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SANTRUMPQOS
AA:BIS — akrilamidas: bisakrilamidas

APS — amonio persulfatas

bp — baziy pora

BSA — jaucio serumo albuminas (angl. bovine serume albumin)

dgRNR - dvigrandininé RNR

DTT — ditiotreitolis

EDTA - etilendiamino-tetraacetato rugstis

FBS — fetalinis verselio serumas (angl. fetal bovine serum)

FDA — maisto ir vaisty administracija (angl. food and drug administration)

Gag — Saccharomyces cerevisiae L-A viruso kapsidés baltymas

GMP — guanozin-5°-fosfatas

GRAS - visuotinai pripazintas saugiu (angl. generally recognized as safe)

YPD — turtinga mieliy auginimo terpé (angl. yeast extract peptone dextrose medium)
kb — kilobazé (1000 bp)

MAK - kileriniy geny palaikymo sistema (angl. for maintenance of killer)

PAG — poliakrilamido gelis

PMSF — proteaziy inhibitorius (angl. phenylmethanesulfonyl fluoride)

RPMI — eukariotiniy lasteliy kultivavimo terpé (angl. Roswell Park Memorial Institute)
SDS — natrio dodecilsulfatas

SKI — superkileriniy geny sistema (angl. super Killer)

TEMED - tetrametilendiaminas



Tris — 2-amino-2-propan-1,3-diolis
VgRNR - viengrandininé RNR
VLP — pseudoviriono dalelés (angl. virus-like particles)

WT — laukinis tipas (angl. wild type)



IVADAS

Saccharomyces cerevisiae — tai viena naudingiausiy mieliy rasiy, placiai
naudojamy jvairiems tikslams visu zmogaus civilizacijos laikotarpiu. S. cerevisiae jau
tukstan¢ius mety naudojamos kepimui, alaus ir vyno gamyboje (Landry et al., 2006). Tai —
vienas pirmyjy organizmy, kuris maisto ir vaisty administracijos FDA (angl. Food and
Drug Administration) buvo visuotinai pripazintas saugiu — GRAS (angl. generally
recognized as safe) organizmu (Tiirker, 2014). Atliekant zmogaus mikrobiomo tyrimus
nustatyta, kad sveiky Zzmoniy Zarnyne S. cerevisiae mielés yra natiralios mikrofloros dalis
(Nash et al., 2017). D¢l 8iy priezas¢iy S. cerevisiae taip pat naudojamos ir medicinos

pramonéje, kuriant jvairius preparatus (Tiirker, 2014).

Daugumoje mieliy kamieny yra randamas L-A virusas, priklausantis Totiviridae
Seimos virusams. Tai vieno segmento 4,6 kb dgRNR virusas, kuris pastoviai palaikomas
mielése ir nedaro neigiamos jtakos jy gyvybingumui. L-A virusai koduoja kapsidés
baltymag Gag ir sulietg baltyma Gag-Pol, kuris sintetinamas dél -1 ribosomos rémelio
poslinkio (Wickner, 2013). Irodyta, kad Gag bei Gag-Pol baltymai geba savarankiskai
susirinkti ir suformuoti apibréztos sferinés simetrijos struktiras — pseudoviriono daleles
VLP in vivo (Fujimura et al., 1992). L-A viruso VLP mieliy Igstelése gaminamos dideliais
Kiekiais, be to dél savo struktiiros ir molekulinés masés, VLP gali bati nesunkiai
iSgryninamos. Nustatyta, kad tokios VLP gerai toleruoja svetimy aminortigsciy jterpimg ir
tai nedaro jtakos savarankiSkam $iy daleliy susirinkimui in vivo. Todél mieliy totiviruso
L-A baltymai gali buti pritaikomi kaip potenciali platforma jvairiy vakciny bei nano-
nesikliy karimui (Powilleit, 2007).

Darbo tikslas:

Jvertinti L-A-1 viruso kapsidziy, i$skirty i§ Saccharomyces cerevisiae mieliy,

transfekcinj potenciala HCT116 lastelése.
Darbo uZdaviniai:
1) ISgryninti Saccharomyces cerevisiae L-A-1 viruso VLP.
2) Ivertinti L-A-1 viruso komponenty citotoksiskumg HCT116 lasteléms.

3) Ivertinti L-A-1 viruso VLP transfekcinj pajégumg HCT116 lgstelése.



1 LITERATUROS APZVALGA

1.1 Mielés Saccharomyces cerevisiae

Mielés yra vienalgstis eukariotinis organizmas, kurio dauguma fundamentaliy
lastelés funkcijy, tokiy kaip proliferacija, lastelés ciklo reguliacija, 1astelinis transportas ar
programuota ziitis yra konservatyvios ir labai panasios j aukstesniyjy eukarioty (Zhao,
2017). S. cerevisiae turi 16 chromosomy pory, o jy genomo dydis siekia apie 1,2 min. bp.
Jos turi apie 5700 baltymus koduojané¢iy geny, kuriy 4,4 % turi intronus (Kupfer et al.,
2004). Saccharomyces cerevisiae priklauso gryby karalystei, Ascomycota tipui — jos
gamina askoporas mejozés metu. Taip pat Saccharomyces cerevisiae vadinamos
pumpuruojanc¢iomis mielémis, kadangi nelytinio dauginimosi metu mazesné dukteriné
lastelé susiformuoja ir atsipumpuruoja nuo motininés lastelés (Zhao, 2017). Jei vyksta
Iytinis dauginimasis, vegetatyvinés lgstelés formuoja askoporas. Mejozés metu susidaro
keturios askosporos. Sios askosporos sudygsta, sudarydamos haploidinius kamienus.
Norint grjzti j diploiding biisena, tarp haploidiniy lasteliy turi jvykti poravimasis
(Herskowitz, 1988). Haploidinés ir diploidinés fazés yra morfologiskai panasios, ta¢iau
diploidinés lIgstelés yra didesnés. Saccharomyces cerevisiae Iastelés paprastai yra pailgos
sferoidinés formos su iskilia centrine vakuole ir mazu branduoliu. Mieliy sienel¢ sudaro
B1,3-ir B1,6-gliukanai, nedidelis kiekis chitino ir daug skirtingy baltymy (Orlean, 2012).
Mielés yra heterotrofai, pagrindinis jy energijos $altinis yra gliukozé. Kai aplinkoje yra
pakankamai gliukozés, mielés vykdo anaerobinj gliukozés skaidyma, vadinama

fermentacija (Kayikci ir Nielsen, 2015).

1.1.1 Praktiné mieliy Saccharomyces cerevisiae reik§mé

Mielés visame pasaulyje jau tikstancius mety naudojamos vyno, alaus ir duonos
gamyboje. Nustatyta, jog seniausias rastas vynas yra daugiau nei 7 000 mety senumo.
Azijoje, Europoje bei Artimuosiuose Rytuose mielés midaus gamyboje buvo pradétos
naudoti mazdaug 1 700 - 1 100 mety pr. Kr. Egipte, Babilone ir Romoje bei Kinijoje
mielés buvo naudojamos vyno gamybai i§ vynuogiy ir alaus gamybai i$ salykliniy mieziy.
Piety Amerikoje buvo gaminama Cica (isp. chicha) — brazilikas putojantis gérimas i3
kukuriizy, ryziy, manijoky ir palmiy vaisiy, 0 Siaurés Amerikoje buvo gaminamas
fermentuotas alkoholinis gérimas i$ rauginty agavos sul¢iy (isp. pulque, octil) (Alba-Lois
ir Segal-Kischeinevzky, 2010). Fermentacijos procesa pradéjo nagrinéti Louis Pasteur
(1822 - 1895 m.), kuris tyrinédamas vyno ir alaus fermentacijg 1876 metais savo darbuose

paskelbé, jog cukrus ver¢iamas etanoliu dél mikroorganizmy veiklos. Pasteur taip pat



pristaté aseptiniy sglygy ir gryny kulttiry koncepcija, kuri padéjo iSspresti ,,blogos*
fermentacijos problemg ir apibrézé skirtumus tarp alkoholinés fermentacijos ir acrobinio
mieliy augimo. S. cerevisiae kulttiros buvo iSgrynintos jau 1888 metais Emil Christian
Hansen i§ alaus daryklos ,,Carlsberg™ Kopenhagoje ir 1890 m. vokie¢io Miiller-Thurgau
Geisenheime. Emil Fischer ir Eduard Biichner su bendraminciais pradéjo gilintis j mieliy
lastelése vykstan¢ius metabolinius procesus, kas paskatino issamius mieliy biochemijos ir
metabolizmo tyrimus bei pagrindinius atradimus biochemijoje ir Igsteliy biologijoje

(Johnson ir Echavarri-erasun, 2011).

Siais laikais visame pasaulyje rasta ir identifikuota tiikstangiai Saccharomyces
cerevisiae kamieny. Siy tyrimy metu nustatyta, jog mielés pasizymi auksta genetine
jvairove, o kai kurie mieliy kamienai randami tik labai specifiniuose regionuose (Legras et
al., 2007). Tradiciskai fermentacijos procesuose naudojamos Saccharomyces cerevisiae
mielés, kuriy skirtingi kamienai naudojami maisto pramonéje papraséiausiai vadinami
kepimo, alaus ar vyno mielémis (Landry et al., 2006). S. cerevisiae FDA reglamentuose
nurodomos kaip GRAS (angl. generally recognized as safe) organizmas ir nurodoma, kad
jas galima naudoti kaip prieds, tiesiogiai dedamg j Zmonéms skirtg maista (Maheshwari,
Dubey ir Saravanamurthu, 2010).

2007 metais pradéto zmogaus mikrobiomo projekto metu buvo nustatyta, jog
mielés Saccharomyces cerevisiae yra dazniausiai Zmogaus zarnyne randamas grybas.
96,8 % sveiky zmoniy iSmaty méginiuose buvo rasta Saccharomyces genties mieliagrybiy.
Tai rodo, jog $ios mielés yra natiiralios Zmogaus mikrofloros dalis (Nash et al., 2017).
Taip pat nustatyta, jog Saccharomyces cerevisiae mielés yra naudingos Zzmogaus
sveikatai: S. cerevisiae, naudojamos maisto ir gérimy fermentacijos procesuose pasizymi
probiotinémis savybémis. Pavyzdziui, S. cerevisiae var. Boulardii geba prisijungti prie
enteropatogeny ir tokiu btidu slopina bakterijy adhezijg ir migracija zarnyno epiteliu, o iy
mieliy gaminama serino proteazé karpo Clostridium bakterijy toksinus A ir B.
S. cerevisiae pasizymi prieSuzdegiminiu efektyvumu: per peroksisomy proliferacijos
aktyvuojama receptoriy gama (PPAR-y) mielés geba sumazinti zmogaus zarnyno lasteliy
atsakg j uzdegiminius citokinus. Sgveikaudamos su Seimininko Igsteliy signaliniais keliais,

sumazina uzdegima bakteriniy infekcijy metu (Farid et al., 2019).

S. cerevisiae genomas buvo pirmasis nusekvenuotas eukariotinis genomas (Goffeau

et al., 1996) ir Siandien jis vis dar yra kruops¢iausiai apibiidinamas, o sukauptos zinios



placiai panaudojamos (Johnson ir Echavarri-erasun, 2011). S. cerevisiae yra vienas i$
modeliniy organizmy, Kuris suteiké daug ziniy apie eukariotinése lgstelése vykstan¢ius
procesus. Sios mielés naudojamos tiriant jvairius Zmogaus genus ir gilinant sistemy
biologijos Zinias (Landry et al., 2006). Mielés neturi toksiniy antriniy metabolity, todél
plac¢iai naudojamos heterologiniy fermenty ir kity baltymy gamyboje maisto bei medicinos
pramonéje. S. cerevisiae mielés naudingos kuriant jvairias vakcinas ar kitus medicininius
preparatus (Money, 2015). Insulinas, gautas is S. cerevisiae, pasizymi didesniu
farmakologiniu efektyvumu ir mazesniu Salutiniu poveikiu, nei kiauliy insulinas. Taip pat
Sios mielés naudojamos a-interferono, epidermio augimo faktoriaus, Zmogaus serumo
albumino, hepatito B pavirSiaus antigeno, f-endorfino, prochimozino ir epidermio augimo
faktoriaus gamyboje (Melmer, 2005). Mielés naudojamos ir kai kuriy cheminiy junginiy
sintezei, pavyzdziui, L-pieno ragsties, taip pat kai kuriy aminortig§¢iy produkcijoje,
pavyzdziui, lizino, metionino, fenilalanino ir prolino. S. cerevisiae naudojamos ir
glicerolio gamyboje fermentuojant etanolj osmosinio Soko salygomis, bei kai kuriy
vitaminy produkcijoje (Johnson ir Echavarri-erasun, 2011). Taip pat mielés pasizymi
jvairiy naudingy antriniy metabolity produkcija (metil-benzoatas, fenetilo alkoholis —
naudojami maisto ir parfumerijo pramongje). Sias mieles bandoma pritaikyti

bioremediacijos procesuose ir biodegaly gamyboje (Money, 2015).

1.2 Saccharomyces cerevisiae virusai

Mieliy virusai — tai (+) dvigrandininés RNR (dgRNR) ir (+) viengrandininés RNR
(vgRNR) bei DNR virusai. Pumpuruojanc¢ioms mieléms priklauso trys dgRNR virusy
Seimos — tai L-A su L-BC ir M bei dvi vgRNR virusy Seimos — tai T ir W (Zhao, 2017).
Gerai zinomi du Saccharomyces cerevisiae dgRNR L-A ir L-BC virusai, kurie skiriasi
savo struktiira bei funkcionalumu. Dauguma mieliy kamieny turi vieng ar abu §iuos
virusus, kurie stabiliai replikuojasi mieliy Igstelése. Nustatyta, kad virusy replikacija
mielése nedaro jokios neigiamos jtakos mieliy augimui ir gyvybingumui. Tai rodo viruso
ir jo Seimininko pusiausvyra (Wickner, 1996). L-BC, kaip ir L-A, yra 4,6 kb dg RNR
virusai, kuriems priklauso L-B ir L-C virusai. Nors L-BC ir L-A virusai yra artimai susije,
L-BC virusy skai¢ius mieliy lastelése yra maZesnis (Ribas ir Wickner, 1996). Siy mieliy
dgRNR virusai panasis j zinduoliy dgRNR virusus, o vgRNR virusy sekos labai panasios j
kai kurias RNR bakteriofagy sekas (Wickner, 2013). Saccharomyces cerevisiae M virusai
yra defektyvis ir randami lastelése tik kartu su L-A virusais. M virusai mieléms suteikia

biocidinj fenotipg ir tokios mielés vadinamos kilerinémis mielémis (El-sherbeini ir
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Bostian, 1987). Mielés turi retrotranspozony elementy, randamy ir kituose grybuose.
ISskiriamos penkios mieliy retrotranspozony seimos: Tyl, Ty2, Ty3, Ty4, Tys.
Saccharomyces cerevisiae yra dazniausiai naudojamas organizmas tiriant mieliy virusus

(Zhao, 2017).

1.2.1 Virusy reikSmé Kilerinése mielése

Mieliy dgRNR ir vgRNR virusai gali infekuoti kitas mieliy lasteles ir taip plisti i$
lastelés j 1gstele. Infekcijos atveju mielés, turincios $iuos virusus, nuzudo infekuojamas
mieles ir yra vadinamos kilerinémis mielémis. Kilerinés mielés sekretuoja baltyminius
toksinus (K1, K2, K28 ir Klus), vadinamus zimocinais, letalius nekileriniy mieliy
kamienams (Zhao, 2017). Toksinai mieliy lastelése sintetinami kaip vienas polipeptidinis
preprotoksinas, susidedantis i$ hidrofobiniy aminortigséiy. Skirtingy toksiny preprotoksiny
struktiira yra panasi. Susintetintas preprotoksinas pereina potransliacines modifikacijas
endoplazminiame tinkle ir Goldzio aparate ir sekretuojamas j aplinka vezikuliy pagalba. |
aplinka sekretuojamas subrendgs ir aktyvus toksinas (EL-Banna, El-sahn ir Shehata, 2011).
Sie toksinai sukelia jautriy (nekileriniy) mieliy nekroze ar apoptoze (Zhao, 2017).
Geriausiai iSnagrinéti yra K1, K2 ir K28 toksinai. Toksinas K1 (19 kDa) sutrikdo
plazminés membranos funkcijas, formuodamas katijonams selektyvius jony kanalus. K2
toksinas veikia panasiai: sutrikdoma jautriy mieliy plazminés membranos struktiira ir
sukeliama lgstelés zitis (Orentaite et al., 2016). K28 toksinas patenka j mieliy lasteles
receptorinés endocitozés buidu ir veikia blokuodamas DNR sinteze ir mieliy
pumpuravimosi ciklg (EL-Banna, El-sahn ir Shehata, 2011). Klus toksino veikimo
mechanizmas kol kas dar néra isaiskintas (Vepstaité-Monstavicé et al., 2018). Taciau Sie

toksinai neveikia bakterijy ar kity organizmy.

Kileriniy mieliy kamienuose randami du dgRNR virusai — Saccharomyces
cerevisiae L-A virusas (ScV-LA) ir M virusas (ScV-M). Zinoma, kad zudymo efektas
pasiekiamas tik kamiene kartu esant ScV-LA ir ScV-M virusams. ScV-LA yra pagalbinis
virusas, kuris koduoja kapsidés baltymus, naudojamus abiejy virusy, o toksinai yra
koduojami skirtingo palydovinio ScV-M viruso. Tai reiskia, kad esant ScV-M virusui

bitinas ScV-LA virusas norint, kad mielé iSgyventy (Zhao, 2017).

1.2.2 Virusy palaikymas mieliy lastelése
Norint iSlaikyti stabily kilerinj fenotipa, didziausig vaidmen; atlieka mieliy lastelés

chromosomos genai. Be chromosominiy SEC geny, reikalingy ekstralasteliniy baltymy bei
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glikoproteiny sekrecijai, taip pat jtakos turi KEX koduojama proteazé Kex2p ir Kex1p.
Sios proteazés atsakingos uZ preprotoksino apdorojima ir jo pirmtako brendima. Yra ir
daugiau mieliy chromosomos geny, kurie tiesiogiai ar netiesiogiai salygoja virusy kiekj
lasteléje. Sie genai gali biti suskirstomi j dvi pagrindines grupes: 1) kileriniy geny
palaikymo sistema MAK (angl. for maintenance of Killer); 2) superkileriniai genai, SKI
sistema (Schmitt ir Frank, 2002). Mak mutantai nepalaiko M1 (ar M2), todél mieliy
kamienai yra nekileriniai. Tik trys mak mutantai taip pat praranda L-A virusg: mak3,
mak10 ir mak31(Rodriguez-Cousino, Gomez ir Esteban, 2013). MAK3 genas koduoja N-
acetiltransferaze, kuri atsakinga uz struktarinio virusy baltymo Gag N-galo acetilinima. Be
Sios acetilinimo reakcijos, Gag baltymai negali savarankiskai susirinkti ir tai lemia dgRNR
virusy kiekio sumazéjima mieliy lastelése. Mak10p genas reikalingas Igsteliy augimui ant
nefermentuojamy anglies Saltiniy bei stabilizuoja virusines daleles, ypa¢ turin¢ias dgRNR.
PET18 geno produktai lemia bendrg viriono stabiluma, spéjama, kad tai vyksta per Pet18p
ir virusiniy daleliy sgveika. Tuo tarpu mutacijos bent viename i§ chromosomos SKI geny
fenotipiskai slopina mak mutacijas dgRNR virusus turin¢iuose mieliy kamienuose. Taip
vadinamieji superkileriniai genai SKI pirmiausia buvo identifikuoti tiriant mutacijas,
kurios 1émé padidintg kileriniy toksiny raiSkg mielése. SKI genai mieliy 1astelése atlieka
antivirusing funkcija sumazindami viruso skai¢iy Igsteléje ir slopindami polyA neturin¢ios
1RNR raiska, taip pat slopindami L-A ir M virusy replikacija, kadangi Sie virusai neturi 3¢
polyA ir 5° kepurés strukttiry. Yra nustatyta, jog norint slopinti poly-A uodegos transliacija
RNR grandinése, reikalingi penki i$ SeSiy mieliy SKI sistemos genai: SKI2, SKI3, SKI6,
SKI7 ir SKI8, kur SKI1 koduoja 5P-egzoribonukleaze, kuri reikalinga bendrai RNR
degradacijai. SKI2 koduoja RNR helikaziy §eimos baltymus, Ski3p yra nukleoproteinai ir
kartu su Ski8p Sie baltymai formuoja kompleksa, kuris veikia kaip RNR helikazé ir kaip
kofaktorius kai kuriy egzosomy kompleksams sgveikoje su Ski7p. SKi6p jeina j egzosomos
komplekso sudétj ir veikia degraduojant iRNR. Nustatyta, kad ski2, ski3 ir/arba ski8 geny
mutacijos neslopina polyA uodegos neturin¢iy iIRNR grandiniy transliacijos. Taip pat Ski
baltymai atlieka ir kitas bendresnes lastelés funkcijas, tokias kaip iRNR stabilumo
palaikymas ir degradacija (Schmitt ir Frank, 2002).

Nustatyta, jog mitochondrijy genai, tokie kaip NUC1, kuris koduoja mitochondrijy
nukleaze, bei POR1, kuris koduoja mitochondrijy porina, taip pat dalyvauja L-A viruso
kiekio reguliacijoje mieliy lastelése. POR1 — nuo kriivio priklausomas iSorinés

mitochondrijy membranos jony kanalo baltymas. Jo delecija lemia padidéjusiag Gag
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baltymo produkcijg mieliy lIgstelése. Mechanizmas, kuriuo NUC1 ir POR1 mutantuose
gaunamas padidintas kiekis L-A virusy, néra iki galo aiskus. Manoma, jog mitochondrijy

funkcijos daro jtaka virusiniy daleliy gamybai mieliy lgstelése (Torres, 2019).

1.3 Saccharomyces cerevisiae L-A virusas

L-A virusas priklauso Totiviridae virusams. Tai 4,6 kb vieno segmento dgRNR
virusas. Manoma, kad $is virusas yra stabiliai palaikomas lgsteléje ir nedaro neigiamos
jtakos jy augimui (Wickner, Fujimura ir Esteban, 2013). Krioelektroninés mikroskopijos
metodu i$siaiskinta, kad L-A virusas yra ikosaedrinis ir pasizymi T = 1 simetrija (Wickner,
1996).

Yra rasta keletas jvairiy L-A virusy, pavyzdziui, SCV-LA-1, ScV-LA-2, ScV-LA-
28 ir ScV-LA-lus, kuriy nukleotidy seky panasumas yra 74 %. Atlikus tyrimg, kurio metu
buvo lyginami skirtingi S. cerevisiae ir Saccharomyces paradoxus mieliy L-A virusy
variantai nustatyta, kad $iy virusy panasumas aminortigs¢iy lygmenyje yra didesnis.
Kapsidés baltymy Gag panaSumas siekia 88 — 99 %, o sulietinio baltymo Gag-Pol
panaSumas yra 87 — 98 %. (1 pav.) (Vepstaité-Monstavicé et al., 2018). L-A-2 ir L-A-lus
virusai pasizymi didziausiu dgRNR panaSumu, kuris siekia 78%. L-A virusas S. cerevisiae
Klus mieliy kamiene skiriasi nuo K1 kamieno viruso ar daugumos kity, nekileriniy
laboratoriniy mieliy kamieny virusy. Taip pat ir K2 virusas vyno mieliy kamiene:
remiantis ,,fingerprinting* analize ir dalinio sekvenavimo metodu, rastas L-A viruso
variantas L-A-2, kurio pagalbinis virusas taip pat skiriasi nuo L-A-1 viruso. Dar vienas
variantas yra L-A-lus virusas, kuris stabiliai palaikomas vyno mieliy kamienuose. Siuo
metu yra pilnai nusekvenuotas ir kito varianto — L-A-28 viruso genomas, kuris skiriasi
24 % nuo L-A, L-A-lus ar L-A-2 virusy genomy. Skirtingi L-A virusy variantai pasizymi
ir skirtingomis fenotipinémis savybémis. L-A virusai labiau jautras aukstesnéms
temperatiiroms (37 - 39°C) nei L-A-lus ar L-A-2 virusai bei gali biiti lengvai pasalinamas
i§ 1astelés Seimininkés. Padidinta SKI1 geno koduojamos egzonukleazés raiska lengvai
pasalina L-A virusg i$ mieliy lgsteliy, ta¢iau L-A-lus ir L-A-2 virusams tokios jtakos
neturi. Taip pat tyrimais parodyta, kad pats L-A virusas yra gana heterogeniskas, jis turi
kelis funkciskai skirtingus variantus, kurie pasizymi nevienodu gebéjimu palaikyti K1 ir

K2 fenotipg (Rodriguez-Cousino ir Esteban, 2017).
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1 pav. S. cerevisiae ir S. paradoxus mieliy dgRNR L-A virusy koduojamo Gag-Pol
baltymo panasumai aminortgsciy ir nukleotidy seky lygmenyse (pagal Vepstaité-
Monstavi¢eé et al., 2018).

1.3.1 L-A replikacijos ciklas

L-A viruso viriono viduje, skirtingu viruso replikacijos ciklo metu susintetinamos
abi — koduojanti ir nekoduojanti RNR grandinés. Subrendusiose virusinése dalelése,
turin¢iose transkriptazés aktyvumu pasizyminciy fermenty, vyksta genomo transkripcija.
Susintetinta nauja koduojanti (+) RNR grandiné perneSama i§ virusinés dalelés j
Seimininko lastelés citoplazma, kur véliau yra transliuojama arba apgaubiama kapsule
(Wickner, 1996). Susipakuojant kapsidei, vienas ar du Gag baltymai pakei¢iami Gag-Pol
sulietiniu baltymu, kuris reikalingas RNR grandinés pakavimui j kapsidg ir replikacijai
(Fujimura ir Esteban, 2010). Gag-Pol sgveika su (+) vgRNR skatina L-A kapsidés
susirinkimg (Rodriguez-Cousino, et al., 2013). Susirinkusioje kapsidéje vyksta (-) RNR
grandinés sintezé (replikacija), norint suformuoti genomine dgRNR. Vienoje virusinéje
daleléje telpa tik viena genominés dgRNR kopija (Wickner, et al., 2013) (2 pav.). Kaip
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budinga ir Kitiems mieliagrybiy ir gryby virusams, L-A virusas neturi uzlgstelinés formos,
ir dukterinéms Igsteléms yra perduodamas vertikalios pernasos metu vykstant mitozei ar
mejozei arba horizontalios pernasos budu vykstant lytiniam mieliy dauginimuisi

(Rodriguez-Cousino, et al., 2013).

L-A replikacijos ciklas

Replikacija (+)
- g

®e
—_— .
[+) RNR og®
) ! S
® Gag
@8 Gag-Fol

Kapsides susirinkimas

2 pav. L-A viruso replikacijos schema. Virusinéje daleléje susintetinama (+) vgRNR, kuri
pernesama j lastelés citoplazma ir supakuojama j naujai susintetintg tuséig virusing dalele.
Dalelés viduje vyksta (+) VgRNR replikacija, susintetinama (-) RNR grandiné ir gaunama
genominé dgRNR (pagal Rodriguez-Cousino, et al., 2013).

1.3.2 L-A virusy genomas

L-A viruso genomg sudaro du atviri skaitymo rémeliai ORF1 ir ORF2, kurie
persidengia per 130 nukleotidy. 5° ORF koduoja kapsidés baltymg Gag, o 3° ORF randama
aminortagsciy seka, budinga (+) VgRNR ir dgRNR virusy nuo RNR priklausomoms RNR
polimerazéms (RDRP — angl. RNA-dependent RNA polymerase) (3 pav.). Polimerazé Pol
ekspresuojama tik kaip 170-kDa Gag-Pol sulietinis baltymas, sintetinamas vykstant -1
ribosomos rémelio poslinkiui. Sis poslinkis jvyksta mazdaug 2% ribosomy, transliuojanéiy
gag ir pol persidengimo regiong (Wickner, 1996). Du viruso genomo regionai pasizymi
100% seky panasumu tarp skirtingy L-A virusy varianty. Vienas tokiy regiony — rémelio
poslinkio regionas (1958 — 2004 nt.) bei pakavimo j kapsides signalas (4169 — 4203 nt.).
Toks seky konservatyvumas rodo $iy seky svarbg L-A virusuose. (+) VgRNR grandinés 3°
gale randamas cis replikacijos signalas, kurio 11 nukleotidy seka yra identiska L-A
virusuose, i§skyrus L-A-28, kur $i seka skiriasi dviem nukleotidais. Gag ir Pol koduojanciy
OREF konservatyvumas tarp skirtingy L-A virusy siekia 87 — 92%, o RDRP aminoragsciy
konservatyvumas siekia 95% (Rodriguez-Cousino ir Esteban, 2017).
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3 pav. L-A viruso genomo organizacijos schema. Schemoje pavaizduota L-A viruso (+)
VORNR grandiné ir du persidengiantys ORF (ORF1 ir ORF2). Grandinéje nurodytos
antrinés strukttros: rémelio poslinkio signalas bei 3¢ cis signalai, reikalingi replikacijai ir
pakavimui j kapsides (Rodriguez-Cousino ir Esteban, 2017).

Centrinis VQRNR surisantis domenas (Pol 374 — 432 a.) buvo aptiktas pasalinus
dalj Pol C-galo sekos (506 — 546 a.). Viruso dauginimo proceso metu polimerazé turi
prisijungti ir tada atpalaiduojama nuo virusinés RNR. Sis salyginis prisijungimas siejamas
su Pol C-galo aminortigsciy seka, kuri taip pat siejama su polimeraziniu jos aktyvumu. N-
terminalinio galo prisijungimo domenas (Pol 172 — 190 a.) yra regione, kuris svarbus
virusinés RNR pakavime (Pol 67 — 213 a.), todél manoma, kad §is domenas jungiasi prie
pakavimo signalo RNR grandinéje (Wickner, 1996).

Gag baltymas atlieka ne tik strukttiring funkcija, bet funkcionuoja ir kaip
fermentas, kuris dalyvauja L-A saveikoje su Seimininko Igstele. Gag baltymas pasizymi
katalitiniu aktyvumu. Baltymo GIn139-Ser182 segmentas turi aktyvyjj centrg, kuriame yra
His154 (4 pav.). Katalitinés reakcijos metu baltymas gali pasalinti 5¢ 7-metil-GMP kepure
nuo iRNR ir perkelti $ig struktiirg ant savo His-154 molekulés. Sis aktyvumas svarbus
virusinés IRNR raiskoje ir lemia virusinés RNR transliacijg Seimininko Igsteléje. Baltymo
GIn139-Ser182 segmentas taip pat sudaro Siurkstyjj iSorinj kapsidés pavirsiy (Luque et al.,
2018).
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4 pav. Gag baltymo monomeras. Paveiksle nurodyta kuria kryptimi jis iSdéstytas L-A
viruso kapsidéje, taip pat nurodytas C-galas, prie kurio prisijungia viruso polimerazg, ir
His154.

1.3.3 L-A viruso kapsidé

L-A viruso dgRNR koduojamas kapsidés baltymas Gag sudarytas i§ 680
aminortgsciy ir yra 76 kDa dydzio, o sulietinio Gag-Pol baltymo dydis siekia 170 kDa.
Gal baltymai susijungia kovalentikai ir apgaubia virusine dalele, kurios diametras apie 40
nm, o kapsidés baltymy sluoksnio storis yra apie 56 A. L-A viruso kapsidé sudaryta i§ 120
Gag baltymo kopijy, kai vienas ar du Gag baltymai yra pakeisti Gag-Pol baltymu.
Kapsidés struktiirinj vienetg sudaro asimetriskas Gag dimeras. Kiekvienas Gag baltymo
monomeras gali biiti dviejy konformacijy, vadinamy subvienetais A ir B, kurios skiriasi
strukttiriS$kai ir pasizymi skirtingomis savybémis. A ir B subvienetai kapsidéje yra iSsidéste
dviem rinkiniais po penkis. Penki A subvienetai yra issidést¢ aplink penkiabriaunj
ikosaedro aSies centrg ir sudaro 18 A diametro pora. Penki B subvienetai interkaliuoti j A

subvienety struktiirg (Luque et al., 2018) (5 pav.).

Viruso dgRNR supakuota sluoksniais viriono viduje. Infekcijos metu naujos
virusinés (+) RNR grandinés patenka i Seimininko 1gstelés citoplazma per kapsidéje

esancias poras (Wickner, 2013).
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5 pav. L-A viriono struktiira. Nurodyti A ir B subvienetai ir jy i$sidéstymas L-A viruso
kapsidéje (pagal Wickner, 2013).

1.3.4 L-A viruso baltymy formuojamos VLP

L-A viruso struktiiriniai Gag ir Gag-Pol baltymai formuoja pseudoviriono daleles
VLP (angl. virus-like particles). Parodyta, kad L-A viruso kapsidés baltymo Gag pakanka
VLP formavimui in vivo. Tuo tarpu VLP susiformavimui Pol nereikalinga. Todél pasalinus
cis pakavimo signala - 24 nukleotidy seka, esancig 3° genomo dalyje, nukleortigstis j

daleles néra pakuojama (Fujimura et al., 1992) (6 pav.).

A gag B gag + pol

6 pav. Elektrony mikroskopijos metodu gautos nuotraukos, kuriose matosi mieliy lastelése
suformuotos VLP. A paveiksle VLP sudaro Gag baltymai, B paveiksle VLP sudaro Gag-
Pol baltymai (pagal Fujimura et al., 1992).

1.4 Pseudoviriono dalelés
Dauguma VLP sudarytos i$ viruso nukleokapsidés baltymy, sudaryty is keliy
monomery kopijy, turin¢iy kvazi ekvivalentines konformacijas ir sudaranc¢iy ikosaedrinés

arba spiralinés formos konstrukcijas. Galutiné VLP struktiira priklauso nuo tam tikro
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viruso, bet gali kisti priklausomai nuo nukleortigs¢iy buvimo ir biofizikiniy saglygy dalelés

susikonstravimo metu (Mohsen et al., 2018). Visos VLP pasizymi tam tikromis

savybémis:

VLP sudarytos i$ virusy strukttiriniy baltymy, kurie geba susirinkti savaime j tam

virusui biidingg erdving struktiirg esant tam tikromis sglygomis.

VLP yra ne infekcinés dalelés, kadangi neturi viruso genominés medziagos ir

negali replikuotis.
Daleliy dydis siekia 20 — 200 nm.

VLP pasizymi aukstu stabilumu, yra homogeniskos ir aiskiai apibréztos fizikinés

strukturos.

VLP lengvai pagaminamos ir gryninamos, naudojant jvairias raiS§kos sistemas

1Sgaunami dideli jy kiekiai.

Galimos jvairios VLP modifikacijos, kurios nedaro jtakos daleliy susirinkimui ir

stabilumui (Sereflioglu et al., 2017).

VLP daleliy baltymai gali buti i$sidéste vienu, dviem ar trimis sluoksniais.

Zmogaus papilomos viruso HPV (angl. human papillomavirus) atveju, VLP formuojamos

i§ vienu sluoksniu i$sidésc¢iusiy struktiiriniy viruso baltymy. Kitos, labiau kompleksiskos

VLP bitina sudarytos is keliy struktiiriniy baltymy, pavyzdZziui, Reoviridae seimos virusy

formuojamos VLP sudarytos i$ 2 - 4 skirtingy baltymy, i$sidésc¢iusiy keliais sluoksniais.

viruso infekcijos metu viriono dalelés iSeina i$ Igstelés pumpuravimo (angl. budding)

proceso metu. Tada viriono dalelé apgaubiama lastelés plazminés membranos dalimi.

Tokiu pat mechanizmu susidaro ir HIV-1 VLP, kurias sudaro Gag baltymas ir dalis 1astelés

seimininkés plazminés membranos lipidy (Fuenmayor, et al., 2017). Kuriant chimerines

VLP, j apvalkalg turin¢iy daleliy lipidinj sluoksnj galima inkorporuoti pilno ilgio

monomerinius ar multimerinius baltymus. Tuo tarpu, apvalkalo neturin¢iy VLP baltymai

gali bati modifikuojami pridedant trumpus peptidus (Ungaro et al., 2013). Apvalkalo

neturin¢ias VLP lengviau gaminti ir gryninti, taciau apvalkalg turin¢iy VLP panaudojimas

yra platesnis (Naskalska ir Pyrc, 2019). VLP apvalkalo baltymai taip pat gali veikti kaip

specifiniy audiniy receptoriy signalai. Tai leidzia nukreipti daleles j specifinj audinj.
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1.4.1 VLP raiskos sistemos

Norint pasigaminti VLP ir pasiekti tinkamg VLP struktiiriniy baltymy

susilankstyma bei tinkamas potransliacines modifikacijas, pirmiausia reikia atsizvelgti

raiskos sistema. Siuo metu yra galimos kelios raiSkos sistemos, kurios turi savo privalumy

bei traikumy (1 lentelé).

1 lentelé. VLP raiskos sistemos platformos, jy privalumai ir trikumai (Fuenmayor, Godia

ir Cervera, 2017).

Raiskos sistema

Privalumai

Trukumai

E. coli

Mielés

Vabzdziy
lasteles

Zinduoliy
lasteles

Augalai

Paprasta raiSkos sistema

Galima iSgauti didelius
kiekius

Pigi sistema
Paprasta raiskos sistema

Galima iSgauti didelius
kiekius

Pigi sistema

Galima gauti daug
teisingai susidariusiy VLP
didelio tankio lgsteliy
kultiirose

Rizika kartu kultivuoti
oportunistinius patogenus
mazesne, nei naudojant
zinduoliy lasteles

Lasteliy gaminami
komponentai gali bati
pritaikomi kaip adjuvantai
kuriant vakcinas

Lastelés labiausiai atitinka
nattraly Seimininkg

Tinkamos potransliacinés
modifikacijos ir VLP
susidarymas

Paprasta raiSkos sistema

Galima iSgauti didelius

Negalimas baltymy
glikozilinimas

Endotoksinai

Netinkamas baltymy
glikozilinimas

Galimas neteisingas
baltymy susilankstymas

Limituota kai kuriy
glikoproteiny modifikacija

Sunku atsikratyti virusy
(Baculovirus) komponenty

Vabzdziy lasteliy ar viruso
komponentai gali
uzmaskuoti imuninj atsakg
prie§ norimg epitopa

Didesnés gamybos VLP
iSlaidos

Mazesnés VLP iSeigos,
ilgesnis gamybos
laikotarpis

Netinkamos potransliacinés
modifikacijos ir VLP
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Gyviiny lastelés yra tinkamiausia VLP raiskos sistema, kadangi vykdomos visos
kompleksiSkos potransliacinés baltymy modifikacijos, reikalingos tinkamam baltymy
susilankstymui. Nors Zinduoliy lgstelése suformuojamos ir apvalkalg turincios, ir apvalkalo
neturincios bei chimerinés VLP, taciau $i raiskos sistema yra brangi, potencialiai nesaugi,
0 VLP daleliy iSeiga yra maza (Naskalska ir Pyrc, 2019). Bakterijy ir mieliy raiskos
sistemos yra lengvai pritaikomos ir ekonomiskos. Pagrindinis Siy raiskos sistemy
privalumas — auksta VLP iSeiga, ta¢iau bakterijose nevyksta potransliacinés baltymy
modifikacijos, kurios gali biiti labai svarbios VLP susikonstravimui. Kita vertus, mielés
yra eukariotiniy Igsteliy raiskos sistema, kurioje vyksta potransliacinés baltymy
modifikacijos (Fuenmayor, Godia ir Cervera, 2017). Kadangi mieliy potransliacinés
modifikacijos nesutampa su zinduoliy baltymy modifikacijomis, mieliy raiskos sistema
daugiausiai naudojama apvalkalo neturin¢iy VLP gamybai (Naskalska ir Pyrc, 2019). VLP
gamyba naudojant augaly raiskos sistema turi dvi fazes: infekcijos ir produkcijos. Si
sistema, panaudojant bakulovirusus, yra greita ir paprasta bei leidzia kurti vakcinas pries$
greitai mutuojancius virusus, kuriy pavirSiaus baltymy strukttira kinta tarp kiekvieno
virusy protriikio. Pagrindinis $ios sistemos trikumas — tai, kad bakulovirusy apvalkalo
baltymai gaminami tuo pat metu kaip VLP, kas apsunkina jy gryninimg. Transgeniniai
augalai taip pat naudojami VLP gamybai. Siy lasteliy infekcijai ir transformacijai
dazniausiai naudojamos Agrobacterium tumefaciens bakterijos, kurios infekuoja augalo
lasteles ir jterpia specifinj geng j jy genoma. Dazniausiai naudojamos Nicotiana tabacum ir

Arabidopsis thaliana augaly raiskos sistemos (Fuenmayor, et al., 2017).

1.5 VLP panaudojimas

VLP dalelés gali buiti pritaikomos vaisty pristatymui, geny terapijoje ir vézio
gydyme (Fuenmayor, et al., 2017). VLP yra laikomos saugiomis, kuriant profilaktines ir
terapines vakcinas. Dalelés, kuriy diametras siekia 20 - 150 nm, pasizymi
nanomedziagoms buidingomis savybémis, tokiomis kaip didelis pavir§iaus plotas, lengvai

prieinamomis pavir§iaus aminortigstimis, taisSyklinga erdvine struktiira ir biologiniu
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suderinamumu, todél gali biiti pritaikomos nanomedziagy ir pernasos sistemy karime (Yan
etal., 2015).

1.5.1 VLP pagrindu sukurtos vakcinos

Isaktyvuoty ir susilpninty vakciny atveju yra tikimybé, jog virusas jgaus
patogeniska pavidalg vakcinuotuose individuose. Naudojant tokias vakcinas, po vienos
vakcinacijos sunku pasiekti norimg imunizacijos lygj. Todél siekiama rasti kitokiy vakciny
karimo metody, kurie buty efektyvesni, ekonomiskesni ir kuriais pagamintos vakcinos
buity saugesnés. VLP jau bandoma pritaikyti kaip imunogeniskas molekules
rekombinantiniy vakciny gamyboje, taip pat dalelés jau yra naudojamos kaip terapinés
vakcinos, skirtos paskatinti specifiniy antikiiny prie$ endogenines molekules gamyba (Yan
et al., 2015). Kelios VLP vakcinos jau yra licencijuotos ir komerciskai prieinamos bei
daug VLP pagrindu gaminamy vakciny yra klinikiniy bandymy stadijoje (Kushnir,
Streatfield ir Yusibov, 2012).

VLP tinka vakciny gamybai, nes neturi virusO genetinés medziagos ir yra saugios.
Strukttiriniy baltymy i$sidéstymas VLP yra identiskas natyviam virusui, todél norimas
imuninis atsakas gali baiti sukeliamas papildomai nenaudojant jokiy adjuvanty. Taip pat
VLP vakcinos gali biiti naudojamos kovojant prie§ greitai kintancius virusus, kadangi jy
gamybos procesas néra sudétingas ir trunka salyginai neilgai. VLP gali biiti atpazjstamos
PRR receptoriy (angl. pattern recognition receptor), esanciy ant antigeng pateikianciy

lasteliy, ir sukelti jgyta lastelinj ir humoralinj imuninj atsaka.

Terapinés VLP pagrindu sukurtos vakcinos veikia kaip tam tikry epitopy
vektorius. Pateikiami ne tik svetimi, bet ir savi viruso antigenai. Taip terapines VLP
vakcinas siekiama pritaikyti gydant jvairias chroniskas ligas ar vézj (Yan et al., 2015).
Chimerinés VLP taip pat naudojamos kuriant vakcinas neinfekciniy ligy gydymui. Siy
vakciny paskirtis sukelti Specifinj imuninj atsaka prie§ tam tikrus antigenus. Kuriamos
chimerinés VLP, turinios antigenus, tipiskus vézinéms lgsteléms (melanomos),
neurodegeneracinéms (Alzheimerio liga) ir autoimuninéms (rinokonjunktyvitas, astma)

ligoms (Naskalska ir Pyrc, 2019).

1.5.2 VLP pernasos sistemos
Kaip nano dydzio medziaga, VLP turi potencialg biiti panaudojamos vaisty ar kity
jvairiy junginiy pernasoje. VLP gali biiti placiai pritaikomos kuriant pernasos sistemas,

kadangi jas pakankamai lengva pasigaminti dideliais kiekiais, naudojant gerai Zinomas
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raiSkos sistemas (Yan et al., 2015). Dauguma VLP gali patekti j jvairias Igsteles
endocitozés badu, priklausomai nuo jose esanéiy ligandy. Sie ligandai susiri$a su
pavirSiniais lgsteliy receptoriais, kas lemia daleliy patekima j lasteles, o tai kartu
palengvina ir terapiniy junginiy patekima. Norint tikslingai nukreipti daleles i specifines
lasteles, galimos jvairios VLP modifikacijos, tokios kaip daleliy baltymy geny
modifikacijos ar cheminiy junginiy prijungimas prie VLP struktiry Be to, VLP yra
pakankamai talpios ir gerai toleruoja svetimos medziagos jterpima. Fizinj jvairiy organiniy
ar neorganiniy medziagy padengima VLP baltymais galima lengvai pasiekti naudojant
osmosinj $oka, cheluojancius junginius ar keic¢iant pH reik§mes (Naskalska ir Pyrc, 2019).
Svarbu, jog dél savo ikosaedrinés struktiiros VLP pasizymi termodinaminiu stabilumu.
Biitent Sios savybes leidzia panaudoti tokias daleles vaisty ir kity medziagy pernasai, geny

terapijoje ar Kkitose srityse.

Chemoterapinio vézio gydymo pagrindinis Salutinis efektas yra vaisto toksiskumas
sveikiems audiniams, kas labai limituoja $io gydymo terapinj pritaikyma. Priesvézinius
vaistus, tokius kaip adriamicing ir aleomicing galima prijungti prie VLP pavirSiaus per
hidrazono jungtis su daleliy pavir§inémis aminortig§ciy lickanomis. Prie§véziniai junginiai
gali bti patalpinami j VLP vidy, remiantis VLP geb¢jimu susirinkti j apibréztas struktiiras
prie tam tikry saglygy. Panaudojant tam tikras VLP modifikacijas, pernesami junginiai gali
pasiekti tikslinius audinius ir sukelti mazesn;j toksiskuma sveikiems audiniams (Yan et al.,
2015). Yra tyrimy, kuriuose atliktas sékmingas prie§véziniy junginiy, tokiy kaip
bleomicinas ir doksorubicinas, pernesSimas panaudojant chimerines VLP (Naskalska ir
Pyrc, 2019). Parodyta, jog doksorubicinas, kuris buvo chemiskai prijungtas prie chimeriniy
VLP daleliy, sudaryty is roto viruso VP6 baltymo su prijungta laktobionine raigstimi, yra
lengviau pasisavinamas hepatomos lasteliy, turinéiy asialglikoproteiny receptoriy (Zhao et
al., 2011).

23



2 MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Medziagos
2.1.1 Terpés
Minimali mieliy auginimo SD terpé, sudaryta is: 2 % gliukozés (Merck), 0,67 %
mieliy azoto Saltinio Yeast nitrogen base (ROTH) ir papildyta amino ragstimis (L-leucinu,

L-metioninu, histidinu) (Sigma-Aldrich).

YPD terpé, kurig sudaro: 2 % peptono (Liofilchem), 1 % mieliy ekstrakto
(Liofilchem), 2 % gliukozés (Merck).

RPMI terpé (Biochromas AG), papildyta 1 % gentamicino (ROTH) ir glutamino
(Sigma-Aldrich) misiniu bei 10 % fetaliniu verselio serumu FBS (Biochromas AG).

2.1.2 Tirpalai ir buferiai

20X Ardymo buferis, sudarytas i$: 400 mM Tris-HCI (pH 7,4) (AppliChem), 200
mM NaCl (Reachim) ir LM KCI (Roth). Elektroforezés buferis 10X Tris-Gly-SDS (Sigma-
Aldrich). Blukinimo buferis, kurj sudaro: 30 % izopropanolio (Reachim), 10 % acto
ragsties (Sigma-Aldrich); 70 % etanolio tirpalas (Vilniaus degtiné). Gel filtracijos buferis,
sudarytas i8: 10 mM Tris — HCI, pH = 7.4, 50 mM NaCl, 1 mM EDTA, 10 % glicerolio,
0.1 % Tryton X100. Fosfatinis buferis PBS pH = 7.4 (10 mM PO4*~, 137 mM NaCl, 2.7
mM KCI) (Sigma-Aldrich).

2.1.3 Reagentai

Thermo Fisher Scientific: proteaziy inhibitorius PMSF, 2mM DTT, 1 pg/uL konc.
BSA baltymo tirpalas, 30 % akrilamido - bisakrilamido AA:BIS tirpalas, amonio
persulfatas APS, tetrametiletilendiaminas TEMED. AppliChem: trisaminometanas Tris.
Reachim: sacharozé, natrio dodecilsulfatas SDS. Sigma-Aldrich: Stiklo rutuliukai (212-
300 pm), tripsinas (Tryp) ir etilendiamintetraacto riigstis EDTA. Pharmacia Fine
Chemicals: gel-filtracijos sorbentai: Sephadex G-10, G-25, G-50, G-100, G-200. Roth:
poliakrilamidas PEG4000, HCI.

PrieSvéziniai agentai:

0,4M 5-fluoruracilas (5-FU). Sis junginys naudojamas vézio gydyme. 5-FU
veikimas pagrjstas timidilato sintazés (TS) inhibicija ir jo metabolity inkorporavimu j

DNR struktiirg. Sustabdzius TS veikima, blokuojama timidino sintezé. Trukstant §io
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nukleozido, DNR sintezé sustoja, todél greitai besidalinancios vézinés lgstelés ziiva

(Carrillo et al., 2015).

2mg/mL konc. doksorubicinas (Dox). Tai chemoterapinis vaistas, naudojamas
gydyti jvairiems vézio atvejams. Dox priklauso antracikliny ir prieSvéziniy antibiotiky
Seimai. Zinoma, kad doksorubicinas saveikauja su DNR replikacijos ir transkripcijos metu
dalyvaujanciais fermentais, interkaliuoja j DNR struktiirg bei sgveikauja su Kitomis lgstelés
molekulémis ir junginiais, taip sukeldamas citotoksinj efektg. Dox sgveikauja su I ir Il
topoizomerazémis, dél ko atsiranda DNR pazeidimai ir lastelés ciklas yra slopinamas G1 ir
G2 fazése. Taip pat zinoma, kad doksorubicinas jsiskverbdamas j DNR, slopindamas DNR
ir RNR polimeraze, galiausiai taip yra nutraukiama DNR replikacija ir transkripcija (Tacar,
Sriamornsak ir Dass, 2013). Doksorubicino molekule sudaro $esiy nariy duanosaminas —
tetrahidroksi-antrachinonas su glikozilo fragmentu. Sis junginys pasizymi antibiotikams
antraciklinams biidinga struktiira. DoX pasizymi vidine fluorescencija, kuri yra vertinga
priemoné jvairiems tyrimams ir vaizdavimui. Dox fluorescuoja 595 nm bangos ilgio

Sviesa, kai yra suzadinamas 470 nm bangos ilgio lazeriu (Shah et al., 2017).

2.1.4 Dazai

Thermo Fisher Scientific: 5X baltymy dazas Protein Loading Dye, elektroforezés
gelio dazas Coomassie Brilliant Blue R-250 Dye, baltyminiai dydzio standartai: PageRuler
Protein Ladder ir PageRuler Prestained Protein Ladder Plus. Reachim: Crystal violet (N-
4[bis[4-dimetilamino-fenil]metilen-2,5-cikloheksadien-1-ilidin-N-metilmetamino

chloridas) dazas.

2.2 Mieliy S. cerevisiae kamienai

2 lentelé Darbe naudoti Saccharomyces cerevisiae mieliy kamienai (Konovalovas, 2018)

Pavadinimas Genotipas

BY4741 Aski3 MATa; his341; leu240; met1540; ura340; ski340

BY4741 APOR1 MATa; his341; leu240; metl540; ura340; porla0

BY4741 APOR1 GagWT MATa; his341; leu240; metl540; ura340; porla0; Sc-V-LA-

BY4741 GagWT i/-l%'lga; his3A1; leu2A0; metl1 540; ura3A0; ScV-LA-1-gag

BY4741 GagA MATa; his341; leu240; metl540; ura340; ScV-LA-1-gagA

BYALA GagWT MATa; his341; leu240; met1540; ura3A0; LA-0; ScV-LA-1-
gag
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BYALA MATa; his341; leu2A40; metl540; ura340; LA-0
BY4743 MATa; his341; leu2D0; met1540; lys240; ura340

BY4743 Gag-mCherry MATa; his341; leu2D0; met1540; lys240; ura340; ScV-LA-
1-gag-mCherry

Darbe naudoti mieliy kamienai jsigyti i§ Open Biosystems ir pagal poreikj transformuoti

plazmidinémis raiSkos konstrukcijomis.

BY4741 Aski3 laboratorinis S. cerevisiae mieliy kamienas pasiZymi tuo, kad yra
pasalintas SKI sistemos, kurig sudaro 8 genai, ski3 (angl. Superkiller protein 3) genas. SKI
sistemg sudaryta i§ Skil (5'—3’ egzonukleazé Xrnl) ir Ski komplekso, kurj sudaro Ski2,
Ski3, Ski8 baltymai. Ski kompleksas pasizymi 3'—5’ egzonukleaziniu aktyvumu. SKI
sistema taip pat sudaro ir egzosoma, kuri sudaryta i§ Ski4/Csl4, Ski6 ir kity baltymy. Ski3
geno pasalinimas i§ LA virusg turin¢io kamieno lemia LA viruso genomo skai¢iaus

padidéjima lasteléje.

BY4741 APOR1 kamiene yra pasalintas POR1 genas, kuris koduoja
mitochondrijos poring. Dél POR1 geno delecijos mieliy kamiene stimuliuojama L-A
viruso replikacija. BY4741 APOR1 GagWT kamienas papildomai transformuotas pY AK3-
ScV-L-A-1-gag plazmide, kas lemia didesng Gag baltymo sinteze mieliy lastelése.

BY4741 GagWT laboratorinis mieliy kamienas transformuotas pY AK3-ScV-L-A-

1-gag plazmide, turiné¢ia natyvy LA-1 viruso gag gena.

BY4741 GagA kamienas transformuotas pY AK3-ScV-L-A-1-gagA plazmide, kuri
koduoja LA-1 viruso delecinj Gag baltyma. GagA baltymo C-gale pasalintos 34 amino
rugstys. GagA baltymo sintezé kamiene slopina L-A viruso genomo replikacija ir

kapsidése néra pakuojama viruso nukleoriigstis.

BYALA kamiene pasalintas natyvus LA-1 virusas. BYALA GagWT kamienas
transformuotas pY AK3-ScV-L-A-1-gag plazmide.

BY4743 GagWT-mCherry kamienas turi jterpta pY AK3-ScV-L-A-1-gag-mCherry
plazmide, kuri koduoja pilno ilgio L-A viruso Gag baltyma su C-gale prilietu mCherry
(Konovalovas, 2018). mCherry — tai ryskiai raudonai fluorescuojantis monomerinis
26.7 kDa baltymas. mCherry geriausiai suzadinamas 587 nm bangos ilgio $viesa ir

fluorescuoja 610 nm bangos ilgio Sviesa (https://www.fpbase.org/).
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2.3 Eukariotinés lgstelés

Naudotos zmogaus storosios zarnos karcinomos epiteliniy lasteliy linija HCT116.
Lastelés yra adhezinés ir pasizymi epiteline morfologija, kultivuojant in vitro Igstelés
formuoja kolonijas. Si lasteliy linija pla¢iai naudojama jvairiuose terapiniuose tyrimuose

bei naujy vaisty ar prieSvéziniy junginiy testavimui (http://www.lgcstandards-atcc.org).

2.4 Iranga

Termostatas, purtymo stovas, purtyklé Vortex, autoklavas, Saldoma centrifuga
Eppendorf, ultracentrifuga (SANYO MSE MS60, rotorius TST 28.38/7), Bechamn
centrifuga (rotorius A-J14), svarstyklés, kaitinimo stovas, elektroforezés gelio sistema
(Bio-Rad), sviesinis mikroskopas (Olympus), kamera Biiirke, CO> termostatas, laminarinio
oro srauto spinta, geliy fotografavimo aparatas (Bio-Rad), mikrobangy krosnelé,

spektrofotometras, fluorescencinis mikroskopas (Olympus AX70).

2.5 Programiné jranga

Microsoft Excel 2016, ImageJ (https://imagej.nih.gov/ij/index.html),

fluorescencinio mikroskopo fotografavimo programa Image-ProPlus 6.1, Bio-rad geliy

fotografavimo programa Image Lab 3.0 Software.

2.6 Metodai

2.6.1 Saccharomyces cerevisiae kultivavimas ir biomasés surinkimas

Transformuoti mieliy kamienai apie 24 valandas auginami minimalioje augimo
terpéje, tada perkeliami j YPD terpe ir auginami dar apie 24 valandas. Netransformuoti
mieliy kamienai auginami dvi paras YPD terpéje. Mielés kultivuojamos 30 °C nuolat
purtant. Surinkta mieliy biomase centrifuguojama 4 °C temperattroje 7 min., 1000 x ¢
salygomis. Terpé nupilama, o gauta mieliy biomasé pasveriama. Toliau mieliy biomasé
laikoma saltai 4 °C temperatiiroje. Jei mieliy biomasé tolimesniems darbams naudojama ne

i$ karto, ji saugoma -20 °C temperatiiroje.

2.6.2 Mieliy biomasés ardymas stiklo rutuliukais

Mieliy biomasé resuspenduojama 1X ardymo buferyje su 1 % PMSF. Biomasé
ardoma purtant su 212-300 um skersmens stiklo rutuliukais. Suardyta biomasé su stiklo
rutuliukais centrifuguojama 4 °C temperatiiroje 10 min., 1000 x g. Po centrifugavimo
skystis be stiklo rutuliuky surenkamas ir centrifuguojamas 4 °C temperattroje 10 min,

10000 x g salygomis kelis kartus, kol tirpalas tampa skaidrus.
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2.6.3 L-A-1 viruso komponenty gryninimas

Gryninimas naudojant sacharozés pagalve

Pagaminamas sacharozés pagalvés tirpalas, sudarytas is 45 % sacharozés ir 5 %
20X ardymo buferio. Sacharozés pagalvés tirpalas paskirstomas po 20 mL j specialius
ultracentrifugavimo mégintuvélius. Ant sacharozés tirpalo uzpilamas vienodas kiekis
suardytos mieliy biomasés méginio. Mégintuvéliai ultracentrifuguojami 4 °C temperatiiroje
4 valandas 20000 x g pagrei¢iu létai jsibégéjant ir 1étai stabdant. Po ultracentrifugavimo
atsargiai nusiurbiamas sacharozés tirpalas, gautos nuosédos istirpinamos 1X ardymo

buferyje. Méginiai saugomi 4 °C temperatiiroje iki tolimesnio jy panaudojimo.
Gryninimas naudojant sacharozeés gradienta

Pagaminami trijy skirtingy sacharozés koncentracijy tirpalai: 80 %, 60 %, 50 %,
kur atitinkamas kiekies sacharozés istirpinamas 1X ardymo buferyje | centrifugavimo
meégintuvélius susluoksniuojamas sacharozés gradientas — jpilama: 5 mL 80 % sacharozés
tirpalo, 5 mL 60 % sacharozés tirpalo ir iki 15 mL 50 % sacharozés tirpalo. Ant gradiento
virSaus uzpilamas vienodas kiekis mieliy lizato (1 — 3 mL). Mégintuvéliai
ultracentrifuguojami 4 °C temperatiiroje 4 valandas 23500 x g pagreiciu létai jsibégéjant ir
létai stabdant. Po ultracentrifugavimo surenkamos visos frakcijos. 60 % ir/ar 50 %
frakcijose esantys baltymai i§sodinami 20 mL 1X ardymo buferyje toliau
ultracentrifuguojant 4 °C temperatiiroje 40 minuciy 23500 x g grei¢iu. Po
ultracentrifugavimo supernatantas nupilamas, nuosédos istirpinamos 1X ardymo buferyje

ir tirpalas saugomas 4 °C temperatiiroje.
Tolimesnis baltyminiy méginiu gryninimas naudojant gel-filtracijos kolonéles

Po sacharozés gradiento gauti baltyminiai méginiai toliau gryninami, naudojant
gel-filtracijos metoda. Skirtingi sorbentai brinkinami 24 - 72 valandas 4 °C temperatiiroje
tam tikrame tiiryje vandens (Amersham Pharmacia Biotech AB, 1998) (3 lentelé).
Paruosiamos gel-filtracijos kolonélés: 1,5 mL mégintuvéliai su filtrais uzpildomi apie 250
uL isbrinkintu sorbentu. Kolonélés nulygsvarinamos gel-filtracijos buferiu. Ant kolonéliy
uznesamas vienodas Kiekis baltyminio méginio. Kolonélé centrifuguojama
mikrocentrifuga apie 5 min., gautas skystis surenkamas. Kolonélé praplaunama gel-

filtracijos buferiu, nucentrifuguojama ir gautas skystis taip pat surenkamas.
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3 lentelé. Darbe naudoti sorbentai, jy brinkimui reikalingas vandens kiekis ir baltymy
frakcionavimo ribos (Amersham Pharmacia Biotech AB, 1998).

Sorbentas Vandens tiris, reikalingas 1g ~ Baltymy frakcionavimo
sorbento iSbrinkimui, ml ribos

Sephadex G-10 (40 — 120 um) 2-3 <700

Sephadex G-25 (50 — 150 um) 4-6 1 000 -5 000

Sephadex G-50 (10 — 40 pm) 9-11 1500 — 30 000

Sephadex G-100 (10 — 40 pum) 15-20 4 000 — 100 000

Sephadex G-200 (10 — 40 um) 20-25 5 000 — 250 000

Baltymy gryninimas naudojant PEG4000

Pagaminamas 25 % PEG4000, 1.5 M NaCl pradinis tirpalas 1x ardymo buferyje.
Sio tirpalo jpilama j mégintuvélj su mieliy lizatu (galutiné tirpalo koncentracija
mégintuvélyje 5 % PEG4000, 0.5 M NaCl). Inkubuojama 30 min., 4 °C temperatiiroje. PO
inkubacijos méginiai nucentrifuguojami 10 min., 4 °C temperatiiroje 15 500 X g pagreiciu.
Supernatantas surenkamas tolimesnei analizei, o nuosédos praplaunamos 5 % PEG4000,
0.5 M NaCl, 1x ardymao buferis, tirpalu. Praplovimo buferis surenkamas, nuosédos

iStirpinamos 1x ardymo buferyje ir saugomos 4 °C temperatiiroje.

2.5.4 Baltyminiy méginiy paruoSimas ir elektroforeze
PAG gamyba:

8 % frakcionuojanciui geliui paruosti naudojama 4,73 mL sterilaus dejonizuoto
vandens, 2,7 mL 30 % AA:BIS, 2.5 mL Tris-SDS, pH 8,8 buferio, 60 uL 10 % APS, 13
uL TEMED. 5 % koncentruojancio gelio gamybai naudojama 3 mL sterilaus dejonizuoto
vandens, 700 puL 30 % AA:BIS, 1,25 mL Tris-SDS, pH 6,8 buferio, 25 uL 10 % APS, 20
uL TEMED.

Kalibracinés kreivés méginiy paruosimas

Kalibracinei kreivei paruosti naudojamas zinomos koncentracijos (1 pg/uL) BSA
baltymas. Paruosiami skirtingo kiekio BSA baltyminiai méginiai (7; 5; 2,5; 1,5, 1; 0,5; ng
BSA pradiniame méginyje), kuriuos sudaro 5X baltyminio dazas Protein Loading Dye, 0,2
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mM DTT, 20X ardymo buferis. Paruosti méginiai inkubuojami 5 min. 95 °C

temperatiroje.
Tiriamyjy méginiy paruosimas

SDS-PAGE analizei baltyminiai méginiai ruo$iami naudojant 5X baltyminj daza
Protein Loading Dye, 0,2 mM DTT. Visi paruosti méginiai pakaitinami 95 °C

temperatiroje 5 minutes.
Elektroforetiné baltymy analizé

Elektroforetinei baltymy analizei j gelio Sulinélius uZzneSama 10 uL. méginiy:
baltyminis dydzio standartas, kalibracinés kreivés méginiai bei tiriamieji méginiai.
Naudojamas 10 % PAG. Vieno gelio elektroforezé vykdoma 1X Tris-Gly-SDS
buferiniame tirpale apie 5 min, nusta¢ius 15mA srove. Méginiams pasiekus
koncentruojantj gelj, srové padidinama iki 25 mA ir elektroforezé tesiama tol, kol dazas

iSeina i§ gelio.
Gelio daZzymas

Gautas gelis uzpilamas gelio dazu Coomassie Brilliant Blue R-250 ir pakaitinamas
apie 5 minutes. Toliau gelis dazomas bent 20 minuciy Svelniai purtant. Po dazymo gelis
praplaunamas dejonizuotu vandeniu ir blukinamas blukinimo tirpalu iki 20 minu¢iy. Po
blukinimo gelis praplaunamas dejonizuotu vandeniu ir laikomas vandenyje 4 °C

temperatiiroje iki jo fotografavimo.

2.6.5 Baltymo kiekio ir koncentracijos nustatymas

Baltyminis gelis fotografuojamas ir toliau analizuojamas ImageJ programa.
Vykdoma densitometriné méginiy analizé. Pagal gelio juosty intensyvuma ir Kalibracinés
kreivés méginiy kiekj viename Sulinélyje sudaroma kalibraciné kreivé. Tiriamojo baltymo
kiekis ir koncentracija gautuose baltyminiuose méginiuose nustatomi pagal kalibracinés

kreives lygti.

2.6.6 HCT116 Iasteliy kultivavimas ir gyvybingumo vertinimas

HCT116 lgstelés kultivuojamos jprastoje augimo terpéje (RPMI terpé, papildyta
1 % L-glutamino ir gentamicino miginiu ir 10 % FBS). Lastelés uzséjamos 4 x 10* per
Sulinélj tankiu j 24 Sulinéliy ploksteles ir kultivuojamos 48 valandas 5 % CO-

inkubatoriuje 37 °C temperatiroje.
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L-A-1 viruso komponenty citotoksiskumo vertinimui HCT116 lgsteléms po 48
valandy jy kultivacijos pridedamas atitinkamas kiekis baltyminio méginio, i$skirto i$
skirtingy S. cerevisiae kamieny. Paskai¢iuota, kad viename Sulinélyje biity 6 pg arba 4 pg
Gag baltymo. Lasteliy gyvybingumo vertinimui, kaip teigiama kontrolé, pateikiamas ir 1
mM 5-FU arba 0,1 mM 5-FU tirpalas. Taip pat lastelés kultivuojamos ir su 1X ardymo
buferiu, norint nustatyti, ar jis nedaro jtakos lgsteliy gyvybingumui. Lastelés

kultivuojamos dar 48 valandas.

L-A-1 kapsidziy transfekcinio pajégumo vertinimui po 48 valandy kultivacijos j
mitybing terpg pridedama skirtingos koncentracijos doksorubicino tirpalo (20, 50, 100, 200
ng/mL). I dalj Sulinéliy pridedama baltyminio méginio, i$skirto i§ BY4741 APOR1
GagWT kamieno. Gag baltymo Kiekis Siuose Sulinéliuose siekia apie 13 ug (0,03 pg/ulL). I
neigiamos kontrolés Sulinélius pridedama 1X ardymo buferinis tirpalo. Taip pat lastelés
kultivuojamos vien su baltyminiu méginiu, norint jsitikinti, jog $is nedaro neigiamos jtakos

lasteliy gyvybingumui. Lastelés toliau auginamos dar 48 valandas.

2.6.7 Doksorubicino citotoksiSkumo vertinimas

Doksorubicino citotoksiskumo vertinimui pasirinktos 5 skirtingos junginio
koncentracijos: 10 ng/mL (18,5 nM), 20 ng/mL (37 nM), 50 ng/mL (92,5 nM), 100 ng/mL
(185 nM), 150 ng/mL (277,5 nM), 200 ng/mL (370 nM), 300 ng/mL (555 nM). Pirmiausia
Iastelés uzséjamos 8 x 10* Iasteliy per $ulinélj tankiu j 12 Sulinéliy plokstele ir
kultivuojamos 48 valandas augimo terpéje. Po 48 valandy lasteléms pakei¢iama terpé ir
pridedamas skirtingas kiekis Dox. Lastelés kultivuojamos dar 48 valandas, po kuriy

matuojamas jy gyvybingumas dazant Crystal Violet dazu.

2.6.8 HCT116 gyvybingumo vertinimas

Po HCT116 lasteliy gyvybingumas vertinamas dazant Crystal Violet dazu.
Pirmiausia nuo lgsteliy nusiurbiama terpé, jos praplaunamos PBS tirpalu, tada Igstelés 10
min fiksuojamos 70 % etanolio tirpalu, tirpalas nusiurbiamas ir 1gstelés dazomos Crystal
Violet dazu 30 minuciy. Nudazytos lgstelés plaunamos vandeniu ir gerai nusausinamos.
Likes Crystal Violet dazas istirpinamas KV eliucijos tirpale. 20 pL istirpinto dazo
perkeliama j 96 Sulinéliy plokstelg ir praskiedziama 180 uL PBS tirpalu. Gyvybingumas
nustatomas matuojant 585 nm bangos sugertj. Kontroliniy lgsteliy sugerties vidurkis

prilyginamas 100 % lasteliy gyvybingumo.
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2.6.9 Dox patekimo j HCT116 lasteles vertinimas stebint Dox fluorescencija
Doksorubicino fluorescencijos lgstelése stebéjimui naudojamos 6 Sulinéliy
plokstelés, i kurias HCT116 Iastelés uzséjamos 1,6 x 10° Igsteliy per $ulinélj tankiu
jprastoje mitybinéje terpéje ir kultivuojamos 48 valandas. Po kultivacijos lasteléms
pateikiama 100 ng/mL ar 200 ng/mL koncentracijos Dox tirpalo. | tam tikrus Sulinélius
pridedama baltyminio méginio. Gag baltymo kiekis Sulinéliuose yra apie 52 ug (0,03
ug/ul). Lastelés auginamos dar 48 valandas. Po kultivavimo nuo Iasteliy nusiurbiama
terpé, jos 3 kartus praplaunamos PBS tirpalu. Ant lasteliy uzpilama 20 pL PBS ir Sulinélis
uzdengiamas dengiamuoju stikleliu. Ant stiklo uzlasinama imersinio aliejaus ir Igstelés
stebimos fluorescenciniu mikroskopu per 60x objektyva. Dox fluorescencija stebima

suzadinant 590 nm lazeriu.
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3 REZULTATAI

Mokslinio darbo metu buvo siekiama isgryninti Saccharomyces cerevisiae L-A-1
viruso formuojamas VLP ir jsitikinti, jog L-A-1 viruso baltymai nedaro neigiamos jtakos
HCT116 lasteliy gyvybingumui. Toliau L-A-1 viruso VLP siekta pritaikyti kaip
nanoneséjus tikintis, jog VLP lems efektyvesnj doksorubicino patekimag j HCT116 lasteles.
Siam tikslui pirmiausia reikéjo optimizuoti L-A-1 viruso VLP gryninima — pasirinkti
tinkamg S. cerevisiae kamiena, kuriame L-A-1 kapsidés baltymo Gag produkcija biity
didelé, bei pasirinkti tinkama baltymy gryninimo metoda, kuriuo baty gaunami dideli
kiekiai pakankamai gryny VLP. Nustacius doksorubicino veikimo koncentracijas, $is
chemoterapinis vaistas buvo naudojamas kartu su iSgrynintomis VLP ir pateikiamas
HCT116 Igsteléms. VLP transfekcinis pajégumas nustatomas vertinant HCT116 Iasteliy
gyvybinguma kultivuojant jas kartu su Dox bei VLP ir stebint doksorubicino

fluorescencija Siose lgstelése.

3.1 Virusiniy kapsidZiy gryninimas ir L-A-1 viruso komponenty citotoksiskumo
tyrimas

Norint nustatyti L-A-1 viruso komponenty citotoksiSkumg HCT116 lasteléms,
buvo naudoti S. cerevisiae BYALA, BYALA GagWT, BY4741 GagWT ir BY4741 GagA
kamienai. Ultracentrifugavimo 45 % sacharozés tirpale biidu iSgryninus VLP ir atlikus
SDS-PAGE elektroforeze ir densitometring analizg¢ nustatyta, kad i§ 1,5 g BYALA GagWT
kamieno biomasés sacharozés pagalvés metodu iSskirto Gag baltymo koncentracija sieké
0,07 pg/uL (7TA pav.). I8 1,62 g BY4741 GagWT kamieno isskirto Gag baltymo
koncentracija sieké 0,21 pg/uL, o i§ 1,64 g BY4741 GagA kamieno — 0,22 pg/uL (7B
pav.).
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7 pav. SDS-PAGE geliai. M takeliuose baltyminis dydzio standartas PageRuler Protein
Ladder. A gelyje: 2 takelyje BYALA méginys, 3 takelyje BYALA GagWT baltyminis
méginys. Likusiuose takeliuose kalibracinés kreivés BSA méginiai (BSA kiekiai
Sulinélivose: 1; 0,5; 0,2; 0,1 ug). B gelyje: 2 takelyje BY4741 GagA ir 3 takelyje BY4741
GagWT baltyminiai méginiai po ultracentrifugavimo. 4 — 7 takeliuose kalibracinés kreivés
méginiai (BSA kiekiai Sulinélivose: 1; 0,5; 0,2; 0,1 pg).

Kadangi S. cerevisiae BYALA GagWT kamiene pasalintas L-A-1 virusas, 0 Gag
baltymo genas jterptas j plazmide, kuria transformuotas $is kamienas, Gag baltymo raiska
jame turéjo biiti mazesné, nei BY4741 kamienuose. Kaip ir tikétasi, i§ S. cerevisiae
BY4741 GagWT ir BY4741 GagA kamieny Gag baltymo isskirta daugiau, nei is BYALA
GagWT kamieno. Sie baltyminius méginiai su L-A-1 viruso VLP naudoti norint jsitikinti,
jog L-A-1 viruso komponentai neturi neigiamos jtakos HCT116 Igsteliy gyvybingumui.
Galimam citotoksiSkumui jvertinti HCT116 lgstelés buvo auginamos su skirtingu Gag
baltymo kiekiu bei baltyminiu méginiu i$ kontrolinio S. cerevisiae BYALA kamieno,
neturinéio jokiy L-A-1 viruso komponenty. Kontroliniy HCT116 lasteliy, kultivuoty
iprastoje augimo terpéje gyvybingumas prilyginamas 100 %. Pagal jas nustatomas ir kity
lasteliy, kultivuoty kartu su 5-FU bei su VLP, gyvybingumas. Teigiamos kontrolés 5-FU
Sulinéliai naudoti, norint palyginti HCT116 Igsteliy gyvybinguma, esant Zinomam
citotoksiniam poveikiui. I$ literatliros $altiniy zinoma, jog Iasteliy gyvybingumas sumazéja
HCT116 Igsteliy gyvybingumo rezultatai pateikti 8 pav. Lyginant su kontrolinémis
Iastelémis, Igsteliy, auginty kartu su L-A-1 viruso VLP, ploksteléje buvo priauge daugiau.
Todél pagal pateiktus duomenis nustatyta, kad su L-A-1 viruso komponentais augintos

Iastelés buvo ne maziau gyvybingos nei kontrolinés lastelés.
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8 pav. HCT116 Iasteliy gyvybingumas, kultivuojant jas su 6 ir 4 ug Gag baltymo
Sulinélyje bei su 30 ir 20 pL baltyminio méginio i§ kontrolinio BY ALA kamieno,
neturin¢io Gag baltymo. Nurodytas HCT116 lIgsteliy gyvybingumas kultivuojant jas su
skirtingomis 5-FU koncentracijomis (0,1mM ir ImM). K + AB — lastelés, kultivuotos su
ardymo buferiu, kuriame istirpintas L-A-1 viruso Gag baltymas. n = 3.

3.2 Didesnio virusiniy kapsidZiy kiekio gryninimas

Norint gauti didesnj L-A-1 viruso VLP kiekj buvo naudoti BY4741 Aski3 ir
BY4741 APORI1 S. cerevisiae kamienai. Dél Aski3 ir APOR1 mutacijy $iuose kamienuose
yra padidéjgs L-A-1 viruso kiekis, todél kamienai pasizymi didesne Gag baltymo
produkcija. VLP buvo grynintos ultracentrifuguojant Siy kamieny lizatg sacharozés
gradiente. Issodinus 60 % sacharozés frakcija, kurioje turéjo likti VLP, antro
ultracentrifugavimo metu gauta, kad Gag baltymo, i$skirto i§ 2,96 g BY4741 Aski3
kamieno biomasés, koncentracija sieké 0,22 ung/mL, o gryninant VLP i§ 2,68 g BY4741
APOR1 kamieno biomasés — 0,12 pg/mL (9 pav.). Kartojant bandyma, gauto Gag baltymo
koncentracijos buvo: 0,08 ug/mL ir 0,07 pg/mL, atitinkamai gryninant baltyma i$ 2,44 g
BY4741 Aski3 ir 2,37 g BY4741 APOR1 kamieny biomasés.
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9 pav. SDS-PAGE gelis. M takelyje yra baltyminis dydzio standartas PageRuler Protein
Ladder. 2 - 5 takeliuose BSA kalibracinés kreivés méginiai (BSA kiekiai Sulinéliuose: 1;
0,5;0,2; 0,1 pg), 6,7 takeliuose BY4741 Aski3 ir BY4741 APOR1 kamieny lizato
méginiai. 8,9 takeliuose issodinta BY4741 Aski3 ir BY4741 APOR1 kamieny 60 %
sacharozés frakcija.

Kadangi gauta Gag baltymo koncentracija buvo zymiai mazesné nei numatyta,

buvo surinktos ir toliau analizuojamos visos sacharozés frakcijos, darant prielaida, kad

baltymas pasiskirsto 50 ar 80 % sacharozés frakcijose. Remiantis elektroforetine surinkty

frakcijy analize (10 pav.) padaryta iSvada, jog Gag baltymas po ultracentrifugavimo

sacharozés gradiente Vis gi lieka 60 % sacharozés frakcijoje.
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10 pav. SDS-PAGE gelis. 1 takelyje yra baltyminis dydzio standartas PageRuler Protein
Ladder. 2 takelyje BSA méginys (0,5 ug Sulinélyje), 3 - 4 takeliuose issodinta 60 %
sacharozés frakcija is BY4741 Aski3 ir APOR1 kamieny, 5 - 6 takeliuose surinktos 80 %,
0 7 - 8 takeliuose 50 % sacharozés gradiento frakcijos.

Kadangi naudojant anks¢iau minétus mieliy kamienus i$gryninty virusiniy
kapsidziy kiekis buvo mazas, buvo panaudotas kitas kamienas, tikintis, jog jame Gag
baltymo produkcija yra didesné. I$sodintoje 60 % sacharozés frakcijoje bei 50 % ir 80 %
sacharozés frakcijy, gauty gryninant baltyma i§ BY4743 mieliy kamieno, analizé (11 pav.)
parodé¢, kad Gag baltymo koncentracija méginiuose yra labai maza ir densitometrinés

analizés budu tiksliai apskai¢iuoti koncentracijos negalima.
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11 pav. SDS-PAGE analizé po Gag baltymo gryninimo i§ BY4743 mieliy kamieno. 1
takelyje baltyminis dydZio standartas PageRuler Prestained Protein Ladder Plus, toliau
BSA méginiai (BSA kiekiai Sulinéliuose: 0,5; 0,1 ug), 60 % sacharozés frakcija (neskiesta
ir skiesta 3 kartus), bei surinktos 80 ir 50 % sacharozés gradiento frakcijos.

Norint jsitikinti, jog virusinés kapsidés néra prarandamos kazkurioje i$ sacharozés
gradiento frakcijy ultracentrifugavimy metu, panaudotas S. cerevisiae BY4743 Gag-
mCherry kamienas. Siame kamiene produkuojamos VLP fluorescuoja dél prie Gag
baltymo prilieto mCherry fluorescuojan¢io monomerinio baltymo. Fluorescencija yra tokia
stipri, jog spalvos poky¢iai sacharozés gradiente po pirmojo ultracentrifugavimo matomi
plika akimi. I$ 3,73 g sausos biomasés, atlikus ultracentrifugavima sacharozés gradiente,
pagal rausva frakcijos spalva aiskiai matési, jog Gag-mCherry baltymas lieka 50 %
frakcijoje. Elektroforetiné méginiy analizé taip pat parodeé, jog didziausia dalis Gag
baltymo po ultracentrifugavimo lieka 50 % frakcijoje (12 pav.). Pagal gelio nuotrauka
nustatyta, jog BY4743 + Gag-mCherry kamiene Gag-mCherry (100 kDa) baltymo gauta
Zymiai daugiau nei Gag baltymo (76 kDa) BY 4743 kamiene (uzaugintos biomasés kiekis —

2,78 g). Apskaiciuota, jog isgryninto Gag-mCherry koncentracija siekia 0.26 pug/uL.
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12 pav. SDS-PAGE gelio nuotrauka. M takelyje baltyminis dydzio standartas PageRuler
Prestained Protein Ladder Plus, 2 - 3 takeliuose issodinta 50 % sacharozés gradiento
frakcija i$ BY4743 ir BY4743 Gag-mCherry baltyminiy méginiy; 4 - 5 takeliuose BSA
méginiai (BSA kiekiai Sulinéliuose: 1; 0,5; 0,1 pg), 7 - 8 60 %, 0 9 — 10 — 80 % sacharozés
frakcijos.

Kadangi Gag-mCherry baltymo buvo gauta daug, taciau baltyminis preparatas
nebuvo pakankamai grynas ir turéjo daug kity baltymuy, jis toliau buvo gryninamas gel-
filtracijos metodu naudojant Sephadex sorbentu uzpildytas kolonéles. Gryninimo
efektyvumo nustatymui buvo pasirinkti skirtingi Sephadex sorbentai (G-10, G-50, G-200).
Gryninto baltymo ir praplovimo frakcijy (I. ir I1.) méginiai toliau analizuojami, vykdant
SDS-PAGE elektroforeze (13 pav.) Pagal gautus rezultatus nustatyta, jog toliau baltymin;j
méginj gryninant su Sephadex G-50 sorbentu, gaunamas $iek tiek grynesnis Gag baltymo
preparatas. Naudojant Sephadex G-10 sorbenta, skirtumo tarp gryninto ir negryninto
preparato néra, 0 haudojant Sephadex G-200 sorbentg, baltyminis méginys néra
iSplaunamas ir uzsilaiko kolonéléje. Toliau gryninant baltymg Sephadex sorbentais buvo
pasiektas zemas gryninimo efektyvumas, todél tolimesniuose darbuose §is metodas nebuvo

taikomas.

39



1. 1.
G-10 G-50 G-200 G-10 G-50 G-200

BSA 0

250 -
130-

100 -

70 -

f8il -

S5

R

35-

:

25-

10 - | —
1 6 7 8 9 10

13 pav. SDS-PAGE clektroforezés gelio nuotrauka po baltyminio preparato gryninimo
gel-filtracijos metodu. 1 takelyje baltyminis dydzio standartas PageRuler Prestained
Protein Ladder Plus, 2 takelyje BSA méginys (0,1 ng); 3 ir 10 takeliuose pradinis

BY4743 Gag-mCherry baltyminis méginys, zymimas 0; 4 - 6 takeliuose skirtingais
sorbentais (Sephadex G-10, G-50, G-200) gryninti Gag-mCherry méginiai, 7 - 9 takeliuose
kolonéliy praplovimo frakcijos.

3.3 Virusiniy kapsidziy gryninimo bady palyginimas

Kadangi gryninant Gag baltyma i§ skirtingy Sacharomyces cerevisiae kamieny
sacharozés gradiente néra gaunamas pakankamas Gag baltymo kiekis bei gautas Gag
baltymas turi daug kity baltymy priemaisy, nuspresta naudoti kitg gryninimo metodg ir
palyginti jj su ultracentrifugavimo sacharozés gradiente metodu. Naudotas BY4741
APOR1 GagWT kamienas, kuriame Gag produkcija mieliy lastelése labai didelé. Sio
kamieno 2 g biomasés lizatas buvo gryninamas ultracentrifuguojant sacharozés gradiente ir
naudojant PEG4000 (zr. 2.6.3 skyriy). Po abiejy gryninimo metody gauti baltyminiai
méginiai analizuoti elektroforetiskai (14 pav.). Nustatyta, jog gryninat Gag baltyma su
PEG4000, gaunamas zymiai didesnis baltymo kiekis, nei naudojant ultracentrifugavimo
sacharozés gradiente metodg. Elektroforezés gelio nuotraukoje taip pat matosi, jog Gag
baltymas migruoja tarp 50 ir 60 % sacharozés frakcijy, 0 pagal 15 pav. gelio nuotrauka
matosi, jog gryninant baltyma su PEG4000, baltymas néra prarandamas. Taip pat
gryninant baltyma su PEG4000, gaunamas zymiai grynesnis Gag baltymo preparatas.
Densitometrinés analizés badu nustatyta, kad gryninant Gag baltyma su PEG4000, jo
koncentracija méginyje sieké 0,65 pg/uL, o gryninant sacharozés gradiente — deSimt karty
maziau (0,06 ug/uL). Naudojant PEG4000, i§s BY4743 APOR1 GagWT kamieno gautas
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didelis kiekis virusiniy daleliy, kurios pasizyméjo pakankamu grynumu ir buvo naudotos

tolimesniuose darbuose.
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14 pav. Gag baltymo gryninimo metody palyginimas. SDS-PAGE gelis, kuriame 1
takelyje yra baltyminis dydzio standartas PageRuler Prestained Protein Ladder Plus, 2 - 4 —
BSA méginiai (BSA kiekis Sulinéliuose: 1; 0,5; 0,2 pug); 5 - 6 issodinti 50 % ir 7 - 8
iSsodinti 60 % sacharozés frakcijy baltyminiai meéginiai. 9 - 10 takelyje — Gag baltymas,
grynintas naudojant PEG4000.
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15 pav. Gag baltymo gryninimo metody palyginimas. SDS-PAGE gelis, kuriame 1
takelyje yra baltyminis dydzio standartas PageRuler Prestained Protein Ladder Plus, 2 - 4 —
BSA méginiai (BSA kiekis Sulinéliuose: 1; 0,5; 0,2 ug); 5 takelyje BY4741 APOR1
GagWT kamieno lizatas, 6 takelyje supernatantas gautas po baltyminio méginio
nucentrifugavimo nuo PEG4000 tirpalo. 7 takelyje nuosédy, gauty po centrifugavimo su
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PEG4000 plovimo tirpalas. 8 takelyje iSgryninto su PEG4000 Gag méginys, skiestas 10
karty. 9 takelyje neskiestas Gag baltymo méginys, gautas gryninant su PEG4000. 10
takelyje sacharozés gradiente iSgryninto Gag baltymo méginys.

3.4 L-A-1 viruso VLP transfekcinio pajégumo vertinimas

Transfekcinis L-A-1 formuojamy kapsidziy pajégumas vertinamas pagal VLP
gebéjima efektyviau pateikti doksorubicing HCT116 lastelems. Siam tikslui pirmiausia
buvo nustatomos Dox veikimo ribos: pasirinktos 5 (10-300 ng/ml) doksorubicino
koncentracijos. Lasteliy augimas, veikiant Dox, lyginamas su neveiktomis kontrolinémis
lastelémis, kuriy gyvybingumas prilyginamas 100 %. Rezultatai pateikiami 16 pav.
Nustatyta, jog doksorubicino citotoksinis poveikis HCT116 lasteléms prasideda esant 20
ng/mL Dox koncentracijai. Naudojant 100 — 200 ng/mL Dox koncentracija, HCT116
gyvybingumas siekia 44 — 58 %.
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16 pav. HCT116 gyvybingumas, kultivuojant Iasteles su skirtingomis doksorubicino
koncentracijomis. Kontrolinés lastelés kultivuotos augimo terpéje be Dox. n = 3.

Nustacius Dox veikimo ribas, HCT116 kultivacijai su Dox ir L-A-1 viruso
kapsidémis pasirinktos 20, 50, 100 ir 200 ng/mL Dox koncentracijos. Kapsidziy
transfekcinis pajégumas vertinamas lasteliy, kultivuoty su doksorubicinu kartu pateikiant ir
L-A-1 formuojamas VLP, gyvybinguma lyginant su lasteliy, kultivuoty tik su Dox.
Lasteléms buvo pateikiama apie 13 ug Gag baltymo Sulinélyje. Gauti rezultatai parodé, jog
naudojant 20 ir 50 ng/mL Dox koncentracija, lasteliy gyvybingumas yra mazesnis, kartu
joms pateikiant ir viruso kapsidziy (17 pav.). 20 ir 50 ng/mL Dox koncentracijy ribose,

VLP galimai pagerina Dox patekima ] HCT116 lgsteles ir taip padidina jo citotoksinj
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poveikj lagsteléms (18 pav.). Naudojant didesnes Dox koncentracijas (100 ir 200 ng/mL),
lasteliy gyvybingumas beveik nesiskiria, nepriklausomai nuo to ar jos buvo kultivuotos
kartu su viruso kapsidémis, ar be (17 ir 18 pav.). Tai galimai vyksta dél ir taip aukstos Dox

koncentracijos, salygojancios Dox patekimo j 1gsteles prisotinima.

HCT116 gyvybingumas
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17 pav. HCT116 lasteliy gyvybingumas. Skaic¢iai nurodo Dox koncentracijg ng/mL. ,,+*
reiskia, jog Sulinéliuose buvo pateikta baltyminio méginio i§ BY4741 APOR1 GagWT
kamieno, 0 ,,-“ nurodo, jog lastelés buvo augintos be L-A-1 viruso baltymy. 0- Sulinélyje
lasteléms buvo pateiktas atitinkamas Kiekis 1X ardymo buferio tirpalas. n = 2.
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18 pav. HCT116 lasteliy gyvybingumo palyginimas. Grafike pavaizduota, kaip kinta
HCT116 lasteliy gyvybingumas tarp lasteliy, kultivuoty su DoX, ir 1gsteliy, kultivuoty su
Dox bei L-A-1 viruso VLP (Dox + VLP).
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Norint vizualiai pamatyti, jog Dox efektyviai patenka j Igsteles, jas kultivuojant
kartu su viruso kapsidémis, Igstelés buvo stebimos fluorescenciniu mikroskopu.
Mikroskopu uzfiksuota Dox fluorescencija pavaizduota 19 pav. Rezultatai parod¢, jog
lastelése, kultivuotose su Dox, kartu joms pateikiant viruso kapsidziy, stebima Dox

fluorescencija.

A

19 pav. Dox fluorescencija HCT116 lastelése. ,,+ lastelés kultivuotos su L-A-1 viruso
kapsidémis i§ BY4741 APOR1 GagWT kamieno, ,,-* Iastelés kultivuotos be L-A-1 viruso
komponenty. A paveiksle naudota 100 ng/mL Dox koncentracija; B Dox koncentracija 200
ng/mL.
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4. REZULTATU APTARIMAS

Mokslinio darbo metu gauti rezultatai parodé, jog mieliy Saccharomyces cerevisiae
L-A-1 viruso komponentai, kaip ir buvo tikétasi, nedaro neigiamos jtakos Zinduoliy
Iasteliy linijos HCT116 gyvybingumui. Kadangi buvo nustatyta, jog Sios dalelés nesukelia
citotoksinio poveikio zmogaus lasteléms, jos gali biiti potenciali pernasos sistemos
platforma. Kuriant perna3os sistema, reikia i§gryninti daug ir pakankamai gryny VLP. Sio
darbo metu nustatyta, jog didZiausia L-A-1 kapsidés Gag baltymo raiska pasieckiama
naudojant S. cerevisiae BY4741 APOR1 GagWT kamieng. Efektyviausias budas iSgryninti
didelj kiekj pakankamai gryny L-A-1 viruso VLP buvo atliekant virusiniy daleliy
gryninima su PEG4000. Sis daleliy gryninimo biidas yra efektyvesnis uz daleliy gryninimg
ultracentrifuguojant sacharozés gradiente, 0 gauti Gag baltymo kiekiai yra 10 karty
didesni. Darbe atlikti HCT116 lasteliy gyvybingumo matavimai bei Dox fluorescencijos
lastelése stebéjimai parode¢, kad Dox efektyviai patenka | HCT116 lasteles, kultivuojant jas
kartu su L-A-1 viruso VLP. Vertinant $iy virusiniy daleliy transfekcinj pajéguma, galima
teigti, jog Dox lengviau patenka  HCT116 lasteles, kultivuojant jas kartu su L-A-1 viruso
VLP. Citotoksinis Dox poveikis, naudojant mazas jo koncentracijas (20 ir 50 ng/mL),
lasteléms yra didesnis, kai Sios kultivuojamos su L-A-1 viruso VLP. Todél VLP galimai
praplecia efektyvig Dox veikimo koncentracija. Tai galima biity panaudoti norint
sumazinti Dox citotoksinj poveikj sveikiems audiniams. Dox bei kity chemoterapiniy
junginiy pagrindinis jy naudojimg apribojantis veiksnys — tai jy sukeliamas $alutinis
poveikis sveikiems audiniams. Doksorubicinas yra toksiskas daugumai pagrindiniy
organy, taip pat sukelia ypa¢ pavojinga gyvybei kardiotoksiskuma, dél Sios priezasties
gydymo procese yra ribojama vaisto dozé (Tacar, Sriamornsak ir Dass, 2013). Panaudojus
L-A-1 viruso VLP pernaSos sistema, galima biity naudoti mazesnes Dox koncentracijas, o
modifikuojant §ias VLP galima bty sukurti pernasos sistemas, kurios nunesty panasius
junginius j tikslinius organizmo audinius ar net tikslines vietas lgstelése. Tai praplésty
tokiy junginiy kaip Dox panaudojimo galimybes ir padidinty gydymo efektyvuma bei
sumazinty $alutinj poveikj. Siam L-A-1 viruso VLP pritaikymui dar reikia atlikti
papildomy tyrimy, kurie parodyty, kaip VLP patenka j Iasteles ir kokiu biidu pernesa
jvairius junginius. Taip pat reikéty istirti chimeriniy VLP kiirimo galimybe ir
mechanizmus, kuriais tokios VLP atlikty selektyvios pernasos funkcija.

45



ISVADOS
1) L-A-1viruso VLP i$ Saccharomyces cerevisiae BY4741 APOR1 GagWT kamieno
gryninimo su PEG4000 metodas yra efektyvesnis uz gryninimg sacharozés

gradiente.

2) Saccharomyces cerevisiae L-A-1 viruso komponentai nedaro neigiamos jtakos

HCT116 lasteliy gyvybingumui.

3) L-A-1viruso VLP galimai pagerina mazy doziy Dox patekimg j HCT116 lgsteles.
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Santrauka

Saccharomyces cerevisiae mielés yra saugus organizmas zmogui. Sios mielés jau
takstan¢ius mety naudojamos jvairiy kepiniy ir gérimy fermentacijoje (Landry et al.,
2006). 2007 metais atlikto zmogaus mikrobiomo tyrime nustatyta, kad S. cerevisiae yra ir
sveiko Zmogaus natiiralios mikrofloros dalis (Nash et al., 2017). Sios mielés svarbios ir
plac¢iai naudojamos maisto (Legras et al., 2007), medicinos, farmacijos pramonéje, biokuro
gamyboje (Tirker, 2014). Saccharomyces cerevisiae yra vienas i§ modelinis eukariotiniy
organizmy, suteikiantis daug ziniy apie lgsteléje vykstancius procesus (Landry et al.,
2006). Dauguma Saccharomyces cerevisiae kamieny turi L-A virusa. Tai 4,6 kb dgRNR
virusai, kurie stabiliai palaikomi mieliy lgstelése ir nedaro neigiamos jtakos jy augimui..
Nustatyta, jog L-A-1 kapsidés baltymai formuoja savaime susirenkancias VLP (Fujimura
et al., 1992). Tokios pseudoviriono dalelés pritaikomos medicinos pramongje. Vieni i$
VLP panaudojimo biidy, tai pritaikyti jas kuriant jvairias vakcinas arba pernasos sistemas

(Fuenmayor, Godia ir Cervera, 2017).

Sio mokslinio darbo metu buvo siekta jvertinti galimybe L-A-1 viruso VLP
pritaikyti kaip nanoneséjus. Pirmiausia, sacharozés pagalvés metodu gryninant VLP i$ S.
cerevisiae BYALA, BYALA GagWT, BY4741 GagWT bei BY4741 GagA kamieny buvo
jsitikinta, jog L-A-1 viruso komponentai nedaro neigiamos jtakos zmogaus véziniy
lasteliy linijos HCT116 gyvybingumui ir jas yra saugu naudoti. Nustatyta, kad didziausias
kiekis L-A-1 viruso VLP produkuojamos BY4741 APOR1 GagWT kamiene, o
efektyviausia VLP gryninti naudojant PEG4000. Gryninant L-A-1 viruso VLP naudojant
PEG4000, galima pasiekti 10 karty didesn¢ i§gryninto Gag baltymo koncentracija, nei
gryninant ultracentrifugavimo sacharozés gradiente budu. Tiriant iSgryninty virusiniy
daleliy transfekcinj pajéguma nustatyta, jog esant mazoms Dox koncentracijoms (20 ir 50
ng/ml), citotoksinis Dox poveikis HCT116 Igsteléms yra didesnis, kai Igstelés
kultivuojamos kartu su L-A-1 viruso VLP. Todé¢l galima teigti, jog $ios dalelés galimai
pagerina Dox patekimg j HCT116 lasteles esant mazoms Dox koncentracijoms (20 ir 50
ng/ml), taip praplésdamos efektyvig Dox veikimo koncentracijg. Stebint Dox
fluorescencija veiktose HCT116 lastelése, taip pat galima daryti iSvada, jog Dox i lasteles

patenka efektyviali, kai jos kultivuojamos kartu su L-A-1 viruso VLP.
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Summary

The yeasts Saccharomyces cerevisiae are safe organisms for humans. These yeasts
have been used in the fermentation of various baked goods and beverages for thousands of
years (Landry et al., 2006). A 2007 study of the human microbiome found that S.
cerevisiae is also part of the natural microflora of healthy humans (Nash et al., 2017). This
yeast is important and widely used in food (Legras et al., 2007), medicine, pharmaceutical
industry and biofuel production (Tiirker, 2014). Saccharomyces cerevisiae is one of the
model eukaryotic organisms that provides extensive knowledge of cellular processes
(Landry et al., 2006). Most strains of Saccharomyces cerevisiae carry the L-A virus. These
are 4.6 kb dgRNA viruses that are stably maintained in yeast cells and do not adversely
affect their growth. L-A-1 capsid proteins have been found to form self-assembling VLPs
(Fujimura et al., 1992). Such pseudovirion particles are applicable in the medical industry.
One of the uses of VLPs is to adapt them to the development of various vaccines or

delivery systems (Fuenmayor, Godia, & Cervera, 2017).

The aim of this scientific work was to evaluate the possibility of applying L-A-1
virus VLPs as a nanocarriers. In particular, purification of VVLP from the strains of S.
cerevisiae BYALA, BYALA GagWT, BY4741 GagWT, and BY4741 GagA using the
sucrose cushion method was used to confirm that L-A-1 virus components do not
adversely affect the viability of the human cancer cell line HCT116. The highest levels of
L-A-1 virus VLPs were found to be produced in the BY4741 APOR1 GagWT strain, and
the most efficient VVLPs purification method was using PEG4000. Purification method
using PEG4000 is 10 times more efficient than purification by sucrose gradient
ultracentrifugation according to purified Gag protein concentration. Transfection capacity
of purified viral particles showed that at low Dox concentrations (20 and 50 ng / ml), the
cytotoxic effect of Dox on HCT116 cells is enhanced when the cells are co-cultured with
L-A-1 virus VLP. Therefore, these particles may potentially improve the uptake of Dox
into HCT116 cells at low concentrations (20 and 50 ng / ml), thus expanding the effective
concentration spectrum of Dox. Monitoring of Dox fluorescence in exposed HCT116 cells

also suggests that Dox enters cells efficiently when co-cultured with L-A-1 virus VLPs.
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