ligotose banguotosiose papuigélése
(Melopsittacus undulatus) buvo aptiktas pirmasis pauks¢iy poliomos virusas (Aves polyomavirus 1,
APyV) (Bernier ir kt., 1981). Po 2000-yjy mety, tobuléjant molekuliniams tyrimy metodams, buvo
aptiktos deSimtys naujy poliomos virusy. Didzioji jy dalis — Zinduoliuose, 9 — pauksciuose. 2015
metais publikuotas straipsnis apie pirmaji PyV aptikta zuvyje, juodajame jiry eSeryje (lot.
Centropristis striata) (Peretti ir kt., 2015). Véliau poliomos virusai buvo aptikti ir kitose zuvy
rasyse — §iuo metu patvirtinti 5 zuvy PyV (ICTV, talk.ictvonline.org). 2016 metais Buck ir
kolegoms bioinformatiniais metodais ieSkant panasiy j PyV seky duomeny bazése, tokios sekos
buvo atrastos skorpiony ir vory genomy sekoskaitos duomenyse (Buck ir kt., 2016). Sie atradimai

suteiké naujy jzvalgy apie PyV biologija ir evoliucija.

Kaip minéta anks¢iau, 102 PyV rasys yra pripazintos Tarptautinio virusy
taksonomijos komiteto (angl. International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV). Beveik dar
tiek pat naujy PyV risiy paskelbta moksliniuose straipsniuose, jy genomy sekos patalpintos

duomeny bazése, taciau $ios rusys dar oficialiai nesuklasifikuotos (Ehlers ir kt., 2019; Schulze ir kt.,
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2020; Tan ir kt., 2020). Nors jau zinoma ~200 PyV riasiy, galima teigti, kad jos apima tik mazg dalj

visos poliomos virusy jvairovés.

1.2 Poliomos virusy taksonomija

Virusy jvairové yra daug didesné nei kity organizmy: skiriasi jy genetiné medziaga
(RNR ar DNR, viengrandiné ar dvigranding, ziediné ar linijing) ir jos kiekis, viruso genomai gali
bati pasiskirste keliuose segmentuose, supakuotuose j vieng arba j kelis virionus, jie infekuoja platy
Seimininky spektrg, nuo eukarioty iki kity virusy, ir sukelia daug jvairy susirgimy. Virusai
klasifikuojami pagal turimos genetinés medziagos tipg, iRNR gamybos biidg, sukeliamus
susirgimus, infekuojamus Seimininkus, viruso morfologija ar genomo panasumus, daznai
skirtingoms virusy Seimoms taikant skirtingus kriterijus. PrieSingai bakterijy ar eukarioty
klasifikacijai, virusai neturi jiems bendry konservatyviy geny, pagal kuriuos bty galima atkurti
evoliucinius rys$ius. Pastaruoju metu daug naujy virusiniy seky aptinkama didelio nasumo
sekoskaitos metodais, nieko nezinant apie iy virusy epidemiologija ar morfologija. Apie galima
tokiy virusy klasifikacija tenka spresti tik pagal genomo sekas, kurios daznai biina nepanasios j kity
virusy genomy sekas, todél tokius virusus ypaé sudétinga priskirti kokiai nors grupei. Dél Siy
priezaséiy virusy klasifikacija iki Siol yra komplikuota ir nestandartizuota (Simmonds ir Aiewsakun,
2018). Daugé¢jant informacijos, poliomos virusy klasifikacija taip pat ne kartg buvo keista ir

tobulinta, o jvairts PyV klasifikavimo aspektai vis dar svarstomi ir tobulinami.

Nuo 1966 m. virusy klasifikavimo klausimus sprendzia ICTV — Tarptautinis Virusy
Taksonomijos Komitetas, kurio pagrindinis tikslas — sukurti universalig virusy klasifikavimo ir
nomenklatiiros sistemg. 1-0ji ICTV ataskaita buvo paskelbta 1971 m., kurioje Zinomi stuburiniy
virusai buvo suskirstyti j 19 genciy ir dvi Seimas — Papovaviridae ir Picornaviridae. Like virusai
buvo pateikti 24 grupése, trikstant papildomos informacijos tinkamam Klasifikavimo lygiui
nustatyti. Papovaviridae (Pa-pilomos virusas, peliy Po-liomos virusas ir bezdzioniy Va-kuoles
sudarantis virusas, SV40) seimai buvo priskirtos Papillomavirus ir Polyomavirus gentys (Fenner,
1976; Adams ir kt., 2015; Adams ir kt., 2017; Lefkowitz ir kt., 2018). Polyomavirus genciai
priklausé tuo metu zinomi peliy ir SV40 poliomos virusai. 1976 m. prie genties priskirti ir Zmoniy
JC ir BK PyV (ICTV, talk.ictvonline.org).

1999 metais Papovaviridae Seima buvo iSskirta j Papillomaviridae ir Polyomaviridae
Seimas. Iki 2011 mety visi Polyomaviridae Seimos virusai buvo priskiriami vienai Polyomavirus
genciai. Per du pastaruosius deSimtmecius buvo atrasta ypa¢ daug naujy PyV, todél atsirado

poreikis klasifikacijg keisti. 2011 m. Polyomaviridae Seimos virusus buvo pasiiilyta perskirstyti
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tris gentis remiantis trimis kriterijais: virusui budingas Seimininkas ar Seimininkai ir viruso
biologija; viruso genomo struktira; viso genomo pilnos DNR sekos didziausias panaSumas j kitus

PyV (81 % rasims atskirti, gentims — nenustatytas).

Pagal Siuos kriterijus buvo i$skirtos dvi zinduoliy — Orthopolyomavirus ir
Wukipolyomavirus, bei viena paukséiy — Avipolyomavirus, gentys (Johne ir kt., 2011).
Avipolyomavirus genciai priskirti visi pauks¢iy PyV, tipiniu atstovu parinktas APyV.
Wukipolyomavirus genties atskaitos tasku pasirinktas zmogaus KI poliomos virusas (angl.
Karolinska Institute polyomavirus), Siai genciai priskirti keturi zmogaus PyV: WU (angl.
Washington University polyomavirus), Kl, 6 ir 7 (pagal WU ir KI PyV sukurtas genties
pavadinimas). Orthopolyomavirus genciai priskirti visi lik¢ Zinduoliy poliomos virusai, tipiniu
atstovu pasirinktas SV40 PyV. 1.1 pav. pateiktas klasifikacijos autoriy braizytas filogenetinis
medis, sudarytas pagal viso PyV genomo nukleotidy sekas. Vis délto, PyV akivaizdziai iSsiskiria |
minétas grupes tik skirtingoms gentims identifikuoti taikant skirtingus kriterijus: Avipolyomavirus
genties atstovai atsiskiria remiantis ankstyvojo PyV genomo regiono nukleotidy sekomis ir virusy
biologija, 0 Wukipolyomavirus — vélyvojo regiono nukleotidy sekomis, likusius PyV priskiriant
Orthopolyomavirus genciai (Johne ir kt., 2011).

Wukipolyomavirus Avipolyomavirus

Orthopolyomavirus

1.1 pav. Poliomos virusy filogenetinis medis, pagristas pilnomis genominémis nukleotidy
sekomis
Virusy priskyrimas naujai sukurtoms — Orthopolyomavirus, Wukipolyomavirus, Avipolyomavirus —
gentims nurodomas patamsintais ovalais. I$ (Johne ir kt., 2011)

Tokia klasifikacija neprigijo dél skirtingoms gentims taikyty skirtingy klasifikacijos

kriterijy ir neatsizvelgimo j rekombinantinius poliomos virusus. Be to, pauks¢iy poliomos virusai
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buvo atskirti remiantis jy biologija, taciau toks kriterijus netinkamas didziajai daliai naujai
atrandamy poliomos virusy, nes paprastai yra zinoma tik jy genomo seka ir Seimininkas. 2015 m.
buvo pasiiilyta patobulinta klasifikacija. Siuo metu yra i§skiriamos keturios Polyomaviridae $eimos
gentys: Alpha-, Beta-, Gamma- ir Deltapolyomavirus, kurioms i§ viso priskiriamos 93 PyV rasys. 9
poliomos virusai kol kas nepriskirti jokiai genéiai, 5 i§ juy — zuvy PyV. Si klasifikacija paremta PyV

didZiojo T antigeno aminortig$¢iy seky skirtumais (Calvignac-Spencer ir kt., 2016).

Atnaujinta klasifikacija remiasi keliais pagrindiniais principais, pagal kuriuos naujai
atrasti poliomos virusai priskiriami naujoms rasims. Pirmiausia, klasifikuojamo poliomos viruso
genomo seka turi biiti zinoma, publikuota recenzuojamame Zurnale ir viesai prieinama duomeny
bazése. Antra, viruso genomo struktira turi atitikti poliomos virusams biidingg struktiirg, tai yra
dvigrandinés DNR genomas turi turéti ankstyvajj ir vélyvaji regionus, koduojancius T antigenus ir
struktiirinius viruso baltymus. Sie regionai turi biti atskirti nekoduojanéiomis sekomis. Treéia, turi
biti Zinomas $iai PyV riisiai budingas Seimininkas. Ketvirta, skirtumas tarp PyV didziojo T
antigeno koduojanciy nukleotidy seky ir jam artimiausio kito poliomos viruso turi biiti didesnis nei
15 %. Jam esant mazesniam, PyV gali biiti priskirti tos pacios risies skirtingiems variantams, bet ne
naujai rasiai. Esama ir i§im¢iy, pavyzdziui, jei lyginami virusai sukelia skirtingas ligas arba yra
randami skirtingy rasiy Seimininkuose, pastarojo kriterijaus galima nepaisyti (Calvignac-Spencer ir
kt., 2016).

Taip pat buvo zengtas dar vienas svarbus zingsnis poliomos virusy klasifikacijos
standartizacijai — poliomos virusams buvo suteikti binominiai rGsiy pavadinimai, pateikiant
lotyniska Seimininko pavadinima, pridedant ZodZius ,,poliomos virusas® (angl. polyomavirus), ir
nurodant viruso atradimo tame Seimininke eilés numerj. Tokia pavadinimy suteikimo tvarka dabar
galioja visiems naujai atrandamiems PyV. Pavyzdziui, SV40 — bezdZioniy vakuoles sudaran¢iam
virusui — buvo suteiktas riisies pavadinimas Macaca mulatta polyomavirus 1. Zmoniy poliomos
virusai buvo pavadinti Zmoniy PyV 1-12 (angl. Human polyomaviruses 1-12), pavyzdziui, BK ir JC
poliomos virusai buvo pavadinti atitinkamai Zmogaus poliomos virusais 1 ir 2 (angl. Human
polyomavirus 1, 2) (Calvignac-Spencer ir kt., 2016). Ilga laika pavadinimai naujiems virusams buvo
teikiami pagal sukeliamg liga, biologija ar net atrad¢jy vardus. Daugéjant Zinomy virusy, toks
pavadinimy teikimas tapo labai nepatogus ir dar labiau apsunkinantis ir taip komplikuota
klasifikacija. Tiesa, toks PyV rasiy pavadinimy patobulinimas jnesa Siek tiek sumaisties kalbant
apie seniai atrastus ir mokslo pasaulyje gerai Zinomus poliomos virusus (SV40, JC, BK), nes dabar
Siuos virusus galima minéti dvejopai — naudojant viruso pavadinima (SV40) arba viruso risies

pavadinimg (Macaca mulatta polyomavirus 1), kurie smarkiai skiriasi. Vis délto, binominiy
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pavadinimy jvedimas buvo biitinas zvelgiant j ateit] ir turint omenyje, kad naujy poliomos virusy,

kuriy tezinoma genomo seka ir Seimininkas, tik daugés (Siddell ir kt., 2020).

Iki 2019 mety, auksc¢iausias taksonas, kuriam priskiriami PyV, buvo Polyomaviridae

Seima. 2019 metais ICTV paskelb¢ atnaujinta virusy klasifikacijg ir PyV suklasifikavo iki

auks$cCiausio $iuo metu virusy taksonomijoje taksono — srities (angl. Realm). Nauja taksonomija

pateikta lenteléje (1.1 lentelé.).

1.1 lentelé. Poliomos virusy taksonomija.
Lentel¢je pateikta dabartiné poliomos virusy taksonomija, pagal 2019 m. ICTV paskelbta

atnaujinimg (ICTV, talk.ictvonline.org). Skliausteliuose prie genties pavadinimo pateiktas tai
genciai priskiriamy rtsiy skaiCius. Rasies skiltyje pateikiamas tipinis genties atstovas. 9 PyV
nepriskiriami jokiai genciai.

Sritis (Realm)

Monodnaviria

Karalysté (Kingdom)

Shotokuvirae

Tipas (Phylum)

Cossaviricota

Klasé (Class)

Papovaviricetes

Eilé (Order)

Sepolyvirales

Seima (Family)

Polyomaviridae

Gentis (Genus)

Alphapolyomavirus
(44)

Betapolyomavirus
(36)

Deltapolyomavirus

(4)

Gammapolyomavirus

9)

Rasis (Species)

Mus musculus Macaca mulatta Human
polyomavirus 1 polyomavirus 1 polyomavirus 6 Aves polyomavirus 1
(MPyV1) (SVv40) (ZPyVo6) (APyV)

Vis délto akivaizdu, kad dabartiné klasifikacija tinkamai neapibiidina PyV jvairovés.

Zinomi 5 zuvy poliomos virusai néra pakankamai artimi jokiai genciai, taip pat j dabartinius genéiy

rémus netelpa ir kai kuriy Zinduoliy — pandos, meskéno, jaucio, delfino — PyV, be to, aptinkami ir

nauji poliomos virusai, neatitinkantys dabartiniy genciy kriterijy (Ehlers ir kt., 2019). Bégant laikui

ir gauséjant poliomos virusy skaiCiui ir jvairovei dabartine klasifikacija turés buti atnaujinta.

1.3 Naujy poliomos virusy paieska

1.3.1 Poliomos virusy paieskos ir tyrimy svarba

Poliomos virusai — ypa¢ SV40 — Kkartu su kitais nedideliais onkogeniniais DNR

virusais buvo vienu svarbiausiu XX a. antros pusés molekulinés biologijos, geny inzinerijos,

biotechnologijos ir vézio tyrimy jrankiu. Tiriant SV40 buvo atrasti tokie reiskiniai kaip DNR

superspiralizacija, alternatyvus iRNR splaisingas, iStirta chromatino struktiira ir Igsteliy vézinés

transformacijos mechanizmai, atrasti ir iStirti onkogeniniai ir vézio supresoriniai genai, eukarioty
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transkripcijos mechanizmai, sugalvotas restrikcijos endonukleaziy pritaikymas ir kt. Daugelis

svarbiy atradimy, kurie buvo padaryti tiriant SV40 poliomos virusg ar naudojant jj kaip modeling

sistema, pateikti lenteléje (1.2 lentelé.).

1.2 lentelé. XX a. antros pusés biologijos atradimai, kuriems pasitarnavo poliomos virusai

Metai Atradimas Saltiniai
SV40 DNR tyrimy metu atrandamas DNR superspiralizacijos | (Weil ir Vinograd,
1963-1965 | reiskinys. 1963; Vinograd ir kt.,
1965)
Pirma kartg DNR analizei panaudojama restrikcijos (Kelly ir Smith, 1970;
endonukleazé. SV40 genomas sukarpomas j 11 fragmenty Danna ir Nathans, 1971,
naudojant i$§ Hemophilus influenzae isskirta restrikcijos Danna ir Nathans, 1972;
endonukleaze (1.2 pav., A). Fragmentai atskiriami tuomet Danna ir kt., 1973;
menkai naudojama technika — poliakrilamido gelio Brownlee, 2005)
1971-1973 | elektroforeze. Per artimiausius keletg mety $is atradimas buvo
pritaikytas mokslingje praktikoje: buvo nustatyta SV40
replikacijos pradzios vieta ir genomo organizacija (ankstyvasis
ir vélyvasis transkripcijos regionai), iSsiaiSkinta, kad virusui
budinga dvikrypté replikacija, sudarytas pirmasis genomo
restrikcijos fragmenty Zemeélapis (1.2 pav., B).
1972 REaze EcoRl linearizuotas SV40 genomas buvo panaudotas (Jackson ir kt., 1972)
kaip pirmasis vektorius heterologinés DNR jterpimui
1968-1974 SV40 minichromosomos tyrimai suteiké daug informacijos (Griffith, 1974)
apie chromatino struktiirg
SV40 T antigenas (,,genas A*) — pirmasis DNR viruso genas (Brugge ir Butel, 1975;
jvardintas atsakingu uz lgsteliy kultliry onkogening Rassoulzadegan ir kt.,
1975 transformacijg. Tolimesni tyrimai patvirtino PyV T antigeny, 1982)
kaip virusiniy onkogeny, vaidmen;] sukeliant Iasteliy linijy
transformacijas
1977-1978 DNR sekoskaitos pradzia: nustatomos pirmosios genominés (Sanger ir kt., 1977;
DNR sekos — SV40 PyV ir bakteriofago ¢X174 Reddy ir kt., 1978)
1978 Tiriant SV40 ankstyvajj transkripcijos regiong aptinkamas (Berk ir Sharp, 1978)
alternatyvus iRNR splaisingas
1979 Atran_damas pirmasis tirozino kinazés aktyvumas tiriant SV40 | (Eckhart ir kt., 1979)
T antigenus
Atrandamas p53 baltymas — kartu su SV40 T antigenais i$ (Linzer ir Levine, 1979;
transformuoty peliy lgsteliy imunoprecipituojamas 54 kDa Javier ir Butel, 2008;
1979 baltymas, svarstoma jo jtaka lgsteliy onkogeninei DiMaio, 2019)
transformacijai. SV40 intensyviai naudojamas onkogenezés
tyrimams
Apibudintas pirmasis transkripcijos stipriklis — SV40 genomo | (Banerji ir kt., 1981)
1981 elementas, net biidamas toli nuo rekombinantinio triusio
hemoglobino B1 geno promotoriaus geba 200 karty padidinti
Sio geno raiskg HeLa lgstelése.
1984 S\I/(4O LTag sekoje aptiktos pirmosios nukreipimo j branduolj (Kalderon ir kt., 1984)
SEKO0S
Sukurtas SV40 DNR replikacijos modelis in vitro — (Liir Kelly, 1984;
naudojamas kaip pagrindinis modelis eukarioty DNR Fanning ir Zhao, 20009;
1984 replikacijos tyrimams. SV40 viruso DNR replikacijos tyrimais | Sowd ir Fanning, 2012)
nustatyti daugelis eukarioty replikacijoje dalyvaujanciy
baltymy
1988 Atrandama SV40 sgveika su retinoblastomos (Rb) baltymu, (DeCaprio ir kt., 1988)

aiSkinamosis Rb véZio supresoriaus funkcijos
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1994 Naudojant SV40 DNR replikacijos in vitro model; isaiskinta (Waga ir Stillman,
cukarioty DNR replikacijos $akutés struktiira 1994)
A
$ A B CD EF G HI J K

| 1 n LI : ) BN

1.2 pav. Restrikcijos endonukleaziy panaudojimo SV40 DNR analizei ir genomo Zemélapiui
sudaryti iliustracija

A dalyje pavaizduoti SV40 PyV genomo fragmentai poliakrilamidiniame gelyje po hidrolizés
Hemophilus influenzae restrikcijos endonukleaze (raidés A—K). Rodyklé Zymi elektroforezés
pradzios taskg. B dalyje pavaizduotas SV40 genomo fragmenty Zemélapis, sudarytas pagal DNR
profilius, gautus hidrolizuojant §j genoma H. Influenzae (Hin) ir H. Parainfluenzae (Hpa)
restrikcijos endonukleazémis. Raidés A—K Zzymi po hidrolizés su H. Influenzae, Hpa-A—C — po
hidrolizés H. Parainfluenzae REaze gaunamus DNR fragmentus. Hin-1-10 ir Hpa-1-3 zymi
atitinkamy REaziy hidrolizés vietas. EcoRI hidrolizés vieta pasirinkta kaip ziedinés molekulés
atskaitos taSkas. Zemélapio atstumo vienetai — atstumas nuo EcoRI hidrolizés vietos (pagal
laikrodZzio rodykle), padalintas i§ SV40 genomo ilgio. IS (Danna ir Nathans, 1972; Danna ir kt.,
1973)

PyV tyrimai smarkiai prisidéjo prie mokslo proverzio praeitame amziuje, taciau iy
virusy tyrimai aktualiis ir dabar. Per pastaruosius du deSimtmecius poliomos virusy gretos iSaugo
desimt karty, tod¢l atitinkamai 1Saugo ir juos tirian¢iy mokslininky, publikacijy kiekis. Prasipléte ir
tyrimy kryptys. Daug démesio skiriama poliomos virusy j virusus panasiy daleliy panaudojimo
tyrimams profilaktinéms ir terapeutinéms vakcinoms, geny ar vaisty perneSimui (Roldao ir kt.,
2019). Bent 7 i§ §iuo metu zinomy ZPyV buvo i$skirti i§ jvairiy véziniy méginiy, todél taip pat
intensyviai tiriamos ir PyV sgsajos su zmoniy véziniais susirgimais (Prado ir kt., 2018). PyV vis
tvir¢iau siejami ir daugeliu kity ligy (Moens, Krumbholz ir kt., 2017; Haque Hussain ir Sterling,
2019; Sheu ir kt., 2019). Prasiplétus PyV rasiy skaiciui aktyviau analizuojama ir poliomos virusy
kilme bei evoliucija, svarbiu tyrimy aspektu tapo PyV geb¢jimas keisti Seimininkg, rekombinuoti ar
net zoonoziskai uzkrésti zmogy. Nepaisant pagauséjusiy tyrimy, geriausiai istirtas PyV vis dar yra
SV40, atrastas pries SeSis deSimtmecius. Trec¢dalis visy poliomos virusy aptiktas zmoguje, kituose
primatuose ir SikSnosparniuose, todél labai triiksta informacijos apie kity zinduoliy, pauksc¢iy, Zuvy

poliomos virusus, norit patikimai analizuoti PyV biologija, evoliucijg ir kilme.

16



1.3.2 Poliomos virusy paieSkos metodai

Virusai gali biiti aptinkami jvairiais metodais, kurie skiriasi savo pobudziu,
efektyvumu ir kaina. Renkantis tinkamiausig metodg svarbu jvertinti, ar bus ieSkoma naujy, dar
nezinomy virusy, ar bus atlieckama jau zinomy virusy diagnostika. Atlikti jau zinomy virusy
diagnostika méginiuose yra paprasciau, tam tinka imunofermentinés analizés, imunoblotingo,
imunoi$sodinimo, imunofluorescencijos, fluorescencinés in situ hibridizacijos, PGR metodai
(Kiselev ir kt., 2020).

IeSkant naujy virusy ar méginant identifikuoti dar neZinoma patogeng pasitelkiami
kitokie metodai. Daugelis pirmyjy virusy buvo aptikti ir identifikuoti virusu uzkreciant lasteliy
kulttirg ir stebint jo citopatologinj poveikj, naudojant ,,negatyviy kolonijy“ metodg (virusas uzkrecia
lasteliy monosluoksnj, tose vietose, kuriose plinta virusas, susidaro tusti, belgsteliai plotai), virusai
uzkréstose lgstelése stebimi elektroniniu mikroskopu (Popov ir kt., 2019). Minéti budai efektyvis ir
naudojami iki $iol, taciau yra gan sudétingi, brangiis, uzima daug laiko ir suteikia informacijos apie
viruso biologija, bet ne apie jo molekuling sandarg ir genomg. Be to, ne visi virusai lengvai
dauginami laboratorijoje. Pastaruoju metu naujy virusy aptikimas ir identifikavimas peréjo j

molekulinj lygmenj, dazniausiai siekiant aptikti viruso nukleortigst;.

Pries atliekant paieska, méginiai daznai yra praturtinami viruso genetine medziaga,
siekiant padidinti virusiniy nukleortigs¢iy ir kity nukleortigs¢iy (dazniausiai — Seimininko Igstelinés
DNR ir RNR) santykj. Kokie praturtinimo metodai taikomi priklauso nuo viruso nukleortigsties —
RNR ar DNR - tipo, viruso dydzio, lipidinio apvalkalélio buvimo. Praturtinimas gali biiti vykdomas
pries nukleoriigS¢iy iSskyrima ir po jo. Prie§ nukleortig§¢iy i8skyrimg daznai taikomi metodai —
filtravimas, 1étas centrifugavimas arba ultracentrifugavimas tankio gradiente ir veikimas
nukleazémis. Méginys filtruojamas mikrofiltrais (0,2-0,45 um), kurie nepraleidzia Seimininko
lasteliy, tac¢iau poros yra pakankamai didelés virusinéms daleléms prasiskverbti. Tokiu biidu, jei
méginys geros kokybés, nejvykusi lasteliy lizé, virusai su supakuota genetine medziaga gali buti
efektyviai atskirti nuo Seimininko lgsteliy ir jy nukleortig§ciy. Léto centrifugavimo metu (iki
keliolikos tukstanciy aps./min) eukariotinés lgstelés ir bakterijos i§séda i nuosédas, virusai lieka
tirpioje frakcijoje. Taikant ultracentrifugavima tankio gradiente virusai pasilieka tam tikro tankio
frakcijoje, kuri surenkama. Veikiant nukleazémis ,,palaidos‘ nukleortigStys suardomos, o virusinés
nukleoriigstys, apsaugotos viruso kapsidés, lieka nepazeistos. Svarbu atkreipti démesj, kad, siekiant
optimaliy rezultaty, skirtingiems virusams reikty taikyti skirtingus protokolus — pavyzdziui, dideli
virusai kaip herpio (~200 nm) ar mimivirusai (~500-700 nm) bus prarandami filtruojant

mikrofiltrais, todél, nepritaikius salygy, tiriamo viruso kiekj galima ir sumazinti (Hall ir kt., 2014,
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Conceicdo-Neto ir kt., 2015; Lewandowska ir kt., 2017). Pavyzdiné méginio praturtinimo Vvirusais

prie§ nukleoriigs¢iy i$skyrimg schema pateikta 1.3 pav., A-D dalyse.
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1.3 pav. Virusy nukleoriig§¢iy paieSkos méginiuose eiga apibendrinanti schema
Parengta pagal (Conceigao-Neto ir kt., 2015)
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Po pirminio méginio praturtinimo Virusais, iSskiriama virusiné DNR/RNR 1.3 pav.,
D-E). Virusy apvalkalas ardomas proteazémis, nukleortigStys gali biti i§skiriamos paSalinant
baltymus fenolio/chloroformo metodu ir i§sodinama etanolio ir drusky tirpalu, taciau paprastai
naudojami komerciniai rinkiniai su centrifuginémis silicio kolonélémis ar magnetinémis dalelémis.
Sie rinkiniai skiriasi kaina, naudojama metodika ir darbo trukme, gali buti pritaikyti konkre¢iai

RNR ar DNR skyrimui, $iek tiek varijuoja jy efektyvumas (Ali Suliman, 2019).

Paprastai, net ir po pirminio praturtinimo, virusiniy nukleortigd¢iy kiekis méginiuose
nesiekia 1 % (Hall ir kt., 2014). Isskirtos nukleortigstys gali biti toliau praturtinamos, tiesa, jei
taikomasi ] RNR virusus, pirmiausia reikalinga atvirkstinés transkripcijos reakcija. Efektyvus ir
placiai naudojamas praturtinimo metodas — atsitiktinis grandinés iSstimimo (riedancio rato)
padauginimas, kuriam pasitelkiama bakteriofago ®29 (Phi29) polimerazé (1.3 pav., E-F). Phi29
polimerazeé turi keletg svarbiy savybiy, kurios jgalina jos efektyvy panaudojima. Ji geba iSstumti
vieng dg nukleortigsties granding nenutraukdama sintezés. D¢l Sios priezasties, dauginimo reakcijali
vykti nereikia jprastinés PGR salygy — denatiiracijos po kiekvieno elongacijos ciklo. Phi29 geba
efektyviai sintetinti iki 24 val., Sios polimerazés procesyvumas — mazdaug 70 000 nukleotidy per
prisijungima, tikslumas — 1 klaida 10°-10° nt, i turi 3°-5¢ egzonukleazinj klaidy taisymo aktyvuma.
(Banér ir kt., 1998). Padauginimui Phi29 polimeraze naudojami atsitiktiniy pradmeny miSiniai,
kuriy keli paskutiniai 3‘-galo nukleotidai sujungti fosforotioato jungtimis, kad pradmenys bty
apsaugoti nuo minéto polimerazés egzonukleazinio aktyvumo. Naudojant egzonukleazei atsparius
pradmenis, Phi29 padauginimo efektyvumas padidéja keliasdesimt karty (Dean ir kt., 2001). Vietoj
oligonukleotidiniy pradmeny gali biiti naudojama DNR praimazé. | reakcijos miSinj dedama
pirofosfatazés, kad biity panaikintas reakcijg slopinantis pirofosfato kaupimasis. Phi29 padauginimo
metodas labai naudingas ieskant naujy nedidelj ziedinj genomg turinéiy virusy, nes mazos ziedinés
molekulés padauginamos daug efektyviau ir grei€iau nei ilgos linijinés molekulés (pavyzdZiui,
Seimininko genominé DNR) (padauginimo principas pla¢iau paaiskintas 1.4 pav.), todél yra placiai
naudojamas poliomos virusy paieskai (Johne ir kt., 2009; Nainys ir kt., 2015; Parras-Molt6 ir kt.,
2018). Metodas buvo pritaikytas ir PyV padauginimui naudojant specifinius BK, TS (angl.
trichodysplasia spinulosa — associated polyomavirus), 6, 7 ir STL (angl. St. Louis polyomavirus)
zmogaus poliomos virusams pradmenis. Po reakcijos virusinés DNR kiekis méginiuose padidéjo
1x108 — 1x10%°, specifiniai pradmenys virusine DNR padaugino mazdaug 200 karty geriau nei

atsitiktiniai heksamerai (Rockett ir kt., 2015).

Ziedinis PyV genomas suteikia galimybe naudoti dar vieng efektyvy praturtinimo
metoda —-DNR egzonukleazes, kurios ardo DNR nuo laisvy jos galy. Tokiu biidu méginyje esanti

linijiné DNR bus sunaikinta, o ziedinis PyV genomas liks nepaveiktas (Schowalter ir kt., 2010;
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Nainys ir kt., 2015). Sis metodas naudojamas prie$ padauginima Phi29. Vis délto, egzonukleaziy
naudojimas rizikingas, nes meéginyje esantys PyV genomai gali buti ir linearizuoti, jei méginys buvo
laikomas netinkamomis salygomis, keletg karty atSildomas ir uzsaldomas. Tokiu atveju, po veikimo

egzonukleazémis, visa PyV DNR gali biiti prarasta.

A

= —— 5

O-0-0-0O
O-O-Q-Q

1.4 pav. DNR padauginimo Phi29 polimeraze varianty schemos

Meélynos linijos zymi tikslinés DNR sekas, zalios linijos Zymi oligonukleotidinius pradmenis,
raudonos linijos Zymi naujg polimerazés susintetintg DNR. Rodyklés rodo augancius 3° DNR galus.
A Linijiné matrica ir vienas pradmuo. Polimerazé susintetina vieng papildoma granding. B ziediné
matrica ir vienas pradmuo. Polimeraz¢ susintetina nauja granding, po vieno rato pradmuo ir
susintetinta grandiné yra i§stumiami, o DNR sintezé tesiama. Tokiu biidu gaunama ilga
konkatamerin¢ viengrandiné DNR. C Ziediné matrica ir keli pradmenys. Sintezé pradedama nuo
kiekvieno pradmens. DNR sintezé vykdoma taip, kaip aprasyta B punkte. Reakcijos miSinyje
esantys pradmenys toliau jungiasi prie iSstumtos grandings ir yra naudojami kaip papildomi
iniciacijos taskai DNR sintezei. Reakcijos produktai — ilgos dgDNR konkatamerinés molekulés
(Johne ir kt., 2009).

Praturtinti méginiai gali biiti naudojami PGR arba didelio nasumo sekoskaitos
biblioteky ruosimui (1.3 pav., F-G) Didelio nasumo sekoskaita turi daug privalumy — nereikia i$
anksto Zinoti virusy nukleortig§¢iy seky, i$ vieno meéginio gaunamos jvairiy jame esanciy virusy
sekos, todél sis metodas ypac gerai tinka atliekant didelio masto viriomos tyrimus. Naujos kartos
sekoskaitos metodai sukélé perversma naujy virusy paieskoje, jy déka vieno tyrimo metu gali buti
aptinkami tikstanciai jvairiy virusy seky (Tisza ir kt., 2020). IS kitos pusés, didelio naSumo
sekoskaita vis dar turi nemazai tritkumy. Sekoskaitos kaina, nors vis maz¢janti, vis tiek iSlieka
auksta, reikalinga brangi jranga ir apmokytas personalas; méginiy paruoSimas sekoskaitai trunka
ilgai (dieng ar kelias) ir yra sudétingas, ilgai trunka ir pati sekoskaita; gauti rezultatai — gausis,
taCiau reikalauja daug darbo, programinés jrangos, kompiuteriniy resursy ir bioinformatikos Ziniy jy

tinkamai interpretacijai (Kiselev ir kt., 2020).
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Dél $iy priezasciy vis dar pla¢iai naudojamos tradicinés PGR metodikos. Siekiant
aptikti virusg, kurio sekos zinomos (diagnostikoje), galima naudoti jprasting, o jei informacija apie
sekas ribota — issigimusig PGR. I8§sigimusi PGR vykdoma ie$kant panas$iy j jau Zinomus virusy.
Sukuriami pradmenys, besijungiantys prie konservatyviy taikiniy su leidziama keliy nukleotidy
paklaida dél pradmens sekoje esanciy i$sigimusiy nukleotidy (pvz., inozino), galin¢iy jungtis prie
skirtingy nt. (Bexfield ir Kellam, 2011). Naujy poliomos virusy paie$kai naudojamas dar vienas
efektyvus metodas — lizdiné i$sigimusi PGR. Pagal 10 PyV konservatyvias didziojo T antigeno ir
kapsidés baltymy VP1/VP3 (angl. viral protein-1/3) geny sekas buvo sukurtos $esios poros
i§sigimusiy pradmeny, naudojamy dviem PG reakcijoms. Su pirma pradmeny pora padauginamas
ilgesnis fragmentas, o antrosios PGR metu prie $io padauginto fragmento viduje esanciy seky
jungiasi kita pradmeny pora ir padaugina trumpesnj fragmentg. Taip galima aptikti tiek jau
zinomus, tiek naujus PyV, net esant labai mazam jy kiekiui (Johne ir kt., 2005; Nainys ir kt., 2015;
Gedvilaite ir kt., 2017). Norint nustatyti, ar aptiktos sekos i$ tiesy yra virusinés, PGR produkty

sekos yra nustatomos Sengerio (angl. Sanger) sekoskaitos metodu.

Nuskaitytos sekos yra analizuojamos ir lyginamos su esanc¢iomis duomeny bazése.
Daugelis naujy virusy nustatomi naudojant Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
programas, kurios lygina turimas sekas su duomeny baziy (pvz., The National Center for
Biotechnology Information, NCBI) sekomis. Kartais nauji virusai yra pakankamai homologiski jau
zinomiems, kad biity galima juos priskirti tam tikrai grupei. DaZznai, ypac apdorojant didelio
nasumo sekoskaitos duomenis, naujai aptiktos sekos labai smarkiai skiriasi nuo esan¢iy duomeny
bazése, tuomet biina sunku ar beveik nejmanoma jy priskirti kokiai nors kategorijai (Bexfield ir
Kellam, 2011). Tokias sekas galima pavadinti virusy ,,juodgja medziaga“. Vis délto, ieSkoma Sios

problemos sprendimy, pavyzdziui, pasitelkiant dirbtinj intelektg (Tisza ir kt., 2020).

1.4 Poliomos virusy genomas

1.4.1 Poliomos virusy genomo struktiira

Poliomos virusy genomas paprastai sudarytas i§ ~5 kb ilgio ziedinés dvigrandinés
DNR. I§ §iuo metu zinomy ZPyV, Merkelio lasteliy PyV pasizymi didZiausiu genomu (5387 bp), 0
Sent Luiso poliomos virusas (STLPyV) — maziausiu (4776 bp) genomu. Zuvyse aptikty PyV
genomy dydziai svyruoja nuo 7369 bp (juodojo jiry eserio Centropristis striata PyV) iki 3962 bp
(didziosios gitarzuvés Rhynchobatus djiddensis PyV) (Moens, Krumbholz ir kt., 2017). PyV
genomui biidingi konservatyviis struktiiros elementai — genomas turi du priesingomis Kryptimis

orientuotus, skirtingu metu transkribuojamus T antigeny (ankstyvasis) ir kapsidés baltymy
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(vélyvasis) regionus, atskirtus nekoduojancio, mazdaug 500 bp dydzio kontrolés regiono — NKKR
(angl. non-coding control region, NCCR) (Gu ir kt., 2009) (1.5 pav.). NKKR turi dvikryptj
reguliacinj regiong, kuriame yra promotoriaus/stipriklio elementai ankstyviesiems ir vélyviesiems
viruso genams, bei Ori — virusinés DNR replikacijos pradzios seka (angl. origin of replication)
(Fanning ir Zhao, 2009). NKKR pasizymi didZiausiu PyV sekos kintamumu, ta¢iau konservatyviis
LTag risantys motyvai yra buidingi visy poliomos virusy nekoduojan¢iam regionui. Ankstyvasis

promotorius turi TATA dézute, o vélyvajam §is motyvas nebtidingas. NKKR yra kelios Iastelés

5243 kb

1.5 pav. SV40 poliomos viruso genomo sandaros ir raiSkos produkty schema

Centriné schemos dalis vaizduoja Sesis egzistuojancius atvirus genomo skaitymo rémelius (ASR).
Atviri skaitymo rémeliai pazyméti skirtingomis spalvomis. Zalia ir violetine spalva pazyméti
rémeliai, esantys ankstyvajame regione, oranzine, geltona ir mélyna — vélyvajame. Nekoduojantis
reguliacinis regionas (NKKR) yra tarp 1 ir 6 ASR. ISorinis apskritimas vaizduoja transkriptus po
splaisingo, egzonai pazyméti atitinkamai ASR. Netransliuojamas sritis ir intronus vaizduoja
vientisos arba pertrauktos linijos. Atstumas tarp spinduliniy asiy atitinka 100 bp. (Moens,
Calvignac-Spencer ir kt., 2017)
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transkripcijos faktoriy prisijungimo vietos. (Atkin ir kt., 2009; Feng ir kt., 2011; Neumann ir kt.,
2011).

Ankstyvasis transkripcijos regionas koduoja mazajj (angl. small tumour antigen, sTag)
ir didjji T antigenus. T antigeny sekos skiriasi tarp zinduoliy poliomos virusy rusiy, taciau
pagrindiniy funkciniy sri¢iy konservatyvumas yra didelis. Paprastai LTag turi du egzonus, o sTag
geno raiSka vyksta nuo vieno atviro skaitymo rémelio, nevykdant splaisingo. sTag ir LTag

izoformos paprastai turi persidengiancig ~80 aminortig$¢iy ilgio lydering seka.

Vélyvasis regionas koduoja VP1, VP2 ir VP3 kapsidés baltymus. Sio regiono iRNR
yra transkribuojama nuo kitos DNR grandinés, prieSinga kryptimi nei ankstyvasis regionas. VP1 ir
VP2 struktiiriniai baltymai sintetinami nuo skirtingy informaciniy RNR dél alternatyvaus splaisingo

(Moens, Krumbholz ir kt., 2017).

1.4.2 PyV genomo papildomi ir alternatyviis skaitymo rémeliai bei splaisingo variantai

PyV genomai pasizymi daugeliu atviry skaitymo rémeliy, kurie koduoja papildomus
baltymus arba pagrindiniy baltymy variantus. [vairais papildomi PyV koduojami baltymai ir jy

zinomos ar numanomos funkcijos pateiktos lenteléje (1.3 lentelé.).

Ankstyvasis PyV regionas pasizymi jvairiomis T antigeny variacijomis. Manoma, kad
daugelis $iy baltymy dalyvauja viruso infekcinio ciklo valdyme, véZinéje Iasteliy transformacijoje.
Daugiausiai istirti ¢ia koduojami Alphapolyomavirus genciai budingi ALTO (alternatyvus T
antigeno atviras skaitymo rémelis, angl. alternative T open reading frame) ir mTag (vidurinysis T
antigenas, angl. middle T-antigen) baltymai. ALTO budingas zmogaus TS, NJ ir Merkelio Igsteliy
poliomos virusams. Sis ASR taip pat koduoja antrajj mTag egzona ir, alternatyviu skaitymo
rémeliu, persidengia su antruoju LTag egzonu (van der Meijden ir Feltkamp, 2018). mTag buidingas
grauziky ir zmogaus TS ir STL PyV. SV40 PyV ankstyvajame regione koduoja ir baltyma, kurio
molekuliné masé 17 kDa. Sio baltymo, pavadinto 17kT, N-galo aminoriig§¢iy seka sutampa su

LTag, o karboksi-galo ar. yra unikalios ir koduojamos kitame skaitymo rémelyje (Zerrahn ir kt.,
1993).

SV40, BK, JC ir kai kuriems kitiems poliomos virusams yra biidingas Agno baltymas,
koduojamas vélyvajame regione (Suzuki ir kt., 2010). SV40 ir pauks¢iy poliomos viruso genomams
buidingas dar vienas elementas — VP4 baltymo genas. Pauks¢iy VP4 baltymas yra viruso kapsidés
sudedamaoji dalis. SV40 VP4 baltymai néra jungiami j viruso kapsidg, taCiau yra svarbiis
reguliuojant viruso geny raiska, viriono susirinkima ir lgstelés liz¢ (Suzuki ir kt., 2010; Johannessen
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ir kt., 2011; Sariyer ir kt., 2011). Manoma, kad jie atlieka viroporiny — mazy hidrofobiniy baltymy,

besioligomerizuojanciy $eimininko lasteliy membranose (Nieva ir kt., 2012) — funkcijas.

Viroporinai Seimininky lastelése formuoja hidrofilines poras, paveikiancias jvairius viruso

gyvenimo ciklo etapus, jskaitant naujy virusy i$¢jima iS lastelés (Daniels ir Hebert, 2020).

1.3 lentelé. Kai kuriy poliomos virusuy papildomy ir alternatyviy skaitymo rémeliy
produktai ir funkcijos
EgouPyV1 — Erythrura gouldiae polyomavirus 1, HunFPyV — Lonchura maja polyomavirus 1;
SaurPyV1 — Sparus aurata polyomavirus 1. Lentelé paruosta pagal (Korup-Schulz ir kt., 2017;

Saribas ir kt., 2019; Daniels ir Hebert, 2020; ICTV, talk.ictvonline.org).

Baltymas

Funkcija

Poliomos virusas

Primaty | Peliy Zmogaus

Pauksciy

=
<

SV40
MPyV
BKPyV
JCPyV

MCPyV

TSPyV

STLPyV

APyV
EgouPyV1
HunFPyV

BassPyV | N«

SaurPyVv1 <

Ankstyvasis regionas

MTAg

Jungiasi ir aktyvuoja
sarkomos (Src) Seimos
baltymy tirozino
kinazes priklausomai
nuo baltymy fosfatazés
2A (PP2A) ir tokiu
biidu stimuliuoja Scr
signalinj kelig lasteliy
transformacijos metu;
svarbus viruso
evoliucijai ir
prisitaikymui prie
Seimininko

ALTO

Dalyvauja viruso
infekciniame cikle;
svarbus viruso
evoliucijai ir
prisitaikymui prie
Seimininko

T°135

T°136

T°165

Gali dalyvauti Igsteliy
transformacijoje per
sgveikg su navika
slopinanciais baltymais
p107 ir p130

229T

64kT

57kT

21kT

17KT

9KT

Galimai dalyvauja
lasteliy
transformacijoje

Tiny T

Lokalizuojasi tiek
citoplazmoje, tiek
branduolyje ir
stimuliuoja Hsp70
ATFazés aktyvuma per
savo DnaJ motyva
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Vélyvasis regionas

Sutrikdzius $iy ASR
JCPyV raiska
ORF1 mutantiniai virusai X X
replikuojasi ne taip
efektyviai kaip laukinio

tipo, tai rodo, kad Sie

ORF2 ASR g'ali.atlikt.i svarbp,
reguliacinj vaidmenj

viruso gyvenimo cikle.

VP4 Pauksciy — struktiirinis X X | x X X

baltymas; SV40 -
viroporinas, dalyvauja
virusy paleidime i3 X
lastelés

VP4D

Dalyvauja viruso
infekciniame cikle,
viriony paleidime i$
lastelés, kapsidés
susirinkime. Agno
baltymas iSskiriamas i$
ji produkuojanciy
Agno lasteliy santykinai X X X
reik$mingas kiekiais ir
saveikauja su dar
nenustatytais lastelés
pavirSiaus
komponentais. Siy
procesy biologiné
prasmé dar nezinoma.
ORF-X Nezinoma X | X

PyV koduoja ir mazgsias RNR (miRNR). Pavyzdziui, JC, BK ir SV40 PyV koduoja
miRNR LTag geno 3° gale priesinga jam kryptimi, 0 MCPyV ir MPyV — 5° gale, taip pat priesinga
LTag genui kryptimi. Jos gali reguliuoti tiek paties viruso T antigeny, tiek Seimininko geny raiska,
taciau tikslis jy veikimo mechanizmai dar mazai istirti. Manoma, kad jos dalyvauja viruso ciklo
reguliacijoje, ypac€ per¢jime | latenting infekcija. Yra Zinoma, kad PyV miRNR sumaZina viruso
kopijy skaiéiy latentinés infekcijos metu natiraliame Seimininke (Lagatie ir kt., 2013; Burke ir kt.,
2018).

1.5 Poliomos virusy infekcinis ciklas

1.5.1 Viruso patekimas j 1astele

Infekuodami Igstele, virusai pirmiausia prisijungia prie lastelés membranos receptoriy,
taip suzadindami signalinius kelius. Daugelis virusy, tokiy kaip ZIV (mogaus imunodeficito
virusas), zmoniy poliovirusas, saveikauja tik su plazmine membrana arba endolizosomomis,
poliomos virusai dar sgveikauja ir su endoplazminio tinklo (ET) membrana (Inoue ir Tsai, 2013).
Unikali poliomos virusy sgveika su ET buvo nustatyta naudojant elektroning mikroskopija 1989

metais (Kartenbeck ir kt., 1989).
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PyV paprastai patenka j lgsteles per kaveoliy struktiiras, esancias Seimininko
plazminéje membranoje (Bhattacharjee ir Chattaraj, 2017). Kai kurie PyV geba | lgstele patekti ne
per kaveoles, nuo cholesterolio priklausomu biidu. JCPyV j lasteles patenka per klatrino pusleles,
MCPyV — kaveoliy/lipidiniy plausty endocitozés, bet ne nuo klatrino priklausomos endocitozés
budu (Becker ir kt., 2019). Endocituotos puslelés per citoplazmg keliauja mikrovamzdeliais, kol

pasiekia vélyvaja endosomg ar kaveosoma. IS ten virusai patenka j ET (1.6 pav.).
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1.6 pav. SV40 poliomos viruso infekcinio ciklo schema

SV40 infekcinis ciklas prasideda viruso kapsidés pritvirtinimu prie infekuojamos lastelés pavirSiaus,
virusas j Igstele patenka per lipidiniy plausty reguliuojamg endocitoze. Virionas piisleliy transportu
pernesamas iki ET, kur prasideda kapsidés irimo procesas. Atidengiamos kapsidés baltymy NLS,
apirusi nukleokapsidé transportuojama j branduolj. SV40 genomams patekus j branduolj 1gsteliné
RNR polimerazé II vykdo ankstyvaja viruso transkripcija. Vyksta ankstyvosios iRNR splaisingas |
LTag ir sTag iRNR. Sios iRNR citozolyje virsta atitinkamais baltymais. LTag ir sTag keliauja j
branduolj ir jjungia Igsteliy peréjima i§ G1 i S faze. Tuo paciu metu LTag ir sTag skatina SV40
genomo replikacija. Peréjimas nuo ankstyvosios j vélyvaja faz¢ SV40 infekcijos metu prasideda
viruso DNR replikacijos pabaigoje. Po sintezés vélyvieji viruso baltymai (kapsidés baltymai — KB)
kaupiasi citoplazmoje, migruoja j branduolj ir supakuoja replikuotg virusing DNR, sudarydami
virusus. Galiausiai lgsteliy lizés metu susidare virusai iSeina i$ Iastelés. Pagal (Rotondo ir kt., 2019)
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Inicijuojant infekcijg, PyV jungiasi prie plazminés membranos receptoriy, vadinamy
gangliozidais (Bhattacharjee ir Chattaraj, 2017). Gangliozidai — tai glikolipidai, turintys vieng ar
daugiau prie angliavandenio prijungty sialo riigsciy (pavyzdziui, N-acetilneuramininé ragstis,
NANA). Gangliozidai tarpusavyje dazniausiai skiriasi prijungty sialo ragsties lickany kiekiu ir
pozicija. Prie $iy liekany jungiasi PyV VP1 baltymas. Nuo VP1 baltymo specifiSkumo priklauso,
kokias lasteles virusas geba infekuoti. Kadangi dél pailgéjusios HI kilpos HPyV7 ir HPyV6
poliomos virusy VP1 baltymo erdviné strukttra pakitusi, jie negali prisijungti sialo riigsties ir
greiCiausiai naudoja kitokius receptorius. Kaip viruso kapsidés koreceptorius veikia ir didysis

suderinamumo kompleksas I (angl. major histocompability complex, MHC).

PyV patekus j ET, ardomi kapsidés disulfidiniai tilteliai ir pakei¢iama VP1 baltymo
konformacija, kad j iSore i8ljsty VP2/3 baltymai ir virusas tapty hidrofobiskas. Jis i§laikomas tirpios
biisenos, prie jo prisijungus Hsp70 (angl. 70 kilodalton heat shock protein) Saperonams. Tuomet
struktiiriSkai pakites hidrofobiskas virusas prasiskverbia pro lipidy dvisluoksnj j ET iSore.
Galiausiai virusas atpalaiduojamas nuo membranos ir paleidziamas j citozolj. Tam galimai padeda
Hsp70 saperony sgveikos su ET membranos citozoline puse (Inoue ir Tsai, 2013). Dauguma RNR
virusy replikuojasi citozolyje, o DNR virusai, taip pat ir PyV, replikacijai keliauja j branduolj

(Mercer ir kt., 2010) (zr. 1.6 pav.).

1.5.2 Transkripcija, replikacija ir viriono susirinkimas

PerneSimui j branduolj PyV turi specifinius nukreipimo j branduolj signalus — NLS
(angl. nuclear localization signal). Tai keliy aminortigs¢iy, paprastai turin¢iy teigiamag kriivj liziny
ar argininy, seka, esanti baltymo iSor¢je, padedanti jam patekti j branduol; per branduolio transporto
mechanizmus. Mazos molekulés i branduol; ir i$ jo gali keliauti laisvai per branduolio poras.
Didesnéms nei 45 kDa molekuléms reikalingi specifiniai perneSantys baltymai — importinai (j
branduolj) ir eksportinai (i§ branduolio). Atidengtos NLS sekos fosforilinamos kinaziy ir taip tampa
lengviau atpaZjstamos importiny. Transportui naudojama GTP energija. ET dalinai iSardytas virusas
pavirsiuje eksponuoja kapsidés baltymy NLS sekas, jos atpazjstamos branduolio importiny ir
virionas su nukleorfig§timi pernesamas j branduolj (Bhattacharjee ir Chattaraj, 2017) (zr. 1.6 pav.).

Vis délto, galbtit galimi ir kitokie PyV DNR patekimo j branduol;j variantai.

] branduolj nugabenta virusiné DNR transkribuojama ir replikuojama. Pirmiausia
vyksta NKKR valdoma T antigeny regiono geny raiska. Esant mazoms LTag koncentracijoms, $is
baltymas uZima didelio afiniSkumo LTAg suriSimo motyvus ir kartu su lgsteliy baltymais skatina

ankstyva transkripcija. LTag koncentracija didéja ir baltymas ima sgveikauti su maZesnio
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afiniSkumo NKKR motyvais, uzkirsdamas kelig tolimesnei savo paties geno (ankstyvojo regiono)
transkripcijai ir paskatindamas replikacijg bei vélyvojo regiono transkripcija. Daugéjant viruso
genomo kopijy, lastelés represoriniai baltymai nebesugeba slopinti visy vélyvyjy promotoriy, tad
veélyvyjy geny raiska irgi ima sparciai didéti. Replikacijai batinas tik viruso LTag baltymas, Kiti
replikacijoje dalyvaujantys baltymai yra ,,pasiskolinami‘ i$ Igstelés Seimininkés (Sowd ir Fanning,
2012). DnaJ motyvas LTag N-galo dalyje bei ATFazés/helikazés aktyvumas yra biitini veiksmingai
virusinés DNR replikacijai. Dnal jungiasi prie Hsc70 Saperono, turin¢io ATFazés aktyvuma. Taip
stimuliuojamas pRb:E2F komplekso suardymas, leidziantis peréjimg i S faze. Konservatyvus DnaJ
HPDKGG motyvas yra aptinkamas beveik visuose PyV. Kitas konservatyvus LTag motyvas — OBD
(angl. origin binding domain) — sgveikauja su viruso Ori sritimi ir inicijuoja replikacijg. LTag
ATFazés aktyvumas reikalingas DNR elongacijai, o helikazés aktyvumas padeda iSvynioti
dvigrandinés DNR spiralg ir leidZia tgstis DNR replikacijos iniciacijai (Moens, Krumbholz et al.,
2017). LTag taip pat jungiasi prie naviko supresoriniy baltymy p53 ir retinoblastomos Seimos

baltymy ir taip skatina lastelés peréjima i S faze.

Susintetinti baltymai ir DNR kopija branduolyje susirenka j viriong (zr. 1.6 pav.)
Nauji virusai iSeina i$ lastelés tiek po Iasteliy lizés, tiek nesuardydami Igstelés (Moens, Krumbholz

et al., 2017). Tiriamas ir anks¢iau minéty viroporiny vaidmuo.

1.6 Poliomos virusy viriono struktiira

baltymy — VP1, VP2 ir VP3. Pagrindinis kapsidés baltymas — VP1. Viruso kapsidés viduje
talpinama DNR d¢l savo panaSumo j chromosomg infekuotose Igstelése vadinama minichromosoma
(1.7 pav. A). Poliomos virusy genomas saugomas su lgsteliniais histoniniais baltymais H2A, H2B,
H3 ir H4, todél virusiné DNR formuoja i chromating panasia struktiirg. D¢l i $i chromating
nejjungiamo H1 histono, virusiné DNR néra maksimaliai kompaktizuota (Stehle ir Harrison, 1996).
Viriono skersmuo siekia 40-50 nm.

Polyomaviridae seimos virusy kapsidés VP1 baltymas sudaro visg viriono i$orinj
sluoksnj. Viriono kapsidé sudaryta i§ 72 VP1 kapsomery, susijungianc¢iy i T = 7d simetrijos
ikosaedring struktiirg. Iki MPyV kapsidés struktiros nustatymo kristalografijos biidu 1982 m.
(Rayment ir kt., 1982) buvo manoma, kad poliomos virusams biidingos kapsidés, susidedancios i§
12 pentameriniy ir 60 heksameriniy vienety. Taciau kristalografijos duomenys parodé, kad visi

kapsidés dedamieji elementai kapsomerai yra pentamerai, taciau 12 jy yra penkiavaleciai —t. y.,
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jungiasi su penkiais gretimais kapsomerais, o lik¢ 60 — heksavalenc¢iai — jungiasi su SeSiais

kaimyniniais kapsomerais (1.7 pav. B).

VP3
DNR

genomas

Histonai

1.7 pav. Poliomos viruso viriono struktiiros schema ir trijy dimensijy modelis

A VP1 baltymai i$sidésto iSoréje, VP2 ir VP3 baltymai su jais sgveikauja i§ vidaus. Kapsidés
viduje saugoma virusiné DNR, susijungusi su histoniniais baltymais. B Pagal kristalografijos
duomenis atkurta MPyV kapsidés erdviné T = 7d simetrijos ikosaedriné struktiira (Stehle ir
Harrison, 1996). VP1 baltymo monomerai nuspalvinti skirtingomis spalvomis.

Kiekvienas kapsomeras sudarytas i§ penkiy B-statinaités strukttiros VP1 baltymo
monomery. VP1 baltymai tarpusavyje sgveikauja C-galu: C-galo ,,ranka“ jlenda j kito pentamero
vidy ir sgveikauja su jo N-galu, kuris sutvirtina prisijungusia granding ir pasisuka link kapsidés
viduje esan¢ios DNR. Sias saveikas sutvirtina Ca* jonai ir disulfidiniai tilteliai (Ishizu ir kt., 2001).
Prie kiekvieno VP1 kapsomero i8 vidinés pusés jungiasi VP2 arba VP3 baltymai. Pilna VP3
baltymo ar. seka atitinka du tre¢dalius VP2 baltymo ar. sekos nuo C-galo. MPyV VP2 ir VP3
baltymy vienodame C-gale esanti 42 ar. seka lemia jy sgveikg su VP1 pentamerais (Barouch ir
Harrison, 1994).

1.7 Zmogaus poliomos virusai

Siuo metu yra zinoma 13 ZPyV (Calvignac-Spencer ir kt., 2016). Po pirmyjy ZPyV
BK ir JC atradimo 1971 metais, naujy Zmogaus poliomos virusy nebuvo atrasta beveik keturis
desimtmecius. Smarkiai patobuléjus molekulinés diagnostikos metodams 2007-2017 metais buvo
atrasta 11 ZPyV. Sie virusai literatiiroje daznai yra vadinami naujais (angl. novel) zmogaus
poliomos virusais (zr. 1.4 lentelé.). 2013 metais zmoniy kepeny méginiuose buvo aptiktas naujas
poliomos virusas, pavadintas zmogaus 12 poliomos virusu (Korup ir kt., 2013). 2017 m. PyV sekos,

pasizymincios 81-99 % identiSkumu HPyV 12 buvo rastos trijy rusiy kirstuky (Sorex spp.)
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méginiuose (Gedvilaite ir kt., 2017). Netrukus po to, 2018 metais, HPyV 12 buvo pervadintas j

Sorex araneus poliomos virusg 1 ir paSalintas i§ zmoniy PyV saraso (ICTV, talk.ictvonline.org).

ZPyV pla¢iai paplite zmoniy populiacijose (1.4 lentelé.). Manoma, kad jie plinta
tiesioginio zmogaus-zmogaus kontakto metu, per uzkréstus pavirSius, maista, vandenj. Serologinis
PyV paplitimas Siek tiek skiriasi jvairiose populiacijose, ta¢iau dauguma zmoniy poliomos virusy
paplite gausiai. PyV gausiau paplite tarp vyresnio amziaus zmoniy nei tarp vaiky, be to, vyresnio
amziaus individams btidingas serologinis atsakas didesnei PyV jvairovei. Pagal 2018 m.
Nyderlanduose atliktg tyrima, kiekvienas suauges zmogus vidutiniskai turéjo antikiiny pries 9
poliomos virusus (Kamminga ir kt., 2018). Toje pacioje tiriamyjy grupéje atlikus PyV DNR
paieska, ji buvo aptikta tik 5,4 % tiriamyjy, o daugiau nei vieno PyV nukleortigstis buvo aptikta tik
0,4 % tiriamyjy (Kamminga ir kt., 2019). Zinoma, kad JC ir BK poliomos virusais motina gali
uzkreésti kuidikj dar néstumo metu arba labai greitai po gimdymo (Boldorini ir kt., 2011), ta¢iau BK
poliomos virusas, infekuojantis zmones labai ankstyvame amziuje, didziausia serologinj paplitima
pasiekia iki 40 m. amziaus grupéje, vélesniame amziuje paplitimas ima mazéti. JC serologinis
paplitimas stabiliai auga su tiriamyjy amziumi (Rinaldo ir Hirsch, 2013). Serologinio paplitimo
mazéjimas didéjant tiriamyjy amziui pastebétas ir KI, TS bei MW poliomos virusy atvejais
(Kamminga ir kt., 2018). Kity poliomos virusy serologinis paplitimas didéja didéjant tiriamyjy
amziui, pavyzdziui, 2011 m. atliktas tyrimas parodé, kad MCPyV serologinis paplitimas tarp vaiky
iki 10 mety — 45 %, 60 % tarp 10-20 mety tiriamyjy ir 81 % tarp 60—69 mety amziaus tiriamyjy
(Viscidi ir kt., 2011).

Kai kuriy zmogaus poliomos virusy aptinkamas serologinis paplitimas, lyginant su
kity, labai mazas — NJPyV (5,2 %) ir LIPyV (5,9 %) (Kamminga ir kt., 2018). Kamminga ir kolegos
iStyre ir buvusio HPyV12 paplitima — jis taip pat buvo itin Zemas, serologinis atsakas aptiktas 4 %
visy tiriamyjy. Tiriant japony populiacija, NJPyV serologinis paplitimas 1-70 mety amZiaus
tiriamuosiuose sieké vos 1,8 % (Zhou ir kt., 2019). PyV, kurio DNR seka 98 % sutapo su anks¢iau
aptikta zmogaus LIPyV genomo seka, buvo aptiktas trijy kaciy iSmaty méginiuose porg mety po §io
viruso atradimo zmoguje (Fahsbender ir kt., 2019). NJPyV pirma karta buvo aptiktas 33 mety kasos
transplantacijos pacientés, kuriai i$sivysté silpnumas, tinklainés aklumas ir nekrozinés plokstelés
ant veido, galvos ir ranky odos, biopsijos méginiuose. PoZymiai pacientei pasireiské po
pasitraukimo antisanitarinémis sglygomis i§ uragano Sendés (angl. Superstorm Sandy) paveiktos
teritorijos (Mishra ir kt., 2014). Tai yra vienintelis iki Siol aptiktas NJPyV genomas. Gali biiti, kad,
kaip ir HPyV12 atveju, NJ ir LI poliomos virusy pirminis Seimininkas néra zmogus ir Zmoniy

populiacijg Sie virusai infekavo sglyginai neseniai. Vis délto jdomu, kad Italijos tiriamyjy

30



populiacijoje HPyV12 ir NJPyV serologinis paplitimas buvo gerokai aukstesnis, nei nustatytas kity
tyrimy metu — iki 97,3 % ir 57,5 % atitinkamai (Gaboriaud ir kt., 2018).

1.4 lentelé. Zmogaus poliomos virusai
Paplitimas — PyV serologinis paplitimas tarp sveiky suaugusiyjy olandy kraujo donory pagal
(Kamminga ir kt., 2018)

Rusis Gentis | Viruso pavadinimas Santrumpa Atrastas Pap;)llrgtr:nas,
Human 1971
. Beta BK poliomos virusas BKPyV (Gardner ir kt., 98,9
polyomavirus 1
1971)
Human 1971
. Beta JC poliomos virusas JCPyV (Padgett ir kt., 63,2
polyomavirus 2
1971)
. o 2007
Huma_n Beta Karo!lnskos |'nst|tuto KIPyV (Allander ir kt., 91,6
polyomavirus 3 poliomos virusas
2007)
Human Vasingtono universiteto 2007
, Beta gtono universt WUPYV (Gaynor ir kt., 98,9
polyomavirus 4 poliomos virusas 2007)
Human Merkelio Igsteliy 2008
polyomavirus 5 Alpha poliomos virusas MCPyV (Feng ir kt., 2008) 819
Human Zmogaus poliomos 6 2010
- Delta gaus p HPyV6 (Schowalter ir kt., 83,8
polyomavirus 6 virusas
2010)
. . 2010
Human Delta | Z£mogaus poliomos 7 HPyV7 | (Schowalter ir kt., 71,7
polyomavirus 7 virusas
2010)
Human Trichodysplasia 2010
olvomavirus 8 Alpha spinulosa poliomos TSPyV (van der Meijden 79,6
poly virusas ir kt., 2010)
Human Zmogaus poliomos 9 2011
: Alpha gaus p HPyv9 (Scuda ir kt., 19,2
polyomavirus 9 virusas
2011)
Human Malavio poliomos . 2012.
; Delta . MWPyV (Siebrasse ir kt., 99,5
polyomavirus 10 virusas 2012)
Human Sent Luiso poliomos 2013
polyomavirus 11 Delta virusas STLPYV (Lim ir kt., 2013) 64.8
Human Naujojo Dzersi 2014
; Alpha ayjojo LZersIo NJPyV (Mishra ir kt., 5,2
polyomavirus 13 poliomos virusas
2014)
. ) 2017
Human Alpha | 1ono IARC poliomos | |5\, (Gheit ir kt., 5,9
polyomavirus 14 virusas 2017)

1.8 Poliomos virusai ir ligos

ZPyV yra randami daugelio Zmoniy plaudiuose, vir§kinamajame trakte, ant odos,

Slapime ir iSmatose, taciau sveikiems zmonéms jie paprastai nesukelia klinikiniy simptomy. Ligos
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apraiskos atsiranda pacientams, turintiems susilpnéjusj ar pakitusj imunitetg — sergant AIDS, véziu,
kitomis imunitetg pazeidzian¢iomis ligomis ar esant tam tikrai organizmo biiklei, pavyzdziui,
néStumui, vartojant imunitetg silpninancius vaistus po organy transplantacijos. Vis délto, pastaruoju
metu vis daugiau kalbama apie PyV poveikj Zzmoniy sveikatai ir randama vis daugiau poliomos

virusy sgsajy su jvairiomis ligomis.

Pirma kartg poliomos virusy keliama grésme zmoniy sveikatai buvo susiriipinta dar
1960 m., atradus primaty SV40 poliomos virusg. Virusas buvo aptiktas makaky inksty lasteliy
kultiirose, kurios buvo naudojamos poliomielito ir kitoms vakcinoms gaminti. Net 10-30 % visy
poliomielito vakciny JAV, gaminty makaky inksty lgsteliy kulttirose, tur¢jo SV40 viruso priemaiSy
(Sweet ir Hilleman, 1960) ir jomis 1955-1963 metais buvo paskiepyti 98 milijonai JAV gyventojy
(90 % visy vaiky ir 60 % suaugusiyjy). Buvusioje Soviety Sgjungoje, Ryty Europoje, kai kuriose
Azijos ir Afrikos Salyse SV40 uzterStos vakcinos galimai buvo naudojamos iki 1978 m., nes buvo
pasirinktas neveiksmingas metodas SV40 deaktyvacijai (Cutrone ir kt., 2005). Paskiepytieji buvo
galimai uzkrésti SV40 (Shah ir Nathanson, 1976), todél atsirado poreikis istirti SV40 poveikj
zmonéms. [vairiy tyrimy metu nustatyta, kad skirtingose zmoniy populiacijose antikiiny pries SV40
turi iki 20 % tiriamyjy (Rotondo ir kt., 2019). Buvo nustatytos Zzmogaus lgsteliy transformacijos in
vitro, jas infekavus S\V40 (Shein ir Enders, 1962; Koprowski ir kt., 1963; Ponten ir kt., 1963). Sios
lastelés, implantuotos nepagydomai sergantiems savanoriams, sukélé augliy augima (Jensen ir kt.,
1963). Véliau SV40 DNR, RNR, baltymai ir anti-SV40 antiktinai buvo rasti jvairiy zmogaus augliy
tipy — ependimomos, smegeny gyslinio audinio, mezoteliomos, osteosarkomos ir sarkomos, kriities
vézio, limfomos, leukemijos ir kity — méginiuose, taciau realus SV40 poliomos kancerogeniskas
poveikis zmogui iki Siol néra patvirtintas (Carbone ir kt., 1997; Dang-Tan ir kt., 2004; Bouvard ir
kt., 2012; Rotondo ir kt., 2019). Svarstomos ir SV40 sgsajos su inksty ligomis bei i$sétine skleroze,

taciau tokias sgsajas patvirtinan¢iy duomeny triksta (Rotondo ir kt., 2019).

Pirmieji zmogaus PyV — JC ir BK — buvo atrasti sunkiai serganéiuose pacientuose. Siy
PyV sukeltos ligos nebuvo vézinés — JCPyV sukeélé progresuojancia daugiazidining
leukoencefalopatijg, o BK poliomos virusas — Slapimtakiy obstrukcijg (Gardner ir kt., 1971; Padgett
ir kt., 1971; Assetta ir Atwood, 2017; Pietropaolo ir kt., 2018). Kol kas su konkre¢iomis ligomis
susieti keturi i§ naujy ZPyV — MCPyV, TSPyV, HPyV7 ir HPyV6. Kity PyV sasajos su ligomis taip
pat svarstomos. MCPyV sukelia agresyvig odos vézio formg — Merkelio lasteliy karcinoma (Feng ir
kt., 2008) (1.8 pav. A). TSPyV sukelia Trichodysplasia spinulosa — labai retg odos liga,
pasireiskian¢ig imunosupresijos saglygomis. Ligai buidingi pozymiai — keratino iSaugy bei folikuliniy
mazgeliy susidarymas veido srityje, odos sustoréjimas (Matthews ir kt., 2011) (1.8 pav. B). 2015 m.
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persodinimo buvo taikoma imunosupresing terapija, ant nugaros i§sivysté nieztincios sukietéjusios
rudos spalvos plokstelés ir epidermio hiperplazija (Ho ir kt., 2015) (1.8 pav. C). 2016 mety gruod;j
buvo nustatyta ir HPyV6 sgsaja su odos pakitimais. HPyV6 buvo aptiktas dviejy vyry, kencianciy
nuo nieztin¢iy, gausiy bérimy, méginiuose. Jdomu, kad vienas 1§ pacienty tyrimo metu nebuvo
imunosupresuotas, taciau nedaug laiko prie$ tyrima buvo keletg karty hospitalizuotas d¢l jvairiy
infekcijy. HPyV6 ir HPyV7 sukeliamus odos pakitimus buvo pasiiilyta apibuidinti kaip nieztincig
diskeratoting dermatoze (Nguyen ir kt., 2016; Sheu ir kt., 2019) (1.8 pav. D). 2016 m WU ir Kl
poliomos virusai buvo susieti su kvépavimo taky ligomis (Dehority ir kt., 2016; Siebrasse ir kt.,
2016). Bent 7 i$ $iuo metu Zinomy ZPyV —Ts, 6,7, MC, JC, BK ir MW — buvo i$skirti i$ jvairiy
véziniy méginiy, tac¢iau svariy irodymy dél vezinio susirgimo kilmés turima tik MCPyV atveju
(Prado ir kt., 2018). Iki $iol visi nustatyti PyV susirgimai pasireiSkia tik pacientui esant

imunosupresijos arba sutrikusio imuniteto biisenoje.

1.8 pav. Poliomos virusy sukelty susirgimy pasireiskimo iliustracijos

A Merkelio lgsteliy karcinoma — agresyvus odos vézys, sukeliamas MCPyV. Nuo kity mazy
apvalialasteliniy véZziy atskiriamas pagal citokeratino 20 markerius. Nuotraukoje citokeratino 20
dazymas, padidinimas 40x(Feng ir kt., 2008). B Trichodysplasia spinulosa — su imunosupresija
siejama liga, sukeliama TSPyV. Biidingos smulkios keratininés iSaugos ant veido, ausy odos
(Matthews ir kt., 2011). C Ant pacienty nugaros i$sivyste nieztintys sukietéj¢ rudos spalvos
bérimai, sukelti HPyV7 infekcijos (Ho ir kt., 2015). D Istisiniai, ilgalaikiai HPyV6 sukelti bérimai,
iSsivyste pacientams A, kuriam nebuvo taikoma imunosupresija, ir B, kuriam imunosupresija buvo
taikoma po inksty/kepeny persodinimo (Nguyen ir kt., 2016).

Gyviinams poliomos virusai taip pat geba sukelti jvairius susirgimus. PyV buvo aptikti
zuvies auksaspalvio sparo (Sparus aurata), sergancio Zuvy limfocistine liga, méginiuose (Lopez-
Bueno ir kt., 2016), ir didziojoje gitarzuvéje (Rhynchobatus djiddensis), turin¢ioje daugybinius odos
pazeidimus (Buck ir kt., 2016). Neaisku, ar PyV yra $iy susigargimy priezastis. Pauks¢iy poliomos
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virusai nuo pat savo atradimo buvo zinomi kaip sukeliantys sunkias ligas. Pirmasis pauksciy PyV
APyV 1981 m. buvo aptiktas tiriant didelj banguotyjy papiigéliy jaunikliy mirtinguma, jaunikliai
pasizyméjo iSsiptitusiu pilveliu, nuplikimu. Buvo nustatyta, kad jaunikliy liga sukelia poliomos
virusas (Bernier ir kt., 1981). Véliau labai panasia genomo seka (99 % panaSumas) ir panasiais
klinikiniais pozymiais pasizymintis virusas aptiktas ir kituose paptginiy bei zvirbliniy biiriy
pauks¢iuose (Johne ir Miiller, 2007). Zasy hemoraginis poliomos virusas (angl. goose hemorrhagic
polyomavirus, GHPV) sukelia zasy hemoraginj nefritg ir enterita (Corrand ir kt., 2011). Kiti

pauksc¢iy poliomos virusai taip pat sicjami su pauks¢iy ligomis (Moens, Krumbholz ir kt., 2017).

Zinduoliy poliomos virusai taip pat sukelia ligas savo $eimininkams. Meskény
poliomos virusas meskénams sukelia smegeny auglius, daugelis zinduoliy PyV — jury litito, delfino,
afrikinio dramblio, arkliy, galvijy — buvo aptikti biitent serganciuose gyviinuose (Moens,
Krumbholz ir kt., 2017), taciau reikalingi iSsamesni tyrimai, patvirtinantys $iy susirgimy ir PyV
priezastinj ry$j. Ziurkiy PyV 2 (angl. Rattus norvegicus polyomavirus 2) laboratorinéms su X
chromosoma susijusiu sunkiu imunonepakankamumu pasizymin¢ioms (X-SCID) ziurkéms sukeélé
iSplitusig jterptiniy kiineliy ligg, 1émusig kvépavimo taky ir inksty sistemy pazeidimus (Rigatti ir
kt., 2016). Ziurkény poliomos virusas sukelia limfomas laboratoriniams bei naminiams Siriniams
ziurkénams (Mesocricetus auratus) (Mufoz ir kt., 2013; Salas ir Kotschwar, 2014; Moens,
Krumbholz ir kt., 2017). Pneumotropinis peliy poliomos virusas peléms sukelia plau¢iy pazeidimus
(Kilham ir Murphy, 1953). Primaty poliomos virusai paprastai sukelia besimptomes infekcijas,
taciau gali sukelti ligas imunosupresuotiems gyviinams, pavyzdziui, SV40 sukelia PML rezus

makakoms, infekuotoms bezdZioniy imunodeficito virusu (Moens, Krumbholz ir kt., 2017).

1.9 Poliomos virusuy zoonozés

Gyviiny patogenai gali biiti ir zmoniy infekcijy Saltinis (Cleaveland ir kt., 2001), nes
didelé dalis Zmones infekuojanciy virusy yra zoonoziniai ir gali biiti perduodami 1§ gyviiny
zmonéms (Taylor ir kt., 2001). 2017 m. publikuotame tyrime buvo analizuotos zoonozinés sgsajos
586 unikalias virusy riisis (buvo analizuotas kiekvienas pripaZintas virusas, rastas zZinduoliuose). IS
586 tirty zinduoliy virusy 263 (44,8 %) buvo aptikti zmonése. IS jy 75 yra iSimtinai zmogaus virusai
ir 188 (71,5 %) zoonoziniai —t. y., virusai, kurie buvo bent kartg aptikti zmonése ir bent kartg kitoje
zinduoliy risyje. Didziausiu tokiy virusy skai¢iumi pasizyméjo SikSnosparniai, primatai ir grauzikai

(Olival ir kt., 2017).
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Zoonoziniy virusy pavyzdziai yra ZIV, Ebola virusai, taip pat koronavirusai, sukéle
Artimyjy Ryty, Sunky timy respiracinj sindroma bei COVID-19 (MERS-CoV bei SARS-CoV-1 ir
2) (Zhou ir kt., 2020). Masines epidemijas sukélé ir gripo infekcijos 2004 ir 2009 metais, kilusios
dél naminiy pauksciy pernesto H7N7 gripo viruso (Koopmans et al., 2004) bei kiauliy pernesto
H1N1 viruso (Dawood et al., 2009). Zoonozinis virusas paprastai biina visiS$kai nepazjstamas
Zmogaus imuninei sistemai, tod¢l lengvai plinta naiviose populiacijose. Pastebéti ir identifikuoti
naujg patogeng uztrunka, 0 dar ilgiau uztrunka i$siaiskinti jo patogeneze, epidemiologija, pritaikyti
gydyma ir sukurti strategijg patogeno plitimo stabdymui. Dél $iy priezas¢iy zoonoziniai virusai gali
lengvai sukelti epidemijas ar pandemijas. Akivaizdu, kad zoonozinis virusy potencialas didelis, o
kadangi gebéjimas jj nustatyti didéja vystantis technologijoms, atsiranda galimybé numatyti tam

tikras biisimas zoonozes ir, galbit, jy iSvengti arba sumazinti jy pasekmes.

Apie PyV zoonoze kalbama vis placiau, daugéja tyrimy, grindZianéiy tokia hipotezg.
AkivaizdZziausias PyV zoonozeés pavyzdys — bezdzioniy SV40 virusas, jsitvirtings Zmoniy
populiacijose. Sis virusas aptinkamas tiek artima kontakta su laukiniais primatais turin¢iose Zmoniy
populiacijose, tiek populiacijose, kurios buvo skiepytos SV40 uzkréstomis vakcinomis, tiek
populiacijose, kurios neturéjo kontakto nei su laukiniais gyviinais, nei su uzkréstomis vakcinomis
(iki 25 % serologiskai teigiamy méginiy populiacijoje) (Kean ir kt., 2009; Mazzoni ir kt., 2017;
Wong ir kt., 2019), vadinasi, virusas geba savarankiskai plisti tarp Zzmoniy. Kitas pavyzdys —

HPyV 12, kuris buvo atrastas zmongse ir laikomas Zzmogaus PyV, ta¢iau paaiskéjo, kad $iuo virusu
zmonés greiciausiai uzsikrété nuo kirstuky (Gedvilaite ir kt., 2017). Klausimy kelia ir LIPyV bei
NJPyV poliomos virusai, kuriy serologinis paplitimas Zmoniy populiacijose labai Zemas (aptarta 1.7
skyriuje). Be to, LIPyV buvo aptiktas kaciy iSmatose, 0 Zmogaus Naujojo Dzersio poliomos virusas,
nuo jo identifikavimo 2014 m., daugiau né karto nebuvo aptiktas (Fahsbender ir kt., 2019). Tai gali
rodyti, jog zmogus zoonoziSkai uzsikrété Siais virusais nuo jy pradiniy Seimininky, kurie dar

nenustatyti.

1.10 Poliomos virusy kilmé ir filogenezé

Manoma, kad virusai néra kile i§ vieno bendro protévio, nes jy biologija ir genetika
yra per daug skirtingos. I[domu, kad bakterijoms ir arch¢joms beveik iSimtinai biidingi dgDNR gan
didelio genomo (10-100 kb) virusai, jas infekuojanc¢iy RNR virusy zinoma vos keletas. Eukariotai,
prieSingai, pasiZzymi gausia RNR virusy jvairove, ypa¢ daug eukariotus infekuojanciy virusy turi
(+)RNR genoma. Néra zinoma, kas lemia tokius skirtumus tarp eukarioty ir prokarioty virusy.
Galbiit branduolio atsiradimas eukariotinése lastelése smarkiai sumazino dgDNR virusy replikacijos

ir transkripcijos efektyvuma dél atsiradusio papildomo barjero, kurj virusas turi jveikti (Koonin ir
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kt., 2015). Yra zinoma, kad tik maza dalis SV40 viriony geba pernesti savo genomg j branduolj
(Bhattacharjee ir Chattaraj, 2017). Ziedinés dgDNR eukarioty virusai smarkiai skiriasi nuo kity
dgDNR eukarioty virusy, kuriems biidingas didelis genomas, tod¢l manoma, kad jie evoliucionavo

atskirai nuo pastaryjy.

Artimiausi poliomos virusy giminai¢iai yra papilomos virusai, su kuriais PyV dalinasi
morfologijos ir genomo struktiiros panaSumais (papilomos virusams taip pat biidingi ankstyvasis ir
vélyvasis regionai, minichromosomy struktiira). Abi virusy Seimos geba transformuoti infekuotas
lasteles. Pagal vieng i$ hipoteziy, abi Seimos iSsivysté i§ vgDNR virusy, nes jy kapsidziy baltymy
struktiiros ir replikacijos baltymai yra homologiski vgDNR virusams, tokiems kaip cirkovirusai,
nanovirusai, parvovirusai. LTag turi tipiska 3 helikazés superseimos motyva ir riedancio rato
replikacijos iniciacijos endonukleaze, nors pastaroji yra inaktyvuota. Siy fermentiniy aktyvumy
panaikinimas yra susijes su peréjimu nuo riedanéio rato j "teta" tipo replikacija, tai yra ir nuo
vgDNR j dgDNR genomga (Moens, Krumbholz ir kt., 2017). vgDNR virusai, savo ruoztu, galimai
i8sivysté i$ bakterijy plazmidziy (Kazlauskas ir kt., 2019). IJdomu, kad poliomos ir papilomos
virusai galimai rekombinavo tarpusavyje ir suformavo siurksc¢iaplaukj ilganosj bandikutg
(Perameles bougainville) infekuojancius virusus. Bandikuto virusai koduoja j PyV LTag panaSia
sekg vienoje grandingje ir j papilomos virusy L1 ir L2 baltymus panasias sekas kitoje (Moens,

Krumbholz ir kt., 2017).

Idomu, kad keturiuose placiausiai d¢l PyV istirty zinduoliy biiriuose (grauziky,
SikSnosparniy, primaty ir plésriny) buvo aptikti tiek Alpha-, tiek Betapolyomavirus genéiy atstovai.
Turint tai omenyje, biity galima manyti, kad bendras placentiniy Zinduoliy protévis turéjo bent du
poliomos virusus, i§ kuriy galéjo kilti Alpha- ir Beta- poliomos virusai. Kiti zinduoliy bariai turi tik
po vienos PyV genties atstova, taciau tai gali buti susij¢ su daug mazesnémis jy iStyrimo apimtimis
(Ehlers ir kt., 2019).

Apie poliomos virusy kilme ir senajg evoliucijg daug jzvalgy suteiké neseniai atrasti
zuvy bei nariuotakojy poliomos virusai. Peretti ir kolegos 2015 metais publikavo pirmo zuvy PyV
genomo seka ir sutrikdé iki tol gyvavusius jsitikinimus, kad poliomos virusai infekuoja tik
zinduolius ir paukscius (Peretti ir kt., 2015). 7369 bp PyV genomas buvo aptiktas turguje jsigytame
juodajame jiiry eseryje (Centropristis striata). Sio viruso genomas buvo ne tik 1,5 kb didesnis nei
iki tol Zinomas didZiausias PyV genomas (tuo metu Zinomy PyV dydziai svyravo nuo 4,7 iki
5,7 kb), bet ir buvo filogenetiskai nutolgs nuo kity PyV, nors atitiko PyV biidinga genomo struktiirg.
Jdomu, kad viruso didziojo T antigeno seka pasirodé panasSiausia j japoninio ungurio endotelio

lasteles infekuojanéio chimerinio viruso koduojamo baltymo sekg (angl. Japanese eel endothelial
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cells-infecting virus, JEECV). Sis virusas turi 15 kb dydZio genomg ir koduoja PyV LTag
homologiska baltyma (Peretti ir kt., 2015). Véliau, kai buvo aptikta daugiau panasiy virusy zuvyse
ir antZzeminiuose stuburiniuose, jiems suteiktas Adomavirus pavadinimas, nes Sie virusai koduoja

adenovirusams, poliomos ir papilomos virusams homologiSkus baltymus (Welch ir kt., 2019).

2016 metais Buck su kolegomis publikavo dar dviejy Zuvy poliomos virusy genomus,
aptiktus asStriapeliakiame trematome (Trematomus pennellii) ir didziojoje gitarzuvéje
(Rhynchobatus djiddensis) bei placiau aptaré ir anks¢iau publikuotg Centropristis striata PyV
(Buck ir kt., 2016). Gitarzuvés priklauso kremzliniy zuvy Elasmobranchii poklasiui, kartu su
rykliais ir rajomis. Manoma, kad Elasmobranchii poklasis ir kauliniai stuburiniai gyviinai i$siskyré
mazdaug prie$ pus¢ milijardo mety. Nors gitarzuvés PyV turi poliomos virusams buidingg struktiira,
jo 3962 bp genomas yra Zymiai mazesnis nei 4697 bp galvijy poliomos viruso 1, kuris anks¢iau
buvo maziausias Zinomas Seimos narys (Buck ir kt., 2016). Praéjus keliems ménesiams po Sios
publikacijos, poliomos virusas buvo aptiktas auksaspalvio sparo (lot. Sparus aurata), sergancio
zuvy limfocistine liga, méginiuose (Lopez-Bueno ir kt., 2016), 0 2018 metais i§ smaragdinio
trematomo (Trematomus bernacchii) buvo isskirtas dar vienas zuvy poliomos virusas. (Van
Doorslaer ir kt., 2018).

Remiantis 2018 metais Van Dooeslaer ir kolegy atliktu tyrimu, Zuvy poliomos virusai
priklauso dviem skirtingoms evoliucinéms linijoms (Doorslaer ir kt., 2018). Vienai genciai
priklausanc¢iy PyV LTag baltymy sekos sutampa mazdaug 60 %, o Zemiausias tai paciai
Alphapolyomavirus gencéiai priklausanciy ziurkéno ir paprastojo palminio Sik§nosparnio (Eidolon
helvum) LTag aminoriigs¢iy sekos panasumas — 47,8 %. Visi penki zuvy PyV labai smarkiai
skiriasi savo LTag aminoriig§¢iy sekomis — panasSiausiy jury eSerio ir smaragdinio trematomo PyV
LTag ar. sekos sutampa tik 46 %. Filogenetiné analizé parodé, kad kauliniy ir kremzliniy zuvy PyV
néra monofiletiniai ir dabartinis PyV filogenetinis medis gali biiti suskirstytas j tris pagrindines
grupes. Vienoje grup¢je yra dabartiniai su kaulinémis zuvimis susij¢ PyV, kitoje vienintelis atstovas
— kremzlinés gitarzuvés PyV. Trecioje grupéje yra visos kitos pripazintos PyV rasys (1.9 pav.).
Tokiam skirstymui prieStarauja i$ SikSnosparnio (Hipposideros pomona) isskirtas PyV, kuris buvo
panasiausias ] jiry eserio PyV (41 % pagal VP1 ir 37 % pagal LTag baltymy sekas) (Cantalupo ir
kt., 2017), taigi buty priskiriamas kauliniy Zuvy PyV grupei. Vis délto, néra aisku, ar tikrai sio

viruso Seimininkas yra SikSnosparnis.

Galiausiai PyV sekos buvo aptiktos ir nariuotakojy gyviiny sekoskaitos duomenyse
(Buck ir kt., 2016). Analizuodami GenBank raktazodziy paieskos rezultatus, Buck ir kolegos

pastebéjo, kad Piety Afrikos voro (Stegodyphus mimosarum) genominés DNR fragmentas buvo
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anotuotas kaip panaSus ] PyV LTag. PyV LTag baltymy sekos, jskaitant naujas zuvyse atrastas
sekas bei voro sekose aptiktag LTag fragmenta, buvo panaudotos j LTag panasiy seky paieskai
iStranslivoty nukleotidy duomeny bazése. Tokiu buidu buvo aptiktos j LTag panasios sekos dar
penkiy vory sekoskaitos duomenyse. Dar keliolika j LTag pana$iy seky autoriai identifikavo
pirmazandziy biirio (Archaeognatha) vabzdziuose ir stuburiniuose gyviinuose — pauksciuose,
driezuose. Taip pat buvo iSgautas pilnas ziedinis 5419 bp i PyV panasios struktiiros genomas i
skorpiono (Centruroides exilicauda) sekoskaitos duomeny (Buck ir kt., 2016). Kol kas néra aptikta
daugiau PyV seky nariuotakojuose. Skorpione aptiktas PyV néra oficialiai priskirtas
Polyomaviridae Seimai dél per mazo struktiirinio panasumo j poliomos virusus (Moens ir kt., 2017).

o .
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1.9 pav. Zuvy ir SV40 poliomos virusy genomy filogenetinis medis
Kaimyny sujungimo (angl. neighbour-joining) filogenetinis medis, sudarytas lyginant zuvy ir
SV40 PyV viso genomo sekas. Spalvomis pavaizduota linearizuota kiekvieno genomo schema,
1SrySkinant VP2 (raudona), VP1 (geltona) ir LTag (Zalia) atvirus skaitymo rémelius. Skaiciai
nurodo genomo dydj (bp). Pilkos spalvos atviri skaitymo rémeliai prie SV40 nurodo (i$ kaires |
desing) Agno, VP3, ALTO ir sTag. Pavaizduoti ir su unguriais susij¢ virusai (Van Doorslaer ir kt.,
2018).

PyV aptikimas Zuvyse ir nariuotakojuose pakeité poziiirj ] poliomos virusy kilmg ir
evoliucijg. Nariuotakojai ir zinduoliai atsiskyré pries 900 milijony mety (Wang ir kt., 1999), jy
bendras protévis greiiausiai turéjo bent vieng poliomos virusg, todél PyV yra senesni nei buvo

manyta.

1.11 Poliomos virusy ir jy Seimininky koevoliucija
Daugelis tyrimy rodo, kad DNR virusai yra linke koevoliucionuoti kartu su savo
Seimininkais (Kajan ir kt., 2020). Ne iSimtis ir poliomos virusai. [vairts tyrimai patvirtina, kad PyV
yra konservatyvis, labai specifiski Seimininkui ir diverguoja kartu su juo. Vis délto, 2017 m.

publikuotas tyrimas apie viruso/Seimininko kodivergencijg ir Suolius tarp Seimininky rodo, kad,
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nors PyV yra labiau kodiverguojantys su Seimininku nei daugelis kity virusy, Seimininko keitimas
taip pat yra daznesnis reiskinys, nei buvo manoma (Geoghegan ir kt., 2017). Kitaip sakant, PyV
evoliucijg apibiidina ne tik kodivergencija su Seimininku, bet ir Seimininko keitimo jvykiai, linijy
duplikacijos ir rekombinacijos tarp tolimy poliomos virusy. Skai¢iuojama, kad PyV diverguoja

0,5 % per milijong mety nuo Seimininky atsiskyrimo (Buck ir kt., 2016).

PyV geba keisti Seimininka, nors tai jvyksta gan retai. Vis delto, dabartiné¢ PyV
filogeneting struktiira ir tyrimai liudija apie Seimininko keitimo atvejus. Visy pirma, Zmogaus
poliomos virusai nesudaro vienos monofiletinés grupés — jie pasiskirst¢ Alpha-, Beta- ir
Deltapolyomavirus gentyse ir skirtingi ZPyV yra artimesni jvairiems gyviiny PyV nei vieni kitiems
(Torres, 2020). Siksnosparniy PyV taip pat néra monofiletiniai ir grei¢iausiai kai kurie jy yra
susidare po viruso perSokimo i$ kity zinduoliy SikSnosparniams (Tao ir kt., 2013). Neseniai atliktas
didelés apimties Sik§nosparniy tyrimas (n=1 083) parod¢, kad poliomos virusai geba keisti
Seimininka tarp artimy riisiy, tadiau tokie jvykiai labai reti. Sio tyrimo metu $eimininko keitimo
ivykiy tarp Sik$nosparniy ir kity Zinduoliy nebuvo aptikta (Tan ir kt., 2020). Siame kontekste
jdomiai atrodo pauksciy poliomos virusai, kurie geba infekuoti jvairiy rasiy pauksc¢ius (Johne ir

Miiller, 2007).

Taip pat, pagal dabartinius duomenis, yra manoma, kad PyV Seimoje yra jvykusios
bent trys senos rekombinacijos tarp tolimy jos nariy. Minéti unguriy ir bandikuto virusai rodo, kad
PyV galéjo rekombinuoti ir su kitomis virusy §eimomis. Seimos viduje rekombinacijos nustatomos
sudarant PyV filogenetinius medzius, kai lyginant pagal ankstyvaji ir vélyvaji transkripcijos
regionus (dazniausiai LTag ir VP1 koduojanc¢ias DNR arba aminortig§¢iy sekas), poliomos virusas
iSsiskiria j skirtingas filogenetines grupes. Pavyzdziui, pauks¢iy poliomos virusai analizuojant pagal
LTag sekas iSsiskiria j atskirg Gammapolyomavirus gentj, taciau analizuojant pagal VP1 sekas,
grupuojasi Betapolyomavirus gentyje; HPyV6, 7 grupuojasi su MWPyV pagal LTag analizg, bet
pagal VP1 analizg sudaro atskirg Betapolyomavirus grupe kartu su WU ir KI PyV; trys primaty
poliomos virusai Ateles paniscus polyomavirus 1, TSPyV ir Pongo pygmaeus polyomavirus 1 pagal
LTag analize priklauso Alphapolyomavirus genciai, o pagal VP1 — Betapolyomavirus (Buck ir kt.,
2016; Torres, 2020).

Galiausiai, yra pastebima, kad rusies lygmenyje PyV diverguoja Siek tiek grei¢iau nei
Seimos. Kodivergencijos su Seimininku procesai yra stebimi ir Zzmoniy poliomos virusuose, tiriant
skirtingas zmoniy populiacijas. JC, BK ir MC PyV turi keleta subtipy, kurie skirtingai paplite
Afrikoje, Azijoje, Europoje, Amerikose ir Okeanijoje (Torres, 2020). Pastebima, kad poliomos

virusai diverguoja ir tarp pacienty, tai gali lemti skirtinga infekcijos ir patologijos eiga (Blackard ir
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kt., 2020; Liimatainen ir kt., 2020). PyV divergencija tarp populiacijy turéty biti budinga ir kity
gyviiny, ne tik zmoniy poliomos virusams, tac¢iau tam reikia istirti didelius kiekius tos pacios rusies
individy i$ skirtingy populiacijy, aptinkant ir analizuojant jiems biidingy PyV sekas. Tokie tyrimai
galéty papildyti informacijg apie Seimininko ir poliomos virusy kodivergencija, be to, leisty
neatsizvelgti | Seimininko keitimo ir rekombinacijy jvykius, nes tokie jvykiai reti, o tiriamas
evoliucijos laikas riiSies lygmenyje yra salyginai labai trumpas, lyginant su tiriamais evoliuciniais
laikotarpiais genties ar Seimos lygmenyse. Tyrimams puikiai tinka grauziky populiacijos, nes jie
gausiai paplite ir juos nesunku pagauti, be to, grauziky kartos keiciasi greitai, todél galima tikétis

pastebimos virusy divergencijos.

1.12 Grauzikai ir jy poliomos virusai

Grauzikai (lot. Rodentia) — gausiausias rusiy skai¢iumi zinduoliy birys, apimantis
apie 40 % visy zinduoliy rasiy. Kaip minéta anksc¢iau, grauzikai, kartu su SikSnosparniais ir
primatais, yra vienas didZiausiy zoonoziniy patogeny Saltiniy, ta¢iau zoonoziniai PyV juose dar néra

patvirtinti.

Geltonkaklé pelé (Apodemus flavicollis) ir dirviné pelé (Apodemus agrarius) yra
peliniy (Muridae) Seimos grauzikai. Jiems buidingas gan platus arealas — $ios pelés yra gausiai
paplitusios Europoje bei Azijoje. A. flavicollis ir A. agrarius yra zinomos kaip Zmones
infekuojanéiy Dobrava-Belgrade bei Saaremaa hantavirusy platintojos. Siose peliy riisyse aptikty
Dobrava virusy sekos sutapo 84,3 % (Sibold ir kt., 2001; Plyusnin ir kt., 2006). 2015 m. naujas
poliomos virusas buvo aptiktas Vokietijoje sugauty geltonkakliy peliy kriitinés ertmés skyscio
méginiuose. Sis virusas pasizymeéjo 72 % panasumu j HaPyV ir turéty biti priskirtas
Alphapolyomavirus genciai (Nainys, 2015; Ehlers ir kt., 2019). Kol kas A. flavicollis PyV
(AflaPyV1) néra oficialiai suklasifikuotas ICTV (ICTV, talk.ictvonline.org). PyV paieska buvo
atlikta ir Vokietijoje sugauty Apodemus agrarius sirdies, inksty, kepeny, plauciy, limfmazgiy,

bluznies méginiuose, taciau poliomos virusy seky nebuvo rasta (Ehlers ir kt., 2019).

Pilkoji (Rattus norvegicus) ir juodoji (Rattus rattus) ziurkeés taip pat priklauso peliniy
Seimai, yra gausiai paplitusios visuose Zemynuose (i§skyrus Antarktidg ir Arkties regiona). Sios
ziurkés placiai naudojamos laboratorijose kaip eksperimentiniai gyviinai, be to, jos paprastai gyvena
arti Zmoniy ir mégsta maitintis jy paliekamais maisto likuciais, todél yra vienos didZiausiy
zoonoziniy patogeny perneséjy. Manoma, kad juodosios ziurkés pernesé XIV a. 30—60 % Europos
zmoniy populiacijos sunaikinusios juodosios mirties sukéléjg (Yersinia pestis) su blusomis (Liu ir

kt., 2018). Ziurkés, be maro, taip pat pernesa daug kity sunkiy zmoniy ligy — viduriy $iltine,
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trichinelioze, tuliaremijg, hantaviruso sukeliamg karsting, hepatita ir kitas. (Animal Diversity Web,
https://animaldiversity.org/). Yra zinomi du Ziurkiy poliomos virusai. Rattus norvegicus poliomos
virusas 1 (RnorPyV1) buvo aptiktas 2015 metais Vokietijoje sugauty Ziurkiy bluznies méginiuose,
Sis virusas priskiriamas Alphapolyomavirus genciai. 2016 mety gruodj atrastas naujas Ziurkiy
poliomos virusas (RatPyV2), pasizymintis dideliu panasumu j WU ir KI PyV. Virusas buvo
priskirtas Betapolyomavirus genciai. RatPyV2 buvo isskirtas i$ laboratoriniy X-SCID ziurkiy
paausiniy seiliy liauky. RatPyV2 buvo aptiktas jvairiuose serganciy ziurkiy organuose: plauciy
bronchiolése, trachéjoje, sékliniame latake, prostatoje, kiausintakiuose. Virusas buvo aptiktas ir
sveikose ziurkése. Tai rodo, kad nors virusas infekuoja ir sveikas ziurkes, patologijas sukelia tik

turinioms silpng imunitetg (Siebrasse ir kt., 2016).

Microtus genties pelénai priklauso Ziurkéniniy (Cricetidae) Seimai. Genciai priklauso
daugiau nei 70 pelény riisiy, Sie pelénai gausiausiai paplite Europoje ir Azijoje. Microtus spp.
pelénai taip pat Zinomi kaip zoonoziniy infekcijy perneséjai (Rodriguez-Pastor ir kt., 2019), Sie
pelénai yra hantavirusy, galinéiy uzkrésti Zmones, rezervuaras (Jeske ir kt., 2019). Yra Zinomas
vienas Microtus genties pelénus infekuojantis poliomos virusas — paprastojo peléno (angl. Common
vole, lot. Microtus arvalis) poliomos virusas 1 (CVPyV). Virusas buvo aptiktas 2015 m. Vokietijoje
sugauty pelény méginiuose ir buvo panasiausias | WUPyYV (67 % genomo sekos panaSumas)
(Nainys ir kt., 2015). Siuo metu CVPyV priskiriamas Betapolyomavirus genéiai. Kity Microtus

gent] infekuojanciy poliomos virusy kol kas neaptikta.

Siuo metu ICTV oficialiai pripaZjsta 9 grauziky poliomos virusus (jskaitant jau
minétus du ziurkiy PyV ir Microtus arvalis PyV). Kaip jau minéta anks¢iau, pirmasis poliomos
virusas MPyV buvo atrastas pelése 1953 m. (Gross, 1953). Netrukus Mus musculus buvo atrastas
dar vienas peliy poliomos virusas, sukeliantis naujagiméms peléms plauciy uzdegima (Mus
musculus polyomavirus 2) (Kilham ir Murphy, 1953). Véliau buvo atrastas ziurkény poliomos
virusas HaPyV, Siriniy Ziurkény naujagimiams sukeliantis limfoma ir leukemija (Scherneck ir kt.,
2001). PyV taip pat aptikti Mastomys natalensis pelése (Orba ir kt., 2011) ir pelénuose Myodes
glareolus (Nainys ir kt., 2015). MPyV1 ir HaPyV priskiriami Alphapolyomavirus genciai, o peliy
pneumotropinis virusas, M. natalensis ir M. glareolus PyV— Betapolyomavirus. 2018 m. balandj
publikuotame Niujorko miesto peliy virusy jvairovés tyrime Mus musculus identifikuotas naujas
peliy poliomos virusas (Mus musculus polyomavirus 3). Jo genomo ilgis 5091 bp ir jis pasizymi
75 % panaSumu j Rattus norvegicus PyV2 (Williams ir kt., 2018), virusas priskirtas

Betapolyomavirus genciai.
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Kai kurie pastaruoju metu aptikti grauziky PyV dar néra oficialiai suklasifikuoti (kai
kuriy publikuotos nepilnos genomo sekos). 2018 metais poliomos virusas buvo aptiktas nutrijose
(Myocastor coypus) (da Silva ir kt., 2018). Naujy poliomos virusy sekos buvo aptiktos Brazilijoje,
ziurkéniniy Seimos Piety Amerikos grauzikuose Akodon montensis ir Calomys tener (Maia ir kt.,
2018). Ehlers ir kolegos 2019 metais publikavo straipsnj, kuriame pateiké naujus pelés Mastomys
natalensis ir didziosios miegapelés (Glis glis) poliomos virusus (Ehlers ir kt., 2019). Keturiy rasiy
voverése (Sciurus carolinensis, Sciurus variegatoides, Callosciurus erythraeus ir Callosciurus

prevostii) buvo aptikti keturi nauji poliomos virusai (Schulze ir kt., 2020).

IS ICTV patvirtinty 88 zinduoliy PyV, 9 grauziky poliomos virusai sudaro tik 10 %,
nors grauzikai apima 40 % visos zinduoliy jvairovés. Buty galima priskaiciuoti ir ICTV
nepatvirtintus grauziky PyV, taciau taip pat yra daugybé ir neseniai atrasty ir dar nepatvirtinty kity
zinduoliy, pavyzdZiui, $ik§nosparniy, PyV, todél situacijos tai i§ esmés nepakeisty. Akivaizdu, kad
kol kas grauziky poliomos virusy aptikta dar labai mazai. Kadangi skirtingose grauziky rusyse
aptinkami PyV reik§mingai skiriasi, 0 grauziky PyV turi atstovy Alpha- ir Betapolyomavirus
gentyse, galima manyti, kad unikaliis PyV galéty infekuoti daugelj dar netirty grauziky rusiy.
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2 MEDZIAGOS IR METODAI

2.1 Medziagos

Visi darbui atlikti naudoti tirpalai buvo ruosiami distiliuotame vandenyje, nebent
nurodyta kitaip.

2.1.1 Tirpalai DNR skyrimui ir gryninimui

Etanolis: 96 % ir 70 % (v/v).

NaAc: 3 M natrio acetatas, pH = 4,8.

NaOH-NDS tirpalas: 0,2 M natrio hidroksido ir 1 % natrio dodecilsulfato.
NHsAcC tirpalas: 7,5 M amonio acetatas.

RNRazés A tirpalas: 10 mg/ml jaucio kasos ribonukleazés A tirpalas, 10 min paverdamas vandens

vonioje ir laikomas -20 °C temperatiiroje.
2.1.2 Reagentai DNR elektroforezei

Etidzio bromido tirpalas: 10 mg/ml koncentracijos etidZio bromido tirpalas.

Agaroze: 0,8-1,4 % agarozes TAE buferiniame tirpale.
50x TAE buferinis tirpalas: Thermo Scientific™ TAE Buffer.
DNR dazas: Thermo Scientific™ 6x DNA Loading Dye.

2.1.3 Reagentai fermentinéms reakcijoms
Reagentai, naudoti fermentinéms reakcijoms, buvo pagaminti ,,Thermo Fisher
Scientific”. Zr. 2.2 lentelé.
2.1.4 Tirpalai E. coli bakteriju ir S. cerevisiae mieliy kompetentiniy lasteliy paruosSimui

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

CaCly ir glicerolio tirpalas: ruosiamas 100 mM CacCl; tirpalas, 4:1 santykiu sumaiSomas su

gliceroliu (v/v) ir autoklavuojamas. Laikomas 4°C temperatiiroje. Prie$ naudojimg atSaldomas ledo
vonioje.

TE buferinis tirpalas: 10 mM Tris-HCI (pH = 8) ir 0,1 mM EDTA tirpalas vandenyje (pH = 8),

pH = 8, autoklavuojama.

TE-LiCl: 0,1 M LiCl tirpalas TE buferyje, autoklavuojama.
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TE-PEG: 50 % (w/w) PEG4000 tirpalas TE buferyje, autoklavuojama.
2.1.5 Tirpalai baltymy skyrimui i$ mieliy lasteliy ir jy gryninimui

Ardymo buferinis tirpalas (DB 150/450): 10 mM Tris-HCI (pH = 7,2), 150/450 mM NacCl, 0,01 %
Triton-X-100 (v/v), 1 mM CaCly, 0,25 M L-Arg tirpalas. Filtruojamas. Prie$ naudojima jpilama

PMSF tirpalo iki 2 mM koncentracijos.

10x koncentruotas PMSF tirpalas: 20 mM PMSF tirpalas izopropanolyje, laikomas -20 °C
temperatiiroje.

Sacharozés tirpalai gradientui suformuoti: 30 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 % (w/w)

sacharozés tirpalai ardymo buferiniame tirpale (DB 150), filtruojami.
Cezio chlorido tirpalai gradientui suformuoti: 1,38; 1,35; 1,32; 1,29; 1,26 g/ml CsCl tirpalai

buferiniame tirpale (DB 150), filtruojami.
10x koncentruotas PBS tirpalas: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,47 mM KH2PQOg4, 4,3 mM Na:HPO,
tirpalas, filtruojamas.

2.1.6 Regentai baltymu elektroforezei poliakrilamido gelyje denatiiruojanc¢iomis salygomis

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

4x frakcionuojancio gelio buferinis tirpalas: 1,5 M Tris-HCI tirpalas (pH = 8,8).
Amonio persulfato tirpalas (APS): 10 % (NH.)2S20g tirpalas.
Akrilamido tirpalas: ROTIPHORESE®Gel 40 (37,5:1).

NDS tirpalas: 10 % NDS tirpalas.

Koncentruojantis gelis: 3,2 % akrilamido tirpalo, 125 mM Tris-HCI (pH = 6,8), 0,1 % APS,
0,1 % NDS, 0,1 % TEMED (N, N, N ', N'- tetrametilendiamino).

Frakcionuojantis gelis: 12 % akrilamido tirpalo, 375 mM Tris-HCI (pH = 8,8), 0,1 % NDS,
0,1 % APS, 0,1 % TEMED.

2x baltymy méginiy dazas: 0,5 M Tris-HCI (pH = 6,8), 20 % (w/v) glicerolio, 4 % (w/v) NDS,

0,001 % (w/v) bromfenolio mélio, 10 % (v/v) merkaptoetanolio.

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

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

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

Geliy plovimo tirpalas: 5 % (v/v) acto riigsties ir 5 % (v/v) izopropanolio tirpalas.
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2.1.7 Molekulinés masés standartai

DNR fragmenty agarozés gelyje standartas: GeneRuler DNA Ladder Mix.

Baltymy dydZio standartai: PageRuler™ Unstained Broad Range Protein Ladder ir PageRuler™

Unstained Protein Ladder.
2.1.8 Bakterijy ir mieliy kamienai

Plazmidziy konstravimui ir padauginimui naudoti bakterijy kamienai:
Escherichia 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. coli 1gstelés augintos 37 °C temperatiiros purtykléje arba termostate.
Naudoti Saccharomyces cerevisiae mieliy kamienai:

Saccharomyces cerevisiae AH22-214 (a, his4 leu2) (EGIS kolekcija);
Saccharomyces cerevisiae AH22-214Apep4 (a, his4 leu2 pep4) (EGIS kolekcija).

S. cerevisiae lgstelés augintos 30 °C temperatiiros purtykléje arba termostate.

2.1.9 Plazmidiniai vektoriai

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

pTZ57R/T bakterijy klonavimo vektorius (Thermo Fisher Scientific Baltics #K1213);

pFX7 mieliy raiSkos vektorius, turintis GAL10-PYK1 galaktoze indukuojamg promotoriy, sudaryta

1§ UDP-galaktozés epimerazés geno UAS sekos (atsakingos uz transkripcijos indukcijg) ir
piruvatkinazés geno promotoriaus. Vektorius turi bla ir FDH1 genus, suteikiancius atsparuma
ampicilinui ir formaldehidui bei bakterijy ir mieliy replikacijos iniciacijos sekas (EGIS kolekcija).

2.1.10 Naudoti oligonukleotidai

Darbo metu naudotos oligonukleotidiniy pradmeny poros ir sekos bei pradmeny pory

padauginamy fragmentai ir jy ilgiai pateikti lenteléje (2.1 lentelé.).
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2.1 lentelé. Darbo metu naudoty oligonukleotidiniy pradmeny sekos ir padauginami

fragmentai
. Padaug.
z\::gmfgzs Pradmens 5'-3" seka P??:urg::r?tg\sas fragmento
P g dydis (bp)
Lizdinés PGR pradmenys
LTag-1T GATGTTTCCTTTCTARRTTNAC
LTag-1 536-551
LTag-1A GCAAAGATCAAAAAAGCATHTGYCA
LTag-2T AAATGATCTCTCAAGTTATCNARRTT
LTag-2 205-235
LTag-2A AAAGGTCCAGTTAATAGTGG
VP1-1T CCAGACCCAACTARRAATGARAA
VP1-1 829-1137
VP1-1A AACAAGAGACACAAATNTTTCCNCC
VP1-2T ATGAAAATGGGGTTGGCCCNCTNTGYAARG VP12 249-273
VP1-2A CCCTCATAAACCCGAACYTCYTCHACYTG
Smulkiy zinduoliy mt-Cytb geno padauginimui skirti pradmenys
mt-Cytb-T TCATCMTGATGAAAYTTYGG
mt-Cytb 946
mt-Cytb-A ACTGGYTGDCCBCCRATTCA
Rattus norvegicus PyV 1 padauginimo pradmenys
RnorPyV-Tag-Al | CACTTCCAGACTGCAGGTCCTTATC Rnor3 1308
RnorPyV-Tag-A2 | CTCACTGGCATTAGTCTCCAGTTC Rnor2 1898
RnorPyV-Tag-T1 | TGTAAAGGGACAGGTAGCTAATAGAG D'ag('c‘jgj“”'s 1273
RnorPyV-Tag-T2 | AGCAGCTACGCAGAGATCAACCAC Rnor3 1308
RnorPyV-VP1-A GTGTTTGTGAACTGCATAACAGGCG Rnorl 1643
ANTEYVVELS | GCACTAGTATGGCCCCCAAAAGAAAAGGCGTC
RNorPvV-VP1- VP1 genas 1153
stop y GCACTAGTTAATTCATATGAATHTCAGGTTTGGTTC
RnorPyV-VP1-T | CTGCTCAATGTCCATGGCTATGGC D'ag(ggi“”'s 1273
RnorPyV-VP2-A GTTGGTCTCTAAATCCCGAGATTAC Rnor2 1898
RnorPyV-VP2-T CTACAATGGAGGGTTTAGCGGCTG Rnorl 1643
Rattus norvegicus PyV 2 padauginimo pradmenys
RatPyV2-VP1- CGTCTAGATTAGCCCTGCACATTCAACATGC
stop
RatPvV2-VP1- VP1 genas 1034
ATGy CGTCTAGAATGTCCAGGGTGACATGCCAAAG
Apodemus flavicollis PyV 1 padauginimo pradmenys
AflaPyV1-Tag-T CTGTTTAGTTATAAAGGTGATAGC
Genomas ~5300
AflaPyV1-Tag-A GACCCTTATAATCAGGATTATATCTTGC
AflaPyV1-dg-T CACCTCAAGAGGAGCCCATATAC q 1172
AflaPyV1-dg-A CAAACTTATCTATTGCACACCCAAGC g
Rattus rattus PyV 1 padauginimo pradmenys
RratPyV-Tag-Al | GATTTCTCCCAGAAATTCAGC Sekoskaitos -
pradmuo
RratPyV-Tag-A2 GTTCAACTTATCTGAAGGGCAGT Rratl 1808
RratPyV-Tag-T1 CTTGCTGCAGCAATTATGCAC Rrat2 2016
RratPyV-Tag-T2 GCTAAGACGCCAGCACAGAGGC Rratl 1808
RratPyV-VP2-T GCTCAGCAAGCCCTGAGGACTG Rrat2 2016
Microtus arvalis PyV 1 padauginimo pradmenys
CVPyV-A CATAAATTGGTCTATTGCAACACCTAG Genomas ~5000
CVPyV-T GTTGTTTTTGAGGATGTGAAGGGAC Genomas; dg2 | ~5000; 1109

46



CVPyV-Tag-Al | GAATCAGCATTAAAGTGCCTGCTTGC dgl; dg3 1070; 725
CVPyV-Tag-A2 | CATAGTTCAGGGGGAATCCG dg4 514
CVPyV-Tag-T1 | GCATGGGATGCTTGCTTGCCACATG dg3 725
CVPyV-Tag-T2 | CTTCTGGAGGCTTCTGCTTTAC dgl; dgd 1070; 514
CVPyV-VP1-T CATATAACCAGACAGTCTCTG dg2 1109
Microtus arvalis PyV 2 padauginimo pradmenys
MarPyV-Tag-Al | CACAGAGATCTAAGATAGCAGCAGC ﬁggmj‘; ~5000; 1018
MarPyV-Tag-A3 | GCTGGCATGTCTTTCGGGGAGTC ngggmgos -
MarPyV-Tag-T1 | GAGGAAAAGCACTAAATATCAATATGC Genomas LTag |  ~5000
MarPyV-Tag-T3 | GCACAACCAGGCCCTTCAGGTTC dg 1018
Sekoskaitos
MarPyV-VP1-A | CAATAGGGAACTCACTGGATATG pradmuo; ~5000
genomas VP1
MarPyV-VP1-T | AACACATTGTTCTCAGAAATGATGC Genomas VP1 ~5000
MarPyV-VP2-A | GAAGTTCTGCTGTTGTGAAGGC Sg'ﬁggmgos ;
MarPyV-VP3-A | GCCTTGGTTTTGAGACGCTTCGC S;'::(jmgos -
pJET/blunt plazmidinio vektoriaus pradmenys
pJET-T CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC Sekoskaitos -
pJET-A AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG pradmenys -

B:C+G+T; H:A+C+T; M:A+C; N:A+C+G+T; R:A+G; W:A+T; Y:C+T.

2.1.11 Bakterijuy ir mieliy auginimo terpés

LB (Luria-Bertani) terpé (pH = 7): 25 g/ LB misSinio tirpalas, ruosiant agarizuota terpg, pridedama

2 % agaro, autoklavuojama.

Ampicilino tirpalas: 50 mg/ml ampicilino tirpalas 50 % etanolyje, laikomas -20 °C temperatiiroje.

Transformuotos, atsparios ampicilinui E. coli Igstelés buvo augintos LB terpése su 50 pg/ml
ampicilino.

YEPD terpé: ruoSiamas 1 % mieliy ekstrakto, 2 % peptono, 2 % gliukozés tirpalas, ruoSiant
agarizuota YEPD terpe, pridedama 2 % agaro. Autoklavuojama.

YEPG terpé: 1 % mieliy ekstrakto, 2 % peptono, 3 % galaktozés vandenyje. Tirpalai ruoSiami
dvigubai koncentruoti atskirai galaktozés ir mieliy ekstrakto/peptono, galaktozés tirpalas
filtruojamas, mieliy ekstrakto/peptono — autoklavuojamas.

Formalinas: AppliChem Formaldehyde solution 37 % for molecular biology BC, #A0877
Mieliy transformantai buvo i§sé¢jami ant agarizuotos YEPD terpés, pridéjus j ja 0,3 pul/ml 37 %
formalino, o transformanty atrinkimui — 0,6 ul/ml formalino. Skystoje YEPD terpéje atrinkti

transformantai buvo auginami ir indukuojami, pridéjus 0,3 pl/ml formalino.

2.1.12 Virusinés DNR isskyrimui naudoti tirpalai
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Ekstrakcijos buferinis tirpalas: 10 mM Tris-HCI, 0,15 % natrio dodecilsulfato (NDS),

150 mM NacCl, 3 mM CaCl tirpalas, filtruojamas.

2.1.13 Reagenty gamintojai

2.2 lentelé. Darbui naudoti reagentai ir ju gamintojai

Tiekéjas Reagentas

AGAR SCIENTIFIC | Varinis TEM tinklelis (#AGS162-3)

AMRESKO Lic¢io chloridas (#0416)

APPLICHEM L-arginino hidrochloridas (#A3709), sojy peptonas (#A2206), amonio
sulfatas (#141140), formalinas (#A2633), PMSF (#A0999), TEMED
(#A1148), cezio chloridas (#A1126)

CHEMPUR Na;HPO4 (#117992801), acto riigstis (#425687607)

FERAK BERLIN

Merkaptoetanolis (#31012)

GE HEALTHCARE
LIFE SCIENCES

Mikrofiltrai (#10410314)

HONEYWELL Etanolis (#32221), izopropanolis (#190764), natrio Sarmas (#06203)

PPH STANDARD Chloroformas (#2006,10/08)

SP.Z 0O.0.

ROTH LB (#X968.3), amonio acetatas (#7869.1), ampicilinas (#K029.2), APS
(#9592.2), NDS (#CN30.3), akrilamidas (#T802.1), fenolis (#0038.3),
fenolio-chloroformo-izoamilo alkoholio miSinys (#A156.2), dializés
membrana (#0653.1)

SERVA PEG 4000 (#33136.01)

SIGMA-ALDRICH

Coomasie briliantinis mélis (#1.12553), kalcio chloridas (#21074),
Tris-HCI (#T5941), natrio acetatas (#71180), stiklo rutuliukai
(#G9268), EDTA (#03609)

THERMO FISHER
SCIENTIFIC

Standartinés ir FastDigest restrikcijos endonukleazés ir jy buferiniai
tirpalai, DreamTaq ir Phusion High-Fidelity DNR polimerazés ir
atitinkamy PGR buferiniy tirpaly rinkinys (#£EP0702, #F530L), Phi29
(#EP0091) ir EquiPhi29™ (#A39390) polimerazés ir jy buferiniai
tirpalai, pirofosfatazé (#EF0221, Exo-Resistant Random Primer
(#S0181), T4 DNR ligaze ir jai skirti buferiniai tirpalai (#£L0014),
dNTP misiniai (#R0191, #R0241), DNR ir baltymy molekulinés masés
zymenys (#SMO0331, #26630, #26614), FastAP fosfatazé (#EF0652),
proteinazé K (#£00492), TAE buferinis tirpalas (#B49), CloneJET
PCR Cloning Kit (#1231), Klenow Fragment (#£P0051) bei gamintojo
pateikiami buferiniai tirpalai, Fast DNA End Repair Kit (#K0771),
GeneJET Viral DNA and RNA Purification Kit (#K0821), GeneJET
Plasmid Miniprep Kit (#K0502), GeneJET Gel Extraction Kit
(#K0692).

FISHER
SCIENTIFIC

Tris (#BP152), natrio chloridas (#BP358), sacharozé (#S/8560/65),
glicerolis (#G/0650/21), D-gliukozé (#G/0500/70), agaras
(#A/1080/53), agarozé (#BP1356), Triton-X-100 (#BP151),
Fisherbrand™ SureOne™ Aerosol Barrier Pipette Tips (#11973466,
#11963466, #11913466)
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VWR
INTERNATIONAL

Mieliy ekstraktas (#97063-370)
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2.2 Laboratoriniai metodai

2.2.1 Kompetentiniy E. coli Igsteliy paruoS$imas

120 ml LB terpés buvo sé¢jamos E. coli recipientinio kamieno lastelés ir 18 val.
auginamos 37 °C temperatiros purtykléje. Tada Igstelés su visa terpe skiedziamos 400 ml LB
terpés, pasildytos iki 37 °C ir paruostos 2 | kolboje, siekiant uztikrinti efektyvig lasteliy aeracija
augimo metu. Lastelés auginamos 37 °C purtykl¢je, kol kultiiros optinis tankis (bangos ilgis
600 nm) pasiekia 0,6-0,7. Kiti etapai atlickami ledo vonioje. Lastelés surenkamos centrifuguojant
4 °C temperattiroje (10 min, 3000 aps./min BECKMAN Coulter J-26 XPI centrifuga,

JA-14 rotorius) ir plaunamos 25 ml lede atsaldytu 100 mM CaCl, tirpalu (uzpilama tirpalo, lastelés
suspenduojamos ir suspensija perkeliama j 50 ml flakonus). Centrifuguojama tomis pac¢iomis
salygomis stalinéje centrifugoje Eppendorf 5810 R, supernatantas nupilamas, Iastelés
resuspenduojamos j 25 ml lede atSaldyto 100 mM CaCl tirpalo ir inkubuojamos 22 val. lede. Po
inkubacijos lastelés nusodinamos centrifuguojant tomis paciomis saglygomis stalinéje centrifugoje,
supernatantas nupilamas ir Igstelés suspenduojamos 5-15 ml CaCl; ir glicerolio tirpale. Lastelés
iSpilstomos j mikrocentrifuginius (Eppendorf) mégintuvélius ir uzsaldomos -70 °C. Taip paruostos

kompetentinés Igstelés véliau yra atSildomos lede ir naudojamos transformacijai.

2.2.2 Kompetentiniy E. coli Igsteliy transformacija

Transformuojant kompetentines lasteles DNR susiuvimo misiniu, 0,5-2 ug DNR
(20 pl susiuvimo mi$inio) buvo maisoma su 90 pl kompetentiniy (Zr. 2.2.1) Igsteliy suspensijos.
Transformuojant natyviomis plazmidémis buvo naudojama 0,1 pg/ml DNR koncentracija
transformacijos misinyje. Kompetentiniy lasteliy ir DNR misinys 30 min inkubuojamas ledo
vonioje, po to 2 min laikomas 42 °C vandens vonioje. Po temperatiirinio Soko DNR ir Igsteliy
misinys porg minu¢iy buvo atsaldomas ledo vonioje, skiedziamas kambario temperattros skysta LB
terpe santykiu 1:10 ir inkubuojamas 0,5-1 val. 37 °C temperatiiroje. Lastelés surenkamos
centrifuguojant 5 min 2000 aps./min grei¢iu stalingje Eppendorf 5415 D centrifugoje ir iSsé¢jamos
ant agarizuotos LB mitybinés terpés su 50 pg/ml ampicilino. Lékstelés buvo inkubuojamos per

naktj 37 °C temperatiiroje.

2.2.3 Plazmidinés DNR is$skyrimas i E. coli Iasteliy

Bakterijy kolonija buvo uzs¢jama j 5 ml LB terpés su 30 pg/ml ampicilino, auginama
purtykléje per naktj 37 °C temperatiiroje (16—20 val.). Lasteles nucentrifugavus 10 min
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3000 aps./min grei¢iu (Eppendorf 5810 R centrifuga), supernatantas nupilamas, o lik¢s terpés lasas

iSsiurbiamas su siurbliuku. Toliau DNR skiriama vienu i$ dviejy biidy.

Norint skiriamg DNR naudoti sekoskaitai, plazmidiné DNR buvo i$skiriama naudojant
komercinj Thermo Fisher Scientific plazmidinés DNR skyrimo rinkinj GeneJET Plasmid Miniprep

pagal gamintojo rekomendacijas.

Jei plazmidinés DNR neketinama naudoti sekoskaitai, skiriama Sarminés lizés budu.
Pirmiausia bakterijy masé suspenduojama 200 pl H>O, tada pridedama 400 ul 0,2 M
NaOH-1 % NDS tirpalo, labai §velniai sumaiSoma, ir laikoma 2-5 min, kol tirpalas nuskaidréja.
Pridedama 300 ul 3 M NaAc pH = 4,8 tirpalo, vél $velniai maiSoma, kol i§séda baltos nuosédos.
Pridedama 500 pl chloroformo, gerai sumai$oma purtyklé¢je. Centrifuguojama 15 min
3000 aps./min (Eppendorf 5810 R centrifuga). VirSutiné vandeniné faz¢é atsargiai perkeliama j
mégintuvélj su 700 pl izopropanolio, gerai sumaiSoma rankoje pavartant. 2 min palaikoma
kambario temperattiroje ir 4 min centrifuguojama 13 200 aps./min stalinéje centrifugoje
Eppendorf 5415 D. Nuoséda praplaunama: uzpilama 500 pl 70 % EtOH, purtoma purtykléje, kol
nuoséda atSoka, 3 min centrifuguojama stalinéje centrifugoje tomis paciomis saglygomis.
Supernatantas nupilamas, mégintuvélis dar 4 s centrifuguojamas, likes tirpalo lasas nusiurbiamas ir
mégintuvélis paliekamas visiskai i§dzitti. DNR nuoséda istirpinama 50 pl H20 su 1 pl 10 mg/ml

RNRazgs tirpalo. Taip paruosta DNR toliau naudojama restrikcinei analizei.

2.2.4 Plazmidinés DNR hidrolizé restrikcijos endonukleazémis

Buferiniai tirpalai bei inkubacijos temperatiira buvo parenkami pagal gamintojo
rekomendacijas. DNR koncentracija reakcijos misinyje ~50 ug/ml. 1 ug DNR hidrolizei buvo
imama 1 U restrikcijos endonukleazés. Reakcijos miSinys buvo inkubuojamas 1 val., tada
pridedama 6x DNR daZo ir vykdoma elektroforez¢ agaroziniame gelyje, kuris buvo analizuojamas
ap$vietus ultravioletine §viesa transiliuminatoriuje (,, ULTRA-LUM®). Jei hidrolizuota DNR buvo

naudojama kitose fermentinése reakcijose, pries tai reakcijos miSinys buvo deproteinizuojamas (Zr.

2.2.9).

2.2.5 Lipniy DNR fragmenty galy bukinimas

DNR fragmenty galy bukinimui buvo naudojami komerciniai rinkiniai CloneJET PCR
Cloning Kit, Fast DNA End Repair Kit arba Klenow fragment fermentas. Reakcijos buvo

atliekamos laikantis gamintojo rekomendacijy ir naudojant gamintojo suteikiamus buferinius
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tirpalus. Fragmentai su uzbukintais galais buvo naudojami DNR susiuvimo reakcijose (zr. 2.2.6).
Atlikus reakcija su Klenow fragmentu arba Fast DNA End Repair Kit, DNR papildomai

deproteinizuojama ir nusodinama (zr.2.2.9, 2.2.10), pries ja naudojant tolimesnéms reakcijoms.

2.2.6 DNR susiuvimas

DNR susiuvimo reakcija buvo vykdoma 5-60 min kambario temperattroje, T4 DNR
ligazés buferiniame tirpale, pridéjus 5 U T4 DNR ligazes ir 0,1-1 pg siuvamos DNR. Vektoriaus
koncentracija siuvimo mi$inyje siuvant su DNR fragmentu buvo 15-50 pg/ml. Vektoriaus ir DNR
fragmenty molekuliy galy kiekio santykiai Susiuvimo misSinyje buvo parenkami empiriskai nuo 1:1
iki 1:5. DNR susiuvimo miSiniu buvo transformuojamos kompetentiniy E. coli DH5a kamieno
lastelés (zr. 2.1.8).

2.2.7 DNR koncentracijos ir nukleotidy sekos nustatymas

DNR koncentracija buvo nustatoma naudojantis spektrofotometru NanoDrop 2.1.
DNR nukleotidy seka buvo nustatoma automatiniu genetiniu analizatoriumi 3130xI (Applied

Biosystems) Biotechnologijos instituto Sekoskaitos centre.

2.2.8 DNR elektroforezé agarozés gelyje

DNR elektroforezé vykdyta 0,8-1,4 % agarozés geliuose, turinciuose 0,1-0,2 pg/ml
etidzio bromido. Naudotos horizontalios agarozés plokstelés, gelis panardinamas j TAE buferj.
Taikyta 10 V/cm jtampa. Geliai buvo analizuojami ultravioletinéje $viesoje ,,ULTRA-LUM*

transiliuminatoriuje.

2.2.9 DNR deproteinizavimas fenolio-chloroformo-izoamilo alkoholio miSiniu

Jei méginio tiris nedidelis, jis buvo skiedziamas vandeniu iki 100 pl. Tuomet tirpalas
buvo maiSomas su lygiu tariu fenolio-chloroformo-izoamilo alkoholio misinio, ~1 min intensyviai
purtomas purtykléje ir centrifuguojamas 3 min Eppendorf 5415 D stalinéje centrifugoje
13 200 aps./min greiciu. Vandeniné fazé buvo atsargiai surenkama ir perkeliama j kita mégintuvel;.
Deproteinizuojant po DNR galy bukinimo, procediira buvo kartojama du kartus. Po

deproteinizavimo, DNR nusodinama etanoliu (zr. 2.2.9).
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2.2.10 DNR nusodinimas

I DNR tirpalg buvo pridedama 0,5 tdirio 7,5 M amonio acetato tirpalo, ir 2,5 tiirio
96 % etanolio. Misinys buvo 30 min Saldomas -70°C temperatiiroje, tada centrifuguojamas
Eppendorf 5415 D stalinéje mikrocentrifugoje 11 min 13 200 aps./min grei¢iu. Supernatantas buvo
nupilamas, nuosédos plaunamos 70 % etanoliu. Ant DNR nuosédy buvo uzpilama 0,5 ml -20 °C
temperatiiros 70 % etanolio ir sumaiSoma. Centrifuguojama 3 min tomis pac¢iomis saglygomis.

Supernatantas nupilamas, DNR nuosédos isdziovinamos ir tirpinamos reikiamame vandens kiekyje.

2.2.11 DNR fragmenty iSskyrimas i agarozeés gelio

I gelio iSpjaunama agarozés juostelé su numatyto dydzio DNR fragmentu. ISpjautas
agarozés gabaliukas susmulkinamas ir perkeliamas j Eppendorf mégintuvélj. Toliau DNR skiriama
,»uzSaldymo ir suslégimo* metodu arba naudojant Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction Kit
pagal gamintojo rekomendacijas.

Skiriant DNR ,,uzsaldymo ir suslégimo* metodu, susmulkinta agarozé buvo uzpilama
1 tariu fenolio bei Saldoma -20 °C temperatiiroje maziausiai 1 val. Po Saldymo méginys buvo
11 min centrifuguojamas 13 200 aps./min greiciu stalinéje Eppendorf 5415 D mikrocentrifugoje.
Vandenine faze su joje iStirpusia DNR buvo nusiurbiama ir perkeliama j kitag mégintuvélj, DNR
deproteinizuojama (zr. 2.2.9), nusodinama (zr. 2.2.10). Taip paruoStas DNR fragmentas naudojamas

kitose reakcijose.

2.2.12 Virusinés DNR i$skyrimas

Virusy genominé DNR buvo iSskiriama i§ grauziky inksty meéginiy, naudojant
GeneJET Viral DNA and RNA Purification Kit (Zr. 2.2 lentelé.) pagal gamintojo rekomendacijas,
laikantis kuo sterilesniy salygy, naudojant sterilius automatiniy pipeciy antgalius su filtrais.
Kadangi rinkinys skirtas nukleortig§¢iy i$skyrimui i§ kraujo serumo, skiriant virusy genoming DNR
i§ kiety audiniy, méginiai prie§ skyrimg buvo atitinkamai paruos§iami. -70 °C laikyti méginiai
atSildomi iki kambario temperattros, ] mikrocentrifuginj mégintuvélj su inksty dalimi pridedama
200 pl ekstrakcijos buferinio tirpalo (zr. 2.1.12) ir ~3 U proteinazés K (zr. 2.2 lentelé.). Misinys
4 val. inkubuojamas 56 °C termobloke Biosan Bio TDB-100. Centrifuguojamas 3 min
5000 aps./min Eppendorf 5417 C centrifugoje ir 200 pl skystos fazés perkeliama j nauja
mikrocentrifugin; mégintuvel;. Toliau toks méginys naudojamas virusinés DNR skyrimui su

rinkiniu. Virusiné DNR eliuojama j 50 ul eliucijos buferinio tirpalo. Taip iSskirta DNR padalinama
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j dvi dalis po 25 ul: viena dalis paliekama tolimesniam naudojimui (toliau vadinama ,,nepadauginta

DNR*®), kita nusodinama ir padauginama (zr. 2.2.13).

2.2.13 Virusinés DNR nusodinimas ir padauginimas

Padauginimui naudojama virusiné DNR, isskirta pagal 2.2.12 apraSyta metodika.
Darbas atlickamas laikantis steriliy sglygy, naudojant sterilius tirpalus, medziagas ir automatiniy
pipeciy antgalius su oro barjerais, siekiant neuztersti méginio aplinkos mikroorganizmais ir, ypac,

ziedinémis bakterijy plazmidémis.

Virusinés DNR nusodinimas. Dél méginiuose esancio labai mazo virusinés DNR
kiekio, DNR nusodinimui buvo taikoma speciali metodika. | reakcijos miSinj buvo pridedamas
lygus tiiris 7,5 M NH4OAc ir 3 tariai 96 % etanolio. Misinys buvo 1 valanda laikomas kambario
temperatiiroje ir po to perkeliamas j -20 °C, kur laikomas maziausiai 18 valandy. Po to misinys
buvo 1 valandg centrifuguojamas 13 200 aps./min Eppendorf 5417 C centrifugoje, pries tai jj
atSildzius iki kambario temperattiros. Nuoséda praplaunama, uzpilant 500 ul 70 % etanolio ir
Svelniai pamaiSius misinys centrifuguojamas 15 min 13 200 aps./min Eppendorf 5417 C
centrifugoje. Skysta faz¢ pasalinama, jg nusiurbiant automatine pipete, méginys gerai
iSdziovinamas. Taip paruosta DNR naudojama padauginimo reakcijai naudojant Phi29 arba

EquiPhi29 polimerazg.

Virusinés DNR padauginimas, naudojant Phi29 arba EquiPhi29 DNR polimeraze.

ISsamus apraSymas pateiktas lenteléje (2.3 lentelé.). Phi29 padauginimo protokolas parengtas pagal
laboratorijoje optimizuotas salygas, EquiPhi29 padauginimo protokolas parengtas pagal gamintojo
rekomendacijas. Reakcijoms naudoti 3'—5' egzonukleaziniam polimeraziy aktyvumui atsparts
atsitiktiniai arba specifiniai (Zr. 2.3.1) pradmenys, arba §iy pradmeny misinys santykiu 1:9.
Tiriamyjy méginiy padauginimui buvo naudojami atsitiktiniai pradmenys; specifiniai pradmenys ir
atsitiktiniy bei specifiniy pradmeny misinys buvo naudojami specifiniy pradmeny padauginimo
efektyvumui jvertinti. Atsitiktiné 24 méginiy imtis i$ kiekvienoje lokacijoje (15 méginiy imtis i$
Ispanijos) sugauty tiriamyjy Microtus spp. grauziky buvo padauginta naudojant Phi29 polimeraze,
likg méginiai — EquiPhi29 polimerazg. Lentelé su tikslia informacija apie méginius pateikiama
prieduose (1 priedas.). Tokia padauginta virusiné DNR naudojama tolesnéms reakcijoms arba iki

panaudojimo laikoma -20 °C.
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2.3 lentelé. Virusinés DNR padauginimas Phi29 arba EquiPhi29 polimerazémis

Phi29 | EquiPhi29
Galutinis reakcijos turis 40 pl I 20 ul
Virusinés DNR nuoséda tirpinama % reakcijos tiirio misinio:
Reagentas Galutiné koncentracija
Atsitiktiniy/specifiniy pradmeny
misinys/atsitiktiniy:specifiniy 25 uM/25 uM/22,5 uM:2,5 uM
pradmeny misinys 1:9
Phi29/EquiPhi29 10x reakcijos
L 1x
buferinis tirpalas
H20 Iki 20 ul | Iki 10 ul

MisSinys 3 min inkubuojamas 95 °C termobloke Biosan Bio TDB-100, po to atvésinamas iki
kambario temperatiiros ir pridedama dar ' reakcijos mi$inio:

Reagentas Galutiné koncentracija
dNTP misinys 0,5mM 1mM
Phi29 polimeraz¢ 0,6 U/ul
EquiPhi29 polimerazé 0,5 U/ul
DTT Yra buferinio tirpalo 1mM
sudétyje, | mM
Pirofosfataze 0,001 U/ul
Phi29/EquiPhi29 10x reakcijos
U 1x
buferinis tirpalas
H20 Iki 20 ul Iki 10 ul
Padauginimo reakcija 24 val. 30 °C termostate 3 val. 45 °C vandens
vonioje
Inaktyvacija Néra (iskart 10 min 65 °C termobloke
uzSaldoma -20 °C iki
panaudojimo)

2.2.14 Polimerazés grandininé reakcija

Polimerazés grandiné reakcija taikoma padauginti DNR fragmentus. Darbo metu
naudoti pradmenys nurodyti 2.1 lentelé. PGR atliktos 25 pl turyje, laikantis kuo sterilesniy salygy.
Reakcijos vykdomos plonasieniuose PGR mégintuvéliuose Thermo Fisher Scientific Baltics Labnet
MultiGene™ termocikleryje. Buvo naudojamos DreamTaq (diagnostiniams fragmentams, lizdinei
PGR) arba Phusion High-Fidelity (viso viruso genomo padauginimui, mt-Cytb geno padauginimui)
DNR polimerazés. PGR salygos ir reagenty koncentracijos buvo parinktos pagal gamintojo
rekomendacijas polimerazei. Po DNR padauginimo eksperimenty gauti fragmentai buvo skiriami 1§
agarozés gelio (zr. 2.2.11) ir klonuojami j pJET1.2/blunt klonavimo vektoriy, pries tai, jei reikia (jei

padauginti naudojant DreamTaq polimeraz¢), DNR fragmenty galai bukinami (zr. 2.2.5).

Lizdine PGR buvo vykdoma remiantis Johne ir kolegy pasiiilyta metodika ir naudojant

prie LTag konservatyviy regiony seky besijungianéius i$sigimusius pradmenis (zr. 2.1 lentelé.)
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(Johne ir kt., 2005). Pirmoji reakcija buvo atliekama naudojant LTag-1T ir LTag-1A pradmeny
pora, padauginant ~500 bp fragmentg. 5 pl PGR mis$inio po padauginimo buvo naudojami kaip
DNR matrica antrajai reakcijai. Antroji reakcija vykdoma naudojant LTag-2T ir LTag-2A
pradmeny pora, padauginamas ~200 bp fragmentas. Sios reakcijos rezultatai vizualizuojami DNR

elektroforeogramoje. Visose reakcijose naudotos neigiamos reakcijos misinio be DNR kontrolés.

2.2.15 Mieliy auginimas ir heterologiniy baltymu sintezés indukcija

Mieliy S. cerevisiae lastelés, transformuotos plazmide su reikiamu genu, 16-24 val.
buvo auginamos skystoje YEPD terpéje, 30 °C temperatiiroje. Po to buvo jpilama pusé ttirio
indukcijai skirtos YEPG terpés, turin¢ios 9 % galaktozés. Indukcija vykdoma 18-22 val., 30 °C
temperatiiros purtykléje. | auginimo ir indukcing terpes buvo dedama 0,3 pl/ml 37 % formaldehido
tirpalu (pagal Sasnauskas ir kt., 1999).

2.2.16 Heterologiniy baltymy sintez¢ vykdanc¢iy mieliy klony atrinkimas

Po baltymy sintezés indukcijos, mieliy Igstelés buvo perkeliamos j 50 ml flakonus,
atskiriamos nuo terpés centrifuguojant 3 min 2000 aps./min grei¢iu (Beckman J-6B centrifuga,
JS-5.2 rotorius) ir uzsaldomos -20 °C. Tolesni veiksmai buvo atlieckami ledo vonioje. Priklausomai
nuo lgsteliy kiekio, jos buvo uzpilamos 2-2,5 tiiriais ardymo buferinio tirpalo DB450 (su argininu),
ipilama iki 2 mM proteaziy slopiklio PMSF ir pridedamas ardomy mieliy masei lygus kiekis
stikliniy rutuliuky. Mieliy Igstelés buvo ardomos intensyviai maiSant purtykléje (1 min ardoma ir
1 min Saldoma lede). Bendras ardymo laikas — 10 min. Paimamas suardyty mieliy Igsteliy lizato
méginys, lizatai toliau 5 min centrifuguojami 4 °C temperatiiroje 2000 aps./min grei¢iu (Eppendorf

5415D centrifuga), tirpi frakcija buvo surenkama, paimamas jos méginys.

Surinkta tirpi frakcija atsargiai suleidziama j ultracentrifuginius mégintuvélius su
15 ml 30 % sacharozés tirpalo, nesumaisant sacharozés ir méginio sluoksniy. Méginiai
centrifuguojami 4 val. 37000 aps./min grei¢iu Beckman LE-80K centrifuga 4 °C temperatiiroje. Po
centrifugavimo tirpi frakcija pasalinama, nuoséda istirpinama 100—200 pl ardymo buferio DB150 su
argininu, paimamas meéginys. Paimti lizato, supernatanto po centrifugavimo ir nuosédos méginiai
buvo analizuojami NDS-PAGE po baltymy elektroforezés denattiruojanc¢iomis salygomis
(zr. 2.2.19). Isanalizavus poliakrilamidinj gelj, atrenkami klonai, kuriuose nustatoma heterologinio

baltymo sintezé lyginant su kontroliniu kamienu.
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2.2.17 Heterologiniy baltymy iSskyrimas i$§ mieliy lasteliy ir gryninimas

Atrinkus mieliy klong, kuriame vyksta tiriamo heterologinio baltymo sintezg, jis
auginamas anks¢iau apraSytomis sglygomis (zr. 2.2.15). Po baltymy sintezés indukcijos mieliy
lastelés buvo atskiriamos nuo terpés centrifuguojant 5 min 2000 aps./min. grei¢iu (Beckman J-6B
centrifuga, JS-5.2 rotorius) ir uzSaldomos -20 °C temperatiiroje. Tolesni veiksmai buvo atlickami tik
ledo vonioje. Priklausomai nuo lIgsteliy kiekio, jos buvo uzpilamos 2,5 kartus didesniu ardymo
buferinio tirpalo ttiriu, j kurj pries pat darbg buvo jpilama iki 2 mM proteaziy slopiklio PMSF bei
jdedama proteaziy slopikliy misinio tableté (Zr. 2.2 lentelé.). Tuomet buvo pridedamas lygus kiekis
(pagal Slapiy mieliy mase) stikliniy rutuliuky. Mieliy lastelés buvo ardomos intensyviai maiSant
maisykle Bead-Beater GB26. Bendras ardymo laikas 10 min Suardyty mieliy lasteliy lizatas buvo
centrifuguojamas 5 min 4 °C temperattiroje 2000 aps./min grei¢iu (Beckman J-6B centrifuga, JS-5.2
rotorius), supernatantas buvo surenkamas. Suardyty mieliy Igsteliy lizaty (grubiy lizaty) ir
supernatanty méginiai buvo analizuojami NDS-PAGE geliuose po baltymy elektroforezés

denattiruojanciomis salygomis.

Baltymai buvo gryninami per sacharozés ir cezio chlorido tirpaly gradientus. Suardyty
mieliy Igsteliy lizato supernatantas buvo uzpilamas ant jvairiy koncentracijy sacharozgs tirpaly
gradiento, centrifuginiame mégintuvélyje supilto koncentracijos maz¢jimo tvarka. Buvo
centrifuguojama per naktj 37000 aps./min grei¢iu Beckman LE-80K centrifuga 4°C temperatiiroje.
Po centrifugavimo buvo renkamos atskiros frakcijos po 0,5-2 ml, pradedant nuo vir$aus, ir
analizuojamos NDS-PAGE geliuose po baltymy elektroforezés denatiiruojan¢iomis sglygomis.
Atrinktos frakcijos su didZiausiu gryninamo baltymo kiekiu buvo skiedZiamos buferiniu tirpalu
DB150 ir nusodinamos centrifuguojant per naktj tomis pac¢iomis saglygomis. Nuosédos buvo

suspenduojamos 0,5-2 ml skiedimo buferiniame tirpale DB150.

Toliau baltymai buvo gryninami per CsCl gradientg. IStirpinty baltymy suspensija
buvo uZpilama ant CsCl gradiento, sudaryto tankio mazéjimo tvarka i centrifuginj mégintuvélj létai
pilant po 1,5 ml CsCl tirpalus (zr. 2.1.5). Buvo centrifuguojama per naktj tomis paciomis
salygomis. Po centrifugavimo buvo renkamos atskiros frakcijos po 0,5-2 ml, pradedant nuo virSaus,
ir baltyminiai méginiai analizuojami NDS-PAGE geliuose po baltymy elektroforezés
denatiiruojanc¢iomis saglygomis. Norint pasiekti didesnj VPD grynumo laipsnj ar labiau jas
sukoncentruoti, atrinktos frakcijos su gryninamais baltymais buvo pakartotinai uzneSamos ant

suformuoto CsCl gradiento ir centrifuguojamos tomis paciomis sglygomis.
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2.2.18 Baltymy dializé

Baltymy tirpalas buvo supilamas j vientisa 14 000 Da pralaidumo celiuliozin;j dializés
maiselj ir jmerkiamas j 4 °C temperatiiros PBS buferinj tirpalg. Dializé buvo vykdoma 2 | PBS

tirpalo tiiryje maiSant magnetine maisSykle, 4 °C temperatiroje 12 val., kas 2—4 val. kei¢iant buferinj

tirpala.

2.2.19 Baltymy NDS-PAGE ir poliakrilamidinio gelio dazymas

Ruosiant baltymy méginius, baltyminiai tirpalai ar 1gsteliy lizatai buvo maiSomi su 2X
méginiy dazu, turin¢iu 10 % redukuojancio agento (merkaptoetanolio). Méginiai 10 min. buvo
verdami 100 °C temperatiiroje. Elektroforezei buvo naudojamas NDS-PAGE gelis, sudarytas i$
12 % frakcinuojanciosios ir 3,2 % koncentruojanciosios gelio daliy. Elektroforezé vykdoma
Tris-glicino/NDS elektroforezés buferiniame tirpale (pH = 8,3) vertikalios elektroforezés aparate,
esant 40 mA nuolatinés srovés stipriui ir 120 V jtampai. Gelis buvo dazomas Coomassie briliantinio

meélio tirpalu §velniai purtant 1 val. ir 2—4 kartus plaunamas geliy plovimo tirpalu.

2.2.20 ] virusus panasiy daleliy stebéjimas elektroniniu mikroskopu

Elektroniné mikroskopija buvo atlikta naudojant Morgagni 268 (D) transmisinj
elektroninj mikroskopa (FEI). Po cezio chlorido gradiento VPD uzneSamos ant varinio tinklelio su
300 akuciy, padengto anglimi. Po 1 min tinklelis buvo i8dziovinamas filtriniu popieriumi,
plaunamas vandeniu ir vél iSdZiovinamas filtriniu popieriumi. 2 % uranilacetato tirpalas uzneSamas
ant tinklelio ir inkubuojama 2 min. Tinklelis vél dZziovinamas filtriniu popieriumi ir dar 5 min

dziovinamas ore. Méginiai perkeliami j elektroninj mikroskopg, analizuojami ir fotografuojami.

2.2.21 Buferiniy tirpaly, terpiy, laboratoriniy priemoniy sterilinimas

Laboratorinés priemonés (indai, antgaliai ir kt.) ir termostabiliis buferiniai tirpalai ar
terpés buvo sterilinami autoklavuojant 1 atm. slégyje (121 °C) 20 min. YEPD terpé sterilinama
0,8 atm. slégyje (117 °C) 30 min.

Termolabiliis buferiniai tirpalai ir reagentai buvo sterilinami filtruojant per 2 um filtra.
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Metodikos sudarytos remiantis literatiros Saltiniais: (MBI fermentas. Molecular
Biology Catalog And Product Application Guide, 2012-2013; Johne et al., 2005; Schlegel et al.,
2012).

2.3 Bioinformatiniai ir statistiniai metodai

2.3.1 Poliomos virusams specifiniy heksanukleotidiniy pradmeny kiirimas

IS duomeny baziy buvo paimtos 1594 poliomos virusy pilno genomo sekos, jy
identifikaciniai kodai pateikiami prieduose (5 priedas.). Pagal LTag baltymo sekoje esantj
konservatyvy HPDKGG motyva buvo suvienodinamos seky kryptys. Buvo sugeneruojamos
atvirkStinés komplementarios sekos. Sugeneruojamos visos galimos heksanukleotidinés sekos —
4096 variantai. Atliekama kiekvieno heksanukleotido varianto paieska visy 1594 genomy
tiesioginéje ir atvirkstinéje sekoje, gaunama duomeny lentel¢, nurodanti kiekvieno i§ 4096
heksanukleotidy pasikartojimy skai¢iy kiekvienos 1§ 1594 seky tiesioginéje ir atvirkstinéje
grandinéje (4096x1594x2). [sanalizavus gautus duomenis, buvo atrinkti heksanukleotidai, kurie yra

bent vienoje — tiesioginéje ar atvirkstingje — visy PyV genomy seky grandingje.

Visy PyV sekos buvo padalintos j 10 vienodo ilgio DNR fragmenty ir kiekviename
tokiame fragmente, abiejose grandinése, surandami heksanukleotidai, kurie pasitaiko didziausioje
dalyje visy seky. Pastaroji analizé atliekama tiek naudojant tik jau atrinktus heksanukleotidus, kurie
tikrai yra visose analizuojamose PyV genomy sekose, tiek naudojant visus 4096 heksanukleotidus.

Sios analizés atliktos naudojant Linux operacinés sistemos komandine eilute.

Pagal sugeneruotus duomenis pradmenys buvo parenkami rankiniu biidu atsizvelgiant

1 keleta kriterijy:

o Keliuose i$ genomy pradmens seka yra bent vienoje grandinéje;

o Kiek karty pradmens seka pasikartoja visuose genomuose tiesioginéje ir atvirkStinéje
grandinése kartu sudéjus;

. Vengiama pradmeny, kuriy sekoje tas pats nukleotidas kartojasi 4 ar daugiau karty 18
eilés;

. Ar atrinktas pradmeny komplektas tolygiai i§sidésto per visag PyV genomo seka

abiejose grandinése.

Galiausiai buvo atrinkta 20 pradmeny, tolygiai padengianciy visa PyV genomo seka

abiejose grandinése. Lenteléje pateikti pradmenis apraSantys rezultatai, gauti prie analizés pridéjus
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8 Siame tyrime nustatyty PyV genomus (7 MarPyV2 ir 1 RratPyV1) (2.4 lentelé.) 2 galiniai 3°-galo
pradmeny nukleotidai buvo sujungti fosforotioato jungtimis, kad pradmenys biity apsaugoti nuo
3°-5° Phi29 polimerazés egzonukleazinio aktyvumo. Atrinkti pradmenys buvo tikrinami

eksperimentiskai (zr. 3.1).

2.4 lentelé. Atrinkti heksanukleotidiniai pradmenys

Keliose is 1602 Kiek karty pradmens Ar pradmenyje tas pats
genomy seky pradmuo seka pasikartoja visy nukleotidas kartojasi 4

Pradmens yra bent vienoje tirty genomy abiejose kartus ir daugiau iS§
seka 5°-3° grandinéje? grandinése? eilés?
AAAATG 1602 17588 Taip
AAAGGA 1602 10511 Ne
AAGAAG 1602 11953 Ne
ACATTT 1601 12112 Ne
AGTAGT 1568 6295 Ne
ATGAAA 1600 8842 Ne
CATTTT 1602 17588 Taip
CCTCCT 1602 9898 Ne
CTCTTC 1599 6511 Ne
CTTCTT 1541 11953 Ne
GAAATA 1600 7736 Ne
GAAGAA 1602 13551 Ne
TAAAAG 1601 11772 Taip
TCCTCC 1602 8571 Ne
TGGAAA 1601 13513 Ne
TTCTTC 1602 13551 Ne
TTTCAG 1602 10880 Ne
TTTCAT 1600 8842 Ne
TTTGGA 1601 10077 Ne
TTTGGG 1602 14404 Ne

2.3.2 Nepadaugintos, Phi29 ir EquiPhi29 padaugintos DNR panaudojimo PyV paieskai

efektyvumo palyginimas dvieju proporciju z testu

Dviejy proporcijy lygybés testas padeda nustatyti ar dvi proporcijos A ir B

reikSmingai skiriasi tarpusavyje:
Ho: pA = pB (proporcijos nesiskiria), kai p > 0,05.

Hi: pA # pB (proporcijos reikSmingai skiriasi), kai p < 0,05.
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Testas buvo atliktas R programa, naudojant prop.test(x, n) funkcijg, kai x — vektorius,
kuriame pateikiami sékmingy jvykiy skaiciai, n — vektorius, kuriame pateikiami visy bandymy
skaiiai. Siuo atveju, x yra lygus kiekvienu atveju rasty méginiy su PyV DNR skaiéiui, o n — visy
tam tikru btidu paruosty tirty méginiy skai¢iui. Buvo lyginti visi nepadauginti méginiai (x =1, n =
189) su visais bet kuria polimeraze padaugintais méginiais (x = 14, n = 189) ir Phi29 polimeraze

padauginti méginiai (x =9, n = 111) su EquiPhi29 padaugintais méginiais (x = 5, n = 78).

2.3.3 PyV T antigeny splaisingo viety nustatymas

Splaisingo vietos nustatytos splaisingo viety nustatymo jrankiu (Alternative Splice
Site Predictor, http://wangcomputing.com/assp/index.html). Buvo tikrintos donorinés ir
akceptorinés splaisingo Vvietos, kuriy jverciai >9. I$transliuota splaisuota seka buvo palyginta su
panasiausio Mus musculus PyV 2 (MarPyV2 splaisingui) arba Rattus norvegicus PyV 1 (RratPyV1
splaisingui) LTag, sTag, mTag baltymy sekomis duomeny bazése. Taip parinktos galutinés

splaisingo vietos.

2.3.4 Seky palyginimai ir filogenetinés analizés

Filogenetinés analizés ir seky palyginimai buvo atliekami naudojant MEGA X
programing jrangg (Kumar ir kt., 2018). Seky palyginiai buvo sukurti naudojant Muscle algoritma.
Filogenetinés analizés buvo atliekamos trimis metodais — didziausio tikétinumo, kaimyny
sujungimo ir minimalios evoliucijos. Siais metodais sudaryti filogenetiniai medziai buvo
topologiskai vienodi. Rezultatuose pateikti minimalios evoliucijos (ME) metodu sudaryti

filogenetiniai medziai.

ME medzio sudarymo zingsniai: Saitou ir Nei metodu sudaromas kaimyny sujungimo
(angl. neighbor-joining, NJ) medis (Saitou ir Nei, 1987); atlickama visy j §] med]j panasiy
filogenetiniy medziy analiz¢ ir atrenkamas filogenetinis medis, kurio suminis Saky ilgis yra pats
maziausias. StatistiSkai patikrinamas skirtumas tarp surasto ME medZzio suminio Saky ilgio ir kity

panasiy medziy suminiy Saky ilgiy (Rzhetsky ir Nei, 1992).

2.3.5 Viruso ir Seimininko koevoliucijos analizé JANE programa

JANE programa analizuoja $eimininko ir parazito (viruso) koevoliucijg ir pateikia
galimg koevoliucijos rekonstrukcijos sprendima pagal jvykio-kainos metoda (Conow ir kt., 2010).

Programai pateikiamas Seimininko filogenetinis medis, viruso filogenetinis medis ir funkcija,
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sujungianti Seimininko ir viruso filogenetiniy medziy Saky galus (apibrézianti, kuris virusas
infekuoja kurj Seimininkg). Tuomet nurodomos evoliucijos jvykiy kainos: kodivergencijos,
duplikacijos, seimininko keitimo ir genetinés informacijos praradimo. Programa apskai¢iuoja

tikétiniausig koevoliucijos scenarijy, turintj Zemiausig kaina.

Sio tyrimo metu buvo patikrintos 5 kainy kombinacijos, parinktos pagal anks¢iau
atliktus tyrimus (2.5 lentelé.) (Madinda ir kt., 2016; Tan ir kt., 2020). Programa leista pasirinkus
vir§iiniy kainos nustatymg ir numatytus populiacijos dydzio (100) ir karty skaiciaus (100)
nustatymus. Norint nustatyti tikimybe geresne sprendimo kaing gauti atsitiktinai, sprendimy kainos
taip pat buvo apskai¢iuotos pagal 50 filogenetiniy Zemélapiy, kuriuose viruso ir $eimininko
filogenetiniy medziy vir§tinés buvo sujungtos atsitiktinai. Kadangi visos analizuotos kainy
kombinacijos turéjo geresniy atsitiktiniy sprendimy, buvo atlikta papildoma geresnés kainos
kombinacijos paieska, nustatant kainy ribas nuo -1 iki 2 kodivergencijai ir nuo 0 iki 3 Kitiems
jvykiams (simuliacijos N = 500). Vis délto, visos 1024 kombinacijos turéjo tokios pacios arba

zemesnés kainos atsitiktiniy sprendiniy.

2.5 lentelé. Kofilogenetinei analizei naudotos kainy schemos ir gauti sprendiniai

Kainos schema Il T nJmm]jwv]v
Kaina/jvykiui
Kodivergencija 0 0 -1 0 0
Duplikacija 1 1 0 2 3
Duplikacija su Seimininko keitimu 1 1 0 4 9
Genetinés informacijos praradimas 1 0 0 1 2
Nepavykusi divergencija 0 0 0 0 0
Ivykiy skaicius sprendime
Kodivergencija 3 4 4 4 4
Duplikacija 0 1 1 1 1
Duplikacija su Seimininko keitimu 3 1 1 1 1
Genetinés informacijos praradimas 0 5 5 5) 5)
Nepavykusi divergencija 0 0 0 0 0
Sprendimo kaina 2 3 -4 11 22
Simuliacija (N=50)
Atsitiktiniai sprendiniai, turintys tokig pacig ar geresne
kaina 3 | 7 8 | 5 3
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3 REZULTATAI

3.1 Poliomos virusams specifiniy heksanukleotidiniy pradmeny kiirimas ir juy efektyvumo
tikrinimas
Siekiant patobulinti méginiy praturtinimo poliomos virusy DNR Phi29 polimeraze

metodg, buvo nuspresta sukurti poliomos virusams specifinius heksanukleotidinius pradmenis, kurie
bty naudojami vietoj jprasty atsitiktiniy heksanukleotidiniy pradmeny. Buvo sukurta 20 PyV
specifiniy heksanukleotidiniy pradmeny (2r. 2.3.1). Siy 20 pradmeny efektyvumas specifiskai
padauginant PyV DNR buvo tikrinamas Phi29 ir EquiPhi29 polimerazémis dauginant i$
R. norvegicus 20 ziurkés inksty ir bluznies méginiy i$skirtg DNR. IS iy méginiy ankstesnés
analizés metu buvo i8skirtas RnorPyV1 genomas ir nustatyta jo seka, todél Zinoma, jog méginiuose
tikrai buvo $io viruso DNR. Isskirta DNR buvo padalijama j tris dalis, nusodinama ir padauginama
Phi29 polimeraze, naudojant atsitiktinius arba specifinius pradmenis, arba abiejy pradmeny misinj
(santykiu 1:9) (Zr. 2.2.13, 2.3 lentelé.). Naudojant EquiPhi29 polimeraze méginys buvo padalijamas
i 7 dalis, viena dalis palickama nepadauginta, likusios 6 dalys buvo dauginamos su skirtingais
pradmeny miSiniais dviejose temperatirose — 30 °C 24 val. (t. y., tokiomis paciomis sglygomis, kaip

dauginant Phi29) arba 45 °C 3 val. (gamintojo rekomenduojamos salygos).

Padauginti méginiai buvo skiedziami 10, 100 ir 1000 karty ir naudojami PGR su
RnorPyV1 (dg, 1273 bp) ir smulkiy grauziky mt-Cytb (mt-Cytb, 946 bp) DNR sekoms specifiniais
pradmenimis (zr. 2.1.10). RnorPyV1 dg DNR fragmento PGR padauginimo rezultatai rodo PyV
DNR padauginimo Phi29 efektyvuma, o mt-Cytb DNR — pasalinés (mitochondrinés), ne PyV DNR
Phi29 padauginimo efektyvuma. Neigiamai PGR kontrolei buvo naudojami reakcijos miSiniai be
DNR, matrica RnorPyV1 specifinés reakcijos teigiamai kontrolei — 20 ziurkés RnorPyV1
diagnostinis fragmentas pTZ57R/T klonavimo vektoriuje; matrica mt-Cytb specifinés reakcijos
teigiamai kontrolei — 34 ziurkés mt-Cytb genas pJET1.2/blunt klonavimo vektoriuje. PGR reakcija

buvo atliekama 25 ciklus.

Gauti rezultatai parodé, kad visi naudoti pradmeny misiniai su Phi29 polimeraze
sékmingai padaugina virusing DNR, nes su nepadauginta neskiesta méginiy DNR RnorPyV1 dg
PGR fragmentai i$vis nebuvo susintetinti (duomenys nepateikiami). Rezultatai, gauti naudojant i$
inksty ir bluZnies i§skirta DNR nesutapo. Ziurkiy PyV DNR inksty méginiuose efektyviausiai buvo
padauginta atlikus PGR su méginiais, padaugintais Phi29 naudojant atsitiktinius pradmenis, o
bluznies méginiuose — padaugintais Phi29 naudojant atsitiktiniy ir specifiniy pradmeny misinj. mt-

Cytb genas PGR buvo padaugintas tik atsitiktiniais pradmenimis Phi29 polimeraze padaugintuose
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inksty méginiuose, bet vienodai gerai su visais trimis pradmeny misiniais Phi29 polimeraze

padaugintuose bluznies méginiuose (3.1 pav.).

Inkstai Bluinis
//‘.‘\ P v\\
R . b "‘\,lI ,,/"' - h .\\'.
Skiedimas 10x 100x 1000x  10x 100x 1000x
A A A A

A TN ‘/"’ ~— 75 BN oo e

A AT AT AT AT A
AST AS+* AS* AS* AS*T AS T K K+

S S S S S S

RnorPyV1
dg
1000 bp_

mt-Cytb
1000 bp_

3.1 pav. PyV specifiniy heksanukleotidiniy pradmeny efektyvumo Phi29 polimeraze
padauginant PyV ir mtDNR tyrimo rezultatai

I§ 20 ziurkés inksty ir bluznies méginiy iSskirta ir Phi29 polimeraze atsitiktiniais (A), PyV
specifiniais (S) arba atsitiktiniy+specifiniy pradmeny misiniu (A+S, santykis 1:9) padauginta DNR
analizuota atliekant RnorPyV1 (dg, 1273 bp) ir mt-Cytb (mt-Cytb, 946 bp) specifines PGR
reakcijas. RnorPyV1 dg DNR fragmento PGR padauginimo rezultatas rodo PyV DNR
padauginimo efektyvuma, o mt-Cytb — mitochodrijy DNR padauginimo efektyvuma. K+ —
pTZ57R/T-R20-1-dg; pJET-R34-mt-Cytb.

Analogiska analizé buvo atlikta ir i§skirtos DNR padauginimui naudojant
modifikuota, termostabilesne ir greitesng Phi29 — EquiPhi29 polimeraze (3.2 pav.). Siuo atveju
PGR analiz¢ buvo atlickama ir su nepadauginta 10, 100 ir 1000 karty skiesta inksty ir bluznies
méginiy DNR. PGR matrica naudojant i§ bluznies is$skirtus ir EquiPhi29 polimeraze padaugintus
méginius, abejomis sglygomis (30 °C 24 val. ir 45 °C 3 val.) su visais pradmeny miSiniais
padaugintuose méginiuose buvo gauti tieck RnorPyV1 dg, tiek mt-Cytb PGR produktai. PGR
matrica naudojant i$ inksty iSskirtus ir EQuiPhi29 polimeraze padaugintus méginius, RnorPyV1 dg
PGR fragmentai buvo gauti tik su méginiais, daugintais 30 °C 24 val., bet ne su méginiais,
daugintais 45 °C 3 val. mt-Cytb PGR produktai buvo gauti su visais pradmeny misiniais 30 °C
24 val. EquiPhi29 daugintais méginiais, bet tik naudojant atsitiktiniy ir specifiniy pradmeny misinj
su 45 °C 3 val. daugintais méginiais. PGR su bluznies méginiais, EquiPhi29 polimeraze
padaugintais 45 °C 3 val., taip pat parodé blogesnius rezultatus sintetinant tick mt-Cytb, tiek
RnorPyV1 dg DNR fragmentus, lyginant su 30 °C 24 val. padaugintais méginiais. Visais atvejais

inksty ir bluznies méginiuose mt-Cyth DNR fragmentas buvo efektyviausiai padaugintas EquiPhi29
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3.2 pav. PyV specifiniy heksanukleotidiniy pradmeny efektyvumo EquiPhi29 polimeraze

padauginant PyV ir mtDNR tyrimo rezultatai

I8 20 ziurkeés inksty ir bluznies méginiy iSskirta ir EQuiPhi29 polimeraze atsitiktiniais (A), PyV
specifiniais (S) arba atsitiktiniy+specifiniy pradmeny misiniu (A+S, santykis 1:9) padauginta DNR
analizuota atliekant RnorPyV1 (dg, 1273 bp) ir mt-Cytb (mt-Cytb, 946 bp) specifines PGR
reakcijas. RnorPyV1 dg DNR fragmento PGR padauginimo rezultatas rodo PyV DNR

padauginimo efektyvuma, o mt-Cytb — mitochondrijy DNR padauginimo efektyvuma. K+ —
pTZ57R/T-R20-1-dg; pJET-R34-mt-Cytb.
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polimeraze naudojant PyV specifinius pradmenis. Bluznies méginiuose, padaugintuose EquiPhi29
30 °C 24 val., RnorPyV1 dg DNR fragmentas PGR buvo efektyviausiai padaugintas PGR matrica
naudojant méginius, padaugintus su atsitiktiniy, o 45 °C 3 val. — specifiniy pradmeny misiniu. Toks
rezultatas galéty biti paaiSkintas tuo, kad 45 °C temperatiiroje pradmenys prie DNR jungiasi

specifiskiau nei 30 °C temperaturoje, kurioje pradmenys daznai jungiasi atsitiktinai.

PGR naudojant nepadaugintag DNR, RnorPyV1 dg DNR fragmentas nebuvo gautas nei
inksty, nei bluznies méginiuose, o mt-Cytb DNR fragmentas buvo padaugintas abiejy organy
méginiuose. Tai rodo, kad mitochondrinés DNR koncentracija méginiuose prie§ padauginimg buvo
gerokai didesné nei PyV DNR koncentracija. Po padauginimo EquiPhi29 tiek PyV, tiek
mitochondriné DNR PGR buvo padauginama efektyviai, tac¢iau PGR rezultaty skirtumas matrica
naudojant EquiPhi29 polimeraze nepadaugintg ir padaugintg DNR yra daug akivaizdesnis
RnorPyV1, nei mitochondrinés DNR atveju, taigi, padauginimui naudojant EquiPhi29, PyV DNR
buvo padauginta efektyviau nei mitochondrijy DNR.

PyV specifiniy heksanukleotidiniy pradmeny miSinys kai kuriais atvejais PyV DNR
padaugino efektyviau, o pasaling DNR — blogiau nei atsitiktiniy pradmeny misinys, taciau Sie
rezultatai neatsikartojo visuose eksperimentuose, todél, kol bus atlikti iS§samesni tyrimai, buvo
nuspresta meginiy DNR padauginimui Phi29 arba EquiPhi29 polimeraze rinktis jprasty atsitiktiniy

pradmeny misinj.

3.2 Poliomos virusy paieSka grauziky méginiuose

3.2.1 Poliomos virusy paieska Microtus genties pelény inksty méginiuose

Poliomos virusy paieska buvo atlikta 189 Lietuvoje, Cekijoje, Ispanijoje ir dviejuose
Vokietijos regionuose (Mecklenburg-Vorpommern regionas Siauréje ir Baden-Wiirttemberg
regionas Pietuose) sugauty Microtus genties pelény inksty méginiuose (1 priedas.). Méginiai gauti
i§ prof. Ulrich Rainer laboratorijos Friedricho Loefflerio institute (vok. Friedrich-Loeffler-Institut)
Vokietijoje. Lietuvoje buvo sugauti trijy risiy pelénai — M. agrestis, M. arvalis ir M. oeconomus.
Kituose regionuose visi sugauti pelénai buvo M. arvalis rasies. IS inksty méginiy buvo iSskirta
virusiné DNR (zr. 2.2.12) ir padalinta j dvi dalis. Viena dalis buvo iskart naudojama PGR
(nepadauginta), kita dalis buvo padauginta naudojant Phi29 arba EquiPhi29 polimeraze
(padauginta) (zr. 2.2.13). EquiPhi29 polimerazé méginiy paruoSimui poliomos virusy paieskai buvo
naudota pirmg kartg, todél buvo pabandyta palyginti jos efektyvuma su jprastai naudojama Phi29
polimeraze. Méginiai padauginimui viena ar kita polimeraze buvo parinkti atsitiktinai, 24
atsitiktinius méginius padauginant Phi29 polimeraze, likusius — EquiPhi29. Visi 15 tirty méginiy i8
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Ispanijos buvo padauginti Phi29 polimeraze. IS viso 111 méginiy buvo padauginti Phi29 polimeraze
ir 78 EquiPhi29 (3.1 lentelé.). Padauginta ir nepadauginta DNR buvo naudojama poliomos virusy
paieskai lizdinés PGR metodu (Zr. 2.2.14).

3.1 lentelé. Tirty Microtus genties pelény inksty méginiy suvestiné

. . o VISl 1 bhigg | EquiPhizg
Regionas, pagavimo metai ir rasis méginiai
Lietuva (LT)
2016-2017 m. > 24 33
M. agrestis 12 6 6
M. arvalis 27 12 15
M. oeconomus 18 6 12
Siaurés Vokietija (SV), Mecklenburg-Vorpommern regionas
2010, 2011, 2013, 2014 m. 37 24 13
M. arvalis
Pietuy Vokietija (PV), Baden-Wiirttemberg regionas
2010, 2011, 2014 m. 40 24 16
M. arvalis
Cekija (CK)
2016 m. 40 24 16
M. arvalis
Ispanija (ISP)
2015 m. 15 15 0
M. arvalis
IS viso 189 111 78

Poliomos virusy paieskai paruostuose méginiuose buvo naudojami poliomos virusy
LTag DNR sekoms specifiniai degeneruoti lizdinés PGR pradmenys (2.1 lentelé.). Nuo keturiy
pelény i$ Ispanijos ir vieno peléno i§ Siaurés Vokietijos inksty méginiy buvo padauginti numatyto
dydzio (205-235 bp) DNR fragmentai. Sie DNR fragmentai buvo isskirti i§ agarozés gelio
(zr. 2.2.11) ir, uzbukinus jy galus, jsitti j sekoskaitai skirtg plazmidinj vektoriy pJET1.2/blunt.
Vektoriaus plazmidiné DNR su jsititais DNR fragmentais po padauginimo E. coli bakterijy DHS5a
kamieno Igstelése ir i§skyrimo i§ bakterijy lgsteliy buvo hidrolizuojama restrikcijos
endonukleazémis, vizualizuojama DNR elektroforeogramoje ir analizuojama (zr. 2.2.1-6, 2.2.8).
Atrinkty plazmidiniy vektoriy su jsistaciusiais 205-235 bp dydzio DNR fragmentais DNR
fragmenty sekos buvo nustatytos VU GMC Biotechnologijos instituto sekoskaitos centre (zr. 2.2.7),

sekoskaitai naudojant vektoriui specifinius sekoskaitos pradmenis (Zr. 2.1 lentelé.).

PGR matrica naudojant i§ 2010 m. Siaurés Vokietijoje sugauto peléno nr. 1 inksty
iSskirta nepadauginta DNR, lizdinés PGR metodu buvo gautas 225 bp ilgio PGR fragmentas.
Nustatyta DNR fragmento seka buvo palyginta su esan¢iomis duomeny bazése, naudojant NCBI
BLAST lokalaus seky palyginimo jrankj (BLAST: Basic Local Alignment Search Tool,
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https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Seka buvo >99 % panasi | CVPyV (KR612374.1). Véliau
buvo atliktos diagnostinés CVPyV PGR su visais méginiais, naudojant keturias CVPyV specifiniy
pradmeny kombinacijas (dgl—4, 2.1 lentelé.), tatiau CVPyV DNR nebuvo padauginta nei viename
méginyje 3.2 lentelé.)

PGR matrica naudojant i$§ pelény, sugauty Ispanijoje, inksty (3, 4, 9, 15 pelénai)
i8skirtg ir Phi29 padaugintg DNR, lizdinés PGR metodu buvo padauginti 230 bp ilgio DNR
fragmentai. Nustatytos siy DNR fragmenty sekos buvo 82-83 % panasios j peliy pneumotropinio
poliomos viruso DNR seka (KT987217.1), o0 panasumas j CVPyV (KR612373.1) sieké 7071 %.
Aptiktos PyV sekos reik§mingai skyrési nuo kity zinomy poliomos virusy DNR seky, todél virusas
buvo pavadintas Microtus arvalis PyV 2 (MarPyV?2) (Sio viruso atitikimas naujos PyV risies
kriterijams aptartas 3.2.1.1 skyriuje). Buvo nustatyta pilna $io viruso genomo seka (aprasyta
3.2.1.1) ir sukurti diagnostiniai pradmenys (2.1 lentelé.), kurie buvo panaudoti MarPyV2 paieskai
visuose méginiuose. Naudojant diagnostinius pradmenis buvo nustatyti 9 MarPyV2 infekuoti 2014
ir 2011 m. Piety Vokietijoje sugauti pelénali, 4 i§ jy inksty méginiai buvo padauginti Phi29
polimeraze, 5 — EquiPhi29. Tik vienas 2010 m. Siaurés Vokietijoje sugautas pelénas buvo
uzsikrétes MarPyV2, virusas buvo aptiktas Phi29 padaugintame inksty méginyje. Tirtuose
Lietuvoje ir Cekijoje sugauty pelény inksty méginiuose $iy poliomos virusy nebuvo aptikta (3.2

lentelé.).

3.2 lentelé. Poliomos virusy paieskos Microtus genties inksty méginiuose rezultatai

Nepadauginti Phi29 EquiPhi29 Iievilso
Regionas | I§viso | « | & | = - RN - =
g s . > | 2| =S| >| 2| € =S| > | 2| g = ;
irrasis | meéginiy | = | > | 3 © a > & 3 < Eo > 2| s < En §
> g | X oS | 8| X O S| 5 X 3 o
c|/= &8 = 0|= & =0 = 8 =
Lietuva 57 0 0| 0 | 24/0/0/0138]0/0]| 0 0 0
Siaurés | o7 10 27 24 0|1 /416 13/ 0 0 0 2 | 54
Vokietija
Piety 40 0 0| 0 |24/ 0| 4 /166 16| 0 | 5 |3125 9 | 225
Vokietija
Cekija 40 0/ 0/l 0 | 24/0/0/01/16/0/0]| 0 0 0
Ispanija 15 0 o] 0 |15/ 0| 4/266/ 000 0 4 |266
| ISviso | 189 | 1 | o0 |053 /111 0] 9 [811/78] 0 | 5 | 641 | | 15 |793]

Poliomos virusai i$ viso buvo aptikti 15 1§ 189 méginiy (7,93 %), PyV sekos buvo
aptiktos 1 nepadaugintame méginyje (0,53 %) ir 14 padauginty méginiy (7,41 %). I§ padauginty
meéginiy, kuriuose buvo aptiktos PyV sekos, 9 méginiai buvo padauginti Phi29 (8,11 % visy

méginiy, padauginty Phi29) ir 5 — EqQuiPhi29 (6,41 % visy méginiy, padauginty EquiPhi29).
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Pritaikius dviejy proporcijy lygybés z testg (zr. 2.3.2), buvo palygintas PyV aptikimo daznis tarp
nepadaugintos (1/189) ir bet kuria polimeraze padaugintos (14/189) DNR. Buvo nustatytas
reikSmingas (p = 0,0016) skirtumas tarp $iy proporcijy, vadinasi, Phi29 arba EquiPhi29
padaugintuose méginiuose didesné tikimybé aptikti PyV DNR nei nepadaugintuose méginiuose.
Palyginus PyV aptikimo daznj tarp méginiy, padauginty Phi29 (9/111) arba EquiPhi29 (5/78)
polimeraze, statistiSkai reik§mingas skirtumas nebuvo nustatytas (p = 0,8755).

3.2.1.1 Microtus genties pelénuose aptikty poliomos virusy genomy padauginimas ir analizé

Poliomos virusy pilny genomy padauginimui buvo sukurti viso genomo padauginimo
pradmenys (2.1 lentelé.). Pilno CVPyV genomo siame tyrime padauginti nepavyko, jo viso genomo
seka nebuvo nustatyta. Naudojant MarPyV2 pilno genomo padauginimo pradmenis buvo padauginti
7 pilni MarPyV2 genomai i§ Vokietijoje ir Ispanijoje sugauty pelény méginiy. Padauginty genomy

DNR sekos buvo nuskaitytos pradmeny zingsniavimo sekoskaitos metodu.

sTa NKKR ASR
~

VP2

MarPyV2 "

kl=g 4999 bp

VP1

3.3 pav. MarPyV2 genomo struktiiros schema

Skirtingomis spalvomis pazyméti Microtus arvalis PyV 2 genomo koduojami elementai —
struktiiriniai VP1, VP2 ir VP3 baltymai bei didysis ir mazasis T antigenai. MarPy V2 taip pat turi
galima neZinomos funkcijos baltymg koduojant; ASR nekoduojan¢iame kontrolés regione, o LTag
genas turi vieng introng.

Padauginti MarPyV2 genomai yra 4985-4999 bp ilgio ir turi PyV budingg strukttirg —
skirtingomis kryptimis nuo replikacijos pradzios srities i$sidésc¢iusius VP1, VP2, VP3 bei LTag ir
sTag koduojancius genus (3.3 pav.). MarPyV2 genomo NKK regione taip pat yra atviras skaitymo
rémelis, koduojantis galimg nezinomos funkcijos baltyma, o LTag geno seka turi vieng introna.
Atlikus papildomo NKKR genomo elemento aminoriig§¢iy sekos paieSkg duomeny bazése, buvo
nustatytas zemas panasumas j kofermento A transferaziy ar. sekas (34 % sekos padengimas, 28 %
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sutapimas). MarPyV2 ISP 15 genomo koduojamy elementy geny ir baltymy seky ilgiai ir pozicijos
genome pateiktos lenteléje (3.3 lentelé.).

3.3 lentelé. MarPyV2 genomo koduojami elementai, ISP_15 klonas

MarPyV?2
Elementas Geno vieta genome Geno dydis Baltymo dydis

LTag (2670..4368,4633..4869) | 2200 (1935) bp 645 ar.
Splaisingo donoriné seka AACAGAAAAGgtctgtgtgg

Splaisingo akceptoriné seka tgttttgcagATACCTCCCT

sTag 4390-4869 480 bp 160 ar.
VP1 1540-2622 1083 bp 361 ar.
VP2 606-1577 972 bp 324 ar.
VP3 963-1577 615 bp 205 ar.
NKKR ASR 1-576 576 bp 192 ar.

Septyni padauginti genomai buvo palyginti su jiems artimiausiu Mus musculus PyV 2
— viso genomo sekos panasumas sieké ~73 % (3.4 lentelé.). Palyginus MarPyV2 ir MPtV VP1 ir
LTag geny ir baltymy sekas buvo nustatyta, kad abiejy baltymy sekos buvo panasesnés tarpusavyje
nei juos koduojanc¢ios DNR sekos. VP1 panasumas sieké 76 % ir 88 %, LTag — 76 % ir 81 %
atitinkamai geno ir baltymo sekoms. Palyginus MarPyV?2 ir kito M. arvalis infekuojancio poliomos
viruso CVPyV (Microtus arvalis PyV 1) DNR ir baltymy sekas, gauti priesingi rezultatai. Genomy
sekos tarp MarPyV2 ir CVPyV sutapo 62 %, VP1 ir LTag geny koduojanciy seky — po 60 %, 0
baltymy — vos 30 % ir 49 % (tikslus skaiéiai pateikti priede 4 priedas.).
3.4 lentelé. Nustatyty MarPyV2 genomy palyginimas su MPtV
Lentel¢je pateikiamas nustatyty MarPyV2 pilny genomy ir VP1 bei LTag geny ir baltymy seky
skirtingy nukleotidy arba aminoriigs¢iy skaicius lyginant su MPtV sekomis. Skliausteliuose

pateiktas sekos sutapimo procentas. Seky palyginys sukurtas naudojant Muscle algoritmag ir MEGA
X programing jranga.

Artimiausias PyV Mus musculus PyV 2 (5005 bp)
Meéginys | Regionas Genomo ;

dydis, bp VR VP1,nt. | VP1,ar. |LTag, nt.LTag, ar
genomas T T T T

A Soaniia 4099 1302 266 42 475 124
panij (73,98 %) | (75,84 %) | (88,36 %) |(75,71 %)|(80,00 %)

) 1303 266 42 475 125
15 Ispanija | 4999 | 739606) | (75:84 %) | (88.36 %) |(75.71 %)|(80.62 %)

17 Piety 4085 1281 266 41 461 122
Vokietija (74,40 %) | (75,84 %) | (88,64 %) |(76,43 %)|(81,02 %)

18 Piety 4091 1285 266 41 460 122
Vokietija (74,32 %) | (75,84 %) | (88,64 %) |(76,48 %)|(81,02 %)
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19 Piety 4985 1280 266 41 460 122
Vokietija (74,42 %) | (75,84 %) | (88,64 %) |(76,48 %)|(81,02 %)

24 Piety 4985 1279 266 41 459 122
Vokietija (74,44 %) | (75,84 %) | (88,64 %) |(76,53 %)|(81,02 %)

. Siaurés 4997 1290 264 40 463 120
Vokietija (74,22 %) | (76,02 %) | (88,91 %) |(76,32 %)|(81,33 %)

MarPyV2 genomai, pasizymintys poliomos virusams biidinga genomo struktiira
(ziedinis ~5 kb dgDNR genomas, ankstyvasis ir vélyvasis regionai, i$sidést¢ prieSingomis kryptimis
ir atskirti nekoduojancio regiono), buvo isskirti i§ 7 skirtingose Europos vietose pagauty Microtus
arvalis individy inksty méginiy. Visy 7 pelény risys buvo patvirtintos molekuliniais metodais pagal
mt-Cytb geno sekas. LTag koduojanéiy nukleotidy seky tarp naujo aptikto MarPyV2 ir jam
artimiausio MPtV skirtumas sieké maziausiai 23,47 %, o skirtumas tarp MarPyV2 ir CVPyV —
maziausiai 38,59 %. MarPyV2 gali buiti laikomas nauju M. arvalis poliomos virusu, nes atitinka
naujos PyV rusies apibrézimo Kriterijus — turi PyV biidinga genomo struktiirg, jo Seimininkas —
Microtus arvalis, o LTag koduojanéiy seky skirtumas nuo jam artimiausio PyV (MPtV) didesnis nei
15 %.

3.2.1.2 MarPyV2 filogenezés ir koevoliucijos su Seimininku tirtose populiacijose analizé

Lyginant tarpusavyje visy 7 padauginty MarPyV2 genomy sekas, i§ 5020 lyginty nt.
pozicijy 221 jy buvo variabilios, ir 4799 — konservatyvios, vienodos visuose 7 genomuose.
MarPyV?2 viso genomo sekos buvo artimiausios tarp PV_19 ir PV_24 méginiy (1 nt. skirtumas),
labiausiai nutolusios — tarp ISP_15 ir SV_7 (150 nt. skirtumy). PV_17, 18, 19 ir 24 méginiy VP1
geno sekos nesiskyrée visiskai, SV_7 ir ISP_4 bei 15 méginiy VP1 geno sekos skyrési 27 ir 28 nt., 0
baltymo — 2 aminoragstimis. 18 vokisky ir ispanisky pelény i$skirty MarPyV2 LTag geno sekos
skyrési 55-58 nt., baltymo sekos — 10-13 aminortigs¢iy. Detallis genomy seky palyginimy
duomenys pateikiami priede (4 priedas.).

Nustatyty PyV genomy sekos variabilios, todél buvo nuspresta sudaryti MarPyV?2
genetiniais atstumais tarp genomy seky paremta filogenetinj med; ir patikrinti, kaip grupuojasi
nustatyti virusiniai genomai. Analogiskas filogenetinis medis buvo sudarytas ir pagal virusy
seimininky dalines mt-Cytb geno sekas, norint palyginti, ar evoliuciskai PyV Seimininkai ir jy

virusai grupuojasi panasiai, t. y., ar viruso evoliucija atitinka jo Seimininko evoliucija.

Gauti filogenetiniai medziai parodé, kad tiek virusai (3.4 pav., A), tiek jy Seimininkai
(3.4 pav., B) issiskiria j grupes pagal tiriama populiacija. Pelénai atsiskyré | dvi grupes — sugauty
Ispanijoje (ISP) ir Vokietijoje (PV, SV). MarPyV?2 atveju j atskiras grupes iSsiskyreé ir Piety bei
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Siaurés Vokietijoje (PV ir SV) surinktuose méginiuose identifikuoti virusai. SV_7 MarPyV2
genomo seka buvo zymiau labiau nutolusi nuo kity MarPyV2 genomy, nors $io peléno mt-Cytb

geno seka nuo kity Vokietijoje sugauty pelény seky skyrési nezZymiai.

A B
MarPyV2SV 7 7] sv — SV 7mt-Cytb ] sv
MarPyV2 PV 24 t PV 24 mt-Cytb J N
J MarPyV2PVIe | | PV 17 mt-Cyth
[ MarPyv2 pv 17 ] PV 19 mt-Cyth J N
i — MarPyV2 PV 18 PV 18 mt-Cytb
r MarPyV2 ISP 4 - | ISP 4 mt-Cytb } <
L MarPyv2 ISP 15 J ISP 15 mt-Cyth
— —
10 2

3.4 pav. Nustatyty MarPyV2 genomuy (A) ir jy Seimininky (B) tarpusavio filogenentiniai rySiai
Filogenetiniai medziai buvo sudaryti pagal nustatyty MarPyV2 virusy viso genomo sekas, medzio
Saky ilgio suma = 211,597 (A) ir pelény, i§ kuriy buvo isskirti Sie virusai, mt-Cytb geno dalines

874 bp ilgio sekas, Saky ilgio suma = 30,5 (B). Filogenetiniai medziai sudaryti naudojant
minimalios evoliucijos metodg (Rzhetsky ir Nei, 1992) (sudarymas apraSytas 2.3.4) ir atitinka
mastelj, skalé — skirtumy skaicius tarp seky. Analizé atlikta naudojant MEGA X.

Sudaryti MarPyv2 genomy ir pelény mt-Cytb filogenetiniai medziai rodé tikéting
MarPy V2 ir pelény koevoliucija tirtose populiacijose, todél buvo iSanalizuoti JANE programa
(Conow ir kt., 2010), siekiant nustatyti MarPyV2 virusy ir jy Seimininky koevoliucijos jvykius,
lémusius dabartinius evoliucinius rySius (Zr. 2.3.5). Analizei panaudotos 5 jvykiy—kainos
kombinacijos pateiké du galimus sprendinius. I kainy kombinacija viruso—$eimininko rysius
iSsprendé 3 kodivergencijos ir 3 duplikacijos su Seimininko keitimu jvykiais. II-V kainy
kombinacijos pasitilé vienodg sprendima, apimantj 4 viruso ir Seimininko kodivergencijos jvykius,
1 duplikacija, 1 duplikacija su Seimininko keitimu ir 5 i$kritas. Kadangi Seimininko keitimas yra
retas jvykis tarp PyV, 1I-V kainy kombinaciniy sprendinys yra daug labiau tikétinas, todél jis buvo
analizuojamas placiau (3.5 pav.). Sio sprendinio atveju, MarPyV2 kodivergencija su eimininku
atsako uz ~36 %, o iskritos — uz ~45 % MarPyV2 varianty evoliucinés jvairovés. Remiantis gautais
duomenimis, galima daryti prielaida, kad MarPyV?2 raSies evoliuciniam Kintamumui

tarppopuliaciniame lygmenyje Sie du jvykiai yra svarbiausi.
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* 5V 7
W7

* Py 24
PV 24

* Py 17
PV 17

—= PV 19

PV 19

* PV 18
PV 18

* ISP 4
ISP 4

* [5P 15
ISP 15

3.5 pav. MarPyV2 varianty ir jy Seimininky koevoliucijos sprendinys

Juoda spalva nubraizytas Seimininko M. arvalis filogenetinis medis, mélyna spalva — jj
infekuojan¢io MarPyV2 filogenetinis medis. Medis sudarytas pagal 11-V jvykio—kainos
kombinacijy sprendinj. Pateikiamas sprendinys, turintis Zemiausig jvertj (kaing). TuS¢iaviduriai
rutuliukai rodo kodivergencijos su Seimininku jvykius, pilnaviduris rutuliukas — duplikacija,
pilnaviduris rutuliukas ir linija su rodykle — duplikacijg su Seimininko keitimu, briik$ninés linijos —
ivykusius genetinés medziagos praradimus. Sprendinys sudarytas JANE programa.

3.2.2 Poliomos virusy paieska Apodemus genties peliy méginiuose

Poliomos virusy paieska buvo atlikta 34 2014-2016 m. Lietuvoje pagautose
Apodemus genties pelése. Buvo tiriami 18 dirviniy peliy (Apodemus agrarius) ir 16 geltonkakliy
peliy (Apodemus flavicollis) inksty, bluznies, plauciy ir kriitinés ertmés skys¢io méginiai (2
priedas.). Virusiné DNR i§ méginiy buvo i$skiriama, padalinama j dvi dalis ir padauginama, kaip
aptarta anksciau. Visy Apodemus peliy méginiy DNR padauginimui buvo naudota Phi29

polimerazg.

Visuose peliy méginiuose buvo atlikta PyV paieska j LTag nutaikytos lizdinés PGR
bei AflaPyV1 specifinés dg PGR metodais, 0 KES — ir | VP1 nutaikytos lizdinés PGR metodu (zr.

2.1 lentelé.). AflaPyV1 diagnostiniai ir VP1 lizdiniai pradmenys PyV DNR nepadaugino nei
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viename méginyje, 0 LTag lizdinés PGR metodu 4 pelés (A. flavicollis) Phi29 padaugintame inksty
méginyje buvo aptikta PyV DNR. Padauginto 215 bp DNR fragmento seka 98 % sutapo su
AflaPyV1 DNR seka (MG654478.1). Viso genomo padauginimo PGR su AflaPyV1 specifiniais
genomo padauginimo pradmenimis (Zr. 2.1 lentelé.) buvo atlikta matricomis naudojant i§ visy
turimy 4 pelés organy méginiy iSskirtg padauginta ir nepadaugintg DNR, ta¢iau pilno PyV genomo

dydzio fragmenty nebuvo gauta.
3.2.3 Poliomos virusy paie§ka Rattus genties Ziurkiy méginiuose

Ankstesniy tyrimy metu Lietuvoje sugauty pilkosios (Rattus norvegicus) ir juodosios
(Rattus rattus) ziurkiy méginiuose buvo atlikta RnorPyV1 ir RatPyV2 paieska. RnorPyV1 buvo
aptiktas abiejy rasiy ziurkiy, o RatPyV2 — tik juodosios Ziurkés méginiuose. Buvo nustatytos pilnos
genomy sekos RnorPyV1, isskirto i$ Rattus norvegicus, ir RatPyV2, isskirto i§ Rattus rattus
méginiy. RnorPyV1 pilno genomo seka i§ R. rattus ziurkiy nebuvo nustatyta, nors $io viruso DNR

buvo aptikta juodosiose Ziurkése (Kurmauskaite, 2018).

A Rnor2 1898 bp

RnorPyV1

5318 bp

~—’

dg 1273 bp

\Rnoﬂ 1643 bp

Rnor3 1308 bp

Rnor1 (1643 bp) Rnor2 (1898 bp) Rnor3 (1308 bp)
M K- M K- M K- M

1500_
500_

3.6 pav. RnorPyV1 genomo padauginimo fragmenty schema (A) ir i§ R. rattus méginiy
iSskirto RnorPyV1 genomy fragmenty padauginimo elektroforeograma (B)

Takelivose i$ kairés j deSing 3843, 45-47 ir 50 R. rattus ziurkiy méginiai; K- reakcijos miSinio be
DNR kontrolé.
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Sio tyrimo metu buvo bandoma padauginti RnorPyV1 genoma i3 R. rattus méginiy.
Buvo tirti 50 ziurkiy Phi29 padauginti inksty méginiai — 15 R. norvegicus ir 35 R. rattus. Vienos
ziurkés (nr. 34, R. rattus) buvo tirtas ir i§ plauciy i$skirtas Phi29 padaugintas méginys (3 priedas.).

RnorPyV1 dg (3.6 pav., A) PGR buvo atlikta naudojant i§ 12 R. rattus ziurkiy (3747,
50) inksty ir i$ vienos ziurkés (34) plauciy i$skirtus méginius. Numatyto dydzio 1273 bp DNR
fragmentas buvo padaugintas nuo 10 i§ 12 tirty inksty méginiy (38-43, 45-47 ir 50) ir nuo 34
ziurkés plauciy méginio. Buvo nustatytos visy 11 padauginty DNR fragmenty sekos, jy panasumas ]
RnorPyV1 (KR065723.1) sieké 99 %. Sie méginiai buvo panaudoti RnorPyV1 genomo fragmenty
(Rnorl, 2, 3, 2.1 lentelé.) padauginimui PGR (3.6 pav., A). Po padauginimo pastebéta, kad
dauginant Rnorl ir Rnor3 DNR fragmentus buvo gauti numatyto dydzio fragmentai (1643 ir 1308
bp atitinkamai), tac¢iau dauginant Rnor2 DNR fragmentg, padauginto DNR fragmento dydis buvo
400-700 bp, vietoj numatyto 1898 bp (3.6 pav., B).

Buvo nustatytos Rnorl-3 DNR fragmenty, padauginty nuo i§ 34 Ziurkés plauciy
méginio iSskirtos DNR, sekos. Rnorl ir 3 DNR fragmenty panasumas j RnorPyV1 (KR075945.1)
sické 99 %. Padaugintas Rnor2 DNR fragmentas buvo 659 bp ilgio ir 100 % sutapo su RnorPyV1
genomo seka (KR075945.1). Lyginant su RnorPyV1 genomu, padaugintas Rnor2 DNR fragmentas
turéjo 1226 bp ilgio iskritg sekos viduryje (3.7 pav.): Rnor2 1-490 nt. DNR seka atitiko RnorPyV1
genomo sekos 4158-4647 nt., 0 487-659 nt. sutapo su 559-731 RnorPyV1 genomo nukleotidais.
Nustatyta iSkrita apima visg viruso mazajj T antigena, pus¢ viduriniojo T antigeno, LTag geno
pradzia, visg NKK regiong bei VP2 geno pradzig. Nuskaityti Rnorl, 2, 3 ir dg DNR fragmentai
buvo surinkti j 4114 bp ilgio PyV DNR genoma, kuris buvo pavadintas RnorPyV1-DEL.

I sTa

RnorPyV1 < [ MTag_| L 7B >

|
< 07T el VP2 b

[ Rnor2-DEL ’

Rz )

3.7 pav. RnorPyV1 genomo ir Rnor2 genomo fragmenty su ir be iskritos schema

Paveiksle pavaizduota RnorPyV1 linearizuoto genomo schema su pagrindiniais koduojamais
elementais, pilnas Rnor2 fragmentas ir Rnor2-DEL DNR fragmentas, turintis 1226 bp iskrita.
Rnor2-DEL DNR fragmentas buvo padaugintas nuo i$ 34 ziurkés plauc¢iy méginio isskirtos DNR.

Analizuojant nuo i§ 34 ziurkés plauciy méginio isskirtos DNR padauginty fragmenty

Rnorl ir Rnor3 sekas buvo pastebéta, kad kai kuriy klony nustatytos DNR sekos yra daug labiau

75



nutolusios nuo RnorPyV1 — jy panaSumas sieké 90 %. Pagal nustatytas sekas buvo sukurti
pradmenys likusioms pakitusio genomo dalims padauginti (Rattus rattus PyV 1 pradmenys, 2.1
lentelé.). Buvo surinktas 5314 bp PyV genomas, kurio sekos panasumas j RnorPyV1 sieké 92 %.

Sis virusas buvo pavadintas Rattus rattus PyV 1 (RratPyV 1), nes buvo aptiktas $ios rasies Ziurkése.

Toliau 1-36 Ziurkiy (13 R. norvegicus, 23 R. rattus) inksty méginiuose buvo ieSkoma
RratPyV1 viruso DNR, naudojant Rratl fragmenta dauginancius pradmenis (2.1 lentelé.).
Numatyto dydzio fragmentai buvo gauti tiriant 6 ziurkiy méginius (1, 4-7, 31), visos $ios Ziurkes
priklausé Rattus rattus riisiai. Buvo nustatytos PGR produkty, gauty nuo 1, 4 ir 7 ziurkiy méginiy,
DNR sekos. Siy DNR fragmenty panasumas j RnorPyV1 sieké 90 %, o panasumas j nauja
RratPyV1 — daugiau nei 99 %. Visy ziurkiy, kuriose buvo aptiktos PyV sekos, rii§ys buvo
patvirtintos molekuliniais metodais pagal mt-Cytb geno seka.

3.2.3.1 RnorPyV1, RnorPyV1-DEL ir RratPyV1 Ziurkes infekuojanciuy poliomos virusy
genomy palyginimas
R. rattus ziurkiy méginiuose aptikti RnorPyV1-DEL ir RratPyV1 genomai yra labai
artimi R. norvegicus RnorPyV1 — jy sekos sutampa 99 % (neskaitant iskritos) ir 92 % procentais.
RratPyV1 pasizymi poliomos virusams buidinga genomo struktiira — turi ankstyvajj ir vélyvaji
transkripcijos regionus, atskirtus nekoduojancios srities (3.8 pav.). RnorPyV1 ir RratPyV1
koduojami struktiiriniai baltymai ir sTag yra vienodo ilgio, o RratPyV1 koduojamos LTag ir mTag

baltymy sekos sutrumpéjusios 2 ir 4 aminortstimis (3.5 lentelé.).

Priesingai RratPyV1, RnorPyV1-DEL genomo struktiira neatitinka jprastos PyV
genomy struktiiros: dél 1226 bp iskritos virusas yra prarade¢s visag nekoduojantj reguliacinj regiona,
kuriame yra uz viruso transkripcijg atsakingos sekos (3.8 pav.), todél gali biti, kad $is virusas néra
transkribuojamas. RratPyV1 taip pat koduoja N-galg praradusius, jprastinio transliacijos pradZios
kodono neturin¢ius VP2, LTag ir mTag baltymus, todél ie baltymai gali biiti transliuojami nebent
nuo tolimesniy ATG kodony. sTag viruso genomas nekoduoja visai (3.5 lentelé.). N-galg prarades
LTag neturi jame koduojamo DnaJ motyvo, biitino viruso replikacijos ciklui. Visos §ios RnorPyV1-
DEL savybés leidzia daryti prielaida, kad virusas yra defektyvus ir negali vykdyti savo replikacinio
ciklo bei infekuoti lasteliy. Sis virusas grei¢iausiai yra lasteléje jvykusio RnorPyV1 genomo

persitvarkymo rezultatas.
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3.8 pav. RnorPyV1, RnorPyV1-DEL ir RratPyV1 genomy schemos
RnorPyV1 genomo seka paimta i§ duomeny baziy (KR065723.1). RnorPyV1-DEL ir RratPyV1
genomy sekos nustatytos §io tyrimo metu.

RratPyV1 viruso pilno genomo sekos yra 8 % (456 variabilios vietos) nutolusios nuo
RnorPyV1, nukleotidy skirtumai tolygiai iSsidéste visame genome. NKKR tarp $iy virusy skiriasi
10 nukleotidy, LTag koduojanti seka skiriasi 254 nt., baltymo seka — 34 ar., VP1 koduojanti seka
skiriasi 107 nt., baltymo seka — 5 ar. Taip pat buvo i$analizuoti konservatyviy LTag motyvy — DnaJ,
OBD ir ATFazés — seky skirtumai tarp RnorPyV1 ir RratPyV1. Konservatyviy motyvy vietos
RratPyV1 sekose buvo surastos naudojant NCBI konservatyviy motyvy aptikimo jrankj. DnaJ
motyvas (koduojanc¢ios LTag sekos 76189 nt., 26-63 ar.) turi 17 nt. pakaity ir 1 ar. T—>A
(konservatyvia) pakaita 36 LTag baltymo pozicijoje. OBD motyvas (811-1089 nt., 271-363 ar.) turi
24 nt. pakaitas ir A—S (konservatyvia) pakaitg 307 baltymo pozicijoje. ATFazés motyvas (1645—
1758 nt., 549-586 ar.) turi 6 nt. pakaitas, 0 aminortigsciy pakaity neturi. Didziausiu variabilumu

iSsiskyré 184-228 pozicijy LTag baltymo sekos fragmentas, jame buvo 12 ar. pakaity ir 3 ar. iskrita,
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Siame LTag sekos framente néra jokiy konservatyviy motyvy. Konservatyviis DnaJ, OBD ir
ATFazés motyvai apémé tik 2 i§ 34 LTag baltymo sekoje jvykusiy aminoriigsciy pakaity.

3.5 lentelé. RnorPyV1, RnorPyV1-DEL ir RratPyV1 koduojami genomo elementai
RnorPyV1-DEL atveju VP2, LTag ir mTag geno ilgis — visas po iskritos likes buvusios geno
sekos ilgis; koduojancios sekos ilgis — koduojancios sekos ilgis, skai¢iuojant nuo pirmo
transliacijos pradzios kodono. Baltymo ilgis taip pat pateikiamas skaic¢iuojant nuo pirmo
transliacijos pradzios kodono.

. C.Ee.”o Introno Koduojan¢ios | Baltymo
Elementas Geno vieta genome ilgis, ilgis, g o
bp bp sekos ilgis, bp | ilgis, ar.
RnorPyV1 (KR065723.1)
VP1 1406..2560 1155 - 1155 385
VP2 397..1440 1044 - 1044 348
VP3 754..1440 687 - 687 229
LTag 2579..4678,5088..5318 2740 412 2328 776
mTag 4015..4678,4738..5318 1304 62 1242 414
sTag 4671..4678,4742..5318 648 66 582 194
RnorPyV1-DEL
VP1 873..2024 1152 - 1152 384
VP2 5..904 900 - 900 300
VP3 221..904 684 - 684 228
LTag 2049..4114 2066 - 1503 501
mTag 3485..4048 564 - 474 158
sTag - - - - -
RratPyV1
VP1 1409..2563 1155 - 1155 385
VP2 400..1443 1044 - 1044 348
VP3 757..1443 687 - 687 229
2583..4674,5084..5314 2732 410 2322 774
LTag Splaisingo donoriné seka AGGACATGAGgtaaggaggc
Splaisingo akceptoriné seka tttgttacagGGTGTTAATC
4023..4654,4738..5314 1292 \ 82 1209 \ 403
mTag Splaisingo donoriné seka CCTGCAGTAGgtaagtatca
Splaisingo akceptoriné seka cctctaccagCAGACAGCCT
4667..4674,4738.5314 648 | 62 582 | 194
sTag Splaisingo donoriné seka CCTGCAGTAGgtaagtatca
Splaisingo akceptoriné seka tttgttacagGGTGTTAATC

RratPyV1 ir RnorPyV1 LTag koduojanti DNR seka skiriasi maziau nei 15 %

(skirtumas — 11 %), todél RratPyV1 neatitinka naujo PyV apibrézimo kriterijaus. Panasu, kad

R. norvegicus ziurkiy poliomos virusas RnorPyV1 geba infekuoti ir R. rattus ziurkes, nors, kaip

rodo Siame darbe pateikti duomenys, R. rattus ziurkése daznai vyksta §io viruso genomo
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persitvarkymai. RratPyV1 buvo aptiktas vien tik R. rattus rasies ziurkése. Kadangi abu virusai, nors
ir labai panasis, bet infekuoja skirtingus Seimininkus, biity galima nepaisyti 15 % LTag
koduojanciy seky skirtumo kriterijaus ir laikyti RratPyV1 nauju Rattus rattus ziurkes infekuojanciu

poliomos virusu.

3.3 Ziurkiy RnorPyV1 ir RatPyV2 VP1 sintezé mielése ir VPD gryninimas

Sio darbo metu buvo siekiama susintetinti R. norvegicus Ziurkiy poliomos virusy 1 ir 2
j virusus panaSias daleles mielése, kurias véliau biity galima panaudoti $iy virusy paplitimo
imunofermentinei analizei ziurkiy méginiuose. RnorPyV1 ir RatPyV2 VP1 baltymy sintezei
mielése buvo naudoti anks¢iau sukonstruoti pFX7 (zr. 2.1.9) mieliy raiskos vektoriai
pFX7-RnorPyV1-VP1 ir pFX7-RatPyV2-VP1, turintys abiejy virusy VP1 baltymus (Kurmauskaité,
2018). Raiskos vektoriams konstruoti buvo panaudoti RnorPyV1 VP1 genas, padaugintas nuo 20
Rattus norvegicus ziurkés méginio ir RatPyV2 VP1 genas, padaugintas nuo 9 Rattus rattus méginio.

pFX7-RnorPyV1-VP1 ir pFX7-RatPyV2-VP1 raiskos vektoriai buvo transformuoti j
mieliy Saccharomyces cerevisiae AH22-214 ir AH22-214Apep4 kamieny lgsteles (zr. 2.1.8). AH22-
214Apep4 yra dukterinis AH22-214 mieliy kamienas, neturintis veikian¢io proteinazés A geno.
Transformuotos mieliy lastelés buvo auginamos mazame turyje ir ardomos stiklo rutuliukais,
lasteliy nuolauzos nusodinamos centrifuguojant, paimamas tirpios frakcijos meéginys ir likes tirpios
frakcijos tiiris ultracentrifuguojamas per 30 % sacharozés sluoksnj. Po ultracentrifugavimo gauta

nuoséda buvo istirpinta ir analizuojama baltymy NDS-PAGE metodu (zr. 2.2.15, 2.2.16, 2.2.19).

RatPyV2 VPI baltymo sintez¢ nebuvo nustatyta nei vieno mieliy kamieno lastelése.
RnorPyV1 VP1 baltymo sintezé tick AH22-214, tiek AH22-214Apep4 kamieno lastelése buvo itin
efektyvi (3.9 pav., A). Kadangi AH22-214 mieliy kamieno uzaugusiy lasteliy biomasés kiekis buvo
didesnis, sis kamienas buvo pasirinktas didelio kiekio RnorPyV1 VVP1 sintezei ir VPD gryninimui.
Mieliy lgstelés, vykdancios heterologinio VP1 baltymo sintezg, buvo ardomos stiklo rutuliukais, j
virusus panas$ios dalelés gryninamos ultracentrifuguojant per du sacharozés ir du cezio chlorido
gradientus (zr. 2.2.17, 2.2.18), tarpinius rezultatus analizuojant NDS-PAGE metodu. Po Il
ultracentrifugacijos per CsCl gradientg iSgrynintas méginys buvo analizuojamas elektroniniu

mikroskopu (2.2.20). Galiausiai méginys buvo dializuojamas (zr. 2.2.18).

RnorPyV1 VP1 baltymo iSeiga buvo 0,389 mg is 1 g slapios mieliy biomasés. IS viso
buvo iSgryninti 32 mg baltymo (3.9 pav., B). RnorPyV1 VP1 baltymas formavo 43 + 5,3 nm dydzio
1 virusus panasias daleles (3.9 pav., C). ISgrynintas RnorPyV1 VP1 VPD planuojama panaudoti
serologiniams Ziurkiy PyV paplitimo tyrimams.
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40 kDa |

0.2 ym

3.9 pav. RnorPyV1 VP1 sintezés mieliy Iastelése ir VPD gryninimo rezultatai

A RnorPyV1 VP1 baltymo sintezés Saccharomyces cerevisiae AH22-214 kamieno lastelése
analizés NDS-PAGE nuotrauka. Gelyje analizuotos iStirpintos nuosédos po ultracentrifugavimo
per 30 % sacharozés sluoksnj. M —molekulinés masés standartas Unstained Protein Ladder; 1 —
AH22-214 kamieno lIasteliy su pFX7 vektoriumi be jklonuoto heterologinio baltymo geno
kontrole; 2 — AH22-214 kamieno Igsteliy su pFX7-RorPyV1-VP1 raiSkos vektoriumi méginys.

B Isgryninto po dializés RnorPyV1 VP1 baltymo SDS-PAGE nuotrauka. Baltymo kiekis takelyje —
1 pg. M — molekulinés mases standartas Unstained Broad Range Protein Ladder.

C RnorPyV1 VPI baltymo formuojamy VPD po II ultracentrifugavimo per CsCl gradientg EM
nuotrauka.
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4 REZULTATU APTARIMAS

Ieskant naujy virusy ar atliekant virusy paplitimo tyrimus molekuliniais metodais,
labai svarbu tinkamai paruosti méginius. Egzistuoja jvairtis méginiy praturtinimo virusinémis
nukleortig§timis metodai, daugelis jy aptarti 1.3.2 skyriuje. Tiriant poliomos virusus, labai daznai
taikomas metodas — grandinés i$stimimo atsitiktinis padauginimas didelio procesyvumo
polimerazémis, pavyzdziui, Phi29 bakteriofago polimeraze. Dél padauginimo reakcijos savybiy,
mazos ziedinés molekulés yra padauginamos efektyviau nei ilgos linijinés, todél Phi29
padauginimas placiai taikomas PyV tyrimams (Johne ir kt., 2009; Nainys ir kt., 2015; Parras-Molto
ir kt., 2018). Vis délto, méginyje esanti Seimininko ar kita pasaliné DNR taip pat yra padauginama.
Phi29 padauginto méginio bendra DNR koncentracija tampa labai didelé ir neretai slopina PGR,
todél reikia méginj skiesti, o praskiedus PyV DNR koncentracija vél sumazéja. Taip pat daZniau
gaunami ir nespecifiniai PGR produktai. Dél $iy priezaséiy, prie§ padauginimg Phi29 méginiai
daznai paveikiami DNR egzonukleazémis, kurios pasalina linijines molekules, o ziedinius PyV
genomus palieka sveikus (Schowalter ir kt., 2010; Nainys ir kt., 2015), jei méginiai yra aukstos
kokybés ir Ziediniai virusy genomai néra suire. Jei ziedinése PyV molekulése jvyke DNR triikiai,
jos irgi bus suardytos egzonukleazés. Sujungus Phi29 padauginimo ir veikimo egzonukleazémis
metodus, palankiomis sglygomis, galima gauti méginius, kuriuose PyV DNR koncentracija labai

auksta, o paSalinés DNR — labai Zema.

Sio darbo metu buvo noréta sukurti méginiy praturtinimo PyV DNR metoda, kuris
apimty Phi29 padauginimo ir veikimo egzonukleazémis privalumus, taciau nepasiZzymeéty Siy
metody trikumais. Tam buvo sukurti PyV specifiniai heksanukleotidiniai pradmenys, kurie buvo
naudojami vietoj jprasty atsitiktiniy heksanukleotidiniy pradmeny Phi29 padauginimo reakcijoje.
Vis délto, gauti rezultatai neparodé tvirto PyV specifiniy pradmeny pranasumo padauginant PyV
DNR Phi29 polimeraze: nors kai kuriais atvejais nauji pradmenys ir veiké efektyviau, bet i$
skirtingy organy i$skirty méginiy padauginimo rezultatai nesutapo, be to, pradmenys efektyviai
daugino ir mitochondrijy DNR. Tokie rezultatai leidzia daryti prielaida, kad arba pradmenys prie
DNR jungiasi nespecifiskai, arba mitochondrijy DNR taip pat turi daug siy pradmeny prisijungimo
viety. Abu variantai yra tikétini. Phi29 padauginimo reakcija vykdoma 30 °C temperatiiroje ir jai
naudojama itin didelé pradmeny koncentracija (25 kartus didesné, nei jprastinés PGR atveju). Esant
tokiai Zemai temperatiirai ir dideliam pradmeny, bet maZzam matricinés DNR kiekiui, pradmenys yra
linke jungtis nespecifiskai, be to, pradmeny ilgis — vos 6 nukleotidai, tod¢l jy specifiSkumas yra
zemas. Kuriant pradmenis, jie buvo atrinkti pagal didZiausig pasikartojimy skaiciy visuose

analizuotuose PyV genomuose tikintis, kad atrinktos sekos yra specifiSkesnés PyV nei kitos kilmes
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DNR. Nebuvo patikrinta, kaip daznai atrinkti heksanukleotidai pasikartoja kitose DNR sekose. Tokj
patikrinimg bty galima atlikti ir sumaiSant PyV genomy nukleotidus atsitiktine tvarka ir
palyginant, ar dazniausiai pasikartojancios sekos néra tos pacios kaip ir analizuojant tikrus PyV
genomus. Kadangi tokia analizé nebuvo atlikta, gali bati, jog atrinkti pradmenys néra specifiSkesni

poliomos virusams lyginant su specifiSkumu kitos kilmés DNR.

Kaip minéta, Phi29 polimerazés optimali veikimo temperatiira yra 30 °C, todél
sintezei naudojant Phi29 sunku uztikrinti pradmeny specifinj prisijungima. Siekiant patikrinti, ar
aukstesné temperatiira pradmeny specifinj prisijungima gali pagerinti, buvo naudojama pries keletg
mety rinkoje pasirodziusi patobulinta Phi29 versija — EquiPhi29 (Thermo Scientific™). EquiPhi29
buvo sukurta baltymy evoliucijos in vitro metu ir, pasak gamintojo, pasizymi didesniais
termostabilumu (optimali veikimo temperatiira 42—45 °C), reakcijos greiciu ir produkto iseiga (2—
2,5 karto daugiau produkto per tg patj laika, reakcijos trukmé — 3 val.) bei mazesne padauginimo
paklaida. Pasak gamintojo, zieding DNR (pUC19 plazmiding DNR) EquiPhi29 geriausiai padaugina
reakcijg vykdant 42 °C 2 val., o dauginant 45 °C didziausia iSeiga pasiekiama reakcijg vykdant
3 val. Sio tyrimo metu gauti rezultatai parodé, kad PyV specifiniy pradmeny miinys bluZnies
méginiuose esant 45 °C reakcijos temperatiirai PyV DNR padaugino efektyviau nei atsitiktiniy
pradmeny misinys, o 30 °C temperatiiroje, prieSingai, atsitiktiniai pradmenys veiké efektyviau. Vis
délto, toks pats reakcijos temperatiiros poveikis pastebétas ir mitochondrinés DNR padauginimo
efektyvumui, todél negalima sakyti, kad aukstesnéje temperatiiroje PyV specifiniai pradmenys
specifiSkiau jungiasi prie PyV DNR. Inksty méginiuose 45 °C temperatiiroje EquiPhi29 PyV DNR
nepadaugino visai. Kadangi DNR méginys, naudotas padauginimui EquiPhi29 polimeraze abejomis
salygomis, buvo vieno skyrimo, inksty ir bluZznies méginiai buvo dauginami EquiPhi29 vienu metu
bei su tuo paciu reakcijos misiniu ir PGR reakcijos misinys taip pat buvo naudotas tas pats tomis
paciomis salygomis, gauti rezultatai leidzia daryti prielaida, kad DNR padauginimo efektyvumas
méginiuose labiausiai susijes su pradiniu DNR kiekiu ir EquiPhi29 padauginimo reakcijos
salygomis. IS inksty méginiy iSskirtos DNR bendra koncentracija buvo mazesné, nei i8skirtos 18
bluZnies méginiy, gali buti, kad 45 °C 3 val. reakcija yra netinkama padauginti itin mazag DNR
kiekj. PGR su bluznies méginiais, EquiPhi29 polimeraze padaugintais 45 °C 3 val., taip pat parodé
blogesnius rezultatus sintetinant tiek mt-Cytb, tiek RnorPyV1 dg DNR fragmentus, lyginant su
30 °C 24 val. padaugintais méginiais. Gamintojy sitiloma optimali EquiPhi29 veikimo temperatira
yra 42 °C, todél tikétina, kad 45 °C temperatiira néra tinkamiausia PyV méginiy padauginimo

reakcijai EquiPhi29 polimeraze.

Specifiskai padauginti PyV DNR Phi29 polimeraze bandé Rockett ir kolegos. Buvo
sukurti BK, TS, 6, 7 ir STL poliomos virusams specifiniai pradmenys, kuriuos naudojant Phi29
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padauginimui virusiné DNR méginiuose buvo padauginta mazdaug 200 karty geriau nei reakcijai
naudojant atsitiktinius heksamerus (Rockett ir kt., 2015). Rockett tyrimo metu naudoti pradmenys
buvo specifiniai tik vienam poliomos virusui vienos reakcijos metu, jy ilgiai — 8-23 (ilgio vidurkis
14,4) nukleotidai. Toks autoriy sitilomas metodas puikiai tinka specifinio PyV padauginimui ir
paieskai, tatiau néra tinkamas ieSkant naujy PyV. Vis délto, ilgesniy nei heksanukleotidiniy, pagal
konservatyvias PyV sekas sukurty pradmeny panaudojimas PyV padauginimui Phi29 arba
EquiPhi29 gali buti daug zadanti tolimesniy tyrimy kryptis. Tolimesniuose tyrimuose DNR
padauginimo efektyvumo jvertinimui taip pat bity tikslinga naudoti tikro laiko PGR. Tuomet bity
galima kiekybiskai jvertinti skirtingais pradmeny misSiniais padauginamos DNR kiekj ir palyginti
PyV ir pasalinés DNR padauginimo efektyvuma, taip pat palyginti Phi29 ir EquiPhi29
padauginamos PyV DNR kiekj. Sio tyrimo metu PyV ir mitochondrijy DNR padauginimo
efektyvumo nebuvo galima lyginti tarpusavyje, mt-Cytbh PGR padauginimui skirti pradmenys yra
degeneruoti, pritaikyti jvairiy smulkiy grauziky citochromo b geno padauginimui, todél

nepadaugina DNR taip efektyviai, kaip padauginty ziurkéms specifiniai pradmenys.

Sio darbo metu buvo patvirtinta, kad Phi29 padaugintuose méginiuose poliomos
virusy DNR surandama dazniau nei nepadaugintuose — paieskai naudojant padaugintus méginius,
poliomos virusy buvo rasta reik§mingai daugiau. Tiek Phi29, tiek EquiPhi29 polimeraze padauginti
méginiai turé¢jo didesnj PyV DNR kiekj nei nepadauginta DNR (naudojant nepadaugintus méginius
PyV DNR PGR metodu i§vis nebuvo aptikta), todél méginiy padauginimas Phi29 arba EquiPhi29

polimeraze yra svarbus méginiy paruosimo etapas efektyviai poliomos virusy paieskai.

Sio tyrimo metu buvo atlikta poliomos virusy paieska 189 Microtus spp. pelény, 34
Apodemus spp. peliy ir 50 Rattus spp. ziurkiy méginiuose. Pelénai buvo pagauti Lietuvoje,
Ispanijoje, Vokietijoje ir Cekijoje, visos pelés ir ziurkés buvo pagautos Lietuvoje. Microtus arvalis
pelény méginiuose buvo aptikta dviejy poliomos virusy DNR — anks¢iau nustatyto CVPyV
(MarPyV1) ir Sio tyrimo metu pirmg kartg surasto MarPyV2. CVPyV DNR buvo aptikta tik
viename méginyje, nors paieSka buvo atliekama naudojant keturias skirtingas CVPyV genomui
specifiniy pradmeny poras. Ankstesniy tyrimy metu nustatytas §io viruso paplitimas sieké 18 %
tirty Vokietijoje sugauty pelény méginiy (Nainys ir kt., 2015), taciau tyrime buvo analizuoti tiek
inksty, tiek kritinés ertmés skyscio pelény méginiai, o paplitimas nustatytas dviem — PGR ir
imunofermentinés analizés — metodais; tai galéjo lemti platesne viruso paplitimo identifikacijg. Taip
pat tyrime buvo tirti vien Vokietijoje sugauti pelénai, o Sio tyrimo metu vienintelé CVPYV irgi buvo
aptikta 2010 m.Vokietijoje sugauto peléno méginyje. Sis pelénas net buvo sugautas tame paciame
Siaurés Vokietijos Mecklenburg-Vorpommern regione, kuriame buvo sugautas ir vienas i§ CVPyV,

kurio genomas buvo nustatytas ankstesniame tyrime, infekuoty pelény. Gali biti, kad Vokietijoje
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Sio PyV paplitimas 2010-2013 metais, kai buvo sugauti tirti pelénai, buvo didesnis, nei vélesniais
metais ar kituose regionuose. Tai patvirtinty ir neseniai atliktas tyrimas su VVokietijoje pagautais
pelénais, kai CVPyV DNR nebuvo rasta nei viename i$ 30 tirty pelény (Ehlers ir kt., 2019).

Akivaizdu, kad PyV paplitimas labai priklauso nuo tiriamos populiacijos.

MarPyV2 DNR buvo aptikta 14 méginiy: 4 pelény i$ Ispanijos, 1 peléno i§ Siaurés
Vokietijos ir 9 pelény i§ Piety Vokietijos méginiuose. Lietuvoje ir Cekijoje sugautuose pelénuose
Sio PyV DNR nebuvo aptikta. Buvo nustatytos 7 i§ §iy méginiy iSskirty virusiniy genomy pilnos
sekos. Jy panasumas j Mus musculus PyV 2 siekia 73 %, j CVPyV — 62 %. Nors MarPyV2 ir
CVPyV infekuoja tg patj Seimininka, Microtus arvalis peléna, Sie virusai yra labai nutole. Tai néra
nejprasta poliomos virusams, pavyzdziui, Rattus norvegicus PyV 1 ir 2 genomy sekos sutampa vos
49,13 % (Rigatti ir kt., 2016). MarPyV?2 atitinka naujos PyV rasies apibrézimo kriterijus ir gali buti

laikomas nauju poliomos virusu.

Nustatyty 7 MarPyV2 genomy sekos tarpusavyje skyrési iki 3 %. Tame paciame
regione sugauty pelény virusai skyrési maziau, skirtinguose — daugiau. Atlikta filogenetiné analizé
parodé, kad MarPyV2 varianty filogenetinis medis didzigja dalimi atitinka Seimininky, kuriuose jie
buvo aptikti, filogenetinj medj. Viruso—Seimininko koevoliucijos analizé parodé, kad PyV
koevoliucija su Seimininku ir genetinés informacijos praradimas yra svarbiausi PyV divergencijos
tarp skirtingy populiacijy veiksniai (atsako uz >80 % analizuoty MarPyV2 jvairovés), buvo
nustatyti ir galimi Seimininko keitimo bei duplikacijos jvykiai, ta¢iau rezultatus reikty patvirtinti
padidinus tiriamyjy imtj. Pana$is rezultatai buvo gauti ir analizuojant jvairiy rasiy SikSnosparniy ir
ju PyV populiacijas — kodivergencijos ir genetinés informacijos praradimo jvykiai sudaré didziaja
dalj PyV ir sikSnosparniy kevoliucijg 1émusiy jvykiy (>70 %), bet buvo nustatyti ir nedazni
Seimininko keitimo bei duplikacijy atvejai (Tan ir kt., 2020). Kofilogenetiniy analiziy, apimanciy
antZeminius stuburinius (Ehlers ir kt., 2019) bei hominidus (Madinda ir kt., 2016) ir jy poliomos
virusus, rezultatai taip pat buvo panasis. PyV—Seimininko kodivergencija literatiiroje yra
apibréziama kaip svarbiausias, taCiau ne vienintelis PyV evoliucijg apraSantis veiksnys — svarby
vaidmenj atlieka ir $eimininko keitimo, duplikacijy, genetinés informacijos praradimo ar jgijimo
(linijy duplikacijos, rekombinacijos) jvykiai (Torres, 2020). M. arvalis PyV paieskas ketinama tgsti,

itraukiant méginius i§ daugiau regiony, kas leisty Siy virusy evoliucijg patyrinti giliau.

AflaPyV1 buvo aptiktas vienoje Apodemus flavicollis peléje i$ 34 tirty Lietuvoje
sugauty Apodemus genties peliy, tac¢iau viruso pilno genomo seka nebuvo padauginta. Ankstesniy
tyrimy metu AflaPyV1 DNR buvo aptikta ~22 % méginiy, iSskirty i§ peliy sugauty 2012, 2013 ir
2014 Vokietijoje (Nainys, 2015; Ehlers ir kt., 2019), o siame darbe atlikto tyrimo metu buvo tirtos
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Lietuvoje 2014-2016 metais sugautos pelés. Gali biti, kad Lictuvoje AflaPyV1 virusas maziau
paplites nei Vokietijoje arba PyV infekcijos nevienodu mastu isSplitusios skirtingais metais. Kadangi
Sio viruso paplitimas Vokietijoje sieké ~22 %, o tirty Lietuvoje sugauty peliy imtis buvo nedidelé —
tik 16 A. flavicollis peliy, todél gali biti, jog daugiau PyV uzsikrétusiy individy tiesiog nepateko j
tyrimg. Tirtose Apodemus agrarius pelése poliomos virusy nebuvo rasta, jy nerado ir Ehlers su
kolegomis, tirdami Vokietijoje sugauty Apodemus agrarius peliy Sirdies, inksty, kepeny, plauciy,
limfmazgiy, bluznies méginius (Ehlers ir kt., 2019).

Skirtingas CVPyV, MarPyV?2 ir AflaPyV1 paplitimas jvairiose populiacijose gali bati
paaiskintas tuo, kad dél PyV gebéjimo lengvai plisti tarp individy per seiles, iSmatas, Slapima ar oda
poliomos virusai greitai iSplinta populiacijoje: didelé tikimybé, kad uzsikrétus bent vienam
populiacijos individui, greitai uzsikrés ir daugelis kity tos populiacijos individy. Taip atsiranda labai
auksto PyV paplitimo populiacijos, kurios gali iSkreipti bendra statistika ir lemti didelius skirtumus
tarp tyrimy. Taip pat svarbu atkreipti démesj, kad PyV DNR buvimas rodo aktyvig infekcija, ar
individas PyV buvo uzsikrétes ankséiau geriau galéty parodyti antikiiny tyrimas. Skirtingy organy
méginiuose aptinkamas PyV DNR kiekis taip pat gali smarkiai skirtis, nes skirtingi PyV infekuoja
skirtingas lgsteles. Taip pat PyV DNR aptikimui gali biiti svarbus ir mety laikas, kada grauzikai

buvo pagauti.

Rattus rattus ir Rattus norvegicus ziurkiy méginiuose atlikus PyV paieska, R. rattus
ziurkése buvo aptiktos dviejy labai panasiy j RnorPyV1 virusy sekos — RnorPyV1-DEL ir
RratPyV1. Tai yra pirmos PyV genomy sekos, nustatytos i§ R. rattus Ziurkiy méginiy. RnorPyV1-
DEL genomo seka su RnorPyV1 sutampa 99 %, ta¢iau turi 1226 bp ilgio iskritg. Nustatyta iskrita
apima visg viruso mazgjj T antigena, pus¢ viduriniojo T antigeno, LTag geno pradzia, visg NKK
regiong bei VP2 geno pradzig. Panasios iskritos yra apraSytos Siriniuose ziurkénuose (Mesocricetus
auratus), sergan¢iuose limfoma (Mazur ir kt., 1994). 2013 m. serganéiuose ziurkénuose buvo
nustatytos HaPyV sekos, turin¢ios 308692 bp iskritas, apimanc¢ias NKKR ir VP2 ar net VP3 geny
pradzias (Mufioz ir kt., 2013). PyV genomo NKKR ir gretimy seky persitvarkymai siejami su
ziurkény limfomos ir su zmoniy PyV sukeliamy patologijy, pavyzdziui, BKPyV sukeliamos
nefropatijos ir JCPyV sukeliamos PML, issivystymu (Mcllroy ir kt., 2019). Néra duomeny, ar $io
tyrimo metu tirtoms ziurkéms pasireiské kokie nors patologiniai pozymiai. Tikétina, kad

RnorPyV1-DEL jvyke seky pokyciai susije su viruso bandymu prisitaikyti prie naujo Seimininko.

RratPyV1 ir RnorPyV1 genomy sekos sutampa tik 92 % procentais, taciau jy genomy
ilgiai panasis, o seky skirtumai i$sidéstg po visg genoma — tai rodo palaipsniui vykusig seky

divergencija. Labiausiai skiriasi virusy LTag koduojanti DNR seka, taciau tik mazdaug kas
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desimtas DNR sekos pokytis Iémé baltymo aminoraigsties pasikeitima, 0 konservatyviis LTag Dnal,
OBD ir ATFazés motyvai yra beveik nepasiekeite. Kadangi virusas buvo rastas tik Rattus rattus
méginiuose, jj bty galima laikyti nauju $iy ziurkiy poliomos virusu. Jdomu, kad RnorPyV1-DEL ir
RratPyV?2 sekos buvo aptiktos toje pacioje ziurkéje. Gali buti, kad Rattus norvegicus PyV 1 neseniai
prisitaiké patekti j Rattus rattus ziurkiy lgsteles, taciau Siose Igstelése negali efektyviai vykdyti
infekcinio ciklo, todél NKKR persitvarkymais bando prisitaikyti prie naujo seimininko. RratPyV1
irgi greiciausiai yra kilgs i§ RnorPyV1, kadaise pakeitusio $eimininka i$ R. norvegicus i R. rattus,
taCiau Sis virusas cirkuliuoja R. rattus ziurkése jau kurj laikg ir yra prisitaikes prie naujo Seimininko

per visg sekos ilgj, todél neturi RnorPyV1-DEL budingy iskrity.

Sio tyrimo metu buvo rastos dviejy grauziky rii§iy naujy poliomos virusy sekos —
Microtus arvalis PyV 2 ir Rattus norvegicus PyV 1. I§ ICTV patvirtinty 88 Zinduoliy PyV, 9
grauziky poliomos virusai sudaro tik 10 %, nors grauzikai apima 40 % visos zinduoliy jvairoves.
Pridéjus $iuos du naujus, zinomy grauzikus infekuojanciy poliomos virusy skaicius iSaugty
penktadaliu, o grauziky PyV reprezentacija tarp visy poliomos virusy padidéty iki 12,5 %. Vis délto

akivaizdu, kad triksta dar daug informacijos apie grauzikus infekuojancius poliomos virusus.

RnorPyV1 VP1 baltymo sintezé mielése buvo efektyvi, VP1 baltymas mielése
formavo 43 + 5,3 nm dydzio j virusus panasias daleles. Siame tyrime RnorPyV1 formuojamos VPD
mielése buvo susintetintos ir i§grynintos pirmg kartg. Anks¢iau buvo parodyta, kad HaPyV, MPyV,
BVPyV, CVPyV, zmoniy, pauksciy ir SV40 PyV VP1 sintezé mielése taip pat vyksta efektyviai ir
susintetinti baltymai formuoja 40-55 nm dydzio VPD (Sasnauskas ir kt., 1999; Sasnauskas ir kt.,
2002; Nainys ir kt., 2015; Norkiene ir kt., 2015). RatPyV2 VP1 baltymo sintezé $io tyrimo metu
mielése nebuvo gauta. Sio viruso VP1 baltymo seka, i3 virusy, kuriy sintezés mielése tyrimai buvo
atlikti, artimiausia WUPyV. WUPyV tyrimy metu buvo pastebéta, kad Sio viruso VP1 baltymo
sintezé mielése vyksta gan silpnai ir VPD gryninasi sunkiau lyginant su daugeliu kity tirty ZPyV.
[Sanalizavus susiformavusiy WUPyV VP1 VPD dydj EM, paaiskéjo, kad dalelés yra maZesnés nei
jprastos — vos 25-35 nm dydzio (Norkiené, 2018). WUPyV VP1 baltymo N-galo nukreipimo j
branduolj sekos buvo modifikuotos jvedant daugelio PyV VP1 baltymams konservatyvy
MAPTKRK NLS motyva. Modifikuoto WUPYV VP1 baltymo sintezés mielése iseiga ir
formuojamy VPD dydis padidéjo (Vasilitinaité, 2017). Toks pats poveikis buvo pastebétas ir
konservatyvy NLS motyva jjungus j APyV VP1 baltymg (Norkiené, 2018). RatPyV2 baltymas irgi
neturi konservatyvios nukreipimo j branduolj sekos VP1 baltymo N-gale. Tolimesniuose tyrimuose

buity galima svarstyti NLS sekos jjungima, siekiant pagerinti §io baltymo sinteze mielése.
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ISVADOS

PyV specifiniai heksanukleotidiniai pradmenys nepadaugino PyV DNR patikimai
efektyviau ir patikimai nepadidino PyV DNR santykio su mitochondrijy DNR
méginiuose lyginant su atsitiktiniais heksanukleotidais, padauginimui naudojant Phi29 ir
EquiPhi29 polimerazes.

Microtus arvalis pelénuose buvo aptikti du PyV: viename peléne buvo padaugintas DNR
fragmentas, 99 % identiskas CVPyV (MarPyV1), o 14 pelény buvo surastas naujas
poliomos virusas MarPyV2, kurio genomo sekos panasumas j MPtV sieké 73 %, o |
CVPyYV - 62 %. Nustatyta, kad Sio viruso tarppopuliacinei jvairovei buvo svarbiausi
koevoliucijos su Seimininku ir genetinés informacijos praradimo jvykiai.

. Vienoje Lietuvoje sugautoje Apodemus flavicollis peléje buvo rasta AflaPyV1 PyV
DNR, o Apodemus agrarius peliy méginiuose PyV aptikta nebuvo.

Rattus rattus ziurkése buvo nustatytas naujas PyV RratPyV1, kurio genomo sekos
panaSumas j RnorPyV1 sieké 92 %, ir RnorPyV1 variantas, turintis 1226 bp iskrita,
apimancig NKKR regiong ir gretimas sekas.

IS mieliy lasteliy buvo efektyviai i§grynintos RnorPyV1 VP1 baltymo formuojamos

43 £+ 5,3 nm dydzio ] virusus panasios dalelés (iSeiga 0,389 mg 1§ 1 g Slapios mieliy

biomasés), bet RatPyV2 VP1 baltymo sintezé mieliy lastelése buvo neaptinkama.
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Poliomos virusy paieSka, genomy seky nustatymas ir analizé Europoje sugauty grauziky
méginiuose

Genetikos magistro studijy baigiamasis darbas
SANTRAUKA

Poliomos virusai (PyV) — ~5 kb dydzio dvigrandinés DNR virusai, infekuojantys
zinduolius, paukscius bei Zuvis. Pastaruoju metu placiai tiriami PyV patogenezés ir evoliucijos
aspektai. Grauzikai — rusiy skai¢iumi gausiausias zinduoliy biirys — yra salyginai mazai istirtas PyV
atzvilgiu, todél yra geras taikinys naujy poliomos virusy paieskai, be to, grauzikai ir jy PyV yra

tinkamas modelis PyV koevoliucijos su §eimininku analizei.

Sio tyrimo metu buvo sukurti PyV specifiniai heksanukleotidiniai pradmenys, skirti
specifiskai padauginti PyV DNR grandinés i$stimimo padauginimo reakcijos btidu. Specifiniai
pradmenys, lyginant su atsitiktiniais, nepadaugino PyV DNR patikimai efektyviau ir patikimai
nepadidino PyV DNR/mitochondrijy DNR santykio méginiuose padauginimui naudojant Phi29 ir
EquiPhi29 polimerazes. Buvo atlikta poliomos virusy paieska Microtus, Apodemus ir Rattus genciy
grauziky méginiuose. Viename Microtus arvalis peléne buvo nustatyta 99 % CVPyV (MarPyV1)
identiSka seka, 0 14 pelény buvo rastas naujas poliomos virusas MarPyV2, kurio genomo sekos
panasumas ] MPtV sieké 73 %, o ] CVPyV — 62 %. Kofilogenetiné analizé parodé, kad MarPyV2
tarppopuliacinei jvairovei buvo svarbiausi koevoliucijos su Seimininku ir genetinés informacijos
praradimo jvykiai. Vienoje Apodemus flavicollis peléje buvo aptikta AflaPyV1 DNR, o Apodemus
agrarius pelése PyV DNR nebuvo nustatyta. Rattus rattus ziurkése buvo rastas naujas PyV, kurio
genomo sekos panaSumas j RnorPyV1 sieké 92 %, ir RnorPyV1 variantas, turintis 1226 bp iskrita,
apimanc¢ig NKKR regiong ir gretimas sekas. IS mieliy lasteliy buvo efektyviai iSgrynintos
RnorPyV1 VP1 baltymo formuojamos 43 + 5,3 nm dydzio j virusus panasios dalelés (iSeiga
0,389 mg i§ 1 g slapios mieliy biomasés), 0 RatPyV2 VP1 baltymo sintezé mieliy Iastelése buvo

neaptinkama.
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SUMMARY

Polyomaviruses (PyVs) are ~ 5 kb double-stranded DNA viruses that infect mammals,
birds, and fish. Recently, pathogenesis and evolution of PyVs are extensively studied. Rodents, the
largest group of mammals, have been relatively little investigated for PyVs, making them a good
target for searching for new polyomaviruses. Rodents and their PyVs are a suitable model for the

analysis of PyV host-virus coevolution.

In this study, PyV-specific hexanucleotide primers were developed for the strand
displacement amplification reaction. However, novel primers did not amplify PyV DNA
significantly more efficiently and did not significantly increase the ratio of PyV DNA to
mitochondrial DNA in samples compared to random primers using Phi29 and EquiPhi29
polymerases for amplification. The rodent samples of genera Microtus, Apodemus, and Rattus were
examined for polyomaviruses. One Microtus arvalis vole had a PyV sequence, 99% identical to
CVPyV. A new polyomavirus, MarPyV2, was identified in 14 Microtus arvalis voles and had a
genomic sequence identity of 73% to MPtV and 62% to CVPyV. Co-evolution with the host and
loss were the most important events for the inter-population diversity of this virus. AflaPyV1 DNA
was detected in one Apodemus flavicollis mouse, and no PyV DNA was detected in Apodemus
agrarius mice. In Rattus rattus rats, a new PyV with 92% genomic sequence identity to RnorPyV1
and a variant of RnorPyV1 with a 1226 bp deletion spanning the NCCR and adjacent sequences
were identified. The synthesis of RnorPyV1 VP1 protein in yeast cells resulted in a yield of 0.389
mg per 1 g of wet yeast biomass, and the protein formed virus-like particles of 43 = 5.3 nm in size.

RatPyV2 VP1 protein synthesis was not noticeable in yeast cells.
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PRIEDAI

1 priedas. Tirti Microtus spp. inksty méginiai

Méginiai surinkti Lietuvoje 17 2017-R66 M. oeconomus
Eil. e .. 18 2017-R76 M. oeconomus
Nr, | Meéginio kodas Rusis 19 2017-T20 M. 0economus
Padauginti naudojant Phi29 20 2016-11-Tr M. arvalis
1 2016-018-Ru M. agrestis 21 2016-22-Tr M. arvalis
2 2016-022-Ru M. oeconomus 22 2016-24-Tr M. arvalis
3 2016-025-Ru M. oeconomus 23 2016-28-Tr M. arvalis
4 2016-043-Ru M. agrestis 24 2017-Vab 2 M. arvalis
5 2016-055-Ru M. agrestis 25 2017-Vab 6 M. arvalis
6 2017-R46 M. agrestis 26 2017- Vab 12 M. arvalis
7 2017-R50 M. oeconomus 27 2017- Vab 13 M. arvalis
8 2017-R57 M. agrestis 28 2017- Vab 15 M. arvalis
9 2017-R65 M. agrestis 29 2017- Vab 16 M. arvalis
10 2017-R72 M. oeconomus 30 2017- Vab 17 M. arvalis
11 2017-R74 M. oeconomus 31 2017- Vab 19 M. arvalis
12 2016-3-Tr M. arvalis 32 2017- Vab 20 M. arvalis
13 2016-4-Tr M. arvalis 33 2017- Vab 22 M. arvalis
14 2016-7-Tr M. arvalis Méginiai surinkti Vokietijoje
15 2016-20-Tr M. arvalis Vokietijos Siauré, Mecklenburg-
16 2016-21-Tr M. arvalis Vorpommern regionas
17 2016-23-Tr M. arvalis Eil. Méeinio kodas Riiis
18 2016-27-Tr M. arvalis N, &
19 2017-Vabl M. arvalis Padauginti naudojant Phi29
20 2017- Vab 4 M. oeconomus 1 KS10/2322 M. arvalis
21 2017- Vab 5 M. arvalis 2 KS10/2328 M. arvalis
22 2017- Vab 11 M. arvalis 3 KS10/2339 M. arvalis
23 2017- Vab 18 M. arvalis 4 KS10/2341 M. arvalis
24 2017- Vab 23 M. arvalis 5 KS10/2346 M. arvalis
Padauginti naudojant EquiPhi29 6 KS10/2349 M. arvalis
1 2016-006-Ru M. agrestis 7 KS10/3630 M. arvalis
2 2016-011-Ru M. agrestis 8 KS10/3638 M. arvalis
3 2016-020-Ru M. oeconomus 9 KS10/3648 M. arvalis
4 2016-023-Ru M. oeconomus 10 KS10/3653 M. arvalis
5 2016-024-Ru M. oeconomus 11 KS11/0002 M. arvalis
6 2016-034-Ru M. oeconomus 12 KS11/0016 M. arvalis
7 2016-045-Ru M. agrestis 13 KS11/1940 M. arvalis
8 2016-059-Ru M. agrestis 14 KS11/2205 M. arvalis
9 2016-064-Ru M. oeconomus 15 KS15/0049 M. arvalis
10 2017-R6 M. oeconomus 16 KS15/0145 M. arvalis
11 2017-R13 M. oeconomus 17 KS15/0146 M. arvalis
12 2017-R18 M. agrestis 18 KS15/0148 M. arvalis
13 2017-R34 M. oeconomus 19 KS15/0151 M. arvalis
14 2017-R35 M. oeconomus 20 KS15/0152 M. arvalis
15 2017-R47 M. agrestis 21 KS15/0155 M. arvalis
16 2017-R51 M. arvalis 22 KS15/0156 M. arvalis
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23 KS15/0247 M. arvalis 5 KS10/1955 M. arvalis
24 KS15/0249 M. arvalis 6 KS10/3581 M. arvalis
Padauginti naudojant EquiPhi29 7 KS11/1988 M. arvalis
1 KS10/2333 M. arvalis 8 KS11/1990 M. arvalis
2 KS10/3591 M. arvalis 9 KS11/2289 M. arvalis
3 KS10/3631 M. arvalis 10 KS11/2302 M. arvalis
4 KS10/3646 M. arvalis 11 KS11/2304 M. arvalis
5 KS11/0014 M. arvalis 12 KS11/2313 M. arvalis
6 KS11/0017 M. arvalis 13 KS11/2324 M. arvalis
7 KS11/2204 M. arvalis 14 KS15/0159 M. arvalis
8 KS13/0948 M. arvalis 15 KS15/0241 M. arvalis
9 KS15/0144 M. arvalis 16 KS15/0246 M. arvalis
10 KS15/0149 M. arvalis Méginiai surinkti Cekijoje
11 KS15/0153 M. arvalis Eil. L .
12 KS15/0154 M. arvalis Nr, | Meéginio kodas Rusis
13 KS15/0248 M. arvalis Padauginti naudojant Phi29
Vokietijos pietiis, Baden-Wiirttemberg 1 KS17/74 M. arvalis
regionas 2 KS17/78 M. arvalis
Eil. e .. 3 KS17/79 M. arvalis
Nr, | Meginio kodas Rusis 4 KS17/81 M. arvalis
Padauginti naudojant Phi29 5 KS17/85 M. arvalis
1 KS10/1936 M. arvalis 6 KS17/90 M. arvalis
2 KS10/1941 M. arvalis 7 KS17/93 M. arvalis
3 KS10/1943 M. arvalis 8 KS17/94 M. arvalis
4 KS10/1944 M. arvalis 9 KS17/96 M. arvalis
5 KS10/1946 M. arvalis 10 KS17/97 M. arvalis
6 KS11/1989 M. arvalis 11 KS17/101 M. arvalis
7 KS11/1996 M. arvalis 12 KS17/103 M. arvalis
8 KS11/1997 M. arvalis 13 KS17/104 M. arvalis
9 KS11/1998 M. arvalis 14 KS17/106 M. arvalis
10 KS11/2016 M. arvalis 15 KS17/107 M. arvalis
11 KS11/2314 M. arvalis 16 KS17/108 M. arvalis
12 KS11/2315 M. arvalis 17 KS17/110 M. arvalis
13 KS11/2318 M. arvalis 18 KS17/111 M. arvalis
14 KS11/2325 M. arvalis 19 KS17/118 M. arvalis
15 KS15/0158 M. arvalis 20 KS17/120 M. arvalis
16 KS15/0160 M. arvalis 21 KS17/124 M. arvalis
17 KS15/0162 M. arvalis 22 KS17/126 M. arvalis
18 KS15/0167 M. arvalis 23 KS17/128 M. arvalis
19 KS15/0168 M. arvalis 24 KS17/131 M. arvalis
20 KS15/0169 M. arvalis Padauginti naudojant EquiPhi29
21 KS15/0231 M. arvalis 1 KS17/73 M. arvalis
22 KS15/0237 M. arvalis 2 KS17/77 M. arvalis
23 KS15/0239 M. arvalis 3 KS17/84 M. arvalis
24 KS15/0243 M. arvalis 4 KS17/86 M. arvalis
Padauginti naudojant EquiPhi29 5 KS17/88 M. arvalis
1 KS10/1937 M. arvalis 6 KS17/92 M. arvalis
2 KS10/1939 M. arvalis 7 KS17/100 M. arvalis
3 KS10/1942 M. arvalis 8 KS17/112 M. arvalis
4 KS10/1950 M. arvalis 9 KS17/114 M. arvalis
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10 KS17/116 M. arvalis
11 KS17/117 M. arvalis
12 KS17/123 M. arvalis
13 KS17/125 M. arvalis
14 KS17/127 M. arvalis
15 KS17/129 M. arvalis
16 KS17/132 M. arvalis
Méginiai surinkti Ispanijoje
Elrl Meéginio kodas Rasis
Padauginti naudojant Phi29
1 M785/15 M. arvalis
2 M829/15 M. arvalis
3 M833/15 M. arvalis
4 M844/15 M. arvalis
5 M858/15 M. arvalis
6 M862/15 M. arvalis
7 M867/15 M. arvalis
8 M870/15 M. arvalis
9 M952/15 M. arvalis
10 M956/15 M. arvalis
11 M957/15 M. arvalis
12 M960/15 M. arvalis
13 M961/15 M. arvalis
14 M970/15 M. arvalis
15 M972/15 M. arvalis

103



2 priedas. Tirti Apodemus spp. méginiai

+ — tirtas méginys, X — méginio néra

Méginio

Kriitinés ertmeés

Eil. nr. K Rasis Inkstai | BluZnis | Plau¢iai .
odas skystis

1 P2 A.flavicollis + X X +
2 P3 A flavicollis + X X +
3 P4 A.agrarius + X X +
4 P5 A flavicollis + + + +
5 P6 A flavicollis + + + +
6 P7 A.flavicollis + + + +
7 P8 A.agrarius + + + +
8 P9 A.flavicollis + + + +
9 P10 A.agrarius + + + +
10 P11 A.agrarius + + + +
11 P12 A.agrarius + + + +
12 P13 A.agrarius + + + +
13 P14 A.agrarius + + + +
14 P15 A.agrarius + + + +
15 P16 A.agrarius + + + +
16 P30 A.agrarius + + + +
17 P31 A.agrarius + + + +
18 P32 A.agrarius + X + +
19 P33 A.agrarius + + + +
20 P34 A.agrarius + + + +
21 P35 A.agrarius + + + +
22 P38 | Aflavicollis + + + +
23 P41 A flavicollis + + + +
24 P43 A flavicollis + + + +
25 P46 | A.flavicollis + + + +
26 P47 A flavicollis + + + +
27 P48 | A.flavicollis + + + +
28 P49 A flavicollis + + + +
29 P50 | A.flavicollis + + + +
30 P51 A flavicollis + + + +
31 P52 A flavicollis + + + +
32 P53 A.agrarius + + + +
33 P54 A.agrarius + + + +
34 P55 A.agrarius + + + +
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3 priedas. Tirti Rattus spp. inksty méginiai
Nr. 34 ziurkeés buvo tirtas ir plauciy méginys

Eilés nr. | ME8INI0 | bk
kodas

1 R132 | R.rattus

2 R133 | R.rattus

3 R155 | R.rattus

4 R156 | R.rattus

5 R157 | R.rattus

6 R158 | R.rattus

7 R159 | R.rattus

8 R160 | R.rattus

9 R161 | R.rattus

10 R162 | R.rattus

11 R163 | R.rattus

12 R164 | R.rattus

13 R165 | R.rattus

14 R166 | R.rattus

15 R168 | R.rattus

16 R169 | R.rattus

17 R171 | R.norvegicus
18 R172 | R.norvegicus
19 R173 | R.norvegicus
20 R174 | R.norvegicus
21 R175 | R.norvegicus
22 R176 | R.norvegicus
23 R177 | R.norvegicus

24 R178 | R.norvegicus
25 R179 | R.norvegicus
26 R180 | R.rattus
27 R181 [ R.rattus
28 R182 | R.rattus
29 R183 [ R.rattus
30 R184 | R.rattus
31 R185 | R.rattus
32 R186 | R.norvegicus
33 R187 | R.norvegicus
34 R188 [ R.rattus
35 R189 | R.norvegicus
36 R190 | R.norvegicus
37 R200 | R.rattus
38 R201 | R.rattus
39 R202 | R.rattus
40 R208 | R.rattus
41 R210 | R.rattus
42 R212 | R.rattus
43 R213 [ R.rattus
44 R215 | R.rattus
45 R217 | R.rattus
46 R218 | R.rattus
47 R219 [ R.rattus
48 R226 | R.norvegicus
49 R227 | R.norvegicus
50 R235 | R.rattus
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4 priedas. Evoliucinés divergencijos tarp MarPyV2, MPtV ir CVPyV jvertinimas

Lentel¢je pateikiamas skirtumy tarp MarPyV2, MPtV ir CVPyV DNR ir baltymy skaicius sekai. Skliausteliuose nurodyta seky identiSkumo dalis.

Analize atlikta MEGA X programine jranga, palyginys sudarytas naudojant Muscle algoritma.

LTag, ar

MarPyV2 lgis,
ISP_4 ISP_15 PV_17 PV_18 PV_19 PV_24 SV_ 7 MPtv CVPyYV ar.
ISP_4 3(0,99) 13 (0,97) 13 (0,97) 13 (0,97) 13 (0,97) 11 (0,98) 124 (0,8) 328 (0,49) 645
ISP_15 3 (0,9984) 12 (0,9813) 12 (0,9813) 12 (0,9813) 12 (0,9813) 10 (0,9844) | 125 (0,8062) | 328 (0,493) 645
% PV_17 56 (0,971) 55 (0,9715) 0(1) 0(1) 0(1) 9 (0,986) 122 (0,8102) | 329 (0,4914) | 643
o~ | & | PV_18 58 (0,97) 57 (0,9705) 2 (0,9989) 0(1) 0(1) 9 (0,986) 122 (0,8102) | 329 (0,4914) | 643
; § PV_19 58 (0,97) 57 (0,9705) 2 (0,9989) 0(1) 0(2) 9 (0,986) 122 (0,8102) | 329 (0,4914) | 643
ﬁ PV_24 57 (0,9705) 56 (0,971) 3 (0,9984) 1 (0,9994) 1 (0,9994) 9 (0,986) 122 (0,8102) | 329 (0,4914) | 643
- SV 7 58 (0,97) 57 (0,9705) 53 (0,9725) 51 (0,9735) 51 (0,9735) 50 (0,974) 120 (0,8133) | 328 (0,493) 645
MPtV 475 (0,7571) | 475(0,7571) | 461 (0,7643) | 460 (0,7648) 460 (0,7648) 459 (0,7653) | 463 (0,7632) 333(0,4892) | 652
CVPyV 767 (0,6048) | 768 (0,6043) | 752 (0,6125) | 750 (0,6136) 750 (0,6136) 749 (0,6141) | 755(0,611) | 810 (0,5858) 647

llgis, bp 1935 1935 1929 1929 1929 1929 1935 1956 1941

VP1, ar

MarPyV2 lgis,
ISP_4 ISP_15 PV_17 PV_18 PV_19 PV _24 SV_ 7 MPtv CVPyV ar.
ISP_4 0(1) 1(0,9972) 1(0,9972) 1(0,9972) 1(0,9972) 2 (0,9944) 42 (0,8836) | 235 (0,349) 361
ISP_15 1 (0,999) 1(0,9972) 1(0,9972) 1(0,9972) 1(0,9972) 2 (0,9944) 42 (0,8836) | 235(0,349) 361
2 PV_17 20 (0,9815) 21 (0,9806) 0(1) 0(1) 0(1) 1(0,9972) 41 (0,8864) | 235(0,349) 361
Q| PV 18 20 (0,9815) 21 (0,9806) 0(1) 0(1) 0(1) 1(0,9972) 41 (0,8864) | 235 (0,349) 361
E, § PV_19 20 (0,9815) 21 (0,9806) 0(1) 0(1) 0(1) 1(0,9972) 41 (0,8864) | 235 (0,349) 361
§ PV _24 20 (0,9815) 21 (0,9806) 0(1) 0(1) 0(1) 1(0,9972) 41 (0,8864) | 235(0,349) 361
SV 7 27 (0,975) 28 (0,9741) 19 (0,9824) 19 (0,9824) 19 (0,9824) 19 (0,9824) 40 (0,8891) | 235(0,349) 361
MPtV 266 (0,7584) | 266 (0,7584) | 266 (0,7584) | 266 (0,7584) 266 (0,7584) 266 (0,7584) | 264 (0,7602) 233 (0,3651) | 367
CVPyV 422 (0,6037) | 421 (0,6046) | 419 (0,6065) | 419 (0,6065) 419 (0,6065) 419 (0,6065) | 419 (0,6065) | 447 (0,594) 355

llgis, bp 1083 1083 1083 1083 1083 1083 1083 1101 1065
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GENOMAS, nt

MarPyV2 MPtV CVPYWV Ilgllas,
ISP _4 ISP_15 PV 17 PV 18 PV 19 PV 24 SV 7 )
ISP _4 1559
ISP 15 | 9 (0,9981) i559
| S [pvia7 | 119 09761) | 124 (0,9751) 565
S| & pv. 18 | 101(0,9797) | 102 (0,9795) | 26 (0,9947) 1561
2| €[ Pv 19 | 121(09757) | 126(0,9747) | 2(0.9995) | 24 (0,9951) 565
= PV 24 | 120 (0,0759) | 125(0,9749) | 3(0,9993) | 25(0,9949) |  1(0,0997) 1565
= SV 7 | 146(0,9707) | 150 (0,9699) | 126 (0.9747) | 134 (0,9731) | 124 (0.9751) | 123 (0,9753)

o - 1303 1285 1280 (0,7442) 1279 1290 5005

MPLV | 1302(073%8) | oage | 128L0744) | o700 , (O’g ; é " (Oi; 222) _

1

CVPYV | 1895 (0,6228) (0%682926) 1877 (0,6263) (0%(?27;3) 1876 06265) | (5 000) (0.6046) (0.6052) 5024
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5 priedas. Heksanukleotidiniy pradmeny kiirimui naudoty seky identifikaciniai kodai

AB038249.1
AB038250.1
AB038251.1
AB038252.1
AB038253.1
AB038254.1
AB038255.1
AB048545.1
AB048546.1
AB048548.1
AB048549.1
AB048550.1
AB048551.1
AB048552.1
AB048553.1
AB048554.1
AB048555.1
AB048556.1
AB048557.1
AB048558.1
AB048559.1
AB048560.1
AB048561.1
AB048562.1
AB048563.1
AB048564.1
AB048565.1
AB048566.1
AB048567.1
AB048568.1
AB048569.1
AB048570.1
AB048571.1
AB048572.1
AB048573.1
AB048574.1
AB048575.1

AB048576.1
AB048577.1
AB048578.1
AB048579.1
AB048580.1
AB048581.1
AB048582.1
AB074575.1
AB074576.1
AB074577.1
AB074578.1
AB074579.1
AB074580.1
AB074581.1
AB074582.1
AB074583.1
AB074584.1
AB074585.1
AB074586.1
AB074587.1
AB074588.1
AB074589.1
AB074590.1
AB074591.1
AB077855.1
AB077856.1
AB077857.1
AB077858.1
AB077859.1
ABO077860.1
AB077861.1
AB077862.1
AB077863.1
AB077864.1
AB077865.1
AB077866.1
AB077867.1

AB077868.1
AB077869.1
ABO077870.1
ABO077871.1
ABO077872.1
AB077873.1
AB077874.1
ABO77875.1
ABQ77876.1
ABO77877.1
AB077878.1
AB077879.1
AB081005.1
AB081006.1
AB081007.1
AB081008.1
AB081009.1
AB081010.1
AB081011.1
AB081012.1
AB081013.1
AB081014.1
AB081015.1
AB081016.1
AB081017.1
AB081018.1
AB081019.1
AB081020.1
AB081021.1
AB081023.1
AB081024.1
AB081025.1
AB081026.1
AB081027.1
AB081028.1
AB081029.1
AB081030.1

AB081600.1
AB081601.1
AB081602.1
AB081603.1
AB081604.1
AB081605.1
AB081606.1
AB081607.1
AB081608.1
AB081609.1
AB081610.1
AB081611.1
AB081612.1
AB081613.1
AB081614.1
AB081615.1
AB081616.1
AB081617.1
AB081618.1
AB081654.1
AB092578.1
AB092579.1
AB092580.1
AB092581.1
AB092582.1
AB092583.1
AB092584.1
AB092585.1
AB092586.1
AB092587.1
AB103387.1
AB103402.1
AB103404.1
AB103405.1
AB103406.1
AB103407.1
AB103408.1

AB103409.1
AB103410.1
AB103411.1
AB103412.1
AB103413.1
AB103414.1
AB103415.1
AB103416.1
AB103417.1
AB103418.1
AB103419.1
AB103420.1
AB103421.1
AB103422.1
AB103423.1
AB104487.1
AB113118.1
AB113119.1
AB113120.1
AB113121.1
AB113122.1
AB113123.1
AB113124.1
AB113125.1
AB113126.1
AB113127.1
AB113128.1
AB113129.1
AB113130.1
AB113132.1
AB113133.1
AB113134.1
AB113135.1
AB113136.1
AB113137.1
AB113138.1
AB113139.1
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AB113140.1
AB113141.1
AB113142.1
AB113143.1
AB113144.1
AB113145.1
AB113216.1
AB113217.1
AB118231.1
AB118232.1
AB118233.1
AB118234.1
AB118235.1
AB118651.1
AB118652.1
AB118653.1
AB118654.1
AB118655.1
AB118656.1
AB118657.1
AB118658.1
AB118659.1
AB126981.1
AB126983.1
AB126984.1
AB126985.1
AB126986.1
AB126987.1
AB126988.1
AB126989.1
AB126990.1
AB126991.1
AB126992.1
AB126993.1
AB126994.1
AB126995.1
AB126996.1
AB126997.1
AB126998.1

AB126999.1
AB127000.1
AB127001.1
AB127002.1
AB127003.1
AB127004.1
AB127005.1
AB127006.1
AB127007.1
AB127008.1
AB127009.1
AB127010.1
AB127011.1
AB127012.1
AB127013.1
AB127014.1
AB127015.1
AB127016.1
AB127017.1
AB127018.1
AB127019.1
AB127021.1
AB127022.1
AB127023.1
AB127024.1
AB127027.1
AB127342.1
AB127343.2
AB127344.1
AB127345.2
AB127346.1
AB127347.1
AB127348.1
AB127349.1
AB127350.2
AB127351.2
AB127352.1
AB127353.1
AB183152.1

AB183539.1
AB183540.1
AB183541.1
AB183542.1
AB183543.1
AB183544.1
AB185020.1
AB190449.1
AB190450.1
AB190451.1
AB190452.1
AB190453.1
AB195639.1
AB195640.1
AB198940.1
AB198941.1
AB198942.1
AB198943.1
AB198944.1
AB198945.1
AB198946.1
AB198947.1
AB198948.1
AB198949.1
AB198950.1
AB198951.1
AB198952.1
AB198953.1
AB198954.1
AB211369.1
AB211370.1
AB211371.1
AB211372.1
AB211373.1
AB211374.1
AB211375.1
AB211376.1
AB211377.1
AB211378.1

AB211379.1
AB211381.1
AB211382.1
AB211383.1
AB211384.1
AB211385.1
AB211386.1
AB211387.1
AB211388.1
AB211389.1
AB211390.1
AB211391.1
AB212952.1
AB212953.1
AB212954.1
AB213487.1
AB217917.1
AB217918.1
AB217919.1
AB217920.1
AB217921.1
AB220939.1
AB220941.1
AB220942.1
AB260028.1
AB260029.1
AB260030.1
AB260031.1
AB260032.1
AB260033.1
AB262396.1
AB262397.1
AB262398.1
AB262399.1
AB262400.1
AB262401.1
AB262402.1
AB262403.1
AB262404.1

AB262405.1
AB262406.1
AB262407.1
AB262408.1
AB262409.1
AB262410.1
AB262411.1
AB262412.1
AB262413.1
AB263912.1
AB263913.1
AB263914.1
AB263915.1
AB263916.1
AB263917.1
AB263918.1
AB263919.1
AB263920.1
AB263921.1
AB263922.1
AB263923.1
AB263924.1
AB263925.1
AB263926.1
AB263927.1
AB263928.1
AB263929.1
AB263930.1
AB263931.1
AB263932.1
AB263934.1
AB263935.1
AB263936.1
AB263938.1
AB269824.1
AB269825.1
AB269826.1
AB269827.1
AB269828.1
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AB269829.1
AB269830.1
AB269831.1
AB269832.1
AB269834.1
AB269836.1
AB269837.1
AB269838.1
AB269840.1
AB269841.1
AB269842.1
AB269843.1
AB269844.1
AB269845.1
AB269846.1
AB269847.1
AB269848.1
AB269849.1
AB269850.1
AB269851.1
AB269852.1
AB269853.1
AB269854.1
AB269855.1
AB269856.1
AB269857.1
AB269858.1
AB269859.1
AB269860.1
AB269861.1
AB269862.1
AB269863.1
AB269864.1
AB269865.1
AB269866.1
AB269867.1
AB269868.1
AB269869.1
AB298941.1

AB298942.1
AB298945.1
AB298946.1
AB298947.1
AB301086.1
AB301087.1
AB301089.1
AB301090.1
AB301091.1
AB301092.1
AB301093.1
AB301094.1
AB301095.1
AB301096.1
AB301097.1
AB301099.1
AB301100.1
AB301101.1
AB362351.1
AB362352.1
AB362353.1
AB362354.1
AB362355.1
AB362356.1
AB362357.1
AB362358.1
AB362359.1
AB362360.1
AB362361.1
AB362362.1
AB362363.1
AB362364.1
AB362365.1
AB362366.1
AB365130.1
AB365132.1
AB365133.1
AB365134.1
AB365136.1

AB365137.1
AB365138.1
AB365139.1
AB365140.1
AB365141.1
AB365142.1
AB365144.1
AB365145.1
AB365146.1
AB365148.1
AB365149.1
AB365150.1
AB365151.1
AB365153.1
AB365154.1
AB365156.1
AB365157.1
AB365158.1
AB365159.1
AB365160.1
AB365162.1
AB365164.1
AB365165.1
AB365166.1
AB365167.1
AB365168.1
AB365170.1
AB365173.1
AB365174.1
AB365175.1
AB365176.1
AB365178.1
AB369087.1
AB369088.1
AB369089.1
AB369090.1
AB369092.1
AB369093.1
AB369094.1

AB369095.1
AB369096.1
AB369097.1
AB369098.1
AB369099.1
AB369101.1
AB372036.1
AB372037.1
AB372038.1
AB453159.1
AB453160.1
AB453161.1
AB453162.1
AB453163.1
AB453164.1
AB453165.1
AB453166.1
AB464953.1
AB464954.1
AB464956.1
AB464957.1
AB464958.1
AB464960.1
AB464961.1
AB464962.1
AB485695.1
AB485696.1
AB485697.1
AB485698.1
AB485699.1
AB485700.1
AB485701.1
AB485703.1
AB485704.1
AB485707.1
AB485709.1
AB485710.1
AB485711.1
AB485712.1

AB588640.1
AB767294.1
AB767295.2
AB767297.1
AB767298.1
AB767299.2
AB873001.1
AB972940.1
AB972941.1
AB972942.1
AB972943.1
AB972944.1
AB972945.1
AB972946.1
AB972947.1
AF004349.1
AF004350.1
AF015526.1
AF015527.1
AF015528.1
AF015529.1
AF015530.1
AF015531.1
AF015532.1
AF015533.1
AF015534.1
AF015535.1
AF015536.1
AF015537.1
AF030085.1
AF038616.1
AF118150.1
AF155358.1
AF155359.1
AF156105.1
AF156107.1
AF156108.1
AF168994.2
AF180737.1
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AF241169.1
AF241170.1
AF281599.1
AF281600.1
AF281601.1
AF281602.1
AF281603.1
AF281604.1
AF281605.1
AF281606.1
AF281607.1
AF281608.1
AF281609.1
AF281610.1
AF281611.1
AF281612.1
AF281613.1
AF281614.1
AF281615.1
AF281616.1
AF281617.1
AF281618.1
AF281619.1
AF281620.1
AF281621.1
AF281622.1
AF281623.1
AF281624.1
AF281625.1
AF281626.1
AF295731.1
AF295732.1
AF295733.1
AF295734.1
AF295735.1
AF295736.1
AF295737.1
AF295738.1
AF295739.1

AF300945.1
AF300946.1
AF300947.1
AF300948.1
AF300950.1
AF300951.1
AF300952.1
AF300953.1
AF300954.1
AF300955.1
AF300956.1
AF300957.1
AF300958.1
AF300959.1
AF300960.1
AF300961.1
AF300962.1
AF300963.1
AF300964.1
AF300965.1
AF300966.1
AF300967.1
AF316139.1
AF316141.1
AF332562.1
AF332699.1
AF345344.1
AF345345.1
AF363831.1
AF363832.1
AF363833.1
AF363834.1
AF396422.1
AF396423.1
AF396424.1
AF396425.1
AF396426.1
AF396427.1
AF396428.1

AF396429.1
AF396430.1
AF396431.1
AF396432.1
AF396433.1
AF396434.1
AF396435.1
AF442959.1
AY120890.1
AY121907.1
AY121908.1
AY121909.1
AY121910.1
AY121911.1
AY121912.1
AY121913.1
AY121914.1
AY121915.1
AY140894.1
AY271816.1
AY271817.1
AY328376.1
AY342299.1
AY349147.1
AY356539.1
AY364314.1
AY366359.1
AY373463.1
AY376828.1
AY376829.1
AY376830.1
AY376831.1
AY378084.1
AY378085.1
AY378086.1
AY378087.1
AY382184.1
AY382185.1
AY382186.1

AY382187.1
AY382188.1
AY386373.1
AY386374.1
AY386375.1
AY386376.1
AY386377.1
AY386378.1
AY536239.1
AY536240.1
AY536241.1
AY536242.1
AY536243.1
AY538779.1
AY628224.1
AY628225.1
AY628226.1
AY628227.1
AY628228.1
AY628229.1
AY628230.1
AY628231.1
AY628232.1
AY628233.1
AY628234.1
AY628235.1
AY628236.1
AY628237.1
AY628238.1
AY672646.1
AM748741.2
BD102073.1
BK010702.1
D13942.1

DM151862.1
DM151872.1
DM151878.1
DM151881.1
DM151882.1

DM151883.1
DM151884.1
DM151885.1
DM151886.1
DM151887.1
DM151888.1
DM151889.1
DM151890.1
DM151891.1
DM151892.1
DM151893.1
DM151894.1
DQ192570.1
DQ192571.1
DQ218418.1
DQ305492.1
DQ435829.1
DQ660375.1
DQ875211.1
DQ875212.1
DQ989794.1
DQ989795.1
DQ989796.1
DQ989797.1
DQ989798.1
DQ989799.1
DQ989800.1
DQ989801.1
DQ989802.1
DQ989803.1
DQ989804.1
DQ989805.1
DQ989806.1
DQ989807.1
DQ989808.1
DQ989809.1
DQ989810.1
DQ989811.1
DQ989812.1
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DQ989813.1
EF127906.1
EF127907.1
EF127908.1
EF186666.1
EF376992.1
EF444549.1
EF444550.1
EF444551.1
EF444552.1
EF444553.1
EF444554.1
EF520287.1
EF520289.1
EF579658.1
EF579659.1
EF579660.1
EF579662.1
EF579663.1
EF579664.1
EF579665.1
EF579666.1
EF579803.1
EF579804.1
EU296475.1
EU358766.1
EU358767.1
EU358768.1
EU358769.1
EU375803.1
EU375804.1
EU711054.1
EU711055.1
EU711056.1
EU711057.1
EU711058.1
EU835194.1
FJ173815.1
FJ188392.1

FJ385773.1
FJ464337.1

FJ794068.1

FJ890981.1

FJ890982.1

FN356900.1
FN356901.1
FN812745.1
FR692334.1
FR692335.1
FR692336.1
FR720308.1
FR720309.1
FR720310.1
FR720311.1
FR720312.1
FR720313.1
FR720315.1
FR720317.1
FR720318.1
FR720320.1
FR720321.1
FR823284.2
GQ331138.1
GQ926975.1
GQ926976.1
GQ926977.1
GQ926978.1
GQ926979.1
GQ926980.1
GU296361.1
GU296362.1
GU296364.1
GU296365.1
GU296366.1
GU296367.1
GU296371.1
GU296372.1
GU296373.1

GU296375.1
GU296379.1
GU296380.1
GU296381.1
GU296382.1
GU296384.1
GU296385.1
GU296386.1
GU296387.1
GU296388.1
GU296391.1
GU296392.1
GU296393.1
GU296395.1
GU296396.1
GU296398.1
GU296399.1
GU296400.1
GU296402.1
GU296403.1
GU296404.1
GU296405.1
GU296406.1
GU345044.1
GU452537.1
GU989205.1
HG764413.1
HMO011538.1
HMO011539.1
HMO011540.1
HMO011541.1
HMO011542.1
HMO011543.1
HMO011544.1
HMO011546.1
HMO011548.1
HM011549.1
HMO011552.1
HMO011553.1

HMO011554.1
HM011555.1
HMO011556.1
HM011558.1
HM011559.1
HM011560.1
HMO011561.1
HM011562.1
HM011563.1
HM011564.1
HM011565.1
HM011566.1
HMO011567.1
HM011568.1
HM011569.1
HM355825.1
HQ218321.1
HQ385746.1
HQ385747.1
HQ385748.1
HQ385749.1
HQ385750.1
HQ385751.1
HQ385752.1
HQ681903.1
HQ681904.1
HQ681905.1
HQ696595.1
302288.1
302289.1
302400.1
JA822296.1
JA822377.1
JF304775.1
JF424834.1
JF424836.1
JF424838.1
JF424839.1
JF424843.1

JF424848.1
JF424849.1
JF424852.1
JF424853.1
JF424855.1
JF424861.1
JF424864.1
JF424865.1
JF424867.1
JF424869.1
JF424870.1
JF424874.1
JF424876.1
JF424879.1
JF424886.1
JF424894.1
JF424895.1
JF424902.1
JF424910.1
JF424911.1
JF424912.1
JF424914.1
JF424922.1
JF424942.1
JF424943.1
JF424950.1
JF424951.1
JF424954.1
JF424956.1
JF424961.1
JF424962.1
JF425488.1
JF425551.1
JF812999.1
JF813000.1
JF813001.1
JF813002.1
JF813003.1
JF894228.1
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IN192431.1
IN192432.1
IN192433.1
IN192434.1
IN192435.1
IN192437.1
IN192438.1
IN192439.1
IN192440.1
JN383838.1
IN383839.1
IN383840.1
IN383841.1
JQ178241.1
JQ237146.1
JQ412134.1
JQ479315.1
JQ479316.1
JQ479317.1
JQ479320.1
JQ713822.1
JQ723730.1
JQ823124.1
JQ898291.1
JQ898292.1
JQ958886.1
JQ958887.1
JQ958888.1
JQ958889.1
JQ958890.1
JQ958891.1
JQ958892.1
JQ958893.1
JX036360.1
JX045708.1
JX045709.1
JX159980.1
JX159981.1
JX159982.1

JX159983.1
JX159984.1
JX159985.1
JX159986.1
JX159987.1
JX159988.2
JX159989.1
JX259273.1
JX262162.1
JX273163.1
JX308829.1
JX416849.1
JX416850.1
JX416851.1
JX416852.1
JX416853.1
JX463183.1
JX463184.1
JX520657.1
JX520658.1
JX520659.1
JX520660.1
JX520661.1
JX520662.1
JX520664.1
K02562.2
K02737.1
KC202810.1
KC549586.1
KC549587.1
KC549588.1
KC549589.1
KC549590.1
KC549591.1
KC549592.1
KC549593.1
KC571691.1
KC571692.1
KC571693.1

KC571694.1
KC571696.1
KC571698.1
KC571699.1
KC571700.1
KC571701.1
KC571702.1
KC571703.1
KC571704.1
KC571705.1
KC594077.1
KC660158.2
KC690147.1
KC831440.1
KF055891.1
KF055892.1
KF055893.1
KF147833.1
KF266963.1
KF266964.1
KF266965.1
KF360862.1
KF444091.1
KF444092.1
KF444093.1
KF444094.1
KF444095.1
KF444097.1
KF444098.1
KF444099.1
KF444100.1
KF444101.1
KF525270.1
KF530304.1
KF651951.1
KF954417.1
KY114802.1
KY114803.1
KY132094.1

KY341899.1
KY404016.1
KY487998.1
KY549442.1
KY612371.1
KY986576.1
KY986577.1
KY986578.1
KY986579.1
KY986580.1
KY986581.1
KY986582.1
KY986583.1
KJ022619.1
KJ128379.1
KJ128380.1
KJ128381.1
KJ452212.1
KJ577598.1
KJ641705.1
KJ641707.1
KJ643309.1
KJ659286.1
KJ659287.1
KJ659288.1
KJ659289.1
KJ725028.1
KJ733012.1
KJ733013.1
KMO007161.1
KM085447.1
KM111535.1
KM225765.1
KM265136.1
KM282376.1
KM496323.1
KM496324.1
KM496325.1
KM496326.1

KM655817.1
KM655868.1
KM655869.1
KM893862.1
KP033140.2
KP071318.1
KP264963.1
KP412983.1
KP644238.1
KP644239.1
KP768176.1
KP890267.1
KP984526.1
KR065722.1
KR065723.1
KR065724.1
KR075944.1
KR075945.1
KR090570.1
KR090571.1
KR338953.1
KR612368.1
KR612369.1
KR612370.1
KR612371.1
KR612372.1
KR612373.1
KR612374.1
KT184855.1
KT184856.1
KT184857.1
KT184858.1
KT184859.1
KT184860.1
KT184861.1
KT184862.1
KT203762.1
KT203763.1
KT203764.1
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KT203765.1
KT203766.1
KT203767.1
KT203768.1
KT203769.1
KT302407.1
KT878838.1
KT884050.1
KT987216.1
KT987217.1
KU049032.1
KU170643.1
KU200259.1
KU221329.1
KUS533635.1
KUS596573.1
KU672381.1
KU746835.1
KU865500.1
KU879245.1
KX008968.1
KX034805.1
KX034806.1
KX034807.1
KX034809.1
KX034810.1
KX034811.1
KX034812.1
KX034813.1
KX034814.1
KX034815.1
KX034816.1
KX034817.1
KX034818.1
KX034820.1
KX034821.1
KX034822.1
KX034823.1
KX034824.1

KX034825.1
KX034826.1
KX034827.1
KX034828.1
KX034829.1
KX034830.1
KX034831.1
KX034832.1
KX034833.1
KX034834.1
KX034835.1
KX034836.1
KX034837.1
KX034838.1
KX034839.1
KX249741.1
KX379630.1
KX379631.1
KX434762.1
KX455485.1
KX455486.1
KX509984.1
KX533457.1
KX574453.1
KX643371.1
KX650181.1
KX650182.1
KX650184.1
KX650185.1
KX650186.1
KX650187.1
KX650188.1
KX650189.1
KX650190.1
KX650191.1
KX650192.1
KX650193.1
KX756154.1
KX771234.1

KX771235.1
KX781279.1
KX787894.1
KX808699.1
KX827417.1
LC029413.1
LC148292.1
LC148293.1
LC148294.1
LC148295.1
LC148296.1
LC148297.1
LC148298.1
LC148299.1
LC148300.1
LC148301.1
LC148302.1
LC164349.1
LC164350.1
LC164351.1
LC164352.1
LC164353.1
LC164354.1
LC185213.1
LC185214.1
LC185215.1
LC185216.1
LC185217.1
LC185218.1
LC269976.1
LC269977.1
LC269978.1
LC269979.1
LC269980.1
LC269981.1
LC309239.1
LC309240.1
LC422956.1
LC426669.1

LC426670.1
LC426671.1
LC426672.1
LC426673.1
LC426674.1
LC426675.1
LC426676.1
LC426677.1
LC426678.1
LC426680.1
LC426681.1
LC426682.1
LC426683.1
LC426684.1
LC426685.1
LC426686.1
LC426687.1
LC426688.1
LC426690.1
LC426691.1
LC426692.1
LC426694.1
LC426695.1
LC426696.1
LC426697.1
LC426698.1
LC426699.1
LC426700.1
LC426701.1
LC426702.1
LC426703.1
LC426704.1
LC426705.1
LC426706.1
LC426707.1
LC426708.1
LC426709.1
LC426710.1
LC480521.1

LN846618.1
LN846619.1
LR215986.1
LR215996.1
LR215997.1
LR215999.1
LR216001.1
LR216002.1
LR216003.1
LR216004.1
LR216005.1
LR216009.1
LR216070.1
LR216071.1
LR216072.1
LR216073.1
LR216074.1
LR216075.1
LR216076.1
LR216077.1
LR216078.1
LR216083.1
LR216084.1
LR216085.1
LR216086.1
LR216088.1
LR216089.1
LR216090.1
LR216092.1
LR216093.1
LR216094.1
LR216096.1
LR216101.1
LR216102.1
LR216103.1
LR216104.1
LR216105.1
LR216106.1
LR216108.1
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LR216109.1
LR216110.1
LR216111.1
LR216112.1
LR216113.1
LR216114.1
LR216115.1
LR216116.1
LR216117.1
LR216118.1
LR216119.1
LR216120.1
LR216121.1
LR216122.1
LR216124.1
LR216125.1
LR216126.1
LR216127.1
LR216128.1
LR216129.1
LR216130.1
LR216131.1
LR216133.1
LR216135.1
LR216136.1
LR216137.1
LR216138.1
LR216139.1
LR216141.1
LR216142.1
LR216148.1
LR216149.1
LR216150.1
LR216151.1
LR216152.1
LR216153.1
LR216154.1
LR216155.1
LR216156.1

LR216157.1
LR216158.1
LR216160.1
LR216161.1
LR216162.1
LR216163.1
LR216164.1
LR216165.1
LR216170.1
LR216171.1
LR216172.1
LR216173.1
LR216174.1
LR216175.1
LR216177.1
LR216178.1
LR216179.1
LR216182.1
LR216183.1
LR216185.1
LR216186.1
LR216187.1
LR216188.1
LR216190.1
LR216191.1
LR216193.1
LR216195.1
LR216196.1
LR216197.1
LR216198.1
LR216199.1
LR216200.1
LR216204.1
LR216205.1
LR216206.1
LR216207.1
LR216208.1
LR216211.1
LR216213.1

LR216214.1
LR216215.1
LR216217.1
LR216218.1
LR216219.1
LR216220.1
LR216221.1
LR216222.1
LR216223.1
LR216224.1
LR216225.1
LR216226.1
LR216227.1
LR216229.1
LR216230.1
LR216231.1
LR216234.1
LR216236.1
LR216237.1
LR216238.1
LR216239.1
LR216240.1
LR216241.1
LR216243.1
LR216244.1
LR216245.1
LR216246.1
LR216248.1
LR216249.1
LR216251.1
LR216252.1
LR216254.1
LR216255.1
LR216257.1
LR216258.1
LR216260.1
LR216261.1
LR216263.1
LR216264.1

LR216265.1
LR216266.1
LR216284.1
LR216285.1
LT605004.1
LT615219.1
LT615220.1
LT615221.1
LT615222.1
LT615223.1
LT960370.1
M20775.1

M23122.1

M26281.1

M30540.1

M55904.2

MF094821.1
MF094822.1
MF175082.1
MF358970.1
MF374995.1
MF374996.1
MF374997.1
MF374998.1
MF374999.1
MF375000.1
MF375001.1
MF401582.1
MF401583.1
MF624713.1
MF624714.1
MF627830.1
MF627831.1
MF662180.1
MF662182.1
MF662183.1
MF662184.1
MF662185.1
MF662186.1

MF662187.1
MF662188.1
MF662189.1
MF662190.1
MF662191.1
MF662192.1
MF662194.1
MF662195.1
MF662196.1
MF662197.1
MF662198.1
MF662199.1
MF662200.1
MF662201.1
MF662202.1
MF662203.1
MF662204.1
MF662205.1
MG190356.1
MG241567.1
MG241568.1
MG241569.1
MG241570.1
MG241579.1
MG241580.1
MG241581.1
MG241582.1
MG654476.1
MG654477.1
MG654478.1
MG654479.1
MG654480.1
MG654481.1
MG654482.1
MG674199.1
MG701350.1
MG701352.1
MG701353.1
MG701354.1
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MG701355.1
MG701356.1
MG721015.1
MG800627.1
MG976810.1
MHO084641.1
MHO084642.1
MHO084644.1
MHO084649.1

MHO084650.1
MH118578.1
MH118579.1
MH182627.1
MH351677.1
MH643735.1
MH824512.1
MH824513.1
MH824514.1

MH844627.1
MKO049348.1
MK049349.1
MK049350.1
MKO061528.1
MK372231.1
MK377486.1
MK443498.1
MK?513523.1

MK516256.1
MK561422.1
MK898813.1
MN135851.1
MN417229.1
NC_001538.1
NC_001699.1
NC_004764.2
NC_007611.1

U27812.1
U27813.1
u61771.1
U73500.1
U73501.1
U73502.1
V01109.1
X59849.1
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju vadovei dr. Almai Gedvilaitei uz jJdomia darbo temg, konsultacijas,
idéjas, motyvacijg ir visapusiska pagalba raSant darba.
Dékoju dr. Albertui Timinskui uz bioinformatikos konsultacijas.

Acit visam laboratorijos kolektyvui: Danguolei uz pagalbg, patarimus ir puikia
kompanijg, Andriui, Linai, Ratai, Dianai ir Sofjai uz diskusijas ir gerg nuotaika. Labai dékoju
Mildai uz darbo laboratorijoje pagrindy pamokas.

Taip pat esu dékinga visam EGIS kolektyvui uz malonig darbo aplinkg. Justui ir

Alionai taip pat dékoju uz EM nuotraukas.

117



	RANGE!B4
	RANGE!B4



