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Reziumeé

Disertacijoje aprasomi monokloniniai antikiinai, sukurti prie§ rekombinantinius
mielése susintetintus antigenus: Zmogaus paragripo treciojo tipo viruso,
Menangle viruso, hantavirusy bei pasiutligés viruso nukleokapsidés (N)
baltymus. Sukurtieji antikiinai buvo visapusiSkai charakterizuoti jvairiais
imunocheminés analizés metodais, jvertintas jy specifiSkumas, afiniSkumas,
sugebéjimas atpazinti natyvius virusus infekuoty lasteliy kultirose. Buvo
nustatyta, kad antikiinai, sukurti prieS rekombinantinius mielése susintetintus
virusy baltymus, tinka virusy nustatymui infekuotose lastelése. Sie tyrimai
patvirtino, kad rekombinantiniai mielése susintetinti virusy N baltymai turi
panaSias antigenines savybes, kaip natyviis virusy N baltymai, formuojantys
nukleokapsides. Sukurtieji monokloniniai antikiinai taip pat buvo panaudoti
iSsamiems minéty virusy N baltymy antigeninés struktiros tyrimams bei
imunodominuojanéiy seky nustatymui. Disertaciniame darbe gauti duomenys
svarbiis, kuriant naujas imunodiagnostikos sistemas, skirtas virusy infekcijoms
nustatyti.

Disertacijg sudaro jvadas, trys skyriai, naudotos literatiiros sgrasas ir autorés
publikacijy saraSas.

Ivadiniame skyriuje aptariama tiriamoji problema, darbo aktualumas,
formuluojamas darbo tikslas bei uZdaviniai, darbo mokslinis naujumas ir
praktiné reikSmé, pristatomos paskelbtos publikacijos ir praneSimai
konferencijose. Pirmasis disertacijos skyrius skirtas literatiiros apZvalgai: jame
apibudinamos paragripo virusy, Menangle viruso, hantavirusy ir pasiutligés
virusy Seimos ir gentys, jy genomy ypatybés, struktiiriniai baltymai, patogenezé
ir epidemiologija. Smulkiau apraSomi minéty virusy N baltymai. Literattros
apzvalgoje taip pat aprasomi rekombinantiniy virusiniy baltymy sintezés mielése
privalumai, daZniausiai naudojami virusiniy infekcijy diagnostikos metodai bei
monokloniniy antiktiny taikymas virusiniy infekcijy diagnostikai. Antrajame
skyriuje apraSomi disertaciniame darbe naudoti metodai: hibridomy
technologija, imunofermentiné analiz€, imunoblotingas, imunofluorescenciné
mikroskopija, molekulinés biologijos metodai. Treciajame skyriuje pateikiami
eksperimentiniai duomenys apie naujy monokloniniy antikiing kiirima, jy
specifiSkumo tyrimus, sgveika su jvairiy virusy N baltymais, infekuoty lasteliy ir
audiniy tyrimus, virusy N baltymy antigeninés struktiiros tyrimus.

Disertacijos tema paskelbti 4 straipsniai: visi straipsniai jtraukti j ISI Web of
Science sarasa. Disertacijoje atlikty tyrimy rezultatai paskelbti 6 mokslinése
konferencijose Lietuvoje ir uZsienyje.



Abstract

The dissertation describes development and characterization of monoclonal
antibodies against recombinant yeast-expressed antigens: nucleocapsid (N)
proteins of human parainfluenza virus type 3, Menangle virus, hantavirus and
rabies virus. The newly developed antibodies were investigated by different
immunochemical assays for their specificity, affinity and ability to recognize
native viruses in infected cells. It was determined that the antibodies raised
against recombinant yeast-expressed viral proteins are suitable to identify virus-
infected cells. These data confirmed that recombinant yeast-expressed viral N
proteins possess antigenic properties similar to that of native viral nucleocapsids.
The monoclonal antibodies were also used to study the antigenic structure of
viral N proteins and localize their immunodominant regions. The obtained
results may have impact on the development of new immunodiagnostic test
systems for the detection of viral infections.

The dissertation consists of the introduction, three sections, references, and
the list of author’s publications.

In the Introductory Chapter, the research topic, the actuality, the aim and
tasks, scientific novelty and practical value of the dissertation are discussed.
Author’s publications and conference reports are also presented. The first
Chapter of the dissertation provides literature overview on the genome
organization, structural proteins, pathogenesis and epidemiology of
parainfluenza viruses, Menangle virus, hantaviruses and rabies viruses. The
properties of viral N proteins are described in more detail. The literature
overview also demonstrates the benefits of the expression of recombinant viral
proteins in yeast, describes commonly used diagnostic assays for viral infections
and application of monoclonal antibodies for the immunodiagnostics of viral
infections. In the second Chapter, materials and methods are presented:
hybridoma technology, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), Western
blot, immunofluorescence microscopy, molecular biology techniques. The third
Chapter provides experimental data on the development of new monoclonal
antibodies, testing of their specificity and reactivity with different viral N
proteins, infected cells and tissues, the use of monoclonal antibodies for
studying the antigenic structure of viral N proteins.

Four articles have been published on the subject of the dissertation. All
publications have been included into IST Web of Science list. The results of the
dissertation have been presented in 6 scientific conferences in Lithuania and
abroad.
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Santrumpos

ANDYV — Andes virusas;

ar. — aminorugstis;

AT-PGR - atvirkstinés transkripcijos polimeraziné grandininé reakcija;
CFT - komplemento fiksacijos testas;

DMEM - Dulbecco modifikuota Eagle terpé (angl. Dulbeccos’ modified Eagle’s
medium, DMEM);

DOBYV — Dobrava virusas;

DOBV-Slo — Dobrava viruso Slovenia atmaina;

DTT — ditiotreitolis;

DUVYV — Duvenhage virusas;

EBLV-1 — Europos Sik$nosparniy 1 tipo lisavirusas (angl. European bat lyssavirus type
D

EBLV-2 — Europos Sik$nosparniy 2 tipo lisavirusas(angl. European bat lyssavirus type
2);

EDTA - etilendiamintetraacto rugstis;

ET - endoplazminis tinklas;

F — suliejimo baltymas;

FITC — fluoresceino izotiocianatas;

FVS — fetalinis verSiuko serumas;

GK - GoldZio kompleksas;

GP - glikoproteinas;

GST - gliutation-S transferaze;

HaPyV — Ziurkéno poliomos virusas (angl. hamster polyomavirus);
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HAT - hipoksantinas, aminopterinas, timidinas;

HeV — Hendra virusas;

HKIS — hemoraginé karstiné su inksty sindromu;

HKPS — hemoraginé karstiné su plauciy sindromu;

HN - hemagliutinuojanti neuraminidazé;

hPIV — Zmogaus paragripo virusas (angl. human parainfluenza virus);
hRSV - Zmogaus sisncitinis kvépavimo taky virusas (angl. human respiratory syncytial
virus);,

HT - hipoksantinas, timidinas;

HTNYV - Hantaan virusas;

HTNV-Foj — Hantaan viruso Fojnica atmaina;

IB - imunoblotingas;

IF — imunofluorescenciné analizé;

IFA — imunofermentiné analizé;

IH — imunohistocheminé analizé;

iRNR — informaciné RNR;

JSA — jaucio serumo albuminas;

K, — afiniSkumo konstanta;

L — didysis baltymas — polimerazé;

LBV - Lagos SikSnosparniy virusas (angl. Lagos bat virus);
M — matrikso baltymas;

MenV - Menangle virusas;

MeV — tymy virusas (angl. measles virus);

MOKY - Mokola virusas;

N — nukleokapsidé;

NDS — natrio dodecilsulfatas;

NFA - nepilnas Freund’o adjuvantas;

NiV — Nipah virusas;

NPD - j nukleokapside panasi dalele;

OT - optinis tankis;

P — fosfobaltymas;

PBS - fosfatinis buferinis tirpalas (angl. phosphate buffered saline);
PBST - fosfatinis buferinis tirpalas su tvinu 20;

PDB - baltymy duomeny bazé (angl. protein data base);
PEG/DMSO - polietilenglikolis/dimetilsulfoksidas;

PFA - pilnas Freund’o adjuvantas;
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PGR - polimeraziné grandininé reakcija;

PSO - Pasaulio sveikatos organizacija;

PUUYV — Puumala virusas;

PUUV-Kaz — Puumala viruso Kazan atmaina;
PUUV-Sot — Puumala viruso Sotkam atmaina;
PUUV-Vra — Puumala viruso, Vranica/Hillnids atmaina;
PVDF - polivinilidenfluorido membrana;

RABYV - Kklasikinis pasiutligés virusas (angl. classical rabies virus );
rN — rekombinantinis nukleokapsidés baltymas;

SEOV — Seulo virusas;

SNV — Sin Nombre virusas;

TAE — Tris acetatinis elektroforezés buferinis tirpalas;
TEMED - N,N,N°,N"-tetrametiletilendiaminas;

TIB - taskinis imunoblotingas;

TioV — Tioman virusas;

TMB - 35,5 -tetrametilbenzidinas;

TULYV - Tula virusas;

VP1 — poliomos viruso pagrindinis kapsidés baltymas;

VPD - j virusg panasi dalelé.
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Tiriamoji problema

Virusai yra placiai paplite ir sukelia sunkias infekcines ligas, todeél reikalingi
tiksliis ir efektyviis virusy diagnostikos metodai bei efektyvios vakcinos,
padedancios iSvengti infekcijos.

Monokloniniai antiklinai yra vertingi diagnostiniai reagentai, padedantys
nustatyti virusing infekcijg. Imunocheminiai analizés metodai, pagristi antiktino-
antigeno saveika, pla¢iai naudojami diagnostinése ir mokslinése laboratorijose.
Siy metody privalumai yra jy didelis jautrumas ir specifiskumas.

Pirmosios vakcinos buvo kuriamos virusy pagrindu. Siuolaikinéms
efektyvioms prieSvirusinéms vakcinoms keliami nauji reikalavimai. Siekiant
didesnio saugumo, jos daZnai kuriamos viruso sudedamyjy daliy -
rekombinantiniy baltymy, gebanciy sukelti stipry ir ilgalaikj bei virusa
neutralizuojanj imuninj atsaka, pagrindu. Kuriant tokias vakcinas, svarbu istirti
virusiniy baltymy antigenin¢ struktiirg, identifikuoti imunodominuojancias
sekas. Tam gali biiti panaudojami monokloniniai antiklinai, atpaZjstantys tam
tikra baltymo epitopa sudétingoje antigeninéje strukturoje.

Sio disertacinio darbo tikslas buvo istirti rekombinantiniy virusiniy baltymy
imunogenines savybes ir sukurti monokloninius antiktinus prie§ $iuos baltymus,
siekiant juos pritaikyti virusy nustatymui infekuotose lgstelése, bei virusiniy
baltymy antigeninei strukturai tirti. Darbas buvo vykdomas 2005-2011 metais
Vilniaus universiteto (VU) Biotechnologijos instituto (BTI) Imunologijos ir
lastelés biologijos skyriuje (ILBS).
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Darbo aktualumas

Monokloniniai antikiinai ir jy pagrindu sukurti imunocheminiai metodai placiai
taikomi Siuolaikinéje biotechnologijoje, medicinoje bei moksliniuose tyrimuose.
Svarbi monokloniniy antikiiny panaudojimo sritis yra imunodiagnostika — jvairiy
infekciniy ir sisteminiy ligy nustatymas, tiriant biologinius méginius
imunocheminiais metodais. Sie metodai uZima dominuojan¢ia padétj
Siuvolaikingje laboratorinéje medicinoje, lyginant su Kkitais in vitro diagnostikos
metodais (Biocompare 2009). Monokloniniai antikiinai kaip diagnostiniai
reagentai turi didZiulj potencialg. Gerai charakterizuoty, auksto specifiSkumo ir
afiniSkumo antiktiny poreikis nuolat auga. Antikiiny, skirty diagnostikai ir
moksliniams tyrimams, rinka sudaro didziul¢ biotechnologiniy produkty rinkos
dalj. Tai vienas perspektyviausiy ir dinamiskiausiy Siuolaikinés biotechnologijos
segmenty. 2008 m. pasauliné antikiiny, skirty diagnostikai ir moksliniams
tyrimams, rinka sudaré apie 5,8 mlrd. eury, o 2013 m. prognoz¢ yra 8 mlrd.
eury. Prognozuojamas ne maZesnis kaip 7 % jos kasmetinis augimas
(Biocompare 2009). Todél darbai, skirti naujy monokloniniy antikiiny ir
imunodiagnostiniy metody kirimui, iSlieka aktualiis ir vystomi daugelyje
pasaulio laboratorijy.

Monokloniniai antikiinai, sukurti prie§ virusy baltymus, yra ne tik vertingi
diagnostiniai reagentai, bet ir patogus jrankis virusiniy antigeny struktiiros bei
imuninio atsako ] virusing infekcija tyrimams. Monokloniniai antikiinai atpaZjsta
trumpas aminoriugsciy sekas (epitopus) sudétingoje antigeno struktiiroje, todél
Sie tyrimai gali suteikti svarbios informacijos apie rekombinantiniy ir natyviy
virusiniy baltymy antigeninj panaSuma, baltymo pavirSiuje eksponuojamas
sekas, saveikos vietas su kitais viruso struktiiriniais baltymais. Tokio pobiidZio
tyrimai svarbils, kuriant naujos kartos vakcinas ar kitas virusiniy infekcijy
prevencijos priemones. Pavyzdziui, atlikus neutralizuojan¢iy antikiiny prie$
hepatito C viruso (HCV) E2 baltyma specifiSkumo tyrimus buvo identifikuotas
E2 baltymo epitopas, bendras skirtingiems HCV genotipams. Buvo parodyta,
kad Sio epitopo blokavimas yra efektyvus HCV infekcijos kontrolés biidas (Keck
et al. 2008). PanaSiis tyrimai buvo atlikti su Zmogaus papilomos viruso,
pasiutligés viruso ir kity virusy antigenais (Fleury et al. 2006; Goto et al. 2000;
Jiang et al. 2010). Taigi, remiantis virusiniy baltymy antigeninés struktiiros
tyrimy rezultatais, gali bati kuriami nauji virusiniy infekcijy imunoterapijos
budai.
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Tyrimy objektas

Siame disertaciniame darbe apraSomi nauji monokloniniai antikiinai, sukurti
prie§ Zmogaus paragripo treciojo tipo viruso (hPIV3) nukleokapsidés (N)
baltymg, bei gyviiny platinamy virusy — hantavirusy, pasiutligés viruso,
Menangle viruso — N baltymus. Monokloniniy antikiiny kiirimui buvo panaudoti
rekombinantiniai mielése susintetinti virusy antigenai, formuojantys j virusus
panaSias struktiiras. Sie antigenai buvo susintetinti VU Biotechnologijos
institute. Jy raiSka mielése Sacharomyces cerevisiae buvo gauta pirma karta
(Razanskien¢ et al. 2004; Kucinskait¢ et al. 2007; Juozapaitis et al. 2007a;
2008). Anksc¢iau miisy atlikti tyrimai patvirtino, kad mielése susintetinti virusy
baltymai, formuojantys ] virusus panaSias struktiras, gali biiti panaudoti
serologiniams tyrimams (Samuel et al. 2002, 2003; Zvirbliené et al. 2007;
Petraityté et al. 2007, 2008;). Siame disertaciniame darbe buvo sukurti
monokloniniai antikiinai, kurie tinka tiesioginiam virusy nustatymui infekuotose
lastelése ar audiniuose. Taigi, rekombinantiniai virusy antigenai ir jiems
specifiS$ki antikiinai gali biiti panaudoti minéty virusiniy infekcijy diagnostikai
jvairiais imunocheminiais metodais.

hPIV3, priklausantis paramiksovirusy Seimai, yra placiai paplites Zmogaus
kvépavimo taky virusas, kurio infekcija ypa¢ pavojinga kudikiams ir maZiems
vaikams (Henrickson 2003). Kitas paramiksovirusy atstovas — Menangle virusas
— yra sutinkamas Australijoje ir sukelia kiauliy reprodukcine liga, taciau gali buti
pavojingas ir Zmonéms (Philbey et al. 1998). Hantavirusai, kuriuos daZniausiai
platina grauzikai, yra paplit¢ visame pasaulyje. Kai kurie hantavirusai yra itin
patogeniski Zmonéms ir sukelia sunkius sindromus, kurie pasireiSkia inksty bei
kraujagysliy patologija (Khaiboullina er al. 2005a). Pasiutligé yra mirtinai
pavojinga gyvuny platinama liga, pasireiSkianti centrinés nervy sistemos
pakenkimais (Gorbach ef al. 2004).

Siame disertaciniame darbe sukurtieji monokloniniai antikiinai buvo
iSsamiai charakterizuoti ir pritaikyti minéty virusy N baltymy antigeninés
struktiros tyrimams. Infekuoty lasteliy ir audiniy tyrimai patvirtino naujai
sukurtyjy antiktiny diagnosting verte.

Darbo tikslas ir uzdaviniai

Sio disertacinio darbo tikslas — iitirti rekombinantiniy virusiniy baltymy
imunogenines savybes ir sukurti monokloninius antiktinus prie§ $iuos baltymus,
siekiant juos pritaikyti virusy nustatymui infekuotose lgstelése, bei virusiniy
baltymy antigeninei struktirai tirti.
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Darbo uzdaviniai:

1. IStirti rekombinantiniy virusiniy baltymy — hPIV3, Menangle viruso,
hantavirusy bei pasiutligés viruso nukleokapsidés baltymy — imunogeniSkuma ir
sukurti hibridomas, gaminan¢ias monokloninius antikiinus prie§ Siuos baltymus;

2. IStirti sukurty monokloniniy antikiiny specifiSkuma, kryZmines
reakcijas, sugeb¢jimg atpaZinti natyvius virusus infekuotose lastelése ir jvertinti
ju diagnostinj potenciala;

3. Naudojant sukurtuosius monokloninius antiklinus ir antiserumus,
susidariusius nattralios infekcijos metu, iStirti virusiniy baltymy antigenines
savybes ir identifikuoti imunodominuojancius epitopus.

Tyrimy metodika

Darbe buvo naudojama hibridomy technologija, jvairGis imunofermentinés
analizés variantai, imunoblotingo ir imunofluorescencinés mikroskopijos
metodai, geny inZinerijos, bioinformatikos metodai.

Darbo mokslinis naujumas ir jo reikSmeé

Monokloniniai antiktinai prie§ virusy antigenus turi didele diagnosting verte,
todél jie kuriami daugelyje laboratorijy, nemaZai tokiy antikiiny yra
komercializuota. Dauguma anksc¢iau aprasyty antikiing buvo sukurti, naudojant
nukenksmintus virusus. Misy sukurtieji antikiinai skiriasi nuo anksciau
aprasytyjy tuo, kad jie buvo gauti prieS rekombinantinius virusy baltymus,
formuojancius ] virusy nukleokapsides panaSias daleles. Rekombinantiniy
antigeny paruoSimas ir naudojimas imunizacijai yra paprastesnis ir saugesnis,
nei virusy kultivavimas ir gryninimas, tac¢iau rekombinantiniy ir natyviy
virusiniy antigeny struktiira gali skirtis. Todél buvo svarbu pademonstruoti, kad
miisy sukurtieji antikiinai geba atpaZinti natyvius virusus infekuotose lgstelése.
Naudojant sukurtuosius monokloninius antikiinus, buvo i§samiai apibtidinta
dviejy paramiksovirusy Seimos atstovy hPIV3 ir Menangle viruso — N baltymy
antigeniné struktira. Paramiksovirusy N baltymy antigeninés savybés iki Siol
buvo maZzai tyrinétos, nebuvo duomeny apie imunodominuojancius T ir B
lasteliy epitopus. Vienas i§ geriausiai iStirty Sios Seimos atstovy N baltymy yra
tymy viruso N baltymas. Yra Zinoma, kad tymy viruso N baltymo C galiné dalis
dalyvauja sgveikoje su kitais viruso baltymais (Longhi er al. 2003). Anksc¢iau
misy atlikti tyrimai parodé, kad Sioje baltymo dalyje sutelkta dauguma B
lasteliy epitopy, kas patvirtina jos lokalizacijg viruso nukleokapsidés pavirSiuje
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(Zvirbliené et al. 2007). Siame disertaciniame darbe, iStyrus rekombinantiniy
hPIV3 ir Menangle viruso N baltymy saveika su monokloniniais antikiinais bei
antiserumais, susidariusiais natiiralios infekcijos arba vakcinacijos metu, buvo
gauti nauji duomenys apie minéty virusy N baltymy B Igsteliy epitopus,
identifikuotos S§iy baltymy imunodominuojancios sekos. PanaSiai buvo iStirta
pasiutligés viruso N baltymo antigeniné struktiira. Gauti rezultatai sutapo su
anksCiau publikuotais duomenimis apie B lasteliy epitopy lokalizacija
pasiutligés viruso N baltymo N galinéje dalyje (Toriumi ir Kawai 2005; Jiang et
al. 2010).

Buvo gauti §ie nauji rezultatai:

1. Naudojant rekombinantinius mielése susintetintus virusy antigenus,
buvo sukurtos naujos hibridomy linijos, sekretuojancios aukSto afiniSkumo
antiktinus prie§ 4 skirtingy virusy — hPIV3, hantavirusy, pasiutligés viruso ir
Menangle viruso — N baltymus;

2. Pirma kartag buvo sukurti monokloniniai antikiinai prie§ Menangle
viruso N baltymg ir pademonstruota, kad jie tinka viruso nustatymui
infekuotame audinyje;

3. Pirma karta buvo iStirta paramiksovirusy Seimos atstovy — hPIV3 ir
Menangle virus — N baltymy antigeniné struktiira ir parodyta, kad
imunodominuojancios sekos yra lokalizuotos N baltymy C galinéje dalyje.
Identifikuotas hPIV3 N baltymo linijinis epitopas, homologiSkas tymy viruso N
baltymo imunodominuojanciam epitopui.

Darbo rezultaty praktiné reikSmeé

Sio disertacinio darbo rezultatai turi didele prakting reik§me. Miisy atlikti
infekuoty lasteliy ir audiniy tyrimai patvirtino, kad antikiinai, sukurti prie§
rekombinantinius mielése susintetintus virusy baltymus, reaguoja su natyviais
virusais infekuotose lgstelése ir audiniuose. Todél sukurtieji antikiinai gali biiti
naudojami minéty virusiniy infekcijy imunodiagnostikai. Tiesioginis viruso
nustatymas yra svarbus, norint patvirtinti virusing infekcijg ar tiksliai nustatyti
infekcijos sukéléja. Pavyzdziui, hPIV infekcijos atveju serologiniais metodais
nejmanoma nustatyti, kurio tipo virusas (hPIV1 ar hPIV3) sukélé infekcija, nes
Siy virusy struktOriniai baltymai yra homologiSki ir susidar¢ antikiinai
kryZzmiSkai reaguoja su abiejy virusy antigenais. Taciau turint antikiinus,
specifiSkus konkreCiam virusui (kaip miisy sukurtieji antikiinai prie§ hPIV3),
galima tiksliai identifikuoti infekcijos sukéléja. Vienas i§ misy sukurtyjy
antiktiny prie§ hantavirusus (klonas 4H3 ) taip pat turi unikaly specifiSkuma — jis
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atpazjsta tik itin patogeniSkus Sin Nombre ir Andes hantavirusus. paplitusius
Amerikos Zemyne. Tokie siauro specifiSkumo antikiinai turi didele diagnosting ir
komercing verte.

Disertacinio darbo prakting reik§me iliustruoja Sie pavyzdZiai:

1.

Antiktinai prie§ Menangle viruso N baltymg perduoti Australijos
veterinarijos laboratorijai (CSIRO Livestock Industries, Australian
Animal Health Laboratory), kur naudojami Menangle viruso
infekcijos paplitimo tyrimams.

Antiktinai prie$ hantavirusy N baltyma perduoti kelioms uZsienio
mokslo jstaigoms, kuriose atliekami hantavirusy tyrimai: Friedrich
Loeffler Institute (Vokietija), Center for Infectious Diseases and
Immunity, University of New Mexico School of Medicine (JAV),
Departamento de Virologia, Instituto Nacional de Enfermedades
Infecciosas (Argentina).

Antikiinai prie§ hPIV3 ir hantavirusy N baltymus komercializuoti ir
jtraukti j kompanijy Abcam Ltd (D. Britanija) bei Santa Cruz
Biotechnology (JAV) katalogus. Jie nuolat tiekiami Sioms
kompanijoms ir platinami visame pasaulyje.

Ginamieji teiginiai

1.

Rekombinantiniai mielése susintetinti hPIV3, hantavirusy, pasiutligés
viruso ir Menangle viruso nukleokapsidés baltymai sukelia stipry
imuninj atsakg ir yra tinkami antigenai monokloniniams antikinams
kurti.

Hibridomos, gautos naudojant rekombinantinius hPIV3, hantavirusy,
pasiutligés viruso ir Menangle viruso nukleokapsidés baltymus,
sekretuoja specifiSkus ir afiniSkus antikiinus.

Monokloniniai antikiinai, sukurti prie§ rekombinantinius virusy
nukleokapsidés baltymus, atpaZjsta epitopus, biidingus natyviems
virusams.

Monokloniniai antikiinai prie§ virusy nukleokapsidés baltymus gali
biiti naudojami Siy baltymy antigeninei struktiirai tirti.

Monokloniniy antikiiny pagrindu gali biiti kuriamos diagnostinés
sistemos, skirtos tiesioginiam virusy nustatymui infekuotose lastelése.
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Darbo rezultaty aprobavimas

Disertacijos tema yra atspausdinti keturi moksliniai straipsniai, jtraukti i ISI
Web of Sciense sgrasg (Kucinskaite-Kodz¢ et al. 2011; Zvirbliene er al. 2010;
Zvirbliene er al. 2009; Ku&inskaité e al. 2007).
Disertacijoje atlikty tyrimy rezultatai buvo paskelbti 6 mokslinése
konferencijose Lietuvoje ir uZsienyje:
1. Tarptautingje  konferencijoje  ,3rd EFIS-EJI  Course on
Autoimmunity* 2007 m. Tartu, Estijoje.
2. Lietuvos Biochemiky draugijos konferencijoje ,.Biochemija ir
Sistemy Biologija* 2008 m. Toléja.
3. Tarptautingje konferencijoje /I Symposium. Standartization in
immunology/Standartyzacja w Immunologii 2009 m. Poznané,
Lenkija.
4. Tarptautingje konferencijoje ,,39th Meeting of Scandinavian Society
for Immunology jointly with the Baltic Immunological Society*
2010 m. Talinas, Estija.
5. Tarptautingje konferencijoje ,,/4th International Negative Strand
Virus Meeting* 2010 m. Briuge, Belgija.
6. Tarptautingje konferencijoje ,,/4th International Congress of
Immunology* 2010 m. Kobé, Japonija.

Disertacijos struktara

Disertacija sudaro: jvadas, literatiros apzvalga, metodiné dalis, rezultatai ir jy
aptarimas, naudotos literatiiros saraSas, publikacijy disertacijos tema sarasas.

Darbo apimtis yra 128 puslapiai, tekste pateikti 35 paveikslai ir 15 lenteliy.
Rasant disertacijg, buvo panaudota 240 literatiiros Saltiniy.

Padéka

Dékoju savo darbo vadovei dr. Aurelijai Zvirblienei uZ tyrimy organizavimg ir
visokeriopg pagalba ruoSiant disertacija.

Dékoju kolegoms Indrei SéZaitei, Ritai Lasickienei, Vaidai Zilaitytei ir
visam Imunologijos ir 1astelés biologijos skyriaus kolektyvui uz pagalba darbe ir
diskusijas.

Dékoju prof. Kestuciui Sasnauskui, dr. Almai Gedvilaitei, dr. Rasai
Petraitytei-Burneikienei, Mindaugui Juozapai€iui uz rekombinantinius virusy
baltymus ir vertingus patarimus. Dékoju dr. Rainer’iui Ulrich’ui (Friedrich-
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Loeffler-Institut, Vokietija) uZ eksperimenty id¢jas ir draugiSka darbo atmosfera
komandiruotés metu.

Dékoju savo Seimai ir draugams uz pagalbg ir moralinj palaikyma.

Siy darby vykdymui finansin¢ parama buvo gauta i§ LVMSF remiamos
Aukstyjy technologijy plétros programos projekty B-11 ,,Kvépavimo taky virusy
tyrimai ir diagnostika* (2003-2005 m.) ir B-16 ,,Naujy kryptingo specifiSkumo
monokloniniy antiking ktirimas, naudojant chimerines j virusus panaSias
daleles* (20052006 m.).



Literatliros apzvalga

1.1. Paramyxoviridae virusy Seima: paragripo ir
Menangle virusai

Paragripo (hPIV) ir Menangle virusai priklauso gausiai Paramyxoviridae virusy
Seimai. Sig Seimg sudaro lengvai infekuojantys lasteles, tieck Zmogaus, tiek
gyviiny organizme sutinkami virusai, tokie kaip tymy (MeV), véjaraupiy,
sincitinis kvépavimo taky (hRSV), metapneumo, Hendra, Nipah virusai.

Tai 15 000-19 000 baziy pory ilgio neigiamos orientacijos nesegmentuotg
viengrandés RNR genoma turintys virusai. Paramyxoviridae Seimai
priklausanciy virusy 150-350 nm skersmens virionai daZniausiai yra sferinés
formos, tafiau sutinkami ir netaisyklingos arba filamentinés formos, jvairaus
dydzio virionai. Sios Seimos virusy genomai sudaryti i§ tandemigkai sujungty 6—
10 geny, koduojanciy struktiirinius ir nestruktiirinius baltymus. Virusa gaubia
membrana, sudaryta i§ dvigubo lipidy sluoksnio su jame isiterpusiais dviem
glikoproteinais (GP): suliejimo baltymu (F); hemagliutinuojancia neuraminidaze
(HN), o viduje yra nukleokapsidé (N), kuri dar vadinama ribonukleobaltymu. Ja
sudaro viruso RNR ir jg gaubiantis N baltymas su isiterpusiais fosfobaltymu (P)
ir didZiuoju baltymu — polimeraze (L). (Knipe ir Howley 2007) (1.1 pav.).
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1.1 pav. Paramyxoviridae Seimos viruso viriono schematinis vaizdas
(http://expasy.org/viralzone/all_by_species/556.html)
Fig. 1.1. Diagram of the family Paramyxoviridae virion
(http://expasy.org/viralzone/all_by_species/556.html)

1.1.1. Paragripo virusy apibudinimas

hPIV buvo identifikuoti 1956-1960 m. kaip virusai, sukeliantys kudikiams,
vaikams ir senyvo amZiaus Zmonéms virSutiniy ir apatiniy kvépavimo taky
susirgimus, tokius kaip krupas, plauciy uzdegimas, bronchitas ir kt. (Chanok et
al. 1956; Johnson et al. 1960). hPIV apima dvi Paramyxoviridae Seimos gentis
i§ penkiy. Respirovirus genciai priklauso hPIV1, hPIV3, Rubulavirus genciai
priklauso hPIV2, hPIV4a, hPIV4b. Visi penki virusy virionai turi labai panaSia
struktirg bei aktyvias HN (Knipe ir Howley 2007). Tos pacios genties hPIV
virusy nukleortig§¢iy ir aminoriig§¢iy (ar.) sekos yra panasios. Tai paciai hPIV
genCiai priklausantys baltymai taip pat turi labai panaSias antigenines savybes
(Komada et al. 1991).

hPIV turi pleomorfiskus, daZniausiai sferinés formos 150-250 nm
skersmens virionus (Howe et al. 1967). hPIV viriong sudaro N baltymy ir viruso
genominés RNR kompleksas, apgaubtas dvigubo lipidinio apvalkalo, kuris
susiformuoja i§ infekuotos lastelés plazminés membranos, atsipumpuruojant
virusui (Henrickson 2003). Viriono pavir§iuje kySo transmembraniniai GP: HN
homotetrametrai ir F trimerai. Virusas per HN baltyma jungiasi prie lastelés,
turintios sialo riigities receptoriy. Sio baltymo déka virusas tvirtinasi prie
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lastelés pavirSiaus ir ja agliutinuoja. F baltymas tarpininkauja, suliejant viruso
apvalkalg ir $eimininko lastelés plazming membrang. Sig funkcija nulemia F
baltymo molekuléje esanti hidrofobiniy ar. sritis. Taciau tam, kad minétas
procesas vykty efektyviai, reikalinga HN ir F baltymy sgveika (Knipe ir Howley
2007). Viriono dviguba lipidinj sluoksnj i§ vidaus dengia matrikso (M)
baltymas. Lyginant su kitais viriono baltymais, M baltymo yra gausiausia. Tai —
labai konservatyvus, neglikozilintas baltymas, viruso infekcijos metu
susijungiantis su Seimininko Igstelés plazminés membranos vidine dalimi. M
baltymas koordinuoja viriono susirinkimg, pumpuravimasi ir atpalaidavima i$
Iastelés. Dél sgveikos su visais viruso struktiiriniais komponentais M baltymas
yra pagrindinis tarpininkas, salygojantis virusinés dalelés susirinkima
infekuotoje lasteléje (Knipe ir Howley 2007).

Genominé RNR ir N baltymas sudaro labai stabilig ir tvirtg struktiirg, kuri ir
yra visos RNR sintezés matrica. Visy paramiksovirusy N baltymy monomerai
sudaro spiralés formos strukttrg, suriSdami viruso RNR. hPIV virione yra
2 500-2 700 N baltymo molekuliy, tarp kuriy yra jsiterp¢ po 300 P ir 40 L
baltymo molekuliy. Manoma, kad nukleokapsidé funkcionuoja kaip kompleksas
ir natliraliomis salygomis neiSsiardo. N, P, L baltymy ir RNR kompleksa galima
vadinti savarankiSku infekuojanciu agentu — N, P, L ir RNR gali susirinkti
savarankiSkai j nukleokapside, vykdyti transkripcijg ir RNR replikacija in vitro.
P ir L baltymai kartu sudaro viruso polimeraze ir su laisvu N baltymu formuoja
kompleksa, kuris dalyvauja naujai sintetinamos genominés ir antigenominés
RNR pakavime | nukleokapside (Knipe ir Howley 2007).

Sios riisies virusy replikacija vyksta tik citoplazmoje. Pirmasis Zingsnis
viruso reprodukcijos kelyje yra viruso ir Seimininko Igstelés lipidiniy membrany
susiliejimas. Kitas Zingsnis — nukleokapsidés atpalaidavimas tiesiogiai |
infekuotos lastelés citoplazma. Nukleokapsidéje supakuota viruso genominé
RNR transkribuojama ] teigiamos orientacijos informacing RNR (iRNR),
veikiant viruso RNR polimerazei. Lastelés ribosomos nuo iRNR transliuoja
viruso baltymus. Naujai susintetinti N, P, L viruso baltymai dalyvauja
genominés viruso RNR replikacijoje. Padauginta viruso genominé RNR
saveikauja su naujai susintetintais N, P, L baltymais ir taip suformuojamos
bisimy virusy nukleokapsidés. M baltymas vidingje Seimininko lastelés
plazminés membranos puséje sgveikauja su viruso GP ir tuo paciu pritraukia
nukleokapside prie infekuotos lastelés plazminés membranos, kurios pavirSiuje
jau yra eksponuoti biisimo viruso GP. Dar citoplazmoje besiformuojant
nukleokapsidei, viruso GP transportuojami i endoplazminj tinklg, i§ kurio
patenka j GoldZio kompleksa (GK). Galiausiai egzocitozés bidu GP patenka j
infekuotos Iastelés plazminés membranos pavirSiy. ISsigaubiant lastelés
plazminei membranai, formuojasi pumpuras, po to atsiskiria virusiné dalelé
(Henrickson 2003; Knipe ir Howley 2007).
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1.1.1.2. Paramiksovirusy nukleokapsidés baltymas

N baltymas — viruso genoming ir antigenoming RNR suriSantis baltymas. Jis ir
RNR formuoja spiralinés formos struktiiras — nukleokapsides. Tik tokig forma
igijusi viruso RNR yra biologiskai aktyvi. Nustatyta, jog vieno i§ geriausiai
iStirty paramiksovirusy atstovo — Sendai viruso — N baltymas suriSa 6
nukleotidus, o 13 N baltymo vienety sudaro viena nukleokapsidés spiralés
apsisukima (Egelman et al. 1989). Daugumos paramiksovirusy nukleokapsidéms
biudingi tie patys parametrai, taciau gali skirtis N baltymo vienety skaicius
nukleokapsidés spiralinés struktiiros apsisukime. Viriono viduje nukleokapsidé
yra susisukusi pati apie save, taCiau paZeidus viriono apvalkala ir pasklidus jo
komponentams } aplinkg, nukleokapsidé jgauna lankscia linijing konformacija
(Bhella et al. 2002).

Paramiksovirusy N baltymo molekul¢, atlikus jvairius biocheminius ir
struktiirinius tyrimus, buvo suskirstyta j du rajonus: N baltymo Serdj (Nie.s) it N
baltymo uodegg (Nuodega) (1.2 pav.).

P baltymas L baltymas

2

-\I-‘lq

Q)¢

1.2 pav. Paramiksovirusy atstovo — tymy viruso ribonukleobaltymo schematinis vaizdas
(Bourhis et al. 2007)

Fig. 1.2. Diagram of the ribonucleoprotein of measles virus, member of
paramyxoviruses (Bourhis et al. 2007)

Nierais sudaro apie 80 % viso N baltymo ir yra gana konservatyvi tarp
Paramyxoviridae $eimos virusy. Nges centriné dalis turi konservatyvy ar.
motyva, atsakingg uz N baltymo polimerizacija ir N baltymo ir RNR sgveika,
nors klasikiniy RNR suriSan¢iy motyvy neturi. Nyogeea — tai C galinis N baltymo
nestruktiirizuotas domenas, tarp Paramyxoviridae $eimos virusy nepasiZymintis
dideliu konservatyvumu. Kadangi Nyaeg. yra iSkelta j nukleokapsidés pavirSiy ir
daZniausiai turi neigiamo kriivio fragmentg, ji yra ypa¢ jautri proteaziy
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poveikiui. Buvo nustatyta, kad N baltymo C galiné dalis néra reikalinga viruso
nukleokapsidés formavimuisi ir genominés RNR pakavimui, taciau
nukleokapsidé, suformuota be N baltymo C galinés dalies, negali biiti
transkribuojama. Be to, Sioje N baltymo dalyje yra sritys, atsakingos uZz N ir P
baltymy saveika (Knipe ir Howley 2007).

1.1.1.3. Paragripo virusy patogenezé ir epidemiologija

hPIV gali biti perduodamas tiesiogiai per rankas, burng ar akis ne aerozoliy, o
didesniy laseliy pavidale (Hall 2001). Kvépavimo taky epitelio lastelés yra
pagrindiné hPIV infekcijos vieta. Ankstyvos infekcijos metu paZeidZiamos
nosies ir ryklés gleiviniy lgstelés, ¢ia virusai replikuojasi, po to nukeliauja j
kvépavimo taky epitelio lgsteles (Henrickson 2003). Pagrindiniai receptoriai,
kuriuos atpazjsta hPIV — sialo rigstj turinCios lastelés pavirSiaus molekulés
(Knipe ir Howley 2007).

hPIV — pladiai ir greit plintantis virusas. Daug veiksniy, tokiy kaip bloga
mityba arba permaitinimas, vitamino A stoka, maitinan¢ios motinos riilkymas,
maitinimo kriitimi trumpas periodas salygoja hPIV infekcija kidikiams
(Karmaus et al. 2008). Kaip jau buvo minéta, hPIV sukelia apatiniy ir virSutiniy
kvépavimo taky ligas. Infekcija pavojingiausia kiidikiams, maZameciams
vaikams, senyvo amZiaus Zmonéms ir asmenims, turintiems silpng imuning
sistema, sergantiems jvairiomis létinémis Sirdies, plau¢iy ar kitomis ligomis.
Suaugusiems Zmonéms §ie virusai néra pavojingi, daZniausiai jy infekcija yra
besimptomé arba sukelia lengvus virSutiniy kvépavimo taky susirgimus. Todél
dauguma epidemiologiniy tyrimy yra atliekama su kiidikiais ir vaikais.

Dauguma hPIV epidemiologiniy tyrimy buvo atlikta Piety ir Siaurés
Amerikoje, Azijoje bei Australijoje. Nustatyta, kad per metus JAV 5 milijonai
vaiky iki 5 mety serga apatiniy kvépavimo taky ligomis, i§ jy 1/3 vaiky
infekuojami  hPIV1 ir hPIV3. Pediatrijos ligoninése nuo 3 iki 18 %
hospitalizacijos atvejy sudaro timiis kvépavimo taky susirgimai. IS jy 9-30 %
atvejy buvo nustatyta hPIV infekcija. Kiekvienais metais JAV paguldoma j
ligoning apie 500 000—800 000 vaiky iki 18 mety amZiaus, 12 % visy susirgimy
sukelia hPIV1/2/3 virusai (Shay et al. 1999). hPIV4 paplitimas néra gerai
istirtas. 2004-2005 metais Kanadoje buvo atlikti epidemiologiniai tyrimai ir
nustatyta, kad i§ visy nustatyty hPIV infekcijos atvejyu 43 % buvo hPIV4
(Vachon et al. 2006). hPIV1 ir hPIV2 daZniausiai sukelia krupa, o hPIV3 yra
antras po hRSV virusas, atsakingas uz plauciy uZzdegima ir bronchita. hPIV4
infekcija diagnozuojama kur kas reciau, nes Sio viruso infekcijos simptomai
biina Zymiai lengvesni (Knipe ir Howley 2007).
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1.1.2. Menangle viruso apibudinimas

Menangle virusas (MenV) buvo identifikuotas 1997 m. staigaus kiauliy
reprodukcinés ligos protrukio metu Australijoje, vienoje Naujojo Piety Velso,
Menangle kaimo kiauliy fermoje (Philbey et al. 1998). Naujasis virusas buvo
pavadintas vietovés, kurioje jis buvo aptiktas, pavadinimu ir priskirtas
Paramyxoviridae Seimai, Paramyxovirinae poSeimiui, atsizZvelgiant | viruso
struktiirg, iStirta elektroniniu mikroskopu (1.3 pav.) (Philbey et al. 1998).
Atlikus kiekvieno i§ viruso geny nukleoriig§ciy seky palyginimus, buvo
nustatyta, kad virusas tikrai priklauso paramiksovirusams, o pagal P baltymo
geno filogenetinés analizés rezultatus MenV buvo priskirtas Rubulavirus genciai
(Bowden et al. 2001).

1.3 pav. MenV elektroninés mikroskopijos nuotraukos (Philbey AW 1998). (A)
PleomorfiSkas MenV virionas. (B) Suardytas MenV virionas. Balta rodyklé rodo
suardyto viriono apvalkala; juoda rodyklé — pasklidusia j aplinka nukleokapside. Juodas
briik§nys atitinka 100 nm
Fig. 1.3. Electron micrographs of MenV (Philbey AW 1998). (A) The pleomorphic
nature of MenV virion. (B) A disrupted virion (white arrow) and nucleocapsids (blank
arrow); bar = 100 nm

Kiauliy fermoje, kurioje buvo staigus dar neZinomo viruso protrikis,
naujagimiy parseliy kiekis sumazéjo nuo 82 % iki 60 %. Viruso infekcija buvo
aprasoma, kaip sukelianti parSavedziy kiauliy persileidimus, siejamus su
embriony ir vaisiy mirtimis bei parSeliy apsigimimais. MenV infekuoti parSeliai
sirgo artrogripoze, turéjo iSsivysciusia hipoplazija, kaukolés ir stuburo smegeny
apsigimimus (Philbey et al.1998; Love et al. 2001). Suaugusios kiaulés neturéjo
viruso sukeltos ligos poZymiy. Dviejy kiaulidése dirbusiy Zmoniy kraujo serume
buvo rasta virusg neutralizuojanciy antikiiny. Pra¢jus kelioms savaitéms po
viruso infekcijos protriikio, abu darbuotojai skundési simptomais, panaSiais j
gripo viruso sukeliamos infekcijos simptomus. Tiriant MenV paplitimg aplink
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infekcijos Zidinj, pavyko nustatyti, kad Pteropus Seimos SikSnosparniai yra
MenV viruso neSiotojai, kuriems viruso infekcijos metu nepasireiskia jokie ligos
simptomai (Philbey et al. 1998). Viruso perdavimo biidas kol kas néra gerai
iStirtas. Manoma, kad viruso infekcija kiauliy populiacijoje plinta per
virS§kinamajj trakta, j ji patekus iSmatoms ar Slapimui (Philbey et al. 1998). Kaip
perduodamas virusas Zmogui ir ar infekuoti MenV Pteropus Seimos
SikSnosparniai gali uzkrésti Zmoguy, kol kas néra Zinoma.

1.2. Hantavirus genties virusai

1.2.1. Hantavirusy apibudinimas

Pirmasis hantavirusas buvo identifikuotas 1978 m. kaip Koréjos hemoraginés
karStinés sukeléjas (Lee et al. 1978). Virusas buvo pavadintas Hantaan (HTNV)
vardu — pagal upés, Salia kurios buvo sugautas Sio viruso neSiotojas grauZikas
Apodemus agrarius, pavadinima. Siek tiek véliau buvo identifikuotas panasus
virusas, sukeliantis lengvesnius ligos simptomus. Jis buvo iSskirtas i§ kitos riiSies
grauZiko (Clethrionomys glareolus) Skandinavijoje ir pavadintas Puumala
viruso (PUUV) vardu (Brummer-Korvenkontio et al. 1980). 1981 m. pranciizy
mokslininkai adaptavo HTNV (76-118 atmaing) A549 Igsteliy linijoje. Sis
virusas buvo iStirtas elektroniniu mikroskopu ir priskirtas Bunyaviridae virusy
Seimai (White er al. 1982). Skirtingai nei kiti Sios Seimos virusai, hantavirusai
neturi atropodinio vektoriaus, o natiiralis jy neSiotojai yra grauZikai ir
vabzdZiaédZiai gyvunai (1.1 lentelé¢) (Knipe ir Howley 2007). Hantavirus
genties virusai Bunyaviridae virusy Seimai buvo priskirti 1985 m. kaip virusai
sukeliantys hemoraging karSting su inksty sindromu (HKIS) (Schmaljohn et al.
1985). ki 1993 m. buvo manoma, kad visos patogeninés hantavirusy riisys
paplitusios tik senojo Zemyno kontinentuose. Amerikoje pneumonijos,
sukeliancios Sirdies darbo sutrikimus, protriikio metu buvo identifikuotas naujas
hantavirusas, kuris pavadintas Sin Nombre (SNV) vardu (Shefer er al. 1994).
Nuo to laiko §io viruso sukeliama liga vadinama hemoragine karStine su plauciy
sindromu (HKPS). Véliau Siaurés ir Piety Amerikoje buvo identifikuota ir
daugiau hantavirusy, sukelian¢iy HKPS (1.1 lentel¢). Be patogeniniy
hantavirusy, dar yra sutinkamos hantavirusy rasys, nesukelian¢ios Zmogui jokiy
ligy simptomy — tai Tula (TULV) ir Prospect Hill virusai (Mackow ir
Gavrilovskaya 2001).
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1.1 lentelé. Zmogy infekuojantys hantavirusai, jy neSiotojai, paplitimas, sukeliamos
ligos (Khaiboullina et al. 2005a; Zhenqiang et al. 2008)
Table 1.1. Clinical manifestations, geographic distribution and rodent reservoir of
pathogenic hantaviruses (Khaiboullina ez al. 2005a; Zhenqiang et al. 2008)

Hantavirusas ~ Sukeliama  Mirtingumas,  Geografinis  Viruso neSiotojas

liga % paplitimas

Amur HKIS k. a. R. Rusija Apodemus peninsula

Dobrava HKIS 9-12 Balkanai Apodemus flavicollis

(DOBV)

Hantaan HKIS 10-15 Azija Apodemus agrarius

(HTNV)

Khabarovsk ~ HKIS? k. a. Azija Microtus arvalis

Puumala HKIS 0,1-1 Europa Clethrionomys

(PUUV) glareolus

Saaremaa HKIS labai mazas Europa Apodemus agrarius

Seoul HKIS 3-15 visame Rattus norvegicus

(SEOV) pasaulyje

Tula (TULV) HKIS? k. a. Europa Microtus arvalis

Andes HKPS 43-56 P. Amerika  Oligoryzomys

(ANDV) longicaudatus

Araraquara HKPS k. a. P. Amerika  Bolomys lasiurus

Araucaria HKPS 39 P. Amerika  Bolomys arba
Akodon 1iiSis?

Bayou HKPS k. a. S. Amerika  Oryzomys palustris

Black Creek  HKPS k. a. S. Amerika  Sigmodon hispidus

Canal

Castelo Dos HKPS k. a. P. Amerika  Oligoryzomys riisis?

Sonhos

Choclo HKPS 25 P. Amerika  Oligoryzomys
fulvescens

Hu39694 HKPS k. a. P. Amerika  Oligoryzomys
flavescens ?

Juquitiba HKPS k. a. P. Amerika  Oligoryzomys
nigripes

Laguna HKPS 9-29 P. Amerika  Calomys laucha

Negra

Lechiguanas  HKPS 26 P. Amerika  Oligoryzomys
flavescens

Monongahela HKPS k. a. S. Amerika  Peromyscus
maniculatus

Muleshoe HKPS k. a. S. Amerika  Sigmodon hispidus

New York HKPS k. a. S. Amerika  Peromyscus leucopus

Oran HKPS 8-40 P. Amerika  Oligoryzomys
longicaudatus

Rlo Mamore = HKPS ? P. Amerika  Neacomys spinosus
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Sin Nombre =~ HKPS 40-60 S. Amerika  Peromyscus

(SNV) maniculatus
? — néra tiksliy duomeny; k. a. — keletas atvejy; P. Amerika — Piety Amerika; S. Amerika — Siaurés
Amerika; R. Rusija — Ryty Rusija.

Hantavirusy geografinis iSsibarstymas ir epidemiologija yra glaudZiai
susijusi su natiiraliy Seimininky — grauZiky geografiniu pasiskirstymu. Dauguma
hantavirusy turi vieng, tik jam budinga grauzika - Seimininka, kuriam viruso
infekcija nesukelia jokios ligos simptomy. Hantavirusams infekavus Zmogy,
iSrySkéja HKIS arba HKPS simptomai. HKIS sukeliantys virusai paplite
Europos ir Azijos Zemynuose (1.1 lentelé). HKPS sukeliantys virusai paplite
Siaurés ir Piety Amerikos Zemynuose (1.1 lentelé). Europoje daZniausiai
sutinkami Sie hantavirusai: Dobrava virusas (DOBV), Saaremaa virusas, PUUV
ir TULV; Azijoje — HTNV ir Seulo virusas (SEOV); Piety ir Siaurés Amerikoje
— Andes (ANDV) ir SNV virusai (Knipe ir Howley 2007). giq virusy infekcija
gali buti perduodama tarp grauziky arba nuo grauZiky - Zmogui. Viruso
infekcijos plitimas Zmoniy populiacijoje maZai tikétinas. Iki Siol yra apraSytas
tik vienas toks atvejis, kai ANDV viruso infekcija buvo perduota i§ Zmogaus
Zmogui (Enria et al. 1996).

Hantavirusai priklauso Bunyaviridae virusy Seimai, kurig sudaro dar
keturios virusy gentys: Orthobunyarirus, Phlebovirus, Nairovirus ir Tospovirus
(Knipe ir Howley 2007). Tai segmentuota, neigiamos orentacijos, viengrandés
RNR genomg turintys virusai. 80-120 nm hantavirusy viriony dalelés
dazniausiai biina sferinés arba kiauSinio pavidalo formos. Viruso RNR ir N
baltymas sudaro kompaktiskg trijy segmenty nukleokapside, kurig dengia
lipidinis apvalkalas su jsiterpusiais viruso GP: G1 ir G2 (1.4 pav.).

Viruso genomg sudaro didysis (L), vidutinis (M) ir maZasis (S) segmentai,
koduojantys viruso baltymus: L segmentas — baltyma L, kuris yra viruso
replikazé, transkriptazé (nuo viruso RNR priklausanti RNA polimeraze),
endonukleazé; M segmentas — GP G1 ir G2 pirmtaka; S segmentas — N baltyma
(Jonsson ir Schmaljohn 2001) (1.4 pav.). Kiekvienas i§ segmenty 3’ ir 5° galuose
turi vienodas tarpusavyje komplementarias nukleotidy sekas, kurios formuoja
Ziedinés formos viruso RNR genomo segmentus (McCormick et al. 1982;
Schmaljohn 1996). Sios komplementarios nukleotidy sekos tarp tos pacios
genties virusy yra labai konservatyvios (Hewlett et al. 1977). Taip pat Sios
nekoduojancios hantavirusy genomo sritys dalyvauja viruso RNR replikacijoje ir
transkripcijos reguliacijoje bei virusinés RNR pakavimo iniciacijoje (Jonsson ir
Schmaljohn 2001). Kiekvieno segmento RNR sudaro kompleksus su N baltymu
ir formuoja spiralés formos grandines (Obijeski et al. 1976) (1.4 pav.).
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1.4 pav. Hantavirus genties viruso viriono schematinis vaizdas
(http://expasy.org/viralzone/all_by_species/213.html)
Fig. 1.4. Diagram of the genus hantavirus virion
(http://expasy.org/viralzone/all_by_species/213.html)

Hantavirusai  daugiausia infekuoja endotelio lasteles, sudarancias
kraujagysliy vidinj sluoksnj, o jy replikacija vyksta citoplazmoje (Rossier et al.
1986), dalyvaujant aktino filamentams (Ravkov ir Compans 2001; Kariwa et al.
2003; Andersson et al. 2004). Patekimui | lastelg virusas naudoja endotelio
lasteliy B1 arba B3 integrinus, o | pacia lastel¢ patenka nuo klatrino priklausomos
endocitozés budu (Gavrilovskaya et al. 1999). Viruso nukleokapsidéms patekus
1 1astele, prasideda iRNR sintezé (Bouloy ir Hannoun 1976).

N baltymas yra pats gausiausias hantaviruso baltymas tiek pac¢iame virione,
tiek Iasteléje viruso infekcijos metu (Lober ef al. 2001). Susirenkant virusinei
dalelei, N baltymas turi migruoti j tg pacia vieta, kaip G1 ir G2 baltymai. Pragjus
2 val. po viruso infekcijos, N baltyma granuliy pavidale galima aptikti
citoplazmoje, o po 24 val. N baltymas iSsidésto greta GK (Kariwa et al. 2003).
Taip pat N baltymas sutinkamas infekuotos lastelés perinuklearinéje srityje,
sgveikaujantis su aktino filamentais (Ravkov ir Compans 2001; Andersson et al.
2004). Suardzius aktino filamenty tinklg, sutrinka viriony susirinkimas, todél
manoma, kad aktino filamentai dalyvauja N baltymo perneSime | viriony
susirinkimo vieta, gerta GK (Spiropoulou et al. 2003). Skirtingai nei dauguma
neigiamos orentacijos RNR genomg turinéiy virusy, hantavirusai neturi M
baltymo, kuris sgveikaudamas su N baltymu ir viruso pavirSiaus baltymais
padéty susirinkti virusinei dalelei. Hantavirusy atveju ribonukleobaltymas,
susikaupes GK pusleliy membrany iSor¢je, saveikauja su GP citoplazminémis
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uvodegomis (Smith ir Pifat 1982). GK membranos su integraliniais viruso
baltymais apgaubia ribonukleobaltymg. Susidariusios dalelés susilieja su
endoplazminio tinklo (ET) membranomis, taip atpalaiduojamos pavienés
virusings dalelés, ir virionai transportuojami j lgstelés iSor¢ (Kikkert ez al. 1999).

1.2.1.1. Hantavirusy nukleokapsidés baltymas

Hantavirusy N baltyma sudaro 428-433 ar., jo molekuliné masé yra apie 49-51
kDa. Virusui infekavus lgstele, pradedami sintetinti dideli N baltymo kiekiai.
Infekuotoje lasteléje jo iRNR galima rasti, pra¢jus 6 valandoms po infekcijos
(Spiropoulou 2001). Kaip ir daugumos virusy N baltymai, taip ir hantavirusy N
baltymas atlieka panaSias funkcijas: apsaugo naujai susintetintg viruso RNR nuo
nukleaziy degraduojancio poveikio; viruso RNR ir N baltymo formuojamas
kompleksas tiesiogiai saveikauja su viruso pavirSiaus GP G1 citoplazminémis
uodegomis virusinés dalelés susirinkimo metu. Kol kas hantavirusy N baltymy
erdviné struktiira néra iSspresta. Taciau yra Zinoma, kad hantavirusy N baltymas
sgveikaudamas su viruso RNR sudaro trimerus, kurie suriSa viruso genoming
RNR, sudarydami ribonukleobaltyma (Alfadhli et al. 2002). Buvo nustatyta, kad
HTNV ir PUUV N baltymy C galo 93 ar. fragmentuose yra viruso RNR
suriSancios sritys (Gott et al. 1993). Véliau RNR suriSantis motyvas buvo
identifikuotas konservatyvioje N baltymo dalyje tarp 175 ir 217 ar. (Xu et al.
2002). N baltymo trimeras atpazjsta segtuko struktiiros RNR, kuri susidaro
susijungus komplementariems 3’ ir 5’ viruso genominés RNR galams (Mir ir
Panganiban 2004). N baltymo trimerai susidaro dalyvaujant N ir C baltymo
galams (Alfadhli ef al. 2002; Kaukinen et al. 2004). N baltymo N galiné dalis,
atsakinga uZ trimery formavimasi, formuoja dvi antiparalelines al ir a2 spirales
(Alfadhli et al. 2001, 2002). Viena spiralés apsisukimg sudaro 7 ar. Saveika tarp
konservatyviy 1 ir 4 spiralés apsisukimo hidrofobiniy ar. stabilizuoja susisukusiy
spiraliy struktiirg (Lupas ef al. 1991). Sis spiraliy motyvas dalyvauja keliose
baltymo — baltymo reakcijose, kurios atlieka keletg svarbiy biologiniy funkcijy,
tokiy kaip: signalo perdavimo, transkripcijos reguliavimo ir kt. (Burkhard et al.
2001). Pavyzdziui, SEOV ir HTNV N baltymai sgveikauja su SUMO-1 ir |
ubikviting panaSaus baltymo molekulémis (Kaukinen er al. 2003; Lee et al.
2003; Maeda et al. 2003); PUUV N baltymas atpaZjsta apoptoze pagreitinantj
veiksnj — Daxx baltymg (Li X. D., et al. 2002); o ANDV N baltymas sgveikauja
su interferong aktyvuojanciu MxA baltymu (Khaiboullina et al. 2005b).
Hantavirusy N baltymas sukelia stipry humoralinj imuninj atsakg infekcijos
metu. D¢l Sios priezasties jo pagrindu kuriami nauji diagnostiniai reagentai,
skirti hantavirusy infekcijai nustatyti (Padula et al. 2000; Araki et al. 2001; Li
Z., et al. 2002; Petraityt¢ 2007, 2008). N baltymas pasiZymi didZiausiu
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kryZminiu specifiSkumu tarp hantavirusy struktiiriniy baltymy. KryZmines
serologines reakcijas tarp skirtingy hantavirusy N baltymy paaiSkina
konservatyvios antigeninés determinantés, didelé N baltymy ar. seky
homologija.

1.2.1.2. Hantavirusy patogenezé ir epidemiologija

Kiekvienas hantavirusas turi savo natiiraly neSiotoja grauZika (1.1 lentelé).
GrauZikams — hantavirusy neSiotojams budinga infekcija, nesukelianti
fiziologiniy pakitimy, kuri gali testis nuo keleto ménesiy iki dviejy mety. Sie
virusai gali infekuoti kitos ruSies grauZikus jkandus, arba patekus j kvépavimo
sistemg su Slapime, iSmatose ir seilése esanciais virusais (Glass et al. 1988;
Hinson et al. 2004). Eksperimentinés infekcijos metu buvo nustatyta, kad
infekuoti grauZzikai viremijos stadija pasiekia ir virusas iSplinta po visa grauZiko
organizma antraja savait¢ po uZkrétimo. Virusy kiekis kraujotakos sistemoje
sutampa su antikliny prie§ virusg susidarymu. Antiklinus prie§ hantavirusus
galima aptikti apie 14 dieng, o didziausias jy kiekis stebimas 50 dieng po
infekcijos. Nors kraujo serume neutralizuojantys antikiinai iSlieka labai ilgai,
grauZiko organizme virusa galima aptikti net keleta ménesiy po infekcijos.
Hantavirusai infekuoja endotelio lasteles, tod¢l didZiausia jy koncentracija
randama plauciy ir inksty endotelio lastelése (Knipe ir Howley 2007).

Skirtingai nei grauZikams, hantavirusy infekcija Zmogui yra pavojinga.
Priklausomai nuo hantaviruso rusies, infekuotas Zmogus gali susirgti HKIS arba
HKPS. Hantavirusai infekuoja Zmogy, patekus i kvépavimo sistema aerozoliams
su grauziko Slapime, iSmatose ir seilése esanciais virusais arba per tiesioginj
kontakta su grauZiky ekskrementais (Hart ir Bennett 1999; Vapalahti et al.
2003). Ankstyvieji hantavirusy infekcijos etapai yra maZai iSnagrinéti. Virusas
patenka j Seimininko lgstele per pavirSiaus integrinus. Patogeniniai virusai (tokie
kaip SNV, New York ir HTNV) | lastele patenka per B3 integrinus,
nepatogeniniai hantavirusai (Prospect Hill virusas, TULV) — per B1 integrinus
(Mackow ir Gavrilovskaya 2001).

Kaip ir infekuoty hantavirusais grauZiky atveju, Zmogaus organizme
hantavirusai taip pat nesukelia citopatinio efekto. Todél labiausiai pazeidZiamy
organy — inksty ir plauciy — patologija néra siejama su virusy indukuojama
nekroze. Kol kas néra identifikuoti veiksniai, kurie tiksliai apibiidinty HKIS ir
HKPS patogeneze. Manoma, kad endotelio lastelés yra biitinos hantavirusams
sukelti HKIS ir HKPS. Si hipotezé buvo patvirtinta, aptikus hantavirusy
antigenus post mortem zmogaus audiniy endotelio lastelése. DidZiausias virusy
antigeny kiekis HKIS atveju randamas inksty, o HKPS — plauciy endotelio
lastelése. Buvo nustatyta, kad hantavirusy infekcijos metu padidéja
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mikrokraujagysliy endotelio laidumas. Kaip hantavirusai dalyvauja Siame
procese, néra Zinoma (Zaki et al. 1995).

Tyrimai rodo, kad hantavirusy patogenez¢ yra multifunkcinis procesas,
apimantis ne tik endotelio 1gsteles, bet ir citokinus, chemokinus, kitus imuninio
atsako efektorius. DNR mikrogardeliy metodu buvo nustatyta, kad in vitro
infekuotose SNV ir Prospect Hill virusais endotelio lastelése vyksta molekuliniai
virsmai, sukeliantys pavojy lastelei. PavyzdZiui, buvo nustatyta, jog 14-18
lastelés geny, praéjus 3 valandoms po viruso infekcijos, prarado aktyvuma arba
buvo neplanuotai aktyvinti. Pragjus 12 valandy po infekcijos, tokiy geny
skaiCius iSaugo: SNV atveju identifikuoti 175 paveikti genai, nepatogeninio
Prospect Hill viruso atveju — 36 genai. Viruso infekcijos metu aktyvinami
Jvairiis prieSvirusiniy, transkripcijos, augimo faktoriy, chemokiny, receptoriy,
struktiriniy baltymy, IFN indukuojanciy specifiniy kinaziy genai (Khaiboullina
et al. 2004; Geimonen et al. 2002).

Hantavirusy patogenez¢je didelj vaidmenj atlieka cirkuliuojantys imuniniai
kompleksai. Jie randami HKIS ligoniy kraujo serume, nuséda kraujagysliy
sienelése, inkstuose (Gavrilovskaya et al. 1987). Imuniniy kompleksy kiekis
sumazéja, ligoniui pasveikus.

Specifinio biido, kaip gydyti HKIS ir HKPS ligonius, néra sukurta. Gydymo
efektyvumas daZniausiai priklauso nuo gydytojo sukauptos patirties, gydant
Sivos sindromus. DaZniausiai ligoniai turi vartoti daug skys¢iy ir palaikyti
elektrolity balansg organizme. Nespecifiniai prieSvirusiniai vaistai, tokie kaip
IFN-a, steroidai, ciklofosamidas, gali biiti naudojami $iai infekcijai gydyti. Buvo
jrodyta, kad gydant HKIS ligonius ribavirinu sumaZinamas mirtingumas, jei
vaistas pradedamas vartoti atsiradus pirmiesiems ligos simptomams (Huggins et
al. 1991). HKPS atveju ribavirinas buvo neefektyvus (Mertz ef al. 2004).

Hantavirusy infekcijos prevencija siejama su grauZiky, neSiojanciy Siuos
virusus, populiacijos maZinimu apgyvendintose teritorijose. Taip pat
rekomenduojama Zmonéms nekontaktuoti su laukiniais grauzikais, saugoti
maista nuo kontakto su jais. Vakcinacija biity paprasCiausias hantavirusy
infekcijos prevencijos biidas. Pirmoji vakcina prie§ hantavirusus buvo sukurta,
iSskyrus ir nukenksminus HTNV B-1 virusg i§ infekuoto grauZiko smegeny
lasteliy. Si vakcina sumaZino viruso kiekj, uzkrétus eksperimentinius gyviinus
HTNV B-1, KHF-83-6 virusy atmainomis (Yamanishi et al. 1988). Pirmoji
komerciné vakcina — ,,Hantavax* taip pat buvo pagaminta nukenksminto viruso
pagrindu. Praéjus metams po vakcinacijos, 50 % Zmoniy, vakcinuoty Sia
vakcina, kraujo serume tur¢jo hantavirusus neutralizuojanciy antikiiny. Nors
,Hantavax* vakcina buvo gerai toleruojama, ji nesukiiré ilgalaikio imuniteto,
todel buvo sutelktas démesys 1 naujy vakciny prie§ hantavirusus kiirimg. Buvo
sukurta dvivalent¢ vakcina prie§ HNTV ir SEOV (Ruan et al. 1999). Pragjus
dviem savaitéms po vakcinacijos §ia vakcina, net 100 % savanoriy, dalyvavusiy
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vakcinacijoje, kraujo serume buvo rasta neutralizuojanciy antikiiny. Taciau 2-
4 % savanoriy $i vakcina sukelé Salutinj poveikj. Kasmet Kinijoje pagaminama 4
milijonai doziy 5 skirtingy vakciny prie§ hantavirusus, visos jos gaminamos
nukenksminant virusg (Hooper ir Li 2001). Yra sukurta nemaZai strategijy,
skirty rekombinantinéms vakcinoms prie§ hantavirusus kurti. Rekombinantiniai
baltymai, kurie tikty vakcinoms, sintetinami jvairiose raiSkos sistemose. Kuriami
chimeriniai baltymai, DNR vakcinos (Schmaljohn 2009). Visos Sios vakcinos
eksperimentiniy gyviiny modeliuose veikia efektyviai, sukelia stipry imuninj
atsakg prie§ virusus. Taciau iki Siol néra né vienos komerciSkai prieinamos
rekombinantinés vakcinos pries hantavirusus.

Hantavirusy sukeliamos ligos yra placiai paplitusios pasaulyje (1.5 pav.).
Kiekvienais metais pasaulyje hospitalizuojama nuo 150 000 iki 200 000 ligoniy
su HKIS (Lee 1996).
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1.5 pav. Hantavirusy sukeliamy HKIS ir HKPS pasiskirstymas pasaulyje (Zhenqgiang B
2008)
Fig. 1.5. Geographical distribution of hantavirus pulmonary sindrome and hemorragic
fever with renal sindrome (Zhengiang B 2008)

Azijos Zemyne HTNV, SEOV sukeliamas HKIS daZniausiai
diagnozuojamas Kinijoje, Kor¢jos Respublikoje ir Tolimyjy Ryty Rusijoje. Nuo
1950 iki 2001 m. Kinijoje buvo apraSyta daugiau nei 1 400 000 HKIS atvejy, i§
jy — 45 000 mirciy. Kasmet Kinijoje apraSoma nuo 40 000 iki 60 000 HKIS
atvejy, o tai sudaro 70-90 % visy HKIS atvejy pasaulyje. Koréjos Respublikoje
kasmet susiduriama su 300—400 HKIS atvejy, o Rusijoje — su 100-200 atvejy.
Kitose Azijos Zemyno Salyse su hantavirusy sukeliamu HKIS susiduriama retai.
Japonijoje nuo 1985 mety nebuvo apraSyta nei vieno HKIS atvejo (Zhengiang et
al. 2008).
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Europos Zemyne per metus HKIS atvejy diagnozuojama: Rusijoje (3 000
atvejy), Suomijoje (1 000 atvejy), Svedijoje (300 atvejy) ir kitose Europos Salyse
susiduriama su maziau nei 100 atvejy per metus (Zhengiang et al. 2008).

Siaurés ir Piety Amerikoje daugiausia paplite SNV, ANDV, Monongahela,
New York, Black Creek Canal, Bayou, Oran, Lechiguanas ir Hu39694
hantavirusai. Grauzikai, priklausantys Sigmondontinae poseimiui, yra §iy virusy
neSiotojai. Skirtingai nei kiti hantavirusai, jie sukelia HKPS Zmogui, o
mirtingumas siekia 40-50 % (Khaiboullina et al. 2005a).

Hantavirusy paplitimas Lietuvoje pirma karta buvo apraSytas 1990 m.
(Motiejunas et al. 1990). Buvo tirtos skirtingos Zmoniy grupés ir trys
geografiniai regionai. Nustatytas bendras hantavirusams specifiniy antikiiny
serume paplitimas buvo 0,6 %. Daugiau teigiamy serumo méginiy buvo
nustatyta tarp misko darbininky ir gamtosaugininky. Buvo istirti 4578 grauziky
serumai ir daugiausiai hantavirusams specifiniy antikiiny rasta pelénuose
Clethrionomys glareolus (4,2 %). Visi antigenai §iy grauZiky serume buvo
priskirti PUUV serotipui. Dauguma infekuoty pelény buvo sugauta Siaures ir
Vidurio Lietuvoje (Zidiniai Siauliy ir PanevéZio apskrityse ir Sirvinty rajone).
2005 metais buvo paskelbti duomenys apie nauja hantavirusy paplitimo
Lietuvoje tyrima (Sandmann et al. 2005). Tirtos dvi serumy grupés: onkologiniy
ligoniy (n =438) ir kraujo donory (n = 299) serumai. Nustatyta, kad pragjus tik
kiek daugiau nei deSimtmeciui po ankstesnio tyrimo, situacija Lietuvoje Zymiai
pasikeité. Buvo nustatyta, kad Lietuvoje sutinkami du hantavirusy serotipai
(PUUYV ir DOBV), dominuojant DOBV serotipui. Taip pat nustatytas didesnis
antikliny paplitimas, nei ankstesniame tyrime (0,7 % donory grupéje, kur
vidutinis amzius 22,5 metai ir 8,2 % onkologiniy pacienty grupéje, vidutinis
amzius 65,7 metai). Tyrimai parodé, kad hantavirusai yra paplite¢ visoje
Lietuvoje. Visose septyniose apskrityse surinktuose kraujo serumuose buvo
aptikta hantavirusams specifiniy antikiiny turinéiy serumy (Sandmann et al.
2005). Sie duomenys sutampa su kaimyninése Salyse atliktais hantavirusy
epidemiologiniais tyrimais. Latvijoje ir Rusijoje taip pat paplit¢ PUUV ir DOBV
hantavirusai (Niklasson et al. 1991; Lundkvist et al. 2002). 2007 metais buvo
apraSyti hantavirusy paplitimo tyrimai tarp hemodialize atliekanciy pacienty
(Dargevicius et al. 2007). Buvo istirti 218 kraujo serumo pavyzdziai. Méginiai
buvo tirti naudojant IgG antikiinus ,,iSgaudantj imunofermentinés analizes
metodg, IgG antikiinai susidar¢ prie§ hantavirusus buvo tiriami naudojant
mielése sintetintus N baltymus. Gauti teigiami rezultatai buvo patvirtinti
imunoblotingo metodu. Antikiiny prie§ hantavirusus (DOBV, HTNV ir PUUV)
paplitimas Sioje grupéje buvo 7,4 %, dominavo DOBV serotipas (81 %). Visi
atlikti tyrimai rodo, kad Lietuvoje hantavirusai taip pat plinta, todél reikalingi
tolimesni $ios infekcijos epidemiologiniai tyrimai.
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1.3. Lyssavirus genties virusai

1.3.1. Lisavirusy apibudinimas

Lisavirusy pavadinimas kiles i§ lotyniSko Zodzio ,,lyssa®, kuris reiskia pasiutlige.
Pasiutligé — viena seniausiai apraSyty infekciniy ligy. Senovés Mezopotamijos
raSytiniuose Saltiniuose (23 a. pr. Kr.) minima, jog pasiutusio Suns jkandimai yra
pavojingi Zmogui, o Homero Iliadoje Hektoras vadinamas pasiutusiu Sunimi. 4
a. pr. Kr. Aristotelis tiksliai jvertino pasiutusio Suns keliama mirting pavojy
Zmogui (Knipe ir Howley 2007). Senovés graikai mané, kad pasiutlige sukelia
po lieZzuviu esancios kirmeélaités. Pirmajame misy eros amZiuje roménas
Celsus’as pasiutlige pavadino hidrofobija. Van Sviton’as 1770 m. pirmasis
aprasé Zmogaus pasiutligés paralyZiaus forma. Nors jau buvo Zinoma, kad
pasiutlige perneSa pasiut¢ gyviinai, 1804 m. G. G. Zinke nustaté, kad infekcinis
pasiutligés agentas slypi pasiutusio gyvino seilése. V. Galtier’is sukiiré
eksperimentinj pasiutligés infekcijos modelj: kaip virusg perduoti triusiui ir i$
triuSio kitam triuSiui. Pasiutligés viruso tyrimus molekuliniame lygyje
paspartino naujy technologijy atsiradimas. Kad pasiutligés virusas infekuoja
neuronus, mikroskopu jrodé¢ A. Negri 1903 m., identifikaves pasiutusio gyviino
neurony citoplazmoje intarpinius kiinelius, kurie pasirodé esa nukleokapsidés
agregatai ir dabar vadinami Negri kiineliais (Kristensson et al. 1996). Dideli
nuopelnai tiriant pasiutlige ir rengiant jos prevencijos priemones priklauso
L. Pasteur’ui. Jis jrod¢, kad pasiutligés sukéléjas yra virusas, randamas
pasiutusio gyvulio seilése, liaukose ir audiniuose, bet daZniausiai — galvos ir
stuburo smegenyse. L. Pasteur’as eksperimenti$kai nustaté, kad pakartotinai
skiepijant ,,gatvés® virusg, galima gauti susilpninta virusa, kurj jis pavadino
fiksuotu. UZkrétes juo triusj, i§ jo smegeny pagamino skiepus. Pirmasis nuo
pasiutligés paskiepytas Zmogus — berniukas J. Meister’is, 1885 mety liepos 6 d.
ikastas pasiutusio Suns ir iSgyvenes. Po to L. Pasteur’o gydymas pradétas placiai
taikyti visame pasaulyje (Knipe ir Howley 2007).

Pagal N baltymo filogeneting analize Lyssavirus genties Seima sudaro
septyni virusy genotipai. Klasikinis pasiutliges virusas (RABV) buvo priskirtas 1
genotipui, Lagos SikSnosparniy virusas (LBV) — 2 genotipui, Mokola virusas
(MOKYV) — 3 genotipui, Duvenhage virusas (DUVV) — 4 genotipui, Europos
SikSnosparniy 1 tipo lisavirusas (EBLV-1) — 5 genotipui, Europos Sik§nosparniy
2 tipo lisavirusas (EBLV-2) — 6 genotipui ir Australijos SikSnosparniy lisavirusas
— 7 genotipui (Knipe ir Howley 2007). Eurazijoje SikSnosparniuose buvo
identifikuoti keturi nauji lisavirusai: Aravan virusas, Khujand virusas, Irkut
virusas, Vakary Kaukazo SikSnosparniy virusas (Arai et al. 2003; Kuzmin ef al.
2003, 2005). Pagal virusus neutralizuojancius antikiinus, kurie susidaro prie§
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pasiutligés virusy glikoproteinus, i§skiriami keturi lisavirusy serotipai: RABV —
1 serotipas; LBV — 2 serotipas; MOKV - 3 serotipas; DUVV — 4 serotipas
(Schneider et al. 1973; Dietzschold et al. 1988).

Lyssavirus genties virusai priklauso Rhabdoviridae virusy Seimai, kurig
sudaro dar dvi virusy gentys: Vesiculovirus ir Ephemerovirus (Knipe ir Howley
2007). Tai nesegmentuotg, neigiamos orientacijos, viengrandés RNR genoma

turintys virusai. Jy viriono pavidalas primena kulka (1.6 pav.). Viriono dalelé
yra 80 nm diametro ir 180 nm ilgio.

glikoproteinas (G) ~ matrikso baltymas (M)

didysis baltymas - polimeraze (L)
fosfobaltymas (P)

genoniné RNR

TN &
(> -

000

nukleokapsidés
baltymas (N)

1.6 pav. Rhabdoviridae Seimos viruso viriono schematinis vaizdas
(http://expasy.org/viralzone/all_by_species/22.html)

Fig. 1.6. Diagram of the family Rhabdoviridae virion
(http://expasy.org/viralzone/all_by_species/22.html)

Pagrindinio Lyssavirus genties atstovo — RABV 12 kb RNR genoma gaubia
1 200 N baltymo molekulés. Kiekviena N baltymo molekulé dengia 9 nukleotidy
bazes (Iseni et al. 1998), taip supakuodama viruso genoma j nukleokapsidg. |
viruso nukleokapsidés sudétj taip pat jeina 466 kopijos P baltymo ir 50 kopijy L
baltymo. P baltymas atsakingas uz L baltymo saveika su nukleokapside, o L
baltymas dalyvauja visose RNR sintezés fermentinése reakcijose.

Virione N baltymas asocijuotas su 1 800 M baltymo molekulémis, kuris
kondensuoja nukleokapside  tvirtai susukta M baltymo ir nukleokapsidés
struktiirg (1.6 pav.) (Thomas et al. 1985). Tokia struktira kartais vadinama
viriono skeletu, nes d¢l M baltymo ir nukleokapsidés sgveikos susidaro kulkos
pavidalo viriono struktira. M baltymas atlieka tarpininko vaidmenj tarp
nukleokapsidés lipidinio apvalkalo (Lenard ef al. 1990). M baltymo molekulés
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epitopai virione dél formuojamo komplekso su nukleokapside ir lipidiniu
apvalkalu yra visiSkai paslépti ir nepasiekiami (Mebatsion et al. 1999). Viruso
apvalkale eksponuota nuo 300 iki 400 GP (G baltymo) smailiy, kiekviena smailé
sudaryta i§ trijy G baltymo molekuliy. G baltymas atlieka viruso prisitvirtinimo
prie Seimininko lgstelés ir prasiskverbimo j ja funkcijas (Rose et al. 1980;
Gaudin et al. 1992). Viruso lipidinis apvalkalas formuojamas i§ infekuotos
lastelés (Albertini et al. 2006) plazminés membranos, virusui susirenkant j dalele
ir atsipumpuruojant. Viruso apvalkalo cheminé sudétis dél to gali Kkisti,
priklausomai nuo infekuotos lastelés riisies (McKenna et al. 2003).

Rhabdoviridae Seimos virusy genoma sudaro viengrandé, nesegmentuota,
neigiamos orientacijos RNR. Apytiksliai 50 nukleotidy ilgio lisavirusy genomy
3’ ir 5° galinés sekos yra dalinai komplementarios ir turi sekas, kurios tarnauja
kaip transkripcijos ir replikacijos promotoriai ir kaip signalai, skirti susidaryti
kapsidéms genomy ir antigenomy replikacijos metu. Nors §ios galinés sekos
nekoduoja baltymy, taciau nuo jy yra transkribuojamos neZinomas funkcijas
atliekancios iRNR molekulés. Pasiutligés virusy genoma sudaro 5 genai,
koduojantys viruso baltymus (3’-N-P-M-G-L-5’). Geny sujungimo vietos turi
konservatyvias sekas, kurios nurodo geno transkripcijos pradzig ir pabaiga. Sios
sekos reguliuoja viruso RNR polimerazés aktyvumg. Paprastai netransliuojami
iRNR 5” ir 3’ regionai yra trumpi (10-50 nukleotidy) ir neturi seky, kurios
kontroliuoty iRNR transliacija (Knipe ir Howley 2007). Tarp G ir L baltymy
geny yra papildomas transkripcinis vienetas, kuris nekoduoja baltymo ir yra
vadinamas pseudogenu. Pseudogeno delecija RABV prototipo kamiene neturéjo
jokio efekto viruso replikacijai 1astelése ir patogenezei peléje (Ceccaldi et al.
1998). Taciau didelj neuroinvazinj laipsnj turincio pasiutligés viruso ,,gatvés
viruso* kamieno pseudogeno pakaitalas paveiké viruso neuroinvazinj efekta, o
tai reiskia, kad pseudogenas vaidina svarby vaidmenj kai kuriy pasiutligés virusy
kamieny patogenezéje (Feber et al. 2004).

Rhabdoviridae virusy Seimos replikacijos ciklas yra panaSus ] kity
neigiamos orientacijos, viengrand¢ RNR turin¢iy virusy. Replikacija prasideda
nuo viruso prisitvirtinimo prie lastelés, susiliejimo su ja ir nukleokapsidés
atpalaidavimo ] citoplazma. Lisavirusai atpaZjsta infekuojamas lasteles per
jvairius receptorius. Daugiausia iStyrinéti receptoriai, per kuriuos RABV
infekuoja neurong. RABV G baltymas efektyviausiai atpazjsta neurony kilmés
lasteles (Tuffereau et al. 1998), todél RABYV biidingas neurotropizmo reiskinys.
Keletas skirtingy neurono pavirSiaus molekuliy buvo identifikuoti kaip
potencialis RABV receptoriai: nikotino acetilcholino receptorius, neurony
adhezijos molekulé CD56, Zemo afiniSkumo neurony augimo faktorius p75. Be
Siy receptoriy, RABV atpaZjsta ir kity Igsteliy pavirSiaus molekules (neigiama
kriivi turin¢ius lipidus — gangliozidus), taciau pastarosios pasiZymi maZesniu
afiniSkumu. Jdomu tai, kad RABYV prisitvirtinti prie 1astelés reikalingas Zemesnis
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nei jprastas pH (pH 6,5-6,6), svarbus G baltymo konformacijai susidaryti,
reikalingai atpazinti infekuojamos lastelés pavirSiaus receptoriy. Lisavirusai
patenka ] lastele nuo klatrino priklausomos endocitozés btudu (Matlin et al.
1982). Virusui prisijungus prie receptoriaus, lastelés membranoje susiformuoja
klatrinu padengta jdauba, taip susiformuoja endocitoziné dalelé. PasiSalinus
klatrinui i§ puslelés, susiformuoja ankstyvoji endosoma. Ankstyvosios
endosomos turinys transportuojamas j vélyvasias endosomas ir lizosomas
degradacijai. Endosominiy pusleliy susidarymo metu daZnai susiformuoja
vadinamieji multivezikuliniai kiineliai (Gruenberg ir Stenmark 2004).
Endocitozinis kelias sudaro itin Zemo pH aplinka. Esant pH 6,5 ir Zemesniam,
G baltymas tarpininkauja, susiliejant viruso apvalkalo ir endosomos
membranoms. Zemas pH kei¢ia susiliejimo baltymy konfirmacija, o lisavirusy
atveju G baltymai jgauna atsparuma tripsino proteolizei (Fredericksen ir Whitt
1996). Viruso G baltymai per suliejimo peptida skatina susilieti viruso ir lastelés
membranas, jam jsiterpiant j taikinio membrang. Buvo nustatyta G baltymo
susiliejimo peptido seka (59-221 ar.), kuria RABV jsiskverbia | infekuojama
lastele (Durrer et al. 1995).

Viruso infekcijos metu i lastelés citoplazmg jterpiama nukleokapsidé Ji
atpalaiduojama per multivezikulinius kiinelius. Kad nukleokapsidé patekty j
citoplazma ir nebtity degraduojama lizosomy proteaziy ar kity fermenty, reikia
papildomos sgveikos tarp multivezikuliniy kiineliy ir endosomy membrany (Le
Blanc et al. 2005).

Eksperimentai parodé, jog pirmieji viruso replikacijos procesai
(prisitvirtininas, jsiskverbimas, nukleokapsidés atpalaidavimas j citoplazmg ir
pirminé transkripcija) jvyksta per kelias valandas po infekcijos. Tuo tarpu
genomo replikacija, antriné transkripcija ir viruso susirinkimas gali vykti iki
keleto dieny nuo infekcijos pradZios (Knipe ir Howley 2007).

Kaip ir daugumos virusy, Rhabdoviridae Seimos virusy atskiri komponentai
susirenka skirtinguose lastelés kompartmentuose ir tik replikacijos pabaigoje
susirenka ] viruso dalele. G baltymas sintetinas ribosomose, iSsidés€iusiose
grudétojo ET pavirSiuje (Rose ir Gallione 1981) o, G baltymo brendimas ir
cheminé modifikacija — ET membranose (Katz ir Lodish 1979; Hammond ir
Helenius 1994). Susijungus GK ir atsiskyrusiy ET pisleliy membranoms, G
baltymo monomerai susijungia j trimerus ir transportuojami j GK (Doms et al.
1988). GK membranoms susiliejus su plazmine membrana, G baltymas
iSkeliamas ] lastelés pavirSiy (McCreedy et al. 1990; Brown ir Lyles 2003).
Skirtingai nei G baltymas, M baltymas sintetinamas kaip tirpus baltymas ir
asocijuoja su neigiamg kriivi turinCiais periferinés membranos fosfolipidais
(Lenard ir Vanderoef 1990; Ye et al. 1994). Viruso pumpuravimosi metu,
laisvos M baltymo molekulés citozolyje ir komplekse su lgstelés plazmine
membrana dalyvauja sudarant N-M baltymo kompleksus (Flood ir Lyles1999).
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Susitelkus viruso komponentams, viruso dalel¢ iSkeliama j lgstelés pavirSiy, taip
susidaro naujam infekcijos ciklui pasiruosSes virionas.

1.3.1.1. Lisavirusy nukleokapsidés baltymas

Kaip ir daugumos virusy N baltymai, taip ir lisavirusy N baltymas atlieka
panaSias funkcijas: apsaugo naujai susintetinta viruso RNR. Tvirtai ir
kompaktiskai supakuotas lisavirusy genomas padeda virusui praeiti jgimto
imuniteto barjerus, endosominio kelio metu nukleokapsidéms patenkant j
citoplazma. PieSvirusinio imuninio atsako metu interferonas aktyvina infekuotos
Iastelés egzonukleazes, taCiau jos nepajégios pasiekti viruso RNR tvirtai
supakuotoje nukleokapsidéje (Espert et al. 2003; Le Blanc et al. 2005; Akira et
al. 2006;). Kaip RNR jungiasi su N baltymu in vivo, kol kas néra gerai istirta.
Manoma, kad Siam procesui nereikalingi kiti viruso baltymai (Kouznetzoff et al.
1998).

Siekiant tiksliau iStirti lisavirusy nukleokapsidés susirinkimo procesg ir
iSsiaiSkinti, kokj vaidmenj atliecka RNR — N baltymo kompleksas lisavirusy
gyvavimo cikle, buvo istirta RABV RNR — N baltymo komplekso erdviné
strukttra. Sintetinant RABV N baltyma vabzdziy raiSkos sistemoje, susidaro
RNR — N baltymo Ziedai i§ 9, 10, 11, 12 ir 13 N baltymo kopijy (Schoehn et al.
2001). IS 11 N baltymo molekuliy sudaryti Ziedai geriausiai formavo kristalus,
todél didelés skiriamosios gebos elektroniniu mikroskopu (Schoehn et al. 2001)
ir rentgenostruktiirinés analizés metodu (Albertini et al. 2006) buvo iSspresta
RNR — N baltymo komplekso erdviné struktiira. Nustatyta RNR — N baltymo
komplekso erdviné struktiira pavaizduota 1.7 paveiksle.

RNR - N baltymo erdvinés struktiiros modelyje N baltymo protomeras
sudarytas i§ dviejy Serdiniy domeny: N galinio (NTD) ir C galinio (CTD) (1.7 B,
C, D pav.). NTD (nuo 32 iki 233 ar. N baltymo molekul¢je) domeng sudaro 6 a
spiralés, sujungtos didelémis kilpomis. CTD (nuo 236 iki 356 ar. ir nuo 396 iki
450 ar. N baltymo molekul¢je) domena sudaro 11 a spiraliy, sujungty tvirtomis
kilpomis (1.7 C pav.). Taigi, RABV N baltymo molekulé susideda i§ dviejy
skil¢iy, todél manoma, kad yra ir dvi sritys, per kurias prijungiama RNR
grandiné. NTD apatiné ir CTD virSutiné dalys ,uZdaro“ RNR grandine,
sudarydamos siaurg plysj tarp NTD N157 ir CTD P435 (1.7 D pav.) (Albertini et
al. 2006). Susidarant RNR — N baltymo Ziedui, skirtingy protomery NTD
nesgveikauja (1.7 B pav.). PrieSingai nei NTD, CTD sgveikauja tarpusavyje
dideliu pavirSiaus plotu déka hidrofobiniy ir Van der Valso rysiy (1.7 B pav.). N
baltymo erdvinés struktiros modelyje matyti du maZiau strukttrizuoti
subdomenai, kySantys i§ NTD ir CTD, ir siekiantys gretimus protomerus (1.7 C
pav.). NTD subdomeno P klos¢iy sujungimo sritis (linkis) (nuo 23 iki 29 ar.) ir
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CTD subdomeno formuojama trumpa 13-ta o spirale yra iSkeltos | RNR — N
baltymo komplekso pavirsiy.

1.7 pav. RABV — N baltymo komplekso erdviné struktiira (Albertini et al. 2006)
Fig. 1.7. Three-dimensional structure of the RABV RNR — N protein complex (Albertini
et al. 2006)

PrieSingai nei NTD, CTD sgveikauja tarpusavyje dideliu pavirSiaus plotu
déka hidrofobiniy ir Van der Valso rySiy (1.7 B pav.). N baltymo erdvinés
struktiros modelyje matyti du maziau strukttirizuoti subdomenai, kySantys i$
NTD ir CTD, ir siekiantys gretimus protomerus (1.7 C pav.). NTD subdomeno 3
klos¢iy sujungimo sritis (linkis) (nuo 23 iki 29 ar.) ir CTD subdomeno
formuojama trumpa 13-ta a spiralé yra iskeltos | RNR — N baltymo komplekso
pavirsiy.

RABV N baltymo C galiné¢ dalis yra atsakinga uz sgveikg su P baltymu
(Schoehn et al. 2001). P baltymas aktyvina L baltyma ir jungiasi prie N baltymo
per fosforilinta CTD S389 (Dietzschold ef al. 1987). Saveikos su P baltymu
metu §i N baltymo sritis yra ypac¢ lanksti (Toriumi ir Kawai 2005). P baltymas
sgveikaudamas su S389 veikia subdomenus. Taip perduodamas signalas NTD
atsiverti, o RNR tampa lengvai prieinama viruso polimerazei (Albertini et al.
2006).

RABV N baltymo antigeninés strukttiros tyrimai patvirtina RNR — N
baltymo erdvinés struktiiros tyrimo metu gautus duomenis. Literatiiroje
aprasomos kelios antigeninés RABV N baltymo determinantés (epitopai). Buvo
sukurti 6 MAK, specifiski RABV N baltymo C galiniam fragmentui nuo 360 iki
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383 ar. (Goto et al. 2000). Yra duomeny ir apie nustatytus epitopus RABV N
baltymo N galingje dalyje nuo 1 iki 42 ar. Zinoma, kad pasiutligés viruso N
baltymo N galiné dalis nedalyvauja nukleokapsidés formavime ir saveikoje su
kitais viruso baltymais, pvz., P baltymu (Toriumi ir Kawai 2005). Nustatyta, kad
MAKk prie§ 142 ar. segmentg sgveikauja su N baltymu net ir tais atvejais, kai N
baltymas yra nukleokapsidés struktiiroje arba prisijunges P baltyma. Tuo tarpu
MAK pries$ N baltymo C galinj segmentg (nuo 388 iki 407 ar.) nesgveikauja su N
baltymu, kai jis formuoja minétas struktiiras (Toriumi ir Kawai 2005).

1.3.1.2. Lisavirusy patogenezé ir epidemiologija

Lisavirusai — pagrindiniai pasiutligés sukelto encefalito etiologiniai agentai.
Virusy neSiotojai — SikSnosparniai, Sunys, bezdZionés, meSkénai, lapés, skunkai,
galvijai, vilkai, kojotai, mangustai, pelés, katés ir kt. — gali pernesti pasiutlige
sukelian¢ius virusus kitiems Zinduoliams, naminiams gyviinams arba Zmogui.
Viruso perdavimas Zmogaus Zmogui retai sutinkamas. Literattiroje apraSyti keli
atvejai, kai pasiutligés virusas buvo perduotas Zmogui organy transplantacijos
metu (Srinivasan et al. 2005). Lisavirusai perduodami daZniausiai per oda,
tkandus infekuotam gyviinui arba per gleivines — patekus infekciniam agentui.
Jy epidemiologija yra susijusi su virusa platinan¢io Seimininko riiSies paplitimu
ir rySiais su Zmogumi.

Benamiai, valkataujantys Sunys yra pagrindiniai RABV neSiotojai visame
Zemyne. Nors yra ir i§Sim€iy — Australijoje, Antarktidoje ir keliose izoliuotose
salose klasikinis pasiutligés virusas néra paplites (Badrane ef al. 2001). Trys
pasiutligés virusy rasys aptinkamos tik Afrikos Zemyne. Tai LBV, MOKYV ir
DUVV. Daugiausia jie sutinkami vabzdZiaédziuose Sik$nosparniuose arba
mazuose zinduoliuose (King et al. 1994). EBLV-1 ir EBLV-2 paplite Europoje,
nuo Rusijos iki Ispanijos, daugiausia vandenyno pakrantése (Schneider ir Cox
1994). Australijos SikSnosparniy virusas aptinkamas Australijos rytingje
pakrantéje, daZniausiai vabzdZiaédZiuose SikSnosparniuose (Hooper et al. 1997).
Lisavirusus platinantys SikSnosparniai paplite Afrikoje, Australijoje ir Europoje.
Europoje aprasomos trys skirtingos lisavirusy rasys: RABV, EBLV-1, EBLV-2
(Kuzmin et al. 2005).

Taigi, pasiutligés profilaktikos klausimai labai aktualiis visame pasaulyje.
Ivairios tarnybos glaudZiai bendradarbiauja, kad §i pavojinga liga neplisty.
Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) duomenimis, kasmet pasaulyje nuo
pasiutligés mirSta apie 55 tiks. Zmoniy (http://www.who.int/mediacentre
/factsheets/fs099/en/). Tokj dideli sergamuma ir mirtinguma Siose Salyse
salygoja gyvenimo budas, tradicijos. Todél labai svarbu nuolat analizuoti
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pasiutligés epidemiologing situacijg, nustatyti viruso paplitimg jvairiy gyviny
populiacijose, aiSkinti Zmonéms apie plitimo tendencijas ir pavojy uZsikrésti. To
galima pasiekti, taikant tikslius pasiutligés diagnostikos metodus ir naudojant
efektyvias imunoprofilaktikos priemones — vakcinas.

Lietuvoje pasiutligé Zinoma nuo seny laiky. 1897 m. gydytojas V. Orlovskis
Vilniuje jkiiré Pastero stotj (Sviciulis et al. 1989). Jos paskirtis buvo gaminti
vakcinas, skiepyti nuo pasiutligés, atlikti mokslinius tyrimus. Nuo 1923 iki 2000
m. buvo uZfiksuota nuo 87 iki 221 pasiutligés atvejy (Lukauskas ir Dranseika
2001). Visi atvejai buvo patvirtinti netiesioginés imunofluorescencijos ir
laboratoriniy gyviiny uzkrétimo metodais. DaZniausiai pasiutlige serga laukiniai
ir naminiai gyviinai, taCiau pasitaiko ir Zmoniy susirgimy. Lietuvoje kasmet
(1994-2003 m. duomenimis) | medikus kreipiasi nuo 8 000 iki 12 000
nukentéjusiy nuo jvairiy laukiniy ar naminiy gyviiny Zmoniy. DaZniausiai
Zmonés nukencia pavasario, vasaros ir rudens laikotarpiu. Nepaisant jvairiy
priemoniy, kuriy imasi medicinos ir veterinarijos specialistai, kas treji, ketveri
metai Lietuvoje Zmonés mirSta nuo pasiutligés. Mirtingumas néra didelis. 1960-
2003 metais uZregistruota 10 mirties atvejy. DaZniausias infekcijy Saltinis —
Sunys ir lapés (Milius et al. 2004).

Ikandus pasiutusiam gyvinui, ligos vystymasis priklauso nuo jkandimo
gylio, vietos, viruso atmainos. DidZiausias mirtingumas stebimas, paZeidus
galvos zong (40-80 %), maziau pavojingi jkandimai j ranky (15-40 %), kojy ar
liemens zonas (5-15 %) arba per riibus (< 5 %). DaZniausiai pasiutligés
inkubacinis periodas btina nuo 1 iki 2 ménesiy, nors gali trukti tik savaite arba
keleta mety. Pasiutligés klinika skirstoma j tris periodus: inkubacinj, neurologinj
ir komos. Pirmojo periodo metu, kuris trunka nuo 2 iki 10 dieny, daZniausiai
simptomai biina menkai pastebimi arba nespecifiski: jaufiama vésuma,
troSkulys, galvos skausmas, fotofobija, hidrofobija, pykinimas, vémimas,
viduriavimas, gerklés ir raumeny skausmas, kosulys, pakyla kiino temperatiira.
Ankstyvoje pasiutligés stadijoje, jei virusas buvo perduotas jkandus gyviinui,
Zaizdos vietoje jauCiamas nemalonus pojiitis: deginimas, perStejimas. Tai
vieninteliai specifiSki simptomai, biidingi pasiutligei. Neurologinés fazés metu
pasireiSkia nervy sistemos sutrikimai: nerimas, susijaudinimas, disfazija, stiprus
seiliy i§siskyrimas, paralyZius, kartais kliedesys. Si faz¢ pasibaigia po 27 dieny
ir Zmogy iStinka koma, po to — staigi mirtis sutrikus kvépavimo sistemos arba
Sirdies darbui (http://www.who.int/rabies/human/WHO_strategy_prepost_expos
ure /en/index1.html).

Pasiutligé priskiriama prie didZiausia pavojy kelianciy infekciniy ligy. Kol
kas néra apraSyta spontani§ky pasveikimo nuo Sios ligos atvejy (Dutta et al.
1994). Todél terminas ,,gydymas* yra klaidinantis Sios ligos atveju. Daugiau nei
12 milijony Zmoniy per metus, jtarus galima pasiutligés viruso infekcija,
profilaktiSkai skiepijasi. Pasiutligés virusus linkusiy platinti gyviiny
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vakcinavimas yra pagrindiné pasiutligés prevencijos priemoné. Salyse, kuriose
vykdomos laukiniy Suny vakcinacija, Zmogaus mirtis nuo pasiutligés viruso yra
retas reiskinys. Pirmoji pasiutligés vakcina, panaudota Zmogui 1885 m. Vakcina,
sukurta nervinio audinio pagrindu, iki Siol yra naudojama kai kuriose Salyse.
Atsizvelgiant ] tai, kad vakcinos, sukurtos natiraliy audiniy pagrindu yra
rizikingos, buvo pradétos kurti vakcinos infekuoty lasteliy kultiiry pagrindu.
Zmogaus diploidiniy lasteliy pasiutligés vakcina buvo pradéta naudoti 1967 m.
Net 1,5 milijony Zmoniy buvo vakcinuoti vakcina, kurioje diploidines lasteles
buvo infekuotos susilpnintu Pitman-Moore L503 pasiutligés viruso kamienu
(Knipe ir Howley 2007).

1.4. Virusiniy infekcijy diagnostikos metodai

Virusy infekcijy diagnostikos metodai skirstomi pagal tai, koks komponentas
nustatomas. Tai gali biiti paties infekcijg sukélusio viruso i$skyrimas, viruso
genetinés medZiagos, antigeny arba antikiiny nustatymas audiniuose arba kraujo
serume.

Pateke | lastele, virusai panaudoja jos replikacijos sistema, kad galéty
pasidauginti. Todel lasteliy kultiros, pauk$ciy embrionai ir laboratoriniai
gyviinai gali biiti naudojami viruso infekcijai nustatyti. Viruso i§skyrimas —
vienas i§ seniausiy metody, naudojamy viruso infekcijai diagnozuoti. Nors
viruso kultivavimui gali buti naudojami gyviinai ir pauk$¢iy embrionai,
daZniausiai laboratorijose naudojamos lasteliy kulttiros (pirminés arba antrinés).
Siekiant nustatyti konkrety virusa, uZzkreciamos tam tikros Iasteliy linijos.
Lasteliy linijos pasirinkimas priklauso nuo viruso gebéjimo infekuoti tam tikros
rusies lasteles (patogenezés). Viruso infekcija, kai lizuojama Iastelé, yra
daZniausias viruso plitimo buidas. Todél viruso infekcijos metu daZniausiai

mikroskopu stebimi lgstelés morfologiniai pakitimai — citopatinis efektas. Kai
kurie, virusai (pavyzdZiui, gripo ir paragripo virusai) nesukelia citopatinio
efekto, taciau jy pavirSiuje lokalizuoti hemagliutininai agliutinuoja eritrocitus.
Sis fenomenas vadinamas hemadsorbcija. Tokiam rei¥kiniui stebéti j uzkréstg
virusu lasteliy kultiirg pridedama eritrocity. Taigi, naudojant virusy i§skyrimo ir
kultivavimo metoda, gana sunku tiksliai nustatyti virusus. Todél Sis metodas
dabar retai taikomas, jj sitiloma keisti kitais metodais (Callihan ir Menegus
1984; Knipe ir Howley 2007).

Elektroninés mikroskopijos metodu diagnozuojama viruso infekcija,
nustatant viruso morfologija. Sis metodas yra brangus ir reikalauja aukstos
kvalifikacijos, todél virusiniy infekcijy diagnostikai retai naudojamas (Knipe ir
Howley 2007).
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Virusiniy infekcijy diagnostikai placiai naudojami imunologiniai metodai,
pagristi antigeno — antikiino sgveika. Juos galima suskirstyti dvi grupes: (i) kai
Zinomas antigenas naudojamas nustatyti imuninj atsakg (humoralinj arba
lastelinj), tiriant ligonio kraujo seruma ir (ii) kai Zinomo specifiSkumo antikiinai
naudojami nustatyti infekciniam agentui. Taigi, virusy infekcijos diagnostikai
naudojami Sie imunologiniai metodai:

1. Viruso neutralizacijos testas, t.y., viruso sugebéjimo infekuoti Igstele
blokavimas antikiinais. Atliekant §j testg, analizuojamojo kraujo serumo méginio
ir viruso, kuris yra tapatus konkreciam ligos sukéléjui, miSiniu uzkreciamos
Iasteliy kulttros, kiauSiniai arba eksperimentiniai gyviinai. Neutralizuoto viruso
aktyvumas vertinamas lastele lizuojancio efekto pasireiSkimu,
hemadsorbcijos/hemagliutinacijos reakcijomis. Jei viruso neutralizacijos testui
atlikti buvo naudojami eksperimentiniai gyviinai, tai viruso neutralizacijos
atveju stebimas ligos pasireiSkimas. Tiriamojo serumo neutralizuojanciy
antiktiny titru laikomas didZiausias serumo praskiedimas, kuriam esant virusai

neutralizuojami. Tai — gana jautrus ir specifiSkas metodas, daZnai naudojamas
kaip auksinis standartas nustatant virusus neutralizuojancius antikiinus. Taciau
Sis metodas reikalauja gana daug laiko ir specialiy saugumo priemoniy darbui su
virusais (Jamehdar et al. 2007).

2. Hemagliutinacijos inhibicijos testas (HAI). Gana daug skirtingy virusy
(gripo, paragripo, raudoniukés virusai, adenovirusasi, alfavirusai, buniavirusai,
flavivirusai ir kai kurios pikornavirusy atmainos) geba agliutinuoti eritrocitus.
Antiktinai, susidar¢ prie§ viruso hemagliutinuojantj baltymg, blokuoja §j
procesa. HAI atliekamas taip: stebima sgveika tarp paciento kraujo serumo ir
tam tikros dozés hemagliutinino, j reakcijos miSinj prid€jus eritrocity. Jeigu
kraujo serume yra antikiiny prie§ viruso hemagliutining, eritrocity agliutinacijos
procesas blokuojamas. HAI nesudétinga atlikti, be to, jo kaStai néra dideli.
Taciau Sis testas néra specifiSkas, todél Siuolaikinés diagnostikos laboratorijos ji
keic¢ia imunofermentinés analizés ir radioimunologiniais testais (Killian 2008).

3. Komplemento fiksacijos testas (CFT). Antiktinai prie§ virusg, susijunge
su viruso antigenais, fiksuoja komplementa. Avies eritrocitai naudojami kaip
indikatorius komplemento fiksacijai nustatyti. CFT teigiamos reakcijos atveju
antikino — antigeno kompleksas susiriSa su komplementu, tokiu atveju
komplementas nesukelia avies eritrocity lizés ir jie nuséda ant eksperimente

naudojamo indo dugno. Jeigu CFT rezultatas neigiamas, nesusidaro antikiino-
antigeno kompleksas ir likes laisvas komplementas, sgveikaudamas su
eritrocitais, sukelia jy lize. Komplemento fiksacijos reakcija tinka daugelio
virusiniy ligy diagnostikai, bet daZniausiai taikoma antigeno, bendro jvairiy
serologiniy varianty virusams, antikinams aptikti. Taciau Sis metodas taip kaip
ir HAIL néra pakankamai jautrus ir specifiSkas, todél kei¢iamas kitais metodais
(Evans et al. 1997).
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4. Imunofermentiné analizé (IFA). Sis metodas sukurtas 1970 m. Tai —
vienas jautriausiy imunocheminiy metody, naudojamy virusiniy infekcijy
diagnostikai. IFA metodo esmé yra ta, kad susidaro antigeno-antikiino
kompleksas, kuris rySkinamas antriniais antikiinais. Pastarieji Zymimi fermentu,
kuris skaldo substratg ir sukelia spalvine reakcija. Naudojant §j analizés metoda
laboratoriniams tyrimams, galima jvertinti, ar tiriamas méginys yra teigiamas: ar
susidaré antikiinai pirminés infekcijos, vakcinacijos arba po vakcinacijos
jvykusios reinfekcijos metu. Siam tikslui naudojamos jvairios IFA
modifikacijos: (i) netiesiogin¢ IFA; (ii) konkurenciné IFA; (iii) antikiinus
»iSgaudanti“ IFA; (iv) sluoksniuotas (dviepitopés) IFA metodas ir (v)
imunoblotingas (IB) (Harlow ir Lane 1988; Knipe ir Howley 2007).

5. Imunofluorescenciné analizé (IF) ir imunohistocheminé analizé (IH). IF
itin placiai naudojama virusiniy infekcijy diagnostikai, nustatant virusinius
antigenus arba virusui specifiskus IgG, IgM ir IgA klasiy antikiinus. Virusy
antigenams arba prie§ juos susidariusiems antikinams nustatyti naudojami
fluorescuojan¢iomis Zymémis Zenklinti polikloniniai arba monokloniniai
antikinai. Veikiant UV S§viesai, fluorochromais ,,nudaZytos* lastelés Svyti.
Tiesioginés ir netiesioginés IF atmainos skirtos nustatyti virusy antigenams.
Praktikoje IF metodas daznai naudojamas kvépavimo taky virusy (hRSV, A ir B
gripo virusy, hPIV, adenovirusy) antigenams nustatyti kvépavimo taky
nuoplovose. Netiesioginé IF, skirta nustatyti antikinams prie§ virusg, taikoma
naujai atrasty virusy infekcijoms diagnozuoti. Panasi j IF yra IH, tik vietoje
fluorescuojancios Zymés naudojami fermentai, keiciantys atitinkamo substrato
spalva. IH metodu daZnai nustatomi virusiniai antigenai audiniuose (Knipe ir
Howley 2007).

6. Radioimunologiné analizé. Sis metodas skirtas nustatyti viruso antigenam
tiriamajame méginyje. Atliekant tyrima, sumaiSomi Zinomi kiekiai radioaktyvia
Zyme Zenklinto antigeno, antikiiny ir tiriamo méginio. Jei tiriamajame méginyje
yra antigeno, specifiSko reakcijos miSinyje esantiems antikiinams, stebimas
radioaktyvia Zyme Zenklinto antigeno koncentracijos sumazéjimas. Sis metodas
dabar retai naudojamas rutininei virusy infekcijos diagnostikai, nes reikalauja
specializuotos jrangos (http://virology-online.com/general/Tests.htm).

7. Imunojutikliai. Viruso antigenai nustatomi antikiinais, specifiSkais
nustatomam virusui, imobilizuotais ant elektrodo (Au, Pt). Antikiino — antigeno
sgveika stebima, fiksuojant elektrocheminj signalg (amperometrinj atsaka). Tai
naujas, gana greitas ir jautrus metodas, bet kol kas retai naudojamas virusiniy
baltymy nustatymui klinikiniuose méginiuose (Gan et al. 2009, 2010).

Diagnostine  virusologija padaré¢ didel¢ paZzanga, pradejus taikyti
molekulinés biologijos metodus, skirtus viruso DNR ar RNR nustatyti. Siuos
metodus galima suskirstyti | dvi kategorijas:
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1. Metodai, kuriy metu naudojami nukleoriig§ciy zondai, komplementariai
sgveikaujantys su tiriamojo viruso nukleortigs¢iy seka. Zondai - nuo 20 iki
1000 baziy ilgio oligonukleotidai, pazZenklinti fermentais, antigeniniais
substratais, chemiliuminescenciniais dariniais ar radioizotopais, leidZianciais
nustatyti hibridy (tiriamosios DNR, RNR ir zondo) kiekj. Hibridizacijos
reakcijos tarp zondy ir tiriamyjy virusy nukleoriig§ciy sekos gali biiti vykdomos
skystoje fazéje. Taip atliekamos hibridizacijos reakcijos turi daugiau privalumy,
nei vykdomos kietos fazés pavirSiuje (,,Southern® blotingas ar taskiné
hibridizacija). In situ hibidizacija, kurios metu tiriama virusy infekcija
audiniuose ar pavienése lastelése yra ypac¢ svarbi, diagnozuojant viruso
infekcijg. Nors hibridizacijos metodai jau seniai naudojami laboratorijose,
virusiniy infekcijy diagnostikai jie néra placiai taikomi (Kuypers et al. 1993;
Chen et al. 2010).

2. Metodai, kuriy metu padauginama viruso genetiné medZiaga.
Polimerazinés grandininés reakcijos (PGR) metu in vitro amplifikuojami
tiriamojo viruso DNR fragmentai. Klasikinés PGR atveju gautas produktas
analizuojamas DNR elektroforezés gelyje arba pasirenkant vieng iS
hibridizacijos technologijy. PGR metodas yra pritaikytas ir RNR turinéiy virusy
nustatymui — galima amplifikuoti tiriamojo viruso RNR, prie§ pirmajj
amplifikacijos ciklg jterpiant atvirkStinés transkripcijos cikla (AT-PGR).
Siuolaikinéje laboratoringje diagnostikoje amplifikacijos produktams nustatyti
daznai naudojama kiekybiné PGR (kPGR), kurios metu galima aptikti labai
mazus tikslinés DNR kiekius analizuojamame méginyje, pvz., viena viruso DNR
kopija reakcijos miginyje. Siai PGR atlikti naudojami prietaisai, kuriy déka
galima tiesiogiai stebéti PGR produkty fluorescencijos intensyvumo kitimg
laike. Tai Zymiai paZangesnis metodas, lyginat su standartine nukleoriigsciy
analize agarozés gelyje (Kang et al. 2010, Loeffelholz et al. 2010).

1.4.1. hPIV ir MenV infekcijy diagnostika

VirSutiniy ir apatiniy kvépavimo taky ligas, budingas kidikiams ir
maZameciams vaikams, gali sukelti ne tik hPIV, bet ir kiti patogenai. Bronchita
ir plau¢iy uZzdegima gali sukelti hRSV, Zmogaus metapneumovirusas, taip pat
Siy ligy priezastis gali biiti bakteriné infekcija. D¢l to svarbu istirti tiksly ligy
sukéléja ir parinkti tinkama gydyma (Knipe ir Howley 2007). hPIV infekcijos
diagnostika remiasi jprastais metodais, kuriais galima nustatyti virusg, jo
baltymus arba genoming RNR kvépavimo taky iSskyrose. Gali biiti naudojami ir
serologiniai diagnostikos metodai, nustatant antikiinus, susidariusius prie§ virusa
kraujo serume arba kvépavimo taky iSskyrose ir jy nuoplovose (Loeffelholz et
al. 2010). hPIV infekcijai diagnozuoti naudojami Sie metodai:
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= Elektroninés mikroskopijos metodas. Elektroniniu mikroskopu stebimi
klinikiniai, daZniausiai kvépavimo taky i$skyry ir nuoplovy méginiai. Siuo
metodu per 5-15 min. galima identifikuoti virusa, remiantis morfologiniais
parametrais: hPIV virionas turi biiti sferinés formos, 140 nm skersmens. Nors Sis
metodas gana greitas, taCiau jis yra nepakankamai specifiSkas ir reikalauja
papildomos analizés hPIV genotipy nustatymui.

= [F metodas. Sis metodas hPIV infekcijai nustatyti naudojamas beveik tris
desimtmec¢ius (Henrickson 2003). Sios analizés metodu galima nustatyti virusg
fiksuotuose kvépavimo taky iSskyry ir nuoplovy pavyzdziuose, naudojant
specifiSkus antikiinus prie§ skirtingy genotipy hPIV baltymus. IF analizés
metodu taip pat galima nustatyti antikiinus, susidariusius prieS hPIV kraujo
serume ar kvépavimo taky iSskyrose. Tam yra naudojami sertifikuoti
komerciniai fiksuoty lasteliy kultiiry, uzkrésty skirtingais hPIV arba jvairiy
kvépavimo taky virusais, rinkiniai.

= PGR metodas ir jo modifikacijos. Sie metodai daZnai naudojamai hPIV1,
hPIV2, hPIV3 ir hPIV4 virusy infekcijai diagnozuoti. Metody jautrumas siekia
nuo 95 % iki 100 %, o specifiSkumas nuo 97 % iki 100 %, lyginant su jprastais
lasteliy kultiry metodais (Henrickson 2003). hPIV infekcija diagnozuojama
naudojant multipleksinés (dauginés) PGR rinkinius, kuriais nustatoma visa
grupé kvépavimo taky virusy (Lam et al. 2007; Malekshahi et al. 2010; Sumino
et al. 2010). Kiekybinés PGR sistemos taip pat naudojamos kvépavimo taky
virusy infekcijoms diagnozuoti (Terlizzi et al. 2009).

= Serologiniai metodai tokie, kaip IFA, IH, CFT ar viruso neutralizacija,
leidZia nustatyti hPIV infekcijg, taciau Sie metodai yra maZai specifiski ir Siuo
metu retai naudojami (Zuckerman et al. 2009).

MenV infekcija nustatoma, iSskiriant virusg i§ audiniy ar iSmaty bei
uzkreCiant jvairias lasteliy kultiiras, MenV kultivavimui daZniausia naudojama
BHKI1 Iasteliy linija. Po 3-5 perséjimy viruso infekcijos atveju stebimas Iastele
lizuojantis efektas, arba virusas identifikuojamas elektroniniu mikroskopu bei
atliekant viruso neutralizacijos testa (Bowden er al. 2001). MenV infekcijai
patvirtinti atliekama PGR analizé (Kirkland et al. 2001a). Imunocheminiai
metodai iki Siol nebuvo taikomi MenV infekcijos nustatymui, nes nebuvo
sukurta viruso antigenams specifiSky antikiiny. Tiksliy, greity ir tiesiogiai MenV
nustatanc¢iy metody kiirimas yra svarbus, siekiant kontroliuoti MenV infekcija.

1.4.2. Hantavirusy infekcijos diagnostika
Hantavirusy sukeliamus HKIS ir HKPS sunku diagnozuoti, atsiZvelgiant tik j

klinikinius simptomus. Todél hantavirusy diagnostika turi biti pagrista
epidemiologine informacija ir laboratorinés diagnostikos metodais. Hantavirusy
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infekcija daZniausia diagnozuojama serologiniais metodais. Hantavirusams
specifiski antikiinai gali biiti nustatomi, kai pasireiskia pirmieji HKIS ir HKPS
ligy simptomai, bei tolimesnése ligy stadijose (Ennis et al. 1997). Tuo tarpu
viruso RNR gali biiti aptinkama infekuoto Zmogaus kraujyje tik ankstyvose ligos
stadijose (Kramski ef al. 2007).

Yra sukurta nemazai serologiniy metody, skirty diagnozuoti HKIS ir HKPS.
Netiesioginé IF, infekuoty 1gsteliy natyviu hantavirusu pagrindu, buvo pirmasis
metodas taikomas HKIS ir HKPS diagnostikai. Siuo metu netiesioging IF po
truputi iSstumia kiti serologiniai metodai — jvairios IFA atmainos. Netiesioginés
IFA metodu nustatomi hantavirusams specifiski IgG ir IgM klasés antikiinai.
Jiems nustatyti naudojami jvairlis komponentai: natyvaus viruso baltymai
(Hedman et al. 1991) arba rekombinantiniai bakterijose, mielése arba vabzdziy
Iastelése susintetinti, daZniausia N baltymai (Takakura et al. 2003; Maes et al.
2004; Meisel et al. 2006; Schmidt et al. 2006; Petraityté et al. 2007, 2008).
Hantavirusy N baltymas — dominuojantis antigenas, sukeliantis stipry ir ilgalaikj
imuninj atsaka Zmogaus organizme (Elgh et al. 1998), todél Sio baltymo
pagrindu kuriami jvairls serologiniai metodai. Ankstyvai hantavirusy infekcijai
nustatyti gali biiti naudojama IgM antikiinus ,iSgaudanti IFA, pasiZyminti
didesniu jautrumu diagnozuojant hantavirusy infekcija (Kallio-Kokko et al.
1998; Wang et al. 2007; Petraityté et al. 2009). IB ir imunochromatografijos
metodai re€iau naudojami IgM klasés antikiinams nustatyti (Hujakka er al.
2003). Taciau serologiniai metodai turi ir trikumy. Vienas i§ jy — jie netinka
viruso serotipui nustatyti, todél hantavirusy atveju serotipavimui naudojama
viena i§ viruso neutralizacijos testo atmainy — PRNT (angl. plaque reduction
neutralization test) (Maes et al. 2009).

Yra nemazai komerciniy IF ir IFA rinkiniy (Progen Biotechnik GmbH
(Vokietija), Focus Diagnostics (JAV)), skirty hantavirusy infekcijai nustatyti.
Komerciniy IFA rinkiniy sudétyje yra rekombinantiniai virusy antigenai, sukurti
bakuloviruso, E.coli raiSkos sistemose.

1.4.3. Lisavirusy infekcijos diagnostika

Pasiutligés poZymiai budingi ne tik Siai ligai, todél vienintelis kelias patvirtinti
pasiutligés diagnoz¢ — nustatyti virusg arba jam specifiSkus komponentus.
Rutininé pasiutligés laboratoriné diagnostika atlieckama, taikant standartinius
laboratorinés analizés metodus, kurie skirti nustatyti virusa, jo antigenus,
nukleortigStis ar specifiSkus virusui antikiinus. Diagnostika post mortem
atlieckama, nustatant viruso antigenus preparuotuose centrinés nervy sistemos
audiniuose IF ir IH metodais. Pasiutligés viruso nustatymui audiniuose
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daZniausia naudojami Zyméti antiktinai pries N baltyma
(http://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/direct_fluorescent_antibody.html).

Histopatologinis metodas — seniausias metodas pasiutligés virusui nustatyti.
Paruosti tiriamo gyvino smegeny audiniai daZzomi histologiniais dazais, tokiais
kaip hematoksilinas ar eozinas (Hamir et al. 1996). Audiniy pokyciai, sukelti
pasiutligés viruso, stebimi mikroskopu. Histologiniai pakitimai stebimi viruso
infekcijos metu  gali  biiti  tokie:  mononuklearinés infiltracijos,
polimorfonuklearinés lastelés, limfocity Zidiniai, Negri kuneliai. Skiriamasis
pasiutligés bruozas yra pasiutligés virusui budingi 2-10 pm skersmens N
baltymo agregatai, susidarantys infekuotame neurone (Negri kiineliai)
(http://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/histologic.html). PSO rekomenduoja, kad
pasiutligés virusy infekcijos diagnostika turi buti atliekama antikiiny prie$
ribonukleobaltymus pagrindu, o tiesioginé IF laikoma auksiniu standartu,
nustatant pasiutligés virusus infekuoty gyviny centrinés nervy sistemos
audiniuose  (http://www.who-rabies-bulletin.org/about_rabies/Diagnosis.aspx;
http://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/accuracy.html).

Gana placiai naudojami biologiniai pasiutligés viruso nustatymo metodai
(Koprowski 1973; Albas et al. 2005). Eksperimentinés pelés uZkreciamos
galimai infekcine medZiaga ir pelés stebimos 30 dieny. Po 30 dieny gyviino
smegeny audiniai tiriami mikroskopu, IF arba IH metodais. Kitas biologinis
biidas nustatyti pasiutligés virusa — audiniy kultiiry infekavimo testas (Webster
1987). Audiniy kultiry Iastelése koncentruojamas didesnis viruso kiekis,
skirtingai nei infekuojant eksperimentinius gyvunus. Taikant §j metoda,
naudojamos neuroblastomos linijy lastelés. Pasiutligés viruso buvimas lastelése
nustatomas, naudojant fluorescencinémis Zymémis Zymétus antikiinus.
Galutiniai testo rezultatai gaunami po 72 val. Pagal jautrumg ir laiko sanaudas
Sis testas pranaSesnis, nei gyviny uzkrétimo metodas (Rudd ir Trimarchi 1989).

Prie§ keleta deSimtmeciy buvo apraSytas fluorescuojanciy antikiiny
metodas, skirtas nustatyti pasiutligés viruso antigenams infekuoty arba
eksperimentiniy gyviiny smegeny audiniuose (Goldwasser ir Kissling 1958). Jau
tada buvo pastebéta, jog tai pranaSesnis diagnostikos biidas, nei biologiniai
testai. ISanalizavus 825 méginius, buvo patvirtinta, jog fluoresencinés analizés
metodas yra jautresnis nei biologiniai testai ar infekuoty audiniy
mikroskopavimas (McQueen et al. 1960). Siuo metu IF metodas daZnai
naudojamas pasiutligés laboratorinei diagnostikai (Knipe ir Howley 2007). IH
metodas leidZia nustatyti pasiutligés virusg formalinu fikusuotuose audiniuose.
Tam naudojami monokloniniai antiktinai, kurie specifiSkai atpaZjsta viruso
baltymus (Lembo et al. 2006; Stein et al. 2010). IH ir IF metodais tiesiogiai
nustatant viruso infekcija audiniuose, naudojami antikiinai atpaZjstantys
lysavirusy N baltymus (http://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/direct_fluorescent_
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antibody.html). Tokie antikiinai daZniausia gaunami naudojant natyvy virusg
(Toriumi ir Kawai 2005; Jiang ef al. 2010; Fooks et al. 2009).

Pasiutligei nustatyti naudojami ir IFA metodai. Atliekant Siuos testus,
analizuojami Zmogaus arba gyviino kraujo serumai. Viruso baltymams nustatyti
kraujo serume naudojami specifiski virusui antikiinai, kurie imobilizuojami
plokstelése. Taip iSgaudomi viruso baltymai, o reakcija rySkinama
fermentinémis Zymémis Zymeétais antiktinais (dviepitopés IFA modelis) (Xu et
al. 2007). Antikiinai, susidare viruso infekcijos metu, nustatomi kraujo serumo
méginyje netiesioginés IFA metodu. Siems tyrimams atlikti pakanka keleto
valandy, o rezultatai biina tiksliis. Taciau Sie metodai kol kas néra pritaikyti
visiems lisavirusy Seimos virusams nustatyti. DaZniausiai $ie metodai naudojami
klasikinio pasiutligés viruso (1 genotipo) infekcijos diagnostikai.

Pasiutligés virusui nustatyti gali biiti naudojami AT-PGR ir kiekybinés PGR
metodai. Jie yra specifiSki ir pasiZymi dideliu jautrumu (Rojas et al. 2006;
Wacharapluesadee et al. 2008).

1.5. Rekombinantiniy virusiniy baltymy sintezé
mielése

Zmogaus ligas sukeliantys virusai natiiraliai dauginasi tik Zinduoliy Iastelése.
Heterologinése raiskos sistemose, pvz. bakterijose, gauti rekombinantiniai viruso
baltymai gali skirtis nuo natiiraliy viruso baltymy savo strukttra ir antigeninémis
savybémis dél juos sintetinanciy lasteliy jtakos baltymo brendimui ar kitiems
biosintezés etapams. Taikant virusy baltymus diagnostikai, svarbu, kad
rekombinantinio baltymo strukttira kuo tiksliau atitikty natiiraly viruso baltyma.
Rekombinantiniai virusy baltymai, susintetinti Zinduoliy Iasteliy kultirose,
dazniausiai atitinka §j reikalavimg. Taciau tokios raiSkos sistemos yra gana
sudétingos, brangios, todél sunku gauti didelg baltymo iSeigg. leSkoma btdy
gauti didesniems virusiniy rekombinantiniy baltymy kiekiams, nes pladiai
paplitusiy infekciniy ligy diagnostikai ir prevencijai reikalingi dideli antigeny
kiekiai (Antoniukas er al. 2006). Svarbu, kad rekombinantinis viruso baltymas
iSsaugoty savo antigenine struktiirg.

Mikroorganizmai dauginasi greitai, todél nesunku uZauginti didele lasteliy
biomase. Lengviausia kultivuoti prokariotinius mikroorganizmus — bakterijas,
todél juose yra iSbandyta beveik visy virusy grupiy baltymy biosintezé.
Nustatyta, kad bakterijy susintetinti virusy baltymai neturi kai kuriy budingy
savybiy, todél jy panaudojimas gali biiti ribotas. Pvz. rekombinantinis tymy
viruso N baltymas, iSskirtas i§ E.coli, buvo blogas diagnostinis reagentas,
lyginant su rekombinantiniais N baltymais, iSskirtais i§ vabzdZiy ir Zinduoliy
Iasteliy (Warnes et al. 1994). Kadangi bakterijos, kaip virusiniy baltymy
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producentas, daznai yra netinkamas, démesys nukrypo ] paprasciausius
eukariotinius mikroorganizmus, tokius, kaip mielés.

Mielés  Saccharomyces  cerevisiae  —  saugiis,  nepatogeniski
mikroorganizmai. Tai - geriausiai genetikos, molekulinés biologijos ir
fiziologijos poZitriu iStirti eukariotai, placiai naudojami heterologiniy geny
raiSkai. Mielés gerai auga ant nebrangiy terpiy, mieliy baltymy sekrecijos keliai
ir potransliacinés modifikacijos (proteolitinis brendimas, disulfidiniy jungciy
formavimasis, glikozilinimas) panaSios j aukStesniyjy eukarioty, jos neturi
endotoksiny, yra nepavojingos Zmogui. Iki Siol mielése yra susintetinta daug
jvairiy virusy baltymy, padedanciy in vitro ir in vivo tirti jvairias baltymy
sgveikas bei pasiZymin€iy natyviam virusui biidingomis antigeninémis
savybémis, kas yra labai svarbu vakciny bei diagnostiniy sistemy kirimui.
Nustatyta, kad mieliy raiskos sistemoje kai kurie virusy baltymai geba formuoti
struktiiras, panaSias ] natliralaus viruso, tod¢l Sie baltymai tinka
imunodiagnostikai (RaZanskiené et al. 2004; Slibinskas et al. 2004; Juozapaitis
et al. 2005, 2007a ir b, 2008; Petraityté et al. 2009).

Naudojant mielése susintetintus baltymus kuriamos jvairios diagnostinés
sistemos. D. Samuel’iui ir kolegoms pavyko sukurti metodus, skirtus ankstyvai
tymy ir kiaulytés virusy infekcijy diagnostikai, naudojant mielése sintetintus N
baltymus. Hantavirusy infekcijos diagnostikai buvo sukuri netiesioginés ir
antiktinus ,,iSgaudancios* IFA metodai, taip pat panaudojant mielése sintetintus
N baltymus (Schmidt et al. 2005, 2006; Petraityté et al. 2007, 2008). Pauksciy
gripo infekcijai nustatyti vis¢iuky kraujo serumuose naudojamas netiesioginés
IFA metodas, kurio pagrinda sudaro mielése sintetinti pauk$c¢iy gripo viruso N ir
HN baltymai (Upadhyay et al. 2009).

Reikia pazyméti, kad pirmoji rekombinantin¢ vakcina, skirta kovai prie$
Zmogaus hepatita B ir gauta mieliy S.cerevisiae raiSkos sistemoje (Makela
2000), Siuo metu uZkariavo pasaulio rinka — Sios vakcinos jau panaudota
milijonai doziy (Venters ef al. 2004).

1.6. Monokloniniai antikanai ir jy taikymas virusiniy
infekcijy diagnostikai

Monokloniniai antikiinai (MAk) placiai naudojami kaip tiksliis imunocheminiai
reagentai virusiniy infekcijy diagnostikai, nustatant virusinius antigenus arba
virusui specifiSkus antikinus. Tiesioginis virusy arba atskiry jy antigeny
nustatymas kraujo, kiino iSskyry, audiniy meéginiuose yra tikslus ir patikimas
metodas, diagnozuojant virusinius susirgimus. IF ir IH metodai placiai
naudojami diagnostinése laboratorijose, tiesiogiai nustatant virusus infekuotame
audinyje ar citologiniame méginyje. Naudojant antikiinus, audiniuose tiesiogiai
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nustatomas pasiutligés virusas (http://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/direct_fluor
escent_antibody.html). Atliekant plauciy, Sirdies ar kity organy transplantacija,
kvépavimo taky iSskyrose IF metodu nustatomas herpes paprastasis virusas
(angl. herpes simplex virus) (Engelmann et al. 2010). Vaikams pavojingo
kvépavimo taky viruso hRSV infekcija diagnozuojama tiesioginés IF metodu
kvépavimo taky iSskyrose ir nuoplovose (Borek ef al. 2006).

Dviepitopés IFA metodas taikomas tiesiogiai nustatant virusy antigenus
kraujyje ir kiino skysCiuose. Juo nustatomi virusy antigenai lastelés pavirSiuje
arba citologinio meéginio skystojoje fazéje. Dviepitopés IFA pagrindinis
komponentas - skirtingas virusinio baltymo determinantes (epitopus)
atpazjstantys MAk (1.8 pav.). Specifiski viruso baltymui MAk imobilizuojami
imunofermentinés analizés (IFA) plokSteléje. Tiriamajame méginyje esantys
viruso antigenai selektyviai sgveikauja su imobilizuotais MAk ir gali biiti
nustatomi, naudojant antrinius antikinus. Tiesioginéje dviepitopéje IFA
antriniais antikinais naudojami MAk, Zymeti fermentine Zyme ir atpazjstantys
skirtingg tiriamo viruso baltymo epitopa nei imobilizuotieji antikiinai (1.8 A
pav.). Netiesioginés dviepitopés IFA atveju biitina antriniy antikiiny ir
fermentine Zyme Zyméty tretiniy antikiiny saveika (1.8 B pav.). Siuo metu
klinikiniy tyrimy laboratorinéje praktikoje dviepitopés IFA metodas taikomas
nustatant hRSV, gripo virusy, rotaviruso, adenovirusy, hepatito B viruso bei
Zmogaus imunodeficito viruso antigenus (Knipe ie Howley 2007). PavyzdZiui,
buvo sukurtas Zmogaus imunodeficito pirmo tipo viruso kapsidés p24 baltymo
kiekybinis nustatymo metodas (Liu et al. 2007).

Daugelio virusy infekcijos diagnostika siejama su IgM ir IgG antikiiny
nustatymu kraujo arba seiliy méginiuose. Zinoma nemaZai metody antikiinams
pries virusus nustatyti, taciau tokie metodai, kuriuose naudojami monokloniniai
antiklinai, sutinkami re€iau. Ankstyvajai viruso infekcijai nustatyti gali biti
naudojama IgM ,iSgaudanti“ IFA (1.9 pav.). Jos metu serume esancius IgM
klasés antiktinus iSgaudo antikiinai prie§ Zmogaus IgM (anti-IgM). Pridéjus
viruso antigeny, pastarieji specifiSkai jungiasi prie IgM, susidariusiy prie§ viruso
antigenus. Reakcija iSrySkinama fermentu Zymeétais antikiinais prie§ viruso
antigenus.

IgM ,iSgaudanti* IFA buvo sékmingai pritaikyta IgM klasés antikiiny prie$
tymy, kiaulytés virusus, hantavirusus nustatymui (Samuel et al. 2002, 2003;
Schmidt et al. 2005; Petraityté et al. 2007). Lyginant su netiesiogine IFA, kai
tiriama serume esanc¢iy IgM sgveika su viruso antigenu, imobilizuotu
ploksteléje, Si serologinio metodo modifikacija pasiZymi didesniu specifiskumu,
Zymiai maZesniu reakcijos fonu.
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Fig. 1.9. The model of IgM-capture enzime-linked immunosorbent assay (Knipe and
Howley 2007)

Virusinés infekcijos neatsiejamos nuo kasdieninio gyvenimo. Virusy,
kelian¢iy pavojy Zmogaus gyvybei sgraSa papildo vis nauji virusai, todél MAk
kiirimas ir jy taikymas kuriant naujas diagnostines sistemas labai svarbus. Be to,
antiktiny rinkos eksperty duomenimis, MAk buvo vienas daZniausiai naudojamy
molekuliniy jrankiy 2008 m., o diagnostiniai MAk sudaré¢ net 20 % visy
parduodamy antikiiny (Biocompare 2009). Taigi, MAk yra vertingi diagnostiniai
jrankiai, padedantys nustatyti virusine infekcija.
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1.7. Pirmojo skyriaus apibendrinimas ir disertacijos
uzdaviniy formulavimas

Paramiksovirusai, hantavirusai ir lisavirusai yra placiai paplite ir sukelia sunkias
infekcines ligas, todél reikalingi tikslas ir efektyvis diagnostikos metodai bei
efektyvios vakcinos, padedancios iSvengti infekcijos.

MAKk yra vertingi diagnostiniai reagentai, padedantys nustatyti virusing
infekcija. Dauguma apraSyty antikiiny, specifiSky virusy baltymams, buvo
sukurti naudojant nukenksmintus virusus. Rekombinantiniy virusiniy baltymy —
antigeny paruoSimas ir naudojimas MAk gavimui yra paprastesnis ir saugesnis
nei virusy kultivavimas ir gryninimas.

Paramiksovirusams, hantavirusams ir lisavirusams infekavus Igstele, N
baltymo susidaro gausiai. Taip pat Siy virusy N baltymai sukelia stipry
humoralinj imunin] atsakg infekcijos metu. Dél Siy priezasCiy rekombinantiniai,
mielése susintetinti virusy N baltymai yra geri diagnostiniai reagentai ir puiki
priemoné MAK kurti.

Todel, Sio disertacinio darbo tikslas buvo istirti rekombinantiniy hPIV3,
Menangle viruso, hantavirusy ir pasiutligés viruso imunogenines savybes ir
sukurti monokloninius antikiinus pries§ Siuos baltymus, siekiant juos pritaikyti
virusy nustatymui infekuotose lastelése, bei virusiniy baltymy antigeninei
struktirai tirti.

Darbo tikslui pasiekti buvo suformuluoti Sie uzdaviniai:

1. IStirti rekombinantiniy virusiniy baltymy — hPIV3, Menangle viruso,
hantavirusy bei pasiutligés viruso nukleokapsidés baltymy — imunogeniSkuma ir
sukurti hibridomas, gaminan¢ias monokloninius antikiinus prie§ Siuos baltymus;

2. IStirti sukurty monokloniniy antikiiny specifiskumg, kryZmines
reakcijas, sugeb¢jimg atpaZzinti natyvius virusus infekuotose lastelése ir jvertinti
ju diagnostinj potenciala;

3. Naudojant sukurtuosius monokloninius antikinus ir antiserumus,
susidariusius nattralios infekcijos metu, iStirti virusiniy baltymy antigenines
savybes ir identifikuoti imunodominuojancius epitopus.






Medziagos ir tyrimo metodai

2.1. Medziagos

2.1.1. Reagentai

Akrilamidas; N, N’-metilenbisakrilamidas;  hipoksantinas, = aminopterinas,
timidinas (HAT); hipoksantinas, timidinas (HT); L-glutaminas; natrio
perjodatas; pilnas Freund’o adjuvantas (PFA); nepilnas Freund’o adjuvantas
(NFA); polietilenglikolis/dimetilsulfoksidas (PEG/DMSO); pristanas ; 35,5~
tetrametilbenzidinas (TMB) — peroksidazés substratas imunoblotingui; Tris
baz¢; Kumasi dazas R-250; 4-chlornaftolis; ampicilinas; etidiumbromidas; natrio
borhidridas (Sigma, JAV).

Acto riigstis; dinatrio hidrofosfatas; druskos riigstis; gentamicino sulfatas;
glicinas; kalio chloridas; kalio dihidrofosfatas; natrio chloridas; natrio
hidrokarbonatas; natrio Sarmas; natrio dodecilsulfatas (NDS); kalio chloridas;
sieros ruigstis; tvinas 20; Zelatina; N,N,N", N -tetrametiletilendiaminas (TEMED);
glicinas; peroksidas; polivinilidenfluorido (PVDF) membrana; peptonas; mieliy
ekstraktas; etilendiamintetraacto rugstis (EDTA); Tris acetatas;
chloroformas/fenolis (1:5) (Roth, Vokietija).

45
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Dulbecco modifikuota Eagle terpé (angl. Dulbeccos’ modified Eagle’s medium —
DMEM)), fetalinis verSiuko serumas (FVS) (Biochrom, Vokietija).

Amonio peroksosulfatas; avidinas (Fluka, Sveicarija).
Etanolis (Vilniaus degtiné, Lietuva).

Jaucio serumo albuminas (JSA) (LabClinics, Ispanija).
Metanolis (Scharlau, ES).

TMB peroksidazés substratas imunofermentinei analizei (Clinical Science
products Inc., JAV).

Agaroze; ditiotreitolis (DTT) (UAB Fermentas, Lietuva).
Agaras (MERCK, Vokietija).

2.1.2. Antigenai

Darbui buvo naudojami rekombinantiniai baltymai, gauti i§ Biotechnologijos
instituto (BTI) Eukarioty geny inZinerijos skyriaus (EGIS):

= paragripo pirmo tipo viruso rekombinantinis N baltymas (hPIV1 rN);

= paragripo trecio tipo viruso rekombinantinis N baltymas (hPIV3 rN);

= Zmogaus sincitinio kvépavimo taky viruso rekombinantinis N baltymas
(hRSV rN);

= tymy viruso rekombinantinis N baltymas (MeV rN);

= Menangle viruso rekombinantinis N baltymas (MenV rN);

= Tioman viruso rekombinantinis N baltymas (TioV rN);

= Hendra viruso rekombinantinis N baltymas (HeV rN);

= Nipah viruso rekombinantinis N baltymas (NiV rN);

= Andes hantaviruso rekombinantinis N baltymas (ANDV rN);

= Sin Nombre hantaviruso rekombinantinis N baltymas (SNV rN);

= Puumala hantaviruso (PUUYV), Vranica/Hillnéds atmainos rekombinantinis
N baltymas (PUUV-Vra rN);

= PUUV, Kazan atmainos rekombinantinis N baltymas (PUUV-Kaz rN);

= PUUYV, Sotkam atmainos rekombinantinis N baltymas (PUUV-Sot rN);

= Hantaan hantaviruso (HTNV), Fojnica atmainos rekombinantinis N
baltymas (HTNV-Foj rN);

= Dobrava hantaviruso (DOBYV), Slovenia atmainos rekombinantinis N
baltymas (DOBV-Slo rN);

= Seulo hantaviruso rekombinantinis N baltymas (SEOV rN);

= klasikinio pasiutligés viruso rekombinantinis N baltymas (RABV rN);
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= Europos Sik§nosparniy pirmo tipo lisaviruso rekombinantinis N baltymas
(EBLV-1 rN);

= Europos SikSnosparniy antro tipo lisaviruso rekombinantinis N baltymas
(EBLV-2 tN);

= chimerinis baltymas, Ziurkéno poliomos viruso (HaPyV) pagrindinio
kapsidés baltymo VP1 pagrindu, su jterptu PUUV-Vra N baltymo 1-120 ar.
fragmentu (HaPyVP1/1-120);

= chimerinis baltymas, HaPyV pagrindinio kapsidés baltymo VP1 pagrindu,
su jterptu PUUV-Vra N baltymo 1-80 ar. fragmentu;

= chimerinis baltymas, HaPyV pagrindinio kapsidés baltymo VP1 pagrindu,
su jterptu PUUV-Vra N baltymo 1-45 ar. fragmentu;

= netransformuoty mieliy lgsteliy grubus lizatas.

2.1.3. Monokloniniai, polikloniniai antikiinai, serumai

hPIV infekuoty vaiky kraujo serumy méginiai buvo gauti i§ dviejy institucijy:
Vilniaus universiteto vaiky ligoninés Pediatrijos skyriaus bei de Salud Carlos I11
Institute (Ispanija).

Vakcinuoty eksperimentiniy ir laukiniy gyviiny serumy rinkiniai bei MAKk pries
natyviy pasiutligés virusy N baltymus rinkinys, buvo gauti i§ Friedrich Loeffler
Institute (Vokietija).

HAM - MAKk prie§ klasikinio pasiutligés viruso N baltyma buvo gauti i
Sveicarijos Pasiutligés Centro.

MAKk prie§ raguociy parazito Neospora caninum neZinomga pavirSiaus baltyma
buvo gauti i§ Friedrich Loeffler Institute (Vokietija).

Darbe buvo naudojami oZkos polikloniniai antikiinai prie§ gliutation-S
transferaz¢ (GST) (GE Healthcare, Vokietija), peroksidaze Zymeéti antikiinai
pries pelés IgG (BioRad, JAV), fluoresceino izotiocianatu (FITC) Zyméti
antiktinai prie§ palés IgG (BD Biosciences Pharmingen, JAV).

2.1.4. Rinkiniai

Netiesioginés IF rinkiniai:

» Progen indirect immunofluorescence kit, IF rinkinys, kurj sudaro: PUUV
(atmaina Hillnds B1 83-223L), HTNV (atmaina 76-118), SEOV (atmaina R22)
infekuotos, stikleliy pavirSiuje fiksuotos Vero 6 linijos lastelés (Progen
Biotechnik, Vokietija);
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» Euroimmun FB 0866-0110 kit, IF rinkinys, kurj sudaro: PUUV (atmaina
Sotkamo), DOBV (atmaina Slovenia), Saaremaa virusu, SEOV, HTNV, SNV
infekuotos, mikrogardeliy reakcijy laukeliy pavirSiuje fiksuotos Vero 6 linijos
lastelés (Euroimmun, Vokietija);

» Hantavirus Mosaic 1, IF rinkinys, kurj sudaro: PUUV (atmaina Kazan
p21), DOBV (atmaina Slovenia), Saaremaa virusu, SEOV (atmaina p33 2227),
HTNV(atmaina 76-118), SNV (atmaina p6) infekuotos, mikrogardeliy reakcijy
laukeliy pavirSiuje fiksuotos, Vero 6 linijos lastelés (Euroimmun, Vokietija);

» Mosaic: Paraifluenza virus Types 1-4, IF rinkinys, kurj sudaro: hPIV1,
hPIV2, hPIV3, hPIV4a ir hPIV4b infekuotos, mikrogardeliy reakcijy laukeliy
pavirSiuje fiksuotos, Vero 6 linijos lastelés (Euroimmun, Vokietija).

Monoclonal Antibody isotyping Kit (HRP/ATBS), rinkinys pelés monokloniniy
antiktiny klaséms nustatyti (Pierce, JAV).

Parainfluenza 1/2/3 IgG ELISA, netiesioginés IFA rinkinys IgG klasés
antikinams prie§ hPIV1, hPIV2 ir hPIV3 virusus nustatyti (IBL, JAV);

CloneJET™ PCR Cloning Kit, rinkinys DNR fragmenty ligavimui j klonavimo
vektoriy (UAB Fermentas, Lietuva).

DNA Extraction Kit, rinkinys DNR iSskyrimui i§ agarozés (UAB Fermentas,
Lietuva).

GeneJET pasmid Miniprep Kit, rinkinys plazmidziy iSskyrimui (UAB
Fermentas, Lietuva).

2.1.5. Plazmidés ir pradmenys PGR amplifikacijos reakcijai
hPIV3 ir RABV N baltymy geny fragmenty raiSkai E.coli buvo naudojama
pGEX-KT plazmidé (Amersham, Suomija).

Pradmenys PGR amplifikacijos reakcijoms buvo gauti i§ Metabion (Vokietija) ir
Eurofins (Belgija).

2.1.6. Fermentai

Tag DNR polimeraze; Pfu ir Tag DNR polimeraziy miSinys santykiu 1:10; T4
DNR ligazé; RNaz¢ A; restrikcijos endonukleazés: EcoRI, BamHI, Mva 12691,
Bsp 1191, Munl, XmalJI buvo gauti i§ UAB Fermentas (Lietuva).

Antiktiny Zymejimui buvo naudojama krieny peroksidazeé (Merck, JAV).
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2.1.7. Molekulinés masés standartai

DNR fragmenty agarozés gelyje standartai (UAB Fermentas, Lietuva):
= MassRuler™ Mix;
= GeneRuler™ 50 bp DNA Ladder.

Baltymy molekulinio svorio standartas: PageRuler™ Prestained Protein Ladder
Mix (UAB Fermentas, Lietuva).

2.1.8. Buferiniai ir kiti tirpalai

IFA buvo naudojami Sie tirpalai:

Imobilizacijos buferinis tirpalas: 0,05 M Natrio hidrokarbonato (pH 9,5).

Fosfatinis buferinis tirpalas (PBS): 0,1 M fosfatinis buferinis tirpalas su 0,15 M
NaCl, (pH 7,2).

JSA/PBS: 1,0 % (w/v) JSA, istirpintas PBS.
PBST: PBS su 0,1 % (v/v) tvino 20.
Baltymy elekroforezei poliakrilamido gelyje denattruojan¢iomis salygomis

buvo naudojami Sie tirpalai:

Akrilamido/bisakrilamido tirpalas: 30 % (w/v) akrilamido, 0,8 % N,N’-
metilenbisakrilamido.

4 kartus koncentruotas Tris-HCI/NDS (pH 8,8): 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 0,4 %
(w/v) NDS.

4 kartus koncentruotas Tris-HCI/NDS (pH 6,8): 0,5 M Tris-HCI (pH 6.8), 0,4 %
(w/v) NDS.

Amonio peroksosulfato tirpalas: 10 % (w/v) amonio peroksosulfato.

Koncentruojan¢io  gelio  tirpalas (4 %  akrilamido): 13%  (vIv)
akrilamido/bisakrilamido tirpalo, 25 % 4 kartus koncentruoto Tris-HCI/NDS
(pH 6,8), 0,5 % amonio peroksosulfato tirpalo, 0,1 % TEMED.

Skirstomojo gelio tirpalas (12 % akrilamido): 40 % v/v)
akrilamido/bisakrilamido tirpalo, 25 % 4 kartus koncentruoto Tris-HCI/NDS
(pH 8,8), 0,33 % amonio peroksosulfato tirpalo, 0,066 % TEMED.

Baltymy méginio uZneSimo buferinis tirpalas (UAB Fermentas, Lietuva).

Baltymy elektroforezés buferinis tirpalas (UAB Fermentas, Lietuva).
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Baltymy elektroforezés gelio dazas: 40 % (v/v) etanolio, 10 % acto rugsties,
0,1 % Coomasie blue R-250 dazo.

Geliy plovimo tirpalas: 5 % (v/v) acto rugstis.

Imunoblotingo ir taskinio imunoblotingo tirpalai:

Baltymy pernaSos buferinis tirpalas: 0,025 M Tris, 0,15 M glicino, 10 % (v/v)
metanolio.

Membranos blokavimo tirpalas: PBS su 1 % (w/v) Zelatinos.
Membranos plovimo tirpalas — PBST.
Membranos ryskinimo tirpalas: 0,05 % (v/v) 4-chlornaftolio, 16 % metanolio,

0,02 % $alto peroksido, PBS tirpale.

Mitybiniy terpiy sudétys:

Hibridomy ir Sp2/0 lasteliy augimo terpé: DMEM terpé su 2 mM L-glutamino,
200 pg/ml gentamicino, 10-15 % (v/v) FVS.

Neseruminé terpé: DMEM terpé su 2 mM L-glutamino, 200 pg/ml gentamicino.

HAT terpé: augimo terpé su 1-10% M hipoksantino, 4-107 M aminopterino,
1,6-10° M timidino.

HT terpé: augimo terpé su 1-10™* M hipoksantino, 1,6- 10” M timidino.

E. coli augimo terpé (LB): 1 % (w/v) peptono, 0,5 % mieliy ekstrakto, 1 %
NaCl. Jei su antibiotiku, tai ampicilino koncentracija 5-100 pl/ml.

Agarizuota LB terpé — 2 % (w/v) agaro, 1% peptono, 0,5 % mieliy ekstrakto,
1 % NaCl.

E.coli kompetentiniy lasteliy ruoSimui buvo naudojami Sie tirpalai:

NaCl tirpalas: 5 mM Tris-HCI (pH 7,4-8,0), 5 mM MgCl,, 100 mM NacCl.
CaCl, tirpalas: 5 mM Tris-HCI (pH 7,4-8,0), 5 mM MgCl,, 100 mM CaCl,.

Transformacijai ruoSiami sterilis tirpalai.

DNR elektroforezés tirpalai

Tris acetatinis elektroforezés buferinis tirpalas (TAE) (pH 8,3): 0,04 M Tris
acetato, | mM EDTA (pH 8,0).

Agarozes tirpalai: 0,8 % (w/v), 1 %, 1,5 % agarozés TAE buferyje.

Etidiumbromido tirpalas: 10 mg/ml etidiumbromido.
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2.1.9. Eksperimentiniai gyvunai

Eksperimentams buvo naudojamos BALB/c linijos pelés, gautos i§ Imunologijos
instituto (dabartinio Inovatyvios medicinos centro) (Vilnius). Pelés buvo
sveikos, neuzkréstos virusinémis ar bakterinémis infekcijomis.

2.1.10. Lastelés, mikroorganizmy kamienai

Hibridomy kiirimui naudota Sp2/0 lasteliy linija. Si lasteliy linija negamina
imunoglobuliny. Dél timidinkinazés (TK) ir hipoksantinguaninfosforibozil-
transferazés (HGFET) geny mutacijy Sios lastelés neauga selektyvioje HAT
terpéje (Shulman et al. 1978).

E. coli kamienai naudoti plazmidZiy konstravimui:

* DH5a (FgyrA96(Nal’) recAl relAlendAl thi-1 hsdR17 (rymy") glnV44
deoR A(lacZY A-argF) U169 (p80dA(lacZ)M15)).

= DH10B (F end A1l recAl galE15 galK16 nupG rpsL AlacX74
®80lacZAM15 araD139 A(ara,leu)7697 mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) A7).

2.2. Metodai

2.2.1. Hibridomy ir monokloniniy antikiiny gavimas

Pagrindiniai MAKk kiirimo etapai yra Sie: BALB/c peliy imunizacija; mielomos
Iasteliy  kultivavimas; lasteliy hibridizacija, selekcija, klonavimas; MAk
specifiSkumo jvertinimas, antikiiny klasiy nustatymas; MAK gryninimas;
hibridomy $aldymas.

2.2.1.1. Imunizacija

Imunizacijai naudojamos 6-8 savai¢iy BALB/c linijos pelés, auginamos
Imunologijos institute (dabartiniame Inovatyvios medicinos centre) (Vilnius)
linijiniy peliy kolonijoje. Kiekvienu rekombinantiniu baltymu imunizuojama po
3 peles. Pelés imunizuojamos 3 kartus kas 28 dienas, atliekant pooding injekcija.
Pirmajai imunizacijai peléms suleidziama po 50 pg kiekvieno antigeno,
iStirpinto PBS (n = 3) ir suspenduoto lygiame turyje pilno Freundo adjuvanto
(PFA), (n = 3). Po pirmosios imunizacijos pragjus 28 dienoms, tos pacios grupés
pelés toliau imunizuojamos tokiomis pat antigeny dozémis (50 pg pelei),
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atitinkamai iStirpinty PBS ir emulguoty su nepilnu Freundo adjuvantu (NFA). Po
56 dieny pelés imunizuojamos be adjuvanty, naudojant ta pacia antigeno doze.
Kraujo pavyzdziai surenkami po kiekvienos imunizacijos, uzsaldomi ir saugomi
-20 °C iki antik@iny titro nustatymo. Antikliny prie§ antigeng titras nustatomas
netiesioginés IFA metodu. Pelé, kurios kraujyje specifiSky antikiiny titras
didziausias, tris dienas pries hibridizacija dar sykj imunizuojama 50 pg antigeno,
iStirpinto PBS.

2.2.1.2. Lasteliy suliejimas

Hibridomoms gauti naudojama Sp2/0 mielomos lasteliy linija. Iki hibridizacijos
lastelés perséjamos 3 kartus, DMEM lasteliy augimo terpéje su 10 % FVS.
Suliejimui naudojamos gyvos, vienodo dydzio lgstelés, esancios logaritminéje
augimo fazéje.
Prie§ hibridizacija mielomos lgstelés suspenduojamos augimo terpéje ir
centrifuguojamos 5 min. 1000 aps./min. grei¢iu. Terpé nupilama, o lgstelés
suspenduojamos 25 ml DMEM augimo terpéje. Antigenu imunizuotos pelés
bluznis iSimama sterilioje aplinkoje ir suspenduojama 5 ml DMEM terpéje be
serumo. BluZnies lasteliy suspensija centrifuguojama 1000 aps./min. greiciu,
7 min. Terpé nupilama ir bluZnies lastelés suspenduojamos 10 ml augimo
terpéje. BluZnies lgstelés suspenduojamos kartu su mielomos lastelémis santykiu
nuo 1:3 iki 1:10. Tada lastelés vél centrifuguojamos 1 min. 1000 aps./min.
greiCiu, nucentrifugavus supernatantas nupilamas, o lastelés atsargiai purtant
suspenduojamos 1 ml PEG—4000 ir 10 % DMSO tirpale terpéje be serumo. Po 3
min. inkubacijos lasteliy suspensija po truputj skiedZiama, létai sulaSinant
beseruming terpg. Terpés pripilama iki 50 ml ir vél centrifuguojama. Nuosédos
suspenduojamos jau paruoStoje HAT terpéje ir iSs¢jamos | sterilias audiniy
kultiiroms skirtas 96 Sulinéliy ploksteles, po 200 ul (150-10° Iasteliy) j Sulinélj.
Makrofagai yra labai svarbus komponentas suliejimo technologijoje. Sios
Iastelés sudaro palankias salygas suliety lasteliy auginimui, taip pat yra aktyvus
fagocitai. Nesusiliejusios mielomos Igstelés dél aminopterino veikimo pradeda
Ziti, praéjus kelioms dienoms po hibridizacijos. Makrofagai pradeda fagocituoti
jy nuolauZas ir atsirandantys klonai tampa daug geriau pastebimi. Hibridizacijos
metu makrofagai surenkami i§ pilvo ertmés, pradiirus peritoniuma ir j pelés pilvo
ertme¢ suleidus 4-5 ml beseruminés terpés, suspenduojant ir ja iSsiurbiant. Taip
pilvo ertmé praplaunama du kartus. Paimti makrofagai nucentrifuguojami ir
suskai¢iuojami. | 96 Sulinéliy plokstelés vienag Sulinélj turi patekti apie 1-10°
Iasteliy. Makrofagai sumaiSomi su sulietomis bluZnies ir mielomos lgstelémis,
toks lasteliy miinys ispilstomas j ploksteles po 2-10° Igsteliy j Sulinélj.
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2.2.1.3. Hibridiniy lasteliy selekcija ir klonavimas

Pragjus 10 dieny nuo lasteliy suliejimo, mikroskopu perziiirimi visi ploksteliy
Sulinéliai ir paZymimi tie, kuriuose auga klonai. Klonai testuojami netiesioginés
IFA metodu — kaip neigiama kontrolé naudojama terpé i§ Sulinélio, kuriame
nebuvo pastebétas lgsteliy augimas. Teigiamai kontrolei naudojamas
imunizuotos pelés kraujo serumas, paimtas hibridizacijos dieng. Teigiamais
klonais laikomi tie, kuriy terpés méginio optinis tankis (OT) yra didesnis uz
neigiamos kontrolés.

Siekiant gauti vieno klono lasteles, hibridomos klonuojamos. Lasteliy
suspensija atskiedZiama taip, kad paséje i 96 Sulinéliy ploksteles, vienoje
duobutéje gautume vieng hibridomy klong. Teigiami klonai klonuojami
plokstelése, uzsétose makrofagais. Po 6-5 dieny perzitrimos plokstelés ir
atrenkami klonai, augantys po vieng.

Netiesioginés IFA metodu atrinkti teigiami klonai, padauginami 24 Sulinéliy
plokstelése. Tolesniam lagsteliy, sekretuojan¢iy MAKk, dauginimui ir paciy
monokloniniy antikiing gavimui lastelés perkeliamos i 50 ml indus (in vitro)
arba suleidziamos ] pelés pilvo ertme (in vivo).

2.2.1.4. Lasteliy saldymas ir atSildymas

Lasteliy suspensija centrifuguojama 5 min. 1000 aps./min. greiciu.
Supernatantas nupilamas, 1asteliy masé suspenduojama Saltoje +4 °C Saldymo
terpéje. Tokia lasteliy suspensija iSpilstoma | plastikines Saldymo ampules,
kurios i§ karto dedamos | specialias déZutes ir j -70 °C Saldiklj. Kai ampuliy
turinys susala, jos perkeliamos j skysta azotg ilgalaikiam saugojimui.

Atsildant lasteles, biitina jas atplauti nuo Saldymo terpés neseruminéje
terpéje.

2.2.1.5. Hibridomy kultivavimas in vivo

BALB/c linijos pelés sensibilizuojamos, jleidZiant j pilvo ertm¢ 0,5 ml pristano.
Po 4-10 dieny j pilvo ertme suleidziama 25 ml, 1-10*-1-10° last./ml
koncentracijos hibridiniy lasteliy suspensijos neseruminéje terpéje. Ascitas
susiformuoja per 8-20 dieny. Ascitinis skystis i§ pelés pilvo ertmés iSsiurbiamas,
naudojant automatini dozatoriy, prie§ tai prakirpus pelés kailiuka ir pradiirus
peritoniuma.
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2.2.1.6. Antikany gryninimas i$ ascitinio skyscio

Ascitiniame skystyje MAk koncentracija yra pakankamai didelé (2—-10 mg/ml) ir
paSaliniy baltymy kiekis santykinai yra labai maZas, todél kelis kartus baltymus
iSsodinant amonio sulfatu pasiekiamas 80-90 % specifiniy antikiiny §varumas.
MAKk precipitacijai reikalingas 45 % amonio sulfato tirpalo jsisotinimas.
Ascitinis skystis sumaiSomas su prisotintu amonio sulfato tirpalu santykiu 1:1.
Inkubuojama apie valanda +4 °C. Susidariusios nuosédos atskiriamos
centrifuguojant 9000 aps./min. greiciu. Nuosédos iStirpinamos PBS ir vél
pridédama toks pats turis 45 % sotaus amonio sulfato tirpalo. Taip kelis kartus
iSsodinti MAKk iSlieka stabildis ilga laika (1-2 metus). Antikliny suspensija
saugoma +4 °C.

2.2.2. Baltymy tyrimo metodai

2.2.2.1. Elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje
denataruojancéiomis salygomis

Baltymy elektroforezé vykdoma poliakrilamidiniamie gelyje, sudarytame i$§
baltymus koncentruojancios (4 % poliakrilamido) ir skiriamosios daliy (12 %
poliakrilamido), baltymy elektroforezés buferiniame tirpale, esant 60 mA
nuolatinés srovés stiprumui ir 200 V jtampai. | paruosto poliakrilamidinio gelio
takelj jneSama nuo 1 iki 5 pg baltymo. Prie§ elekroforeze baltymai 5 kartus
skiedZiami méginio uZneSimo buferiniu tirpalu ir 20 karty redukuojanciu agentu.
Taip paruosti baltymy méginiai inkubuojami verdancio vandens vonioje 3—4
min. Elektroforezei pasibaigus, gelis fiksuojamas ir dazomas gelio daZymo
tirpale (Coomasie blue R-250 daZu) per naktj. Gelis atplaunamas 10 % acto
rugsties tirpale.

2.2.2.2. Imunoblotingas (IB)

Po elektroforezés baltymy pernasSa i§ gelio ant polivinilidendifluorido (PVDF)
membranos vykdoma pusiau sausos pernasos aparatu. PernaSa trunka 40 min.,
leidziant 1-2,5 mA srove, 1 cm® membranos ploto vienetui. Jvykus baltymy
pernasai nuo gelio ant membranos, membrana blokuojama blokavimo buferiniu
tirpalu 30 min. kambario temperatiiroje. Visos IB reakcijos vykdomos kambario
temperattiroje. Po to membrana inkubuojama su neskiesta hibridomy augimo
terpe arba kraujo serumu (skiestu nuo 1:200 iki 1:1000 PBST) 2 val. Po
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inkubacijos membrana plaunama 4 kartus PBST ir inkubuojama su peroksidaze
Zymétais antikiinais prieS pelés IgG, 1 val. Po inkubacijos membrana 7-8 kartus
plaunama PBST ir rySkinama TMB substratu, skirtu IB.

2.2.2.3. Taskinis imunoblotingas (TIB)

PVDF membrana sukarpoma 1,5 cm’ kvadratais. Prie§ antigeno adsorbcija
membrana plaunama 5 min. PBS ir iSdZiovinama. Kvadrato centre uZlaSinama 2
ul (0,1 mg/ml) antigeno, skiesto PBS. Taip paruoSta membrana dZiovinama 1
val. +37 °C temperattroje. Likusios stadijos (membranos laisvo pavirSiaus
blokavimo, inkubacijos su pirminiais ir antriniais antikiinais, membranos
rySkinimas) vykdomos kaip ir IB (zitréti 2.2.2.2 skyrelj).

2.2.2.4. Netiesioginé imunofermentiné analizé (IFA)

Pirmiausia 96 Sulinéliy plokstel¢je sorbuojamas antigenas: i Sulinélius pilama
po 100 pul antigeno tirpalo imobilizacijos buferiniame tirpale ir inkubuojama per
naktj +4 °C. Kita dieng sorbcijos tirpalas i§ Sulinéliy iSkratomas. NeiSnaudotas
Sulinéliy pavirSius blokuojamas, j Sulinélj pripilant 150 ul blokavimo tirpalo.
Plokstelé¢ inkubuojama 1 val. kambario temperatiroje. Blokavimo tirpalas
iSkratomas, j Sulinélius pilama 100 pl antikiing méginio. Priklausomai nuo
méginio formos, antiktinai skiedZiami PBST: kraujo serumai 1:200, ascitiniai
skysciai nuo 1:1 000 iki 1:100 000, hibridomy augimo terpés analizuojamos
neskiestos. Nustatant antikiiny titra, tiriamieji méginiai skiedZiami daug karty
(nuo 1:100 iki 1:1 000 000), kol paskutinio skiedimo metu lieka minimalus
kiekis antikiiny. Plokstelé su tiriamuoju méginiu inkubuojama 1 val. kambario
temperatiiroje. Po inkubacijos plokstelé plaunama keturis kartus PBST. IgG
atsakui nustatyti peroksidaze Zymeéti antriniai pelés IgG antikiinai skiedZiami
remiantis gamintojo rekomendacijomis. Sio tirpalo jpilama po 100 pl j Sulinélj ir
inkubuojama 1 val. Po inkubacijos plokStelé plaunama SeSis kartus PBST.
Fermentiné reakcija rySkinama apie 15 min. TMB substratu, pilant po 100 ul j
Sulinelj. Reakcija sustabdoma, pridedant 50 ul 4 % H,SO, tirpalo.
Spektrofotometru (Tecan, Austrija) matuojamas OT, esant 450 nm bangos ilgiui.
Rezultatai skaiCiuojami, naudojant ,Magelan® (Austrija) kompiutering
programa.

Monokloniniy antikiing tariamoji afiniSkumo konstanta (K4) nustatoma
netiesioginés IFA metodu, pasitelkiant OT (450 nm) priklausomybés nuo
antikiiny koncentracijos (M) titravimo kreives. Tariamoji Ky atitinka tokia
antiktiny koncentracija (M), kuriai esant OT (450 nm) sumaZéja perpus.
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Antikiiny klaséms ir poklaséms nustatyti naudojamas pelés imunoglobuliny
izotipavimo rinkinys. Jj sudaro antikiinai, specifiski kiekvienai pelés antikiiny
klasei ir poklasei bei antikiinai prie§ imunoglobulino molekulés « ir A lengvasias
grandines. Izotipai nustatomi netiesioginés IFA metodu pagal gamintojo
rekomendacijas.

2.2.2.5. Epitopy nustatymas

MAKk prie§ hPIV3, Menangle viruso, hantavirusy ir pasiutligés viruso N
baltymus epitopy lokalizacija tiriama IB arba netiesioginés IFA metodu,
naudojant rekombinantinius N baltymy fragmentus arba chimerinius baltymus,
turin¢ius N baltymy intarpus (Gedvilaité et al. 2004). MAKk prie§ hPIV3 epitopo
vieta buvo patikslinta IFA metodu, naudojant sintetinj peptida, atkartojantj
hPIV3 N baltymo ar. seka nuo 437 ar. iki 446 ar.

Pirmiausia 96 Sulinéliy ploksteléje sorbuojamas avidinas: j Sulinélj jpilama
po 100 pl tirpalo (2 pg/ml dejonizuotame H,O) ir inkubuojama per naktj +37 °C.
ISkracius turinj, plokstelé blokuojama 1 val. blokavimo tirpalu, kurio jneSama
150 pl j Sulinelj. Plokstelé iSkratoma ir plaunama 4 kartus PBST. Po plovimo |
plokstelés Sulinélius pilama 100 pl sintetinio peptido (10 pg/ml) ir inkubuojama
1 val. +37 °C. Po plovimo jneSama 100 pl tiriamojo antikiiny tirpalo ir
inkubuojama 1 val. kambario temperatiroje. Analizei naudojama neskiesta
hibridomy augimo terpé arba antiserumai, kurie skiedZiami PBST 1:200. Po
inkubacijos su antikiinais ploksStelé vél plaunama. Likusios stadijos (inkubacija
su antriniais antikiinais Zymétais peroksidze, imunofermentinés reakcijos
ryskinimas) toliau vykdomos kaip netiesioginéje IFA (ziuréti 2.2.2.4 skyrelj).

2.2.2.6. Konkurenciné IFA

Sis metodas naudojamas, siekiant nustatyti MAK atpaZjstamy epitopy
iSsidéstyma baltymo molekuléje. Konkurencinés IFA procedira Siek tiek
skiriasi, priklausomai nuo to, ar konkurencijos metodu tiriami skirtingi MAKk, ar
skirtingy r@Siy antikinai (pelés ir Zmogaus). Dauguma IFA stadijy
(imobilizacija, blokavimas, rySkinimas) panaSios ] aprasytas 2.2.2.4 skyrelyje,
iSskyrus pavyzdZziy skiedimy parinkimg bei jy ineSimo tvarka. Tiriant skirtingy
MAKk konkurencija, po blokavimo ir plovimo pirmiausia j Sulin¢lj jneSama 50 pl
nezyméty antikiiny ir inkubuojama 1 val., po to, neiSkracius tirpalo, jneSama 50
ul peroksidaze pazyméty antikiiny, ir dar inkubuojama 1 val. Po to plokStelé
plaunama ir rySkinama, kaip apraSyta 2.2.2.4 skyrelyje. Tiriant pelés ir Zmogaus
antikiiny konkurencijg, pirmiausia i Sulin¢lj jneSama 50 pl Zmogaus antikiny ir
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inkubuojama 1 val., po to, neiskracius tirpalo, jneSsama 50 pl pelés antikiiny,
inkubuojama 1 val., atplaunama, pridedama peroksidze Zyméty antikiiny pries§
pelés IgG ir inkubuojama dar 1 val. Po to plokstelé plaunama ir rySkinama, kaip
apraSyta aukS¢iau. Abiem atvejais konkuruojanciy antiktiny galutinis skiedimas
parenkamas taip, kad OT reikSmé biity lygi maZdaug pusei maksimaliosios
(pagal titravimo kreive). Konkurencija stebima tuomet, kai Sulinélyje, kur buvo
vykdoma konkurencija, OT yra sumaZzg&jes, lyginant su kontroliniu Sulinéliu,
kuriame vietoje konkuruojanciy antikiiny buvo jpilta 50 pl PBST.

2.2.2.7. Netiesioginé imunofluorescenciné analizé (IF)

Darbe naudojamos i§ anksto paruoStos mikrogardelés, kuriy reakcijy laukeliai
padengti atitinkamais virusais infekuotomis Vero 6 linijos Iastelémis
(Euroimmun, Vokietija). Tiriamyjy antikiiny pavyzdZiai skiedZiami PBS. Jeigu
naudojama hibridomy terpé, ji skiedziama 1:1-1:50. Jei naudojama antikiiny
amonio sulfato suspensija arba kraujo serumas, naudojami jvairiis skiedimai
(nuo 1:100 ikil:5 000). Ant mikrogardelés reakcijos laukelio uzneSame 25 pl
tiriamojo pavyzdzio arba kontroliy. Inkubacija vykdoma 30 min. kambario
temperatiiroje. Po inkubacijos mikrogardelé staigiu judesiu nupurtoma ir
plaunama rezervuare, pripildytame PBST, inkubuojant 5 min. Po plovimo, i
atitinkamg reakcijos laukelj uZlaSinama po 20 pl paruosto (25 pg/ml) FITC
Zyméty antikiiny prie§ pelés IgG tirpalo. Inkubacija vykdoma 30 min. tamsoje,
kambario temperatiiroje. Po inkubacijos mikrogardelé staigiu judesiu nupurtoma
ir plaunama 2 kartus PBST inkubuojant po 5 min. ant purtyklés. Ant nusausintos
mikrogardelés kiekvieno reakcijos laukelio uZlaSinama 10 pl glicerolio,
uZzdedamas dengiamasis stiklelis. Rezultatai vertinami fluorescensiniu
mikroskopu (Olimpus IX70, Japonija), naudojant 200, 400 karty padidinima.
FITC fluorescensija stebima, esant 492 nm bangos ilgiui.

2.2.2.8. Antikiiny Zzyméjimas krieny peroksidaze

Peroksidazés prijungimas prie antiktino atliekamas perjodatiniu metodu (Wilson
ir Nakane 1978). Antikiinai (5 mg/ml) dializuojami prie§ natrio karbonatinj
buferj (pH 9,5). I 5 mg/ml vandeninj peroksidazés tirpalg pridedama 250 pl 0,2
M natrio perjodato tirpalo ir 20 minu¢iy maiSoma kambario temperatiiroje.
Tirpalas dializuojamas prieS 0,01 M natrio acetatinj buferj (pH 4,2). Tirpalas
kalibruojamas iki pH 9,5, pridedant 1 M natrio karbonato tirpalo. Po dializés
peroksidazés tirpalas sumaiSomas su antikiiny tirpalu. Inkubuojama 2 wval.
kambario temperatiiroje. Po to pridedama 4 mg/ml natrio borhidrido ir 2 val.
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inkubuojama +4 °C temperattiroje. Konjugatas dializuojamas prie$ PBS, po to |
konjuguoty antikiiny tirpala pridedama iki 2 % (w/v) JSA ir iki 50 % (v/v)
glicerolio. Konjugatas saugomas -20 °C temperatiiroje.

2.2.3. Baltymuy struktiros analizé bioinformatikos metodais

Baltymy struktiiros analiz¢ atliekama pasitelkiant EMBL-EBI duomeny bazes ir
bioinformatikos jrankius. Baltymy pirminiy seky paieSka atlieckama UniProt
BLAST paieskos jrankiais, o seky palyginimas — UniProt ClustalW?2 programa.

Erdviniy struktiry paieska atlickama PDB duomeny bazéje, o S$ios
struktiiros perziirimos PyMol (http://www.pymol.org/) programos pagalba.
Baltymy 3D modeliai konstruojami panaudojant Zinomas strukttras kaip
Sablonus, pasitelkiant j pagalba baltymo sekos ir struktiiros analizés tinklo
serveri — Bioinformatics Tolkit, Max — Planck Institute for Development Biology
(http://toolkit.tuebingen.mpg.de/).

2.2.4. Geny inzinerijos metodai

2.2.4.1. DNR elektroforezé agarozés gelyje. DNR fragmenty
iSskyrimas

DNR elektroforeze atliekama 0,8-1,5 % agarozés, iStirpintos TAE buferiniame
tirpale, geliuose su 0,1 pg/ml etidZio bromidu, naudojant horizonty rezervuarg ir
veikiant 10 V/cm stiprumo jtampa. Elektroforezés aparato talpa taip pat
uZpildoma TAE buferiu. Pasibaigus elektroforetiniam frakcionavimui, geliai
analizuojami UV Sviesoje transiliuminatoriumi.

Ruosiant DNR fragmenty iSskyrimui agarozés gelj, naudojamos placius
takelius formuojancios Sukos. | vieng ar kelis takelius jneSamas DNR méginys, o
1 gretimus takelius jneSamas DNR fragmenty ilgio standartas. Po elektroforezés
UV Sviesoje gelyje paZymima vieta, kurioje iSsidéstes reikiamo dydZio
fragmentas. ISpjauta agarozés juostelé su DNR fragmentu susmulkinama ir
patalpinama j mikro-centrifugos mégintuveli. DNR fragmentai i§ agarozés gelio
iSskiriami naudojant ,,DNA Extraction Kit* rinkinj (UAB Fermentas, Lietuva).
Procesas atliekamas pagal gamintojo rekomendacijas.
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2.2.4.2. E.coli kompetentiniy Igsteliy paruosimas

E.coli kolonija inkubuojama per naktj 5 ml LB terpés +37 °C, purtant 200
aps./min. greiciu. I$ ryto 40-50 pl terpés su bakterijomis perkeliama j naujg 5 ml
LB terpés mégintuvelj ir auginama apie 2,5 val. (kol Iasteliy kultiros tankis
pasiekia 0,6 optinio vieneto prie 660 nm bangos ilgio) tomis paciomis
salygomis. Auginimg nutraukus visos tolesnés procediiros atlieckamos ledo
vonioje. Lastelés surenkamos centrifuguojant 10 min. 2500 asp./min. greiciu
+4 °C. Supernatantas nupilamas, lgstelés suspenduojamos 2,5 ml atSaldyto NaCl
tirpalo. Centrifuguojama 10 min. 2500 asp./min. grei¢iu +4 °C. Supernatantas
nupilamas, lastelés suspenduojamos 2,5 ml atSaldyto CaCl, tirpalo ir §i
suspensija laikoma 0,5-1 val. lede. Suspencija centrifuguojama 10-15 min. 2500
asp./min. grei¢iu Saltoje centrifugoje. Nupylus supernatantg lieka apie 100 pl
lasteliy ir CaCl, suspencijos. Suspendavus kompetenting bakterijy kultliros
suspencija galima laikyti O °C temperatiroje iki 2 pary.

2.2.4.3. E. coli kompetentiniy lIgsteliy transformacija ir
indukcija IPTG

Vykdant transformacija, vienam méginiui imama 50 pl kompetentinés kultiiros
ir 2,5-3 pg DNR ligato. MiSinys 30 min. laikomas ledo vonioje, po to 2 min.
perneSamas j +42 °C vonig, véliau 2 min. laikomas ledo vonioje. DNR ir lgsteliy
miSinys uZpilamas 1 ml LB terpés ir inkubuojamas +37 °C. Lastelés
nusodinamos centrifuguojant 2 min. 5000 aps./min. greiiu, supernatantas
nupilamas. Lastelés suspenduojamos likusiame terpés laSe ir i§séjamos ant
agarizuotos LB terpés su ampicilinu (ampicilino koncentracija 100 pg/ml).
Lékstelés inkubuojamos +37 °C per naktj.

Vykdant E. coli kompetentiniy lasteliy indukcija IPTG, E.coli kolonija
inkubuojama per naktj 5 ml LB terpés su ampicilinu +37 °C, purtant 200
aps./min. grei¢iu. Si kultiira skiedziama 50—100 karty ta pacia terpe ir auginama
apie 2,5 val. (kol lasteliy kultiiros tankis pasiekia 0,6 optinio vieneto prie 660 nm
bangos ilgio) tomis paCiomis salygomis. Auginimg nutraukus, j augimo terpe¢
pridedama IPTG iki galutinés koncentracijos 1 mM. Lastelés inkubuojamos 2
val. +37 °C, purtant 200 aps./min. grei¢iu. Po inkubacijos lastelés nusodinamos
centrifuguojant 5 min. 5000 aps./min. greiciu ir tirpinamos dejonizuotame
vandenyje, iSkart ruoSiami pavyzdziai baltymy elektroforezei, kaip iprasta
(2.2.2.1 skyrelis).
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2.2.4.4. DNR ligavimas ir DNR hidrolizé restrikcijos
endonukleazémis

DNR ligavimo reakcija vykdoma ligavimo buferyje 2 val. +25 °C arba per naktj
+4 °C, pridéjus 1-5 tarptautiniy vnt. T4 DNR ligazés. Vektoriaus ir DNR
fragmenty santykis ligavimo miSinyje — 1:3. Jvykus reakcijai, ligavimo miSiniu
transformuojamos kompetentinés E.coli 1astelés.

DNR hidrolizé vykdoma optimaliomis kiekvienai restrikcijos endonukleazei
salygomis. Buferiniai tirpalai, inkubacijos laikas bei temperatiira parenkami
pagal gamintojo rekomendacijas. 1 pl DNR suskaldyti imama 1-2 restrikcijos
endonukleazés aktyvumo vienetai ir reakcijos miSinys inkubuojamas 1-2 val. Po
inkubacijos, | 10 pl reakcijos miSinj pridedama DNR daZo ir vykdomas
elektroforezinis frakcionavimas. Jei restrikcijos endonukleaze paveikta DNR bus
naudojama kitose fermentinése reakcijose, reakcijos miSinys ekstrahuojamas
fenolio-chloroformo miSiniu ir iSsodinamas etanilio.

2.3. Antrojo skyriaus apibendrinimas

MAK gauti, pasirinkta standartiné lasteliy hibridizacijos technologija.
Paramiksovirusy, hantavirusy ir lisavirusy rekombinantiniai N baltymai, skirti
MAKk gavimui, buvo gauti i§ BTI Eukarioty geny inZinerijos skyriaus. MAk
specifiSkumui tirti, pasirinkti IFA, IB metodai. MAk tinkamumo tiesiogiai
atpaZinti virusg infekuotose lastelése patvirtinimui pasirinktas netiesioginés IF
metodas.

Netiesioginés IF ir IH eksperimentai su infekuotais Zmogaus bei gyviiny
audinias buvo atlikti Lietuvos ir uZsienio virusologijos laboratorijose:
Australijoje (angl. CSIRO Livestock Industries, Australian Animal Health
Laboratory), JAV (angl. Department of Pathology, Center for Infectious
Diseases and Immunology, University of New Mexico School of Medicine) ir
Lietuvoje, Nacionaliniame maisto ir veterinarijos rizikos vertinimo institute,
Virusologiniy tyrimy skyriuje.

hPIV3 ir RABV N baltymy geny persiklojanc¢iy fragmenty raiskai pasirinkta
pGEX-KT plazmidé.



Tyrimy rezultatai ir jy aptarimas

3.1. Trumpas mokslinio darbo apibidinimas

Sio disertacinio darbo tikslas buvo istirti rekombinantiniy virusiniy baltymy
imunogenines savybes ir sukurti monokloninius antikiinus (MAk) prie§ Siuos
baltymus, siekiant juos pritaikyti virusy diagnostikai ir antigeninei baltymy
strukttrai tirti. Darbas buvo vykdomas VU Biotechnologijos instituto (BTI)
Imunologijos ir Igstelés biologijos skyriuje (ILBS).

MAKk kiirimui buvo naudojami rekombinantiniai mielése sintetinti virusy
antigenai, formuojantys i virusy nukleokapsides panagias daleles (NPD). Sie
antigenai buvo gauti i§ VU BTI EGIS. Atlikus imunizacijas §iais antigenais,
buvo sukurti MAKk prie§ Zmogaus kvépavimo taky viruso (hPIV3) N baltymg bei
gyviiny platinamy virusy antigenus (hantavirusy, pasiutligés viruso, Menangle
viruso N baltymus). Imunizacijy metu buvo tiriamas minéty rekombinantiniy
baltymy imunogeniSkumas. MAk buvo kuriami, naudojant hibridomy
technologija: suliejant imunizuoty peliy bluZnies Igsteles su mielomos
lastelémis. Teigiamos hibridomos buvo padaugintos in vitro ir in vivo bei
uzSaldytos ilgalaikiam saugojimui. Gauti MAk buvo iSgryninti ir visapusiskai
charakterizuoti IFA, IB, IF, IH metodais — nustatomas jy specifiSkumas,
imunoglobuliny klasés, afiniSkumas (K4). Taip pat buvo iStirtas antikiiny
sugebéjimas atpazinti natyvius virusus infekuoty lgsteliy kultiirose. Kai kuriy
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MAK potenciali diagnostiné vert¢ buvo iStirta, naudojant klinikinius
histologinius méginius.

Sukurtieji MAk buvo naudojami minéty virusy N baltymy antigeninés
struktiiros tyrimams bei imunodominuojanciy B lasteliy epitopy nustatymui.
Tyrimams buvo naudojami ne tik MAKk, sukurti prieS rekombinantinius
baltymus, bet ir infekuoty Zmoniy kraujo serumo méginiai. Epitopy lokalizacija
buvo nustatoma, naudojant rekombinantinius N baltymy fragmentus,
chimerinius baltymus, sintetinius peptidus bei konkurencinés IFA metoda.

Atlikty tyrimy rezultatai buvo publikuoti 4 straipsniuose ir paskelbti 6
mokslinése konferencijose Lietuvoje ir uZsienyje.

3.2. Monokloniniy antikany prie$ Zzmogaus paragripo
3 tipo viruso rekombinantinj nukleokapsidés baltyma
gavimas, charakterizavimas ir taikymas sio baltymo
antigeninés struktiros tyrimams

Zmogaus paragripo virusas (hPIV) priklauso gausiai Paramyxoviridae virusy
Seimai, kurios nariai sukelia ligas pavojingas tiek Zmonéms, tiek gyvinams.
Atsizvelgiant | virusy geny sekas ir antigenines savybes, iSskiriami keturi hPIV
tipai: hPIV1, hPIV2, hPIV3 ir hPIV4 (Knipe ir Howley 2007). hPIV virusai
infekuoja kvépavimo taky epitelio 1gsteles, o jy infekcijy padariniai daZniausiai
biina jvairiis kvépavimo taky susirgimai. Nustatyta, kad hPIV1 ir hPIV3 virusai
pavojingiausi kiidikiams, maZameciams vaikams, senyvo amZiaus ir silpna
imuning sistema turintiems Zmonéms (Monto 1973; Vainionpaa ir Hyypia 1994).
Apie 3040 % tumiy kvépavimo taky ligy, tokiy kaip bronchitas ar plauciy
uzdegimas, sukelia hPIV (Reed ef al. 1997). hPIV1 daZniausiai nurodomas kaip
plau¢iy uzdegimo sukéléjas, o hPIV3 yra antrasis pagal daZnj bronchito ir
plauciy uzdegimo sukéléjas kuidikiams ir maZzameciams vaikams (po Zmogaus
sincitinio kvépavimo taky viruso (hRSV)). hPIV diagnostika dazniausiai remiasi
molekulinés diagnostikos metodais — viruso RNR nustatymu. Paramyxoviridae
Seimos virusai turi daug struktiiros panaSumy. PavyzdZiui, hPIV1 ir hPIV3
virusai yra labai panais, o tai apsunkina iy virusy diferencine diagnostika. Siy
virusy diagnostikai ar epidemiologiniams tyrimams biity naudingi
imunocheminiai metodai, sukurti virusy baltymy ar jiems specifiSky antikiiny
pagrindu.

Siekiant sukurti imunocheminius metodus hPIV3 infekcijos nustatymui,
Siame darbe buvo sukurti MAk prie§ hPIV3 rekombinantinj nukleokapsidés (rN)
baltymg (hPIV3 rN). N baltymas yra gausiausias paramiksovirusy baltymas,
kuris formuoja stabilig ir tvirta spiralés formos struktiirg su viruso RNR — viruso
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nukleokapside. N baltymas ne tik apsaugo viruso RNR nuo nukleaziy poveikio,
bet ir kompaktiskai supakuoja genomine ir antigenoming viruso RNR
(Henrickson 2003).

MAKk kirimui buvo panaudotas mielése Sacharomyces cerevisiae
susintetintas hPIV3 rN baltymas (Juozapaitis et al. 2008), formuojantis NPD
(3.1 pav.).
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3.1 pav. Elektroninés mikroskopijos nuotrauka: hPIV3 rN baltymo formuojamos NPD.
Padidinimas — 100 000 karty (Juozapaitis et al. 2008)
Fig. 3.1. Electron micrograph of hPIV3 rN protein-generated nucleocapsid-like particles.
Magnification — 100 000 times (Juozapaitis et al. 2008)

3.2.1. Hibridomy, gaminanciy MAk pries hPIV3 rN baltyma
gavimas ir charakterizavimas

Siekiant sukurti MAk, BALB/c linijos pelés buvo 3 kartus imunizuojamos
hPIV3 N baltymu. Imunizuoty peliy kraujo pavyzdZiai buvo renkami po
kiekvienos imunizacijos ir netiesioginés IFA metodu buvo tiriamas specifisky
antikliny titras, t.y., kraujo serumo skiedimas, kuriam esant IFA metodu gautas
OT yra apie 1,0. Hibridomy ktirimui buvo atrinkta pelé, kurios specifisky hPIV3
rN baltymui antikiiny titras buvo didziausias (1:6 500). Suliejus imunizuotos
pelés bluznies lasteles su mielominémis Sp2/0 linijos Igstelémis, buvo gauti trys
hibridomy klonai (2H1, 5F12, 11H7) sekretuojantys IgG1 klasés antikiinus ir
vienas — sekretuojantis IgG3 klasés antikiinus (klonas 5C9). Antikiiny
specifiSkumas hPIV3 rN baltymui buvo patvirtintas IFA ir IB (3.2 pav.)
metodais.

Siekiant tiksliau charakterizuoti MAk ir hPIV3 rN baltymo sgveika, buvo
nustatytos MAk Ky reikSmés, apibiidinan¢ios MAk afiniSkumg antigenui. Ky
reikSmeés nustatytos netiesioginés IFA metodu, pasitelkiant OT priklausomybés
nuo MAKk koncentracijos kreives. Kiekviena Ky reikSmeé atitinka MAk
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koncentracija, kuriai esant maksimalus OT sumaZzéja pusiau. Gautos MAK prie§
hPIV3 1N baltyma K4 reik§més (nuo 6,2-10"% mol/l iki 7,3-10™ mol/l) parodo
didel; MAk afiniskumga antigenui. Nustatytos K, reikSmés pateiktos 3.1 lentel¢je.
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3.2 pav. MAKk pries hPIV3 rN baltyma 2H1 (B), 5C9 (C), 5SF12 (D) ir 11H7 (E)
specifiSkumo tyrimas IB metodu, naudojant jvairius rekombinantinius, mielése
sintetintus N baltymus. (A) Baltymy elektroforezés nuotrauka (M — baltymy molekulinio
svorio standartas (UAB Fermentas, Lietuva); 1 takelis — hPIV3 rN baltymas; 2 takelis —
RABYV 1N baltymas; 3 takelis — hPIV1 rN baltymas)

Fig. 3.2. Western blot analysis of the monoclonal antibodies 2H1 (B), 5C9 (C), 5F12 (D)
and 11H7 (E) cross-reactivities with N proteins of hPIV3 (lane 1), RABV (lane 2),
hPIV1 (lane 3). Lane M, prestained protein ladder (UAB Fermentas, Lithuania). (A) As
a control, the same recombinant proteins were run in a SDS polyacrylamide gel and
stained with Coomassie blue

E

Siekiant antik@inus taikyti virusiniy infekcijy imunodiagnostikai arba kaip
biotechnologinius jrankius, svarbu istirti jy kryZmines reakcijas su Kkitais
antigenais. Kuriant MAK, kurie serologiniuose tyrimuose atpazinty tik hPIV3 N
baltymg, svarbu nustatyti, ar jie nereaguoja su paragripo pirmo tipo viruso
rekombinantiniu N baltymu (hPIV1 rN) ir kity virusy N baltymais. Tuo tikslu
buvo patikrinta kiekvieno klono kryZminé reakcija netiesioginés IFA ir IB (3.2
pav.) metodais su rekombinantiniais hPIV1, tymy viruso (MeV), hRSV,
klasikinio pasiutligés viruso (RABV) N baltymais, susintetintais mielése.

Tyrimas parodé, kad visi naujai sukurtieji MAk specifiskai atpaZjsta tik
hPIV3 rN baltyma: kryZminés reakcijos su kity virusy N baltymais nevyko.
Siekiant jsitikinti, jog Sie MAk atpaZjsta ne tik hPIV3 rN baltyma, bet ir natyvias
viruso nukleokapsides infekuotose hPIV3 lastelése, buvo atlikta infekuoty
Iasteliy IF analizé. Ji parodé, kad visi MAk reaguoja su hPIV3 nukleokapsidémis
laukinio tipo hPIV3 virusu infekuotose Zinduoliy 1gstelése (3.3 A pav.). Kaip ir
tikétasi, nebuvo stebima MAk saveika su hPIV1 viruso nukleokapsidémis
infekuotose Vero 6 linijos lastelése (3.3 B pav.). Teigiami IF analizés tyrimo
rezultatai parodé, jog rekombinantinio ir natyvaus viruso N baltymy antigeniné
struktlira yra panaSi ir naujai sukurty MAk epitopai yra eksponuoti hPIV3
nukleokapsidés pavirSiuje.
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A

3.3 pav. MAKk pries hPIV3 rN baltyma specifiSkumo tyrimas IF analizés metodu,
naudojant hPIV1 ir hPIV3 virusais infekuotas Vero 6 linijos lasteles (Euroimmun,
Vokietija). (A) hPIV3 virusu infekuotos Iastelés. (B) hPIV1 virusu infekuotos Iastelés.
NK — neigiama kontrol¢, hPIV1/hPIV3 virusams neigiamas Zzmogaus kraujo serumas,
TK — teigiama kontrolé, hPIV1/hPIV3 virusams teigiamas Zmogaus kraujo serumas
Fig. 3.3. Indirect immunofluorescence staining of hPIV-infected cells with monoclonal
antibodies raised against hPIV3 N protein. (A) hPIV3-infected Vero 6 cells; (B) hPIV1-
infected Vero 6 cells. NK, negative control (slides incubated with human negative serum
for hPIV1/3); TK, positive control (slides incubated with human serum containing IgG
against hPIV1/3)

3.2.2. hPIV3 rN baltymo antigeninés struktiros tyrimas

3.2.2.1. MAKk epitopy lokalizavimas, naudojant hPIV3 N
baltymo fragmentus

Siekiant nustatyti hPIV3 N baltymo ir MAk prie§ hPIV3 rN baltyma saveikos
vietas (epitopus), buvo sukonstruoti trys hPIV3 N baltymo fragmentai, sulieti su
GST. Persiklojantys hPIV3 N baltymo fragmentai atkartojo hPIV3 N baltymo
seka: pirmasis fragmentas 1-103 ar. (#1); antrasis fragmentas 121-486 ar. (#2) ir
treciasis fragmentas 397-515 ar. (#3) (3.4 pav.). Epitopy vietoms N baltymo
molekuléje nustatyti buvo atliktas IB su E. coli, transformuoty fragmentus
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koduojan¢iomis plazmidémis, lizatais. Visi MAk reagavo su #2 ir #3
fragmentais (3.5 pav.). #2 ir #3 fragmentai persidengia 87 ar., tod¢l MAk
atpazinimo vieta hPIV3 N baltymo molekuléje yra nuo 397 iki 486 ar.

hPIV3 N baltymas
| 1-515 ar.

1-103 ar.
#1 [

121-486 ar.
#2 #3| 397-515 ar.

#4| 397-436 ar. |
#5 417-456 ar.
#6| 447-486 ar.

3.4 pav. Persiklojanciy hPIV3 N baltymo fragmenty schema
Fig. 3.4. Schematic representation of overlapping hPIV3 N protein fragments
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3.5 pav. MAk 2H1 (B) pries hPIV3 rN baltyma ir polikloniniy antikiiny pries GST (A)
sgveikos su GST sujungtais, E. coli sintetintais, hPIV3 N baltymo fragmentais tyrimas
IB metodu. (M — baltymy molekulinio svorio standartas (UAB Fermentas, Lietuva); 1
takelis — #1 fragmentas (1-103 ar.); 2 takelis — #2 fragmentas (121-486 ar.); 3 takelis —
#3 fragmentas (397515 ar.); 4 takelis — #4 fragmentas (397—436 ar.); 5 takelis — #5
fragmentas (417—456 ar.); 6 takelis — #6 fragmentas (447—486 ar.); 7 takelis — GST;
8 takelis — pilno ilgio hPIV3 rN baltymas)

Fig. 3.5. Reactivity of monoclonal antibody 2H1with GST-fused hPIV3 N protein
fragments expressed in E. coli. (A) Western blot with anti-GST polyclonal antibodies.
(B) Western blot with monoclonal antibody 2H1 against hPIV3 rN protein. (Lyne M,

prestained protein molecular mass marker; lane 1, fragment #1(1-103 aa); lane 2,

fragment #2 (121486 aa); lane 3, fragment #3 (397-515 aa); lane 4, fragment #4 (397—
436 aa); lane 5, fragment #5(417-456 aa); lane 6, fragment #6 (447-486 aa); lane 7,
GST; lane 8, hPIV3rN protein)
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Tikslesniam epitopy nustatymui buvo susintetinti dar trys persidengiantys
fragmentai, atkartojantys hPIV3 N baltymo fragmenta nuo 397 iki 486 ar.: 397-
436 ar. (#4); 417-456 ar. (#5); 447-486 ar. (#6) (3.4 pav.). IB tyrimai su Siais
fragmentais parodé, kad visi MAKk reaguoja tik su #5 fragmentu (417-456 ar.).
(3.5 pav.). Fragmentas #5 persikloja su #4 ir #6, todel MAk prieS hPIV3 rN
baltymg epitopas lokalizuotas trumpoje 10 ar. ilgio N baltymo atkarpoje tarp
437-446 ar.

Siekiant jsitikinti, ar MAk saveikauja butent su Siuo trumpu hPIV3 N
baltymo fragmentu, buvo tiriama MAk sgveika netiesioginéje IFA su sintetiniu
peptidu GEPQSSIIQI, atitinkanciu ar. seka nuo 437 iki 446 ar. hPIV3 N baltymo
molekuléje. MAk 5C9 ir 11H7 reagavo su Siuo sintetiniu peptidu, o MAk 2HT1 ir
5F12 neatpaZino peptido. Buvo padaryta prielaida, kad MAk 2H1 bei 5F12 ir
peptido saveikai biitinos Salia 437-446 ar. fragmento esancios ar. liekanos.

3.2.2.2. MAK ir antikany, susidariusiy hPIV3 infekcijos metu,
specifiSkumo palyginimas

Siekiant nustatyti, ar MAk pries hPIV3 rN baltymg atpaZjsta tuos pacius
epitopus, kaip antikiinai, susidare¢ nattralios hPIV3 infekcijos metu,
netiesioginés IFA metodu buvo iStirti 42 hPIV infekuoty Zmoniy serumai
(rezultatai nepateikiami). Siekiant nustatyti hPIV3 IgG specifiSkus antikiinus,
infekuoty Zmoniy serumai buvo tiriami dviem biidais: (i) naudojant komercinj
rinkinj (IBL, JAV); (ii) netiesioginés IFA metoda, naudojant hPIV3 rN baltyma
(Juozapaitis et al. 2008). Komercinis rinkinys yra sukurtas natyvaus viruso
komponenty pagrindu ir skirtas nustatyti hPIV1/2/3 virusams specifiSkus IgG
antiktinus. Rezultatai, gauti komerciniu rinkiniu ir netiesioginés IFA (hPIV3 N
baltymo pagrindu) nesutapo. Patikrinus serumus netiesiogines IFA metodu, buvo
nustatyta, kad 35 i§ 42 serumuose yra specifiSky IgG prie§ hPIV3 N baltyma. 10
serumy i§ 35 teigiamy, identifikuoty netiesioginés IFA metodu, komerciniu
rinkiniu buvo jvertinti kaip neigiami. Rezultaty neatitikima gali salygoti hPIV3
N baltymo kiekis, naudotas abiem metodais. Komerciniame rinkinyje
plokstelése imobilizuojami visi viruso baltymai, todél N baltymo kiekis gali biti
labai maZas, lyginant su miisy sukurta netiesiogine IFA. Kadangi visi meéginiai
buvo surinkti i§ hPIV infekuoty pacienty, galima manyti, kad miisy naudojama
sistema yra jautresné ir leidZia nustatyti mazesnes specifiSky IgG koncentracijas.
Lygiagreciai kraujo méginiuose buvo nustatomi antikiinai prieS hPIV1. IS 35
hPIV3 N baltymui teigiamy serumy 11 kryZmiskai reagavo su hPIV1 N baltymu.
Sios serumy antikiiny kryZminés reakcijos gali biiti sicjamos su didele hPIV1 ir
hPIV3 N baltymy ar. seky homologija. Taip pat negalima atmesti galimos
dvigubos hPIV1 ir hPIV3 virusy infekcijos.
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Naudojant sintetinj peptidg, atkartojantj hPIV3 N baltymo 437-446 ar. seka,
buvo iStirta, ar viruso infekcijos metu susidaro antikiinai prie§ ta patj
imunodominuojantj rajona, kurj atpaZjsta antikiinai, gauti prie§ rekombinantinj
antgeng. IStyrus 35 kraujo serumo méginius, kuriuose buvo nustatyti IgG
antiktinai prie§ hPIV3 N baltyma, 16 reagavo su sintetiniu peptidu. Taigi, 46 %
hPIV3 N baltymui IgG teigiamy serumy yra randami antikiinai prie§ hPIV3 N
baltymo 437-446 ar. linijinj epitopg. Tai patvirtina S§io epitopo
imunodominuojantj vaidmenj, vykstant nattiraliai hPIV3 infekcijai.

3.2.2.3. hPIV3 ir MeV N baltymy imunodominuojancéiy epitopy
palyginimas

Anksciau miisy atliktuose MeV N baltymo antigeninés struktiiros tyrimuose
buvo identifikuotas linijinis imunodominuojantis epitopas, atitinkantis MeV N
baltymo 440448 ar. fragmentg (Zvirblien¢ er al. 2007). MeV ir hPIV3 virusai
priklauso Paramyxoviridae virusy Seimai, o jy N baltymai tarpusavyje turi tam
tikra strukttros panasuma, todél buvo atliktas hPIV3 ir MeV N baltymy C galo
seky (nuo 397 ar.) palyginimas (3.6 A pav.).

hPIV3 397 IRNINSSETSFHKPTGGSAIEMAIGEEPEQ--—————-— FEHRADQEQDGEPQSSIIQYAWAEGNR 453
MeV 397 AMHTTEDKISRAVGPRQAQVSFLHGDQSENELPRLGGKEDRRVKQSRGEARESYRETGPSRASD 461
HE . HE A *Lox HES R :

hPIV3 454 SDDRTEQATESDNIKTEQQNIRDRLNKRLNDRKKQGSQPSTNPTNRTNQDEIDDLENAFGSN-- 515

MeV 462 ARAAHLPTGTPLDIDTATESSQDPQDSRRSADALLRLQAMAGISEEQGSDTDTPIVYNDRNLLD 525
. . Sk Sk .k * . .. * .

hPIV3 397 IRNINSSETSFHKPTGGSAIEMAIGEEPEQFEHRADQEQDGEPQSSIIQYAWAEGNRSDDRTEQ 460

hPIV1 398 LTNLSGGDGAYHKPTGGGAIEVAIDHTDITFGAEDTADRDNKNWTNNSNERWMN-HSINNHTIT 460
HE S R R B R RPN . HER HN O HER

hPIV3 461 ATESDNIKTEQQON--—-— IRDRLNKRLNDRKKQGSQPSTNPTNRTNQD--EIDDLENAFGSN-- 515

hPIV1 461 ISGAEELEEETNDEDITDIENKIARRLADRKQRLSQANNKQDANSDADYENDDDATAAAGIGGI 524
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3.6 pav. Paramiksovirusy N baltymy C galo ar. palyginys. Baltymy pirminés struktiiros
tyrimas buvo atliktas Clustal W2 programa. (A) hPIV3 ir MeV N baltymy C galo ar.
palyginys; (B) hPIV3 ir hPIVI N baltymy C galo ar. palyginys. (,,** — homologinés ar.;
. — panasia funkcing grupe turincios ar.; ,,.“ — funkciskai panaSios ar.; ,, “— nustatytas
epitopas)

Fig. 3.6. Alignment of paramyxovirus N protein C-terminal aa sequences. Alignment of
selected proteins primary structure was performed using ClustalW2. (A) Alignment of
hPIV3 and MeV N protein C-terminal aa sequences; (B) Alignment of hPIV3 and hPIV1
N protein C-terminal aa sequences (,,*“ — homologous aa sequences; ,,:*“ — aa with a
similar functional group; ,,.” — functionally similar aa; ,, *“— identified epitope)
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Nors palyginamos baltymy sritys nebuvo homologisSkos (jose yra tik 11 %
identisky ar.), buvo nustatyta, kad imunodominuojanciy linijiniy epitopy sekose
(MeV N — seka 440-448 ar., hPIV3 N — seka 437446 ar.) sutampa kelios ar. I§
deSimties hPIV3 N baltymo linijinio epitopo ar. dvi yra identiSkos ir trys
panasios, lyginant su MeV N baltymo epitopo seka. Nors epitopai tarpusavyje
yra pana$iis, MAk prie§ hPIV3 N baltymo linijinj epitopa (437-446 ar.)
nesgveikavo su MeV rN baltymu. Papildomai buvo atliktas hPIV3 ir hPIVI N
baltymy C galo ar. seky palyginimas nuo 397 ar. iki 446 ar. (3.6 B pav.). Sios
sekos, taip pat kaip ir MeV N baltymo atveju, turi maZai homologijos (jose yra
tik 24 %. identisky ar.) Todél MAKk, gauti prie§ hPIV3 rN baltymg, kryZmiskai
nereaguoja su hPIV1 N baltymu.

3.2.3. Rezultaty, gauty tiriant naujas hibridomas pries hPIV3
rN baltyma, apibendrinimas

Buvo sukurtos keturios naujos hibridomy linijos (2H1, 5C9, 5F12, 11H7),
sekretuojancios auksto afiniskumo IgG klasés MAk prieS mielése sintetinta,
NPD formuojantj hPIV3 rN baltyma (3.1 lentele).

3.1 lentelé. Apibendrinantys duomenys apie naujai sukurtus MAk prie§ hPIV3 rN
baltyma
Table 3.1. Summarising data on recently produced monoclonal antibodies against hPIV3
rN protein

MAk MAk Kg, M MAKk ir hPIV3 N hPIV3 N baltymo epitopu

klono Klasé ir baltymo saveika: lokalizacija

pav.  poklasé IFA* IB" IF*

2H1  IgGl 77-10°  +++ o+ + 417-456 ar. (#5 fragmentas)
5C9 1gG3 6,310 +++ 4 + 437-446 ar. (GEPQSSIIQI)
5F12  IgGl 6,210  +++ +  +  417-456 ar. (#5 fragmentas)
11H7 IgGl 73-10° 44+ 4+ + 437-446 ar. (GEPQSSIIQI)

“IFA rezultatai buvo isreiksti: ,,+++“ — OT>1,5.
°IB rezultatai buvo isreiksti: ,,+ — teigiama reakcija.
°TF rezultatai buvo iSreiksti: ,,+ — teigiama reakcija.

IFA, IB ir IF metodais buvo istirtas MAk specifiSkumas. Nustatyta, kad
MAKk reaguoja su hPIV3 rN baltymu ir nereaguoja su mielése sintetintais kity
virusy N baltymais. Visi MAk sgveikauja su hPIV3 nukleokapsidémis laukinio
tipo hPIV3 virusu infekuotose Zinduoliy Igstelése. Todél nauji MAKk prie§ hPIV3
N baltymg gali buti taikomi tiesioginiam virusy nustatymui IF metodu
biologiniuose méginiuose. Naudojant persiklojan¢ius hPIV3 N baltymo
fragmentus ir sintetinj peptida, pavyko lokalizuoti MAk atpaZjstamus hPIV3 N
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baltymo epitopus. Buvo nustatyta, kad hPIV3 N baltymo, kaip ir kity
paramiksovirusy N baltymy epitopai lokalizuoti C galingje baltymo dalyje
(Zvirbliene et al. 2007).

3.3. Naujy monokloniniy antikany pries Menangle
viruso rekombinantinj nukleokapsidés baltyma
gavimas, charakterizavimas ir taikymas sio baltymo
antigeninés strukturos tyrimams

Menangle virusas (MenV) buvo identifikuotas 1997 m. Australijoje, vienoje i$
Naujojo Piety Velso Menangle kaimo kiauliy fermy (Philbey ef al. 1998). Pagal
struktira, naujasis virusas buvo priskirtas Paramyxoviridae Seimai,
Paramyxovirinae posSeimiui (Philbey et al. 1998). Viruso infekcija sukélé
parSavedziy kiauliy persileidimus, siejamus su embriony ir vaisiy Zuvimu bei
parSeliy apsigimimais. Virusa neutralizuojanciy antikiiny buvo rasta dviejy
kiaulidése dirbusiy Zmoniy kraujo serumuose. Prag¢jus kelioms savaitéms po
viruso infekcijos protriikio, abu darbuotojai skundési simptomais, panaSiais j
gripo viruso sukeliamos infekcijos simptomus. IStyrus MenV paplitimg aplink
infekcijos Zidinj, pavyko nustatyti, kad MenV viruso neSiotojai yra Pteropus
Seimos SikSnosparniai, kuriems viruso infekcijos metu nepasireiskia jokie ligos
simptomai (Philbey et al. 1998). Viruso perdavimo biidas kol kas néra gerai
iStirtas, bet manoma, kad viruso infekcija kiauliy populiacijoje plinta per
virSkinamajj trakta, patekus iSmaty ar Slapimo (Philbey et al. 1998). Kol kas
néra iStirta, kaip virusas perduodamas Zmogui ir ar infekuoti MenV Pteropus
Seimos SikSnosparniai gali biiti pavojingi Zmogui.

MenV infekcija galima nustatyti, iSskiriant virusg i§ audiniy ar iSmaty bei
uzkreCiant jvairias lasteliy kultiiras. Virusas identifikuojamas elektroniniu
mikroskopu arba atliekamas viruso neutralizacijos testas (Bowden et al. 2001;
Kirkland er al. 2001b). Sie metodai ilgai trunka, reikalauja ypatingy saugumo
priemoniy. Todél greiti, tiksliis ir tiesioginiai MenV nustatymo metodai padéty
kontroliuoti MenV infekcija. MenV antigeny nustatymas imunocheminés
analizés metodais, panaudojant MAKk prie§ Siuos virusus, leisty iSvystyti
tikslesnius MenV infekcijos laboratorinés diagnostikos metodus. MenV N
baltymo, kaip ir kity paramiksovirusy, kiekis virione yra didZiausias, todél buvo
tikimasi, kad MAk prie§ §j baltymg biity naudingi, kuriant MenV diagnostikos
sistemas. Todél buvo iSkeltas wuzdavinys sukurti MAk prie§ MenV
rekombinantinj N baltymg (MenV rN) ir panaudoti juos MenV N baltymo
antigeninés struktiiros tyrimams bei tiesioginéms MenV diagnostikos sistemoms
kurti.
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MAKk kirimui buvo panaudotas mielése Sacharomyces cerevisiae
susintetintas MenV rN baltymas, formuojantis NPD (3.7 pav.) (Juozapaitis et al.
2007).

3.7 pav. Elektroninés mikroskopijos nuotrauka: MenV rN baltymo formuojamos NPD.
Padidinimas — 100 000 karty (Juozapaitis et al. 2007)
Fig. 3.7. Electron micrograph of MenV rN protein-generated nucleocapsid-like particles.
Magnification — 100 000 times (Juozapaitis et al. 2007)

3.3.1. Hibridomy, gaminanciy MAk pries MenV rN baltyma
gavimas ir charakterizavimas

Imunizacija MenV rN baltymu sukelé stipry humoralinj atsaka imunizuoty
BALB/c linijos peliy organizme: specifiSky MenV 1N baltymui antikiiny titras
siek¢ apie 1:17 000. Suliejus imunizuotos pelés bluZnies B limfocitus ir
mielomos Sp2/0 lasteles, pavyko gauti tris hibridomy linijas (2D1, 4GI11 ir
10G8), sekretuojancias antikiinus prie§ MenV rN baltymg. Visi trys klonai
sekretavo IgG1 klasés antiktinus (3.2 lentelé). MAk specifiSkumas MenV rN
baltymui buvo patvirtintas IFA ir IB metodais (3.2 lentelé¢, 3.8 pav.).

MAk 2D1, 4Gl11 nerodé¢ kryZminio specifiSkumo reakcijy su kity
paramiksovirusy: Tioman viruso (TioV), Nipah viruso (NiV), Hendra viruso
(HeV), hPIV1, hPIV3 mielése sintetintais N baltymais (3.8 pav.). Klono 10G8
sekretuojami MAk kryZmiskai reagavo su TioV rN baltymu (3.8 D pav.).
Neseniai identifikuotas TioV, kaip ir MenV priklauso Paramyxoviridae $eimos,
Rubulavirus genties virusams, o jy N baltymai turi 78,2 % identisky ar. (Chua et
al. 2002). Todél tikétina, kad 10G8 atpazjsta bendra MenV ir TioV N
baltymams, kryZzmiskai reaguojantj epitopa.

Siekiant tiksliau charakterizuoti MAk ir MenV rN baltymo sgveika, buvo
nustatytos Ky reikSmés. Gautos K, reikSmés (K4(2D1) =7,7- 107"°M; Ky(4Gl11) =
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8,9-10"% M; K4(10G8) = 8,1-10'° M) parodé, jog MAK prie§ MenV tN baltyma
pasizymi dideliu afiniSkumu antigenui.
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3.8 pav. Monokloniniy antikiiny prie§ MenV rN baltyma 2D1 (B), 4G11 (C) ir 10G8
(D) specifiskumo tyrimas IB metodu, naudojant jvairius rekombinantinius, mielése
sintetintus N baltymus. (A) Baltymy elektroforezés nuotrauka. (M — baltymy
molekulinio svorio standartas (UAB Fermentas, Lietuva); 1 takelis — MenV rN
baltymas; 2 takelis — TioV rN baltymas; 3 takelis — NiV rN baltymas; 4 takelis — HeV
rN baltymas)

Fig. 3.8. Western blot analysis of monoclonal antibodies 2D1 (B), 4G11 (C), and 10G8
(D) cross-reactivities with recombinant, yeast expressed N proteins of MenV (lane 1),
TioV (lane 2), NiV (lane 3), HeV (lane 4). Lane M, prestained protein ladder (UAB
Fermentas, Lithuania). (A) As a control, the same recombinant proteins were run in a
SDS polyacrylamide gel and stained with Coomassie blue

3.3.1.1. MAk pries MenV rN baltyma specifiSkumo tyrimas in
situ

IH metodu buvo tiriama sgveika tarp MAk prie§ MenV rN baltymg ir MenV
infekuoty negimusiy parSeliy smegeny audiniy. Tyrimai buvo atlikti Australijoje
(angl. CSIRO Livestock Industries, Australian Animal Health Laboratory).
Teigiama imunohistocheminé reakcija buvo stebima smegenéliy audinio
neuronuose (3.9 pav.).

MAKk 2D1 ir 4G11 stipriai sgveikavo su MenV infekuotais audiniais (3.9 A, B
pav.), tuo tarpu MAk 10G8 Zymiai silpniau sgveikavo su MenV (3.9 C pav.).
Ruosiant infekuotus audinius IH tyrimui naudojami reagentai, tokie kaip
formalinas ir parafinas, kurie gali pakeisti N baltymo erdvine struktiira, todeél
10G8 klono sekretuojami antikiinai silpniau reaguoja su tokiu pakitusiu epitopu.
MAKk kryZminis specifiSkumas buvo tirtas ir su TioV infekuoto parSelio
limfmazgiy ir tonziliy audiniais. Infekuotuose audiniuose, naudojant 2D1 ir
4G11 klony antikiinus, TioV N baltymas imunohistochemiskai nenusidaze. Kaip
jau buvo minéta, tiriant IFA ir IB metodais (3.8 pav., 3.2 lentel¢) Sie MAK taip
pat nerodé kryZminiy reakcijy su TioV rN baltymu. Nors 10G8 klono antikiinai
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reagavo su TioV rN baltymu, tiriant IFA ir IB metodais (3.8 pav., 3.2 lentel¢),
taCiau tiriant IH metodu saveikos tarp viruso N baltymo ir 10G8 antikiiny
nebuvo (3.9 D pav.). Tai patvirtina ankstesnj pasteb¢jima, kad 10G8 klono
antiklinai yra maZiau afiniSki imunohistocheminiy reagenty modifikuotam
virusy N baltymui, Siuo atveju — TioV N baltymui. Imunohistocheminé MAk
analizé patvirtino rekombinantinio baltymo, prieS kurj buvo gauti MAK,
antigenings struktiros panasuma su natyviu MenV N baltymu, todél buvo idomu
istirti MenV N baltymo ir MAk sgveikos sritis.

% pd > E, AT PENN 5 —

3.9 pav. MAk prie§ MenV rN baltyma specifiSkumo tyrimas IH metodu, naudojant
MenV infekuoty negimusiy parseliy smegeny audinius (A—C), TioV infekuoty parseliy
limfmazgiy audinius (D ir E). Tyrimams naudoti antiktinai: 2D1 (A), 4G11 (B), 10G8
(C ir D), triusio polikloniniai antiktinai prie§ TioV N baltyma (E). IH tyrimas atliktas
Australijoje (angl. CSIRO Livestock Industries, Australian Animal Health Laboratory)
Fig.3.9. Immunohistochemistry of MeV infected tissues. (A-C), brain tissue of MeV-
infected stillborn piglet. (D, E), lymph node tissue of TioV-infected pig. Tissue samples
were probed with primary antibodies: A, monoclonal antibodies of clone 2D1; B,
monoclonal antibodies of clone 4G11; C-D, monoclonal antibodies of clone10GS; E,
rabbit antiserum specific to TioV N protein. Immunohistochemistry investigations were

done at CSIRO Livestock Industries, Australian Animal Health Laboratory
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3.3.2. MenV rN baltymo antigeninés strukturos tyrimas

MenV rN baltymo antigeninei struktiirai tirti buvo naudojami 4 MenV N
baltymo fragmentai (1-400 ar., 1-430 ar., 1460 ar. ir 1-490 ar.), susintetinti
mielése, EGIS (Juozapaitis et al. 2007). Tyrimas buvo atliktas IB metodu. Né
vienas i§ MAK nereagavo su 1-400 ir 1-430 ar. fragmentais, o 1-490 ar.
fragmentg atpazino visi trys MAk. Klony 2D1 ir 4G11 sekretuojami antiktinai
sgveikavo su 1-460 ar. fragmentu. Tai rodo, kad 2D1 ir 4G11 MAk epitopai
lokalizuoti tarp 431 ir 460 ar., o 10G8 epitopas — nuo 461 ar. iki 490 ar. MAk
specifiSkumo tyrimo rezultatai, panaudojant MenV N baltymo fragmentus,
pateikti 3.2 lenteléje.

3.2 lentelé. MAk gauty prieS MenV rN baltyma sgveika su pilno ilgio MenV ir TioV N
baltymais ir su sutrumpintais MenV N baltymo fragmentais. Sgveika tirta IB metodu
Table 3.2. Interaction between monoclonal antibodies against MenV and TioV N
proteins and MenV N protein fragments. Interaction was explored using Western blot
method

MAKk MAK ir rN MAK saveika su MenV N baltymo MenV N

klono baltymy fragmentais baltymo

pav. saveika imunodomi-
MenV TioV 1400 1430 1-460 1-490 nuojancios

ar. ar. ar. ar. sritys

2D1 + - - - + + 431-460 ar.

4G11 + - - - + + 431-460 ar.

10G8 + + - - - + 461-490 ar.

-+ — teigiama reakcija.
- — neigiama reakcija.

Kadangi 10G8 antikiinai kryZmiskai reaguoja su TioV N baltymu,
pabandéme nustatyti tikslesnj 10G8 epitopa, sugretinus MenV ir TioV N
baltymy ar. sekas. Sekoms palyginti buvo pasinaudota ClustalW?2 pirminiy
baltymy seky palyginimo programa. Buvo sugretintos abiejy baltymy sekos nuo
461 iki 490 ar., atitinkancios fragmenta, su kuriuo reagavo klono 10G8
antiktinai. Gautame MenV ir TioV N baltymy ar. seky palyginyje gerai matyti
galima bendro MenV ir TioV N baltymy epitopo sritis: nuo 467 iki 485 ar.
(3.10 pav.). Naujy MAk gauty prie§ MenV N baltyma, saveikos su MenV N
baltymo fragmentais atkartojanciais baltymo C galing sritj, tyrimai pateiké naujy
Ziniy apie MenV N baltymo antigening struktiira — B Iasteléms lengvai
pasiekiamas MenV N baltymo vietas (epitopus). Gauti rezultatai parodé, jog
MenV N baltymo, kaip ir kity Paramyxoviridae $eimos virusy: MeV (Zvirbliené
et al. 2007) ir hPIV3 (Zvirbliené et al. 2009) N baltymy imunodominuojanéios
sritys lokalizuotos baltymo molekulés C galinéje dalyje.
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MenV 461 PIPQMPONIDWEVRLAEIERRNQQOMAARD 490
TioV 461 PVPAPIREIDWEARIAEIEEQGQRMRDQG 490
* ok iR KKRK KakKkkk . Kok

3.10 pav. MenV ir TioV N baltymy 461490 ar. seky palyginys. Baltymy pirminés
struktiiros tyrimas buvo atliktas ClustalW2 programa. (,,*“ — homologinés ar.; ,,:“ —
panasig funkcine grupe turincios ar.; ,,.“ — funkciskai panasios ar.; ,, “— spéjamas
epitopas)

Fig. 3.10. Alignment of MenV and TioV N protein 461-490 aa sequences. Alignment of
selected proteins primary structure was performed using ClustalW2 (,,** — homologous
aa sequences; ,,:““ — aa with a similar functional group; ,..““ — functionally similar aa; ,, *
— identified epitope)

3.3.3. Rezultaty, gauty tiriant naujas hibridomas pries MenV rN
baltyma, apibendrinimas

Iki Siol dar nebuvo sukurta MAk prie§ MenV, todél nebuvo galimybés nustatyti
§ virusa infekuotame audinyje imunologiniais metodais. Mums pavyko sukurti 3
MAKk prie§ rekombinantinj N baltyma, kuris formuoja NPD ir savo antigenine
struktiira panaSus j natyvy virusa. MAk buvo charakterizuoti IFA, IB ir IH
metodais, buvo nustatytos K, (3.3 lentele).

3.3 lentelé. Apibendrinantys duomenys apie naujai sukurtus MAk prie§ MenV rN
baltyma

Table 3.3. Summarising data on recently produced monoclonal antibodies against MenV
rN protein

MAK MAKk K4 M MAK saveika su MenV N baltymo
klono klasé ir MenV/TioV N epitopuy lokalizacija
pav. poklasé baltymais:
IFA* 1B 1IH‘
2D1 IgGl 17,7107 - - - 431-460 ar.
4G11 IgGl 8,9-10° - - - 431-460 ar.
10G8 IgGl  8,1-10 A+ - 467485 ar.
“TFA rezultatai buvo isreiksti: ,,-“ — OT <0,3; ,,+“— OT = 0,3-0,5; ,,+++“ — OT>1,0.
°IB rezultatai buvo igreiksti: ,.+“ — teigiama reakcija; ,- — neigiama reakcija.

°IH rezultatai buvo i3reiksti: ,,4++“ — stipri teigiama reakcija; ,,+“ — silpna teigiama reakcija ; ,,- —
neigiama reakcija.

Nustatyta, kad MAk 2D1 ir 4G11 reaguoja tik su MenV rN baltymu, o
klono 10G8 sekretuojami antikiinai rodo kryZming reakcija su giminiSku TioV

rN baltymu (3.3 lentelé¢). Naudojant naujai sukurtus MAk buvo nustatyta, kad
MenV N baltymo antigeniné struktiira yra panasi i kity Paramixoviridae $eimos
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virusy N baltymy antigening¢ struktira: MenV N baltymo imunodominuojancios
sritys lokalizuotos N baltymo molekulés C galingje dalyje (3.3 lentele). MAk
imunohistocheminé analizé su infekuoty gyviny audiniais patvirtino natyvaus
viruso ir rekombinantinio baltymo antigeninés struktiiros panaSuma.
Apibendrinant atliktus tyrimus, galima teigti, kad MAk prie§ MenV rN baltyma
gali buti panaudoti, kuriant naujas laboratorinés diagnostikos sistemas MenV
infekcijai nustatyti.

3.4. Monokloniniy antikiiny pries hantavirusy
rekombinantinius nukleokapsidés baltymus gavimas,
charakterizavimas ir taikymas antigeninés struktiros
tyrimams

Hantavirusai — placiai paplite pasaulyje virusai. Jy Seimininkai ir neSiotojai yra
grauzikai ir vabzdZiaédZiai gyvinai, kuriems virusai sukelia léting, Zymiy
fiziologiniy pakitimy nesukelianéia infekcija. Zmogus §iuo virusu uZsikredia oro
laseliniu biidu per infekuoty gyviiny ekskrementus. Hantavirusy infekcija
Zmogui sukelia pavojingas gyvybei hemoragines karStines su inksty arba plauciy
nepakankamumo sindromais (HKIS, HKPS). Kiekvieno hantaviruso rasis yra
susijusi su tam tikra grauziky riiSimi. Pagal §j kriterijy iki Siol yra identifikuota
daugiau nei 20 patogeniSky hantavirusy (Knipe ir Howley 2007).

Diagnozuojant hantavirusus, daZnai naudojami serologiniai metodai, tokie
kaip netiesioginé IF, hemagliutinacijos inhibicijos testas, bei jvairts IFA metodo
variantai, sukurti virusiniy baltymy pagrindu. Natiiralios hantavirusy infekcijos,
kaip ir eksperimentiniy infekcijy ar imunizacijy su rekombinantiniais baltymais
imunologiniai tyrimai rodo, kad hantavirusy N baltymas sukelia stipry, ilgalaikj
imuninj atsaka. Todél vis dazniau kuriami greiti IFA, IB, imunochromatografijos
metodai hantavirusy infekcijai nustatyti, naudojant rekombinantinius N baltymus
bei MAKk pries§ Siuos baltymus (Mertens et al. 2009; Petraityté er al. 2007). Taip
pat kuriami IF metodai, leidziantys tiesiogiai nustatyti virusinius baltymus
infekuotose Iasteliy kultlirose bei grauziky audiniuose (Meisel et al. 2006).

Yra sukurta nemazai MAKk prie§ jvairius hantavirusus. Pirmieji MAk prie$
hantavirusus buvo gauti, suleidziant BALB/c linijos peléms gyvas, §iuo virusu
infekuoty A. Agrarius coreae plauciy audiniy lasteles bei aktyvius Hantaan
(HTNV) ir Seulo (SEOV) hantavirusus (Franko et al. 1983; Yamanishi et al.
1984; Sugiyama et al. 1987). Vélesni bandymai gauti MAk buvo panaudojant
nukenksmintus HTNV, SEOV ir Puumala (PUUV) hantavirusus (Ruo et al.
1991). PUUV N baltymui ir glikoproteinams specifiSki MAk buvo gauti
infekavus natiiraly PUUV neSiotoja rudajj peléng (Lundkvist ir Niklasson 1992).
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Anksciau VU BTI ILBS buvo sukurtos 4 hibridomy linijos sekretuojanc¢ios MAk
pries vieno i§ hantavirusy — PUUV, atmainos Vranica/Hillndas (PUUV-Vra) N
baltymo 1120 ar. imunodominuojantj rajong (Zvirbliené ez al. 2006). Sie MAk
buvo gauti, panaudojant imunizacijai chimerinj baltyma, sukurta geny
inZinerijos metodais — hantaviruso N baltymo seka buvo jterpta j baltyma-neSiklj
— ziurkéno poliomos viruso kapsidés baltyma VP1 (HaPyVP1/1-120).

Siame darbe buvo iskeltas uzdavinys sukurti MAk prie§ ypa¢ patogenisky
Andes ir Sin Nombre (ANDV ir SNV) hantavirusy N baltymus, siekiant juos
pritaikyti minéty virusy diagnostikai. Mes iStyréme ANDV ir SNV
rekombinantiniy N baltymy (ANDV N ir SNV rN) imunogeniS$kuma, sukiiréme
MAKk pries Siuos baltymus, iStyréme jy specifiSkumg jvairiais metodais ir
palyginome Siuos MAk su anks€iau sukurtaisiais MAk prie§ PUUV-Vra N
baltymo 1-120 ar. seka.

3.4.1. MAK prie§ ANDV ir SNV rN baltymus gavimas ir
charakterizavimas

Imunizacijai buvo panaudoti ANDV ir SNV rN baltymai, susintetinti mielése
S.cerevisiae (RaZanskiené et al. 2004). Siekiant sukurti kryZmiskai
reaguojancius MAk prieS ANDV ir SNV N baltymus, BALB/c linijos pelés
buvo imunizuotos keturis kartus. Pirmoji ir tre¢ioji imunizacijos buvo atliktos su
ANDV 1N baltymu, antroji — SNV rN baltymu, ketvirtoji (imuninj atsakg prie$
hibridizacijg sustiprinanti imunizacija) — taip pat buvo atlikta SNV rN baltymu.
Imunizuoty peliy kraujo serumai buvo renkami po kiekvienos imunizacijos ir
netiesioginés IFA metodu buvo tiriamas specifiSky antikiiny titras. Imunizacijos
ANDYV ir SNV 1N baltymais sukélé stipry humoralinj atsaka peliy organizme. Po
paskutinés imunizacijos specifisky IgG klasés antikiiny titras prieS ANDV ir
SNV N baltymus imunizuoty peliy kraujo serume sieké nuo 1:70 000 iki
1:100 000 (3.11 A pav.).

Antiserumy kryZminés reakcijos buvo tikrintos su kitais rekombinantiniais
hantavirusy N baltymais: PUUV-Kaz (Puumala viruso, Kazan atmaina), PUUV-
Sot (Puumala viruso, Sotkamo atmaina), PUUV-Vra, HTNV-Foj, DOBV-Slo
(Dobrava-Belgrade viruso, Slovenia atmaina). Prie§ Siuos baltymus taip pat buvo
stebimas stiprus humoralinis atsakas. SpecifiSky antikiiny titras sieké 1:6 000—
1:19 000. Palyginus kryZmines reakcijas tarp antiserumy, gauty imunizavus
peles pilno ilgio SNV ir ANDV 1N baltymais ir HaPyVP1/1-120 chimeriniu
baltymu, buvo gauti taip pat dideli kryZmiSkai reaguojanciy antikiiny titrai prie§
jvairius hantavirusy rekombinantinius N baltymus (3.11 B pav.).
ImunogeniS$kumo tyrimai parodé, kad atlikus imunizacijas ANDV ir SNV rN
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baltymais, didelé tikimybé gauti MAk, kryZmiskai reaguojancius su jvairiy
hantavirusy N baltymais.

SNV N
ANDV 1N
PUUV-ViatN
PUUV-Sot tN
PUUV-Kaz tN
HTNV-Foj tN
DOBV-Slo rN
RABVN

hPIV3 N A

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 (1)}

anti-ANDV/SNV rN titras (IgG), 1-1

SNV N
ANDV N
PUUV-VrarN
PUUV-Sot tN
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HTNV-Foj tN
DOBV-Slo rN
RABVIN
hPIV3 tN
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anti-HaPyVP1/1-120 titras (IgG), 1-10°

3.11 pav. (A) Peliy imunizuoty SNV ir ANDV rN baltymais ir (B) chimeriniu
HaPyVP1/1-120 baltymu antiserumy saveika su kity hantavirusy rekombinantiniais,
mielése sintetintais N baltymais. SpecifiSky antikiiny titrai nustatyti netiesioginés IFA
metodu, atskirai kiekvienai peliy grupei (n = 3)

Fig. 3.11. Immunoreactivity of antisera collected from mice immunized with SNV and
ANDV 1N proteins (A) and chimeric HaPyVP1/1-120 protein (B) compared to other
recombinant N proteins of hantaviruses. Antibody titers were determined by ELISA for
each group of mice (n = 3)

Suliejus ANDYV ir SNV rN baltymais imunizuotos pelés bluZnies 1gsteles su
mielomos Sp2/0 Iastelémis, buvo gauti 4H3 ir 7G2 hibridomy klonai,
sekretuojantys IgG1 klasés antiktinus. Antiktiny specifiSkumas SNV ir AND rN
baltymams buvo patvirtintas IFA ir IB metodais (3.5 ir 3.6 lentelés; 3.12 pav.).

Siekiant apibudinti MAk afiniSkuma, buvo nustatytos Ky reikSmes,
naudojant SNV rN baltyma. Gautos Ky reikSmés (Ky(4H3) = 7.5 10" M:
K4(7G2) = 2,8-10° M) parodé, jog gautieji MAKk pasizymi dideliu afiniskumu
SNV N baltymui.
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3.4.1.1. MAKk pries hantavirusy N baltymus sgveikos tyrimas
su jvairiais hantavirusy rN baltymais

Hibridomy 4H3 ir 7G2 sekretuojamy antikiny savybé saveikauti su jvairiy
hantavirusy rekombinantiniais N baltymais: SNV, ANDV, PUUV-Kaz, PUUV-
Sot, PUUV-Vra, TULV, HTNV-Foj, DOBV-Slo, SEOV buvo tirta IFA ir IB
metodais (3.5 ir 3.6 lentelés; 3.12 pav.). IFA ir IB rezultatai sutapo. Klono 4H3
MAKk reagavo tik su SNV ir ANDV 1N baltymais, prie§ kuriuos jis buvo gautas
(3.5 ir 3.6 lentelés; 3.12 B pav.). Klono 7G2 sekretuojami MAk pasiZyméjo
dideliu kryZminiu specifiSkumu ir reagavo su kity hantavirusy: PUUV, TULV,
HTNV, SEOV N baltymais (3.5 ir 3.6 lentelés; 3.12 C pav.). Sio klono
sekretuojami antikiinai nereagavo su DOBV-Slo rN baltymu (3.5 ir 3.6 lentelés;
3.12 C pav. 8 takelis).

KHFMIZS456789|0 M12 3 456 78910 M1234 5678910

10 |- A B C

3.12 pav. MAk 4H3 (B) ir 7G2 (C) specifiSkumo tyrimas IB metodu, naudojant jvairius
hantavirusy rekombinantinius, mielése susintetintus N baltymus. (A) Baltymy
elektroforezés nuotrauka. (M — baltymy molekulinio svorio standartas (UAB Fermentas,
Lietuva); 1 takelis — SNV rN baltymas; 2 takelis — ANDV rN baltymas; 3 takelis —
PUUV-Kaz rN baltymas; 4 takelis — PUUV-Sot rN baltymas; 5 takelis — PUUV-Vra rN
baltymas; 6 takelis — TULV rN baltymas; 7 takelis — HTNV-Foj rN baltymas; 8 takelis —
DOBYV-Slo rN baltymas; 9 takelis — SEOV rN baltymas; 10 takelis — netransformuoty
mieliy Igsteliy grubus lizatas)

Fig. 3.12. Western blot analysis of monoclonal antibodies 4H3 (B) and 7G2 (C) cross-
reactivities with recombinant, yeast expressed N proteins of SNV (lane 1), ANDV (lane
2), PUUV-Kaz (lane 3), PUUV-Sot (lane 4), PUUV-Vra (lane 5), TULV (lane 6),
HTNV-Foj (lane 7), DOBV-Slo (lane 8), SEOV (lane 9), crude lysate of non-
transformed yeast cells (lane 10). Lane M, prestained protein ladder (UAB Fermentas,
Lithuania). (A) As a control, the same recombinant proteins were run in a SDS
polyacrylamide gel and stained with Coomassie blue

Kaip jau minéta, anks¢iau buvo sukurti MAk prie§ PUUV-Vra viruso N
baltymo 1-120 ar. fragmentg (Zvirbliené er al. 2006). Zinant, kad hantavirusy N
baltymai konservatyvis ir pasiZymi didele pirminés ar. sekos homologija, buvo
jdomu istirti dviejy MAk grupiy, gauty skirtingais metodais, specifiSkuma (3.4
lentelé).
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3.4 lentelé. Tyrimui naudoti MAK prie§ hantavirusy N baltymus
Table 3.4. Monoclonal antibodies against hantavirus N proteins used for the analysis

Imunogenas MAK klono pav.
Pilno ilgio ANDV ir SNV rN baltymai 4H3
7G2
Chimerinis, VPD formuojantis baltymas, su PUUV-Vra 1- 2C6*
120 ar. segmentu (HaPyVP1/1—-120) 5C5*
SE11*
TAS5*

.+ — anks¢iau publikuoti MAk (Zvirbliene et al. 2006).

Siekiant palyginti naujai sukurty ir prieS tai aprasSyty MAk kryZmines
reakcijas su jvairiy hantavirusy N baltymais, IFA ir IB metodais buvo istirtas jy
specifiSkumas. Klono 2C6 sekretuojami MAk reagavo tik su PUUV-Vra rN
baltymu (3.5 ir 3.6 lentelés). Klono 5E11 sekretuojami MAk reagavo beveik su
visais Siame eksperimente naudotais rekombinantiniais hantavirusy N baltymais,
18skyrus HTNV-Foj rN baltyma. Klony 5C5 ir 7AS5 MAk saveika su hantavirusy
N baltymais buvo panasi. Sie MAk reagavo su SNV, ANDV, PUUV-Kaz,
PUUV-Sot, PUUV-Vra virusy rN baltymais. Nors 5C5 ir 7A5 MAk
specifiSkumas rekombinantiniams hantavirusy N baltymams buvo panaSus,
taCiau sgveikos stiprumas skyrési. SC5 MAk saveika su N baltymais IFA buvo
silpnesné, nei 7AS MAKk saveika (3.5 ir 3.6 lentelés).

3.5 lentelée. MAk saveika su hantavirusy rekombinantiniais N baltymais (tirta
netiesioginés IFA metodu)

Table 3.5. Interaction between monoclonal antibodies and recombinant hantavirus N
proteins (indirect ELISA test)

Imunogenai
MAK pilno ilgio ANDV  chimerinis HaPyVP1/1-120,
klono pav. ir SNV rN baltymas su PUUV-Vra 1-120
baltymai ar. segmentu

Rombinantiniai N
baltymai 4H3 7G2 2C6 5C5 SE11  7AS
SNV +++ +++ - ++ ++ +++
ANDV +++ +++ - + ++ +++
PUUV-Kaz - + - + +++ +++
PUUV-Sot - ++ - + +++ +++
PUUV-Vra - ++ +++ +++ +++ +++
TULV - ++ - + +++ ++
HTNV-Foj - + - - - -
DOBV-Slo - - - - ++ -
SEOV - +++ - - +++ -

~+++ ,, — labai stipri reakcija, OT>1,0; ,,.++“ — stipri reakcija, OT 0,5-1,0; ,,+* — silpna reakcija,
OT 0,49-0,2; ,,-*“ — nereaguoja, OT< 0,2.
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3.6 lentelé. MAk saveika su hantavirusy rekombinantiniais N baltymais (tirta IB
metodu)

Table 3.6. Interaction between monoclonal antibodies and recombinant hantavirus N
proteins (Western blot test)

Imunogenai
MAK Klono pav. pilno ilgio chimerinis HaPyVP1/1-120,
ANDV ir SNV paltymas su PUUV-Vra 1-120
N rN baltymai ar. segmentu
Rekombmfmtlmal 4H3 7G2 2C6 5C5 5SE11 7AS
N baltymai
SNV + + - * + *
ANDV + + - + * *
PUUV-Kaz - + - + + *
PUUV-Sot - + - + + *
PUUV-Vra - + + + + *
TULV - + - + + *
HTNV-Foj - + - - - -
DOBV-Slo - - - - * -
SEOV - + - - + -
-+ — teigiama reakcija; ,,-“ — neigiama reakcija.

IS gauty rezultaty matyti, kad MAk, gauti naudojant skirtingus antigenus
pagal saveika su jvairiy hantavirusy N baltymais yra gana panaSiis. Antiklinai,
susidar¢ po imunizacijos pilno ilgio hantavirusy N baltymais ar chimeriniu
baltymu su jterptu hantaviruso N baltymo fragmentu gali atpazinti N baltymus,
pries kuriuos jie gauti (MAk: 4H3 ir 2C6) arba kryZmiskai reaguoti su jvairiy
hantavirusy N baltymais (MAk: 7G2, 5C5, SE11, 7AS).

Hantavirusai pagal antigeny kryZminj reaktyvumga skirstomi j tris grupes,
priklausomai nuo viruso nesiotojo — grauZiko riiSies (Zhenqiang et al. 2008):

= Murinae Seimos grauZikai — HTNV, DOBV ir SEOV nesiotojai;

= Arvicolinae Seimos grauzikai — PUUV neSiotojai;

= Sigmodontinae/Neotominae Seimos grauZzikai — SNV, ANDV neSiotojai.

MAK, gauti prieS rekombinantinius N baltymus, pagal reaktyvuma su
jvairiais hantavirusy N baltymais buvo suskirstyti j grupes pagal pries tai
minétus kriterijus. MAk 7G2 ir SE11 sgveikauja su visy trijy grupiy hantavirusy
N baltymais, o tai patvirtina fakta, kad N baltymas yra ypa¢ konservatyvus tarp
hantavirusy  (Antic et al. 1992). MAk 4H3  atpazjsta tik
Sigmodontinae/Neotominae grauziky Seimos hantavirusy N baltymus, o 5C5 ir
7A5  klony  sekretuojami MAk  reaguoja su  Arvicolinae @ ir
Sigmodontinae/Neotominae grauziky Seimos hantavirusy N baltymais. MAk
kryZzminis specifiSkumas dar karta patvirtino, kad tarp hantavirusy egzistuoja
glaudus filogenetinis rySys (Chu et al. 1994).
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3.4.1.2. MAk pries hantavirusy rN baltymus tyrimas in situ

IF metodu buvo patikrinta visy 6 MAk saveika su hantavirusais infekuotomis
lastelémis. Visi MAKk atpaZino virusus infekuotose Iastelése (3.7 lentelé).

IF metodu gauti duomenys apie MAk specifiSkumg sutapo su IFA ir IB
rezultatais. MAk 4H3 reagavo tik su ANDV ir SNV infekuotomis Igstelémis.
MAKk 7G2, 5C5, SE11 ir 7AS saveikavo su jvairiais hantavirusais. Klono 2C6
sekretuojami MAK, skirtingai nei IFA ir IB metodais, reagavo su PUUV-Sot ir
PUUV-Kaz virusy atmainomis, o neatpaZino PUUV-Vra/Hillnds (3.7 lentel¢).
Tarp skirtingy PUUV virusy N baltymy stebima ar. seky 95 % homologija, o 1-
120 ar. fragmentas, prie§ kurj yra gautas MAk 2C6, yra ypa¢ homologiskas,
todel skirtingg 2C6 saveika naudojant skirtingus analizés metodus gali paaiskinti
epitopo struktiiros skirtumai, susidare susivyniojant baltymui natiiraliomis
salygomis ir in vitro.

3.7 lentelé. MAk saveika su hantavirusais infekuotomis Iastelémis (tirta IF metodu)
Table 3.7. Interaction between monoclonal antibodies and hantavirus-infected cells
(indirect immunofluorescence assay)

Imunogenai
pilno ilgio ANDV  chimerinis HaPyVP1/1-120,
ir SNV N baltymas su PUUV-Vra 1-
baltymai 120 ar. segmentu
Hantavirusai 4H3 7G2 2C6 5C5 SEIl__ 7AS
SNV P6°¢ +++ nt. - ++ ++
ANDV ¢ - - - + ++ .
PUUV-Kazan p21°¢ - nt. e I +++
PUUV-Sotkamo " - + +++ +++
PUUV-Hillnds B1 83-223L. - + - +H+ +++
HTNV 76-118*¢ - + - - - -
DOBYV Slovenia ™ ¢ - - - - + -
Saaremaa virus > - - - - + -
SEOV R22* - + - + +++ -
SEQV p-332227°¢ - nt. - - +++ -
+++ — labai stipri sgveika; ,,++ — stipri sgveika; ,.+* — silpna saveika; ,,-“ — sgveikos néra; ,,nt.
— netikrinta.

Buvo istirta, ar MAk atpaZjsta viruso N baltyma nattraliai hantavirusais
infekuoty plauciy ir Sirdies audiniuose. Tam tikslui buvo panaudota 12 natiraliai
infekuoty grauziky (A. Longipilis, A. Olivaceus, O. Longicaudatus ir O.
nigripes) plauciy ir Sirdies audiniy i§ Argentinos Chubut, Rio Negro bei
Misiones vietoviy. IF Tyrimai buvo atlikti JAV (angl. Department of Pathology,
Center for Infectious Diseases and Immunology, University of New Mexico
School of Medicine). 18tyrus 12 grauZiky audiniy méginiy, 11 buvo nustatyta
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ANDYV infekcija. Viruso infekcija buvo patvirtinta AT-PGR metodu. Vienas i§
12 audiniy pavyzdZiy buvo infekuotas Juquitiba hantavirusu. Visuose grauZiky
audiniuose virusag atpaZino 4H3 klono sekretuojami MAk (3.8 lentel¢). Klono
SE11 MAKk nereagavo su vienu i§ dvylikos audiniy, o §io antikiino saveika su
virusais buvo silpnesné nei su 4H3 MAKk (3.8 lentelé).

MAKk saveikos su hantavirusy infekuotais audiniais IH tyrimams taip pat
buvo parinkti 4H3 ir S5E11 MAKk, kurie pasiZyméjo stipria saveika su
rekombinantiniais N baltymais, tiriant IFA ir IB metodais. IH tyrimui buvo
panaudoti Zmogaus mirusio nuo hemoraginés karstinés su HKIS, kurio sukeléjas
buvo SNV, Sirdies audinys ir démétosios pelés, infekuotos SNV, inksty audinys,
paimtas 14 dieng po eksperimentinés infekcijos. Tyrimai taip pat buvo atlikti
JAV (angl. Department of Pathology, Center for Infectious Diseases and
Immunology, University of New Mexico School of Medicine). TH tyrimy
rezultatai parodeé, kad 4H3 ir SE11 MAK stipriai reaguoja su SNV teigiamais
audiniais (3.13 pav.).

3.8 lentelé. MAk ir hantavirusy nukleokapsidZiy saveika IF metodu infekuotuose
grauziky audiniuose. Tyrimai buvo atlikti JAV (angl. Department of Pathology, Center
for Infectious Diseases and Immunology, University of New Mexico School of Medicine)
Table 3.8. Reactivity of monoclonal antibodies with infected rodant tissues were
analyzed wusing an indirect immunofluorescence assay. Immunofluorescence
investigations were done at Department of Pathology, Center for Infectious Diseases and
Immunology, University of New Mexico School of Medicine
IF teigiamy pavyzdziy
skaicius/ IF tikrintas

Grauziky riasis Vietové Hantavirusai < o
pavyzdziy skaifius*
Mak SE11 MAK 4H3
A. longipilis Chubut ANDYV Piety 171 171
A. olivaceus Chubut ANDYV Piety 3/4 1/1
A. olivaceus Chubut ANDYV Piety 2/3 2/2
0. longicaudatus Chubut ANDYV Piety 1/1 1/1
0. longicaudatus Chubut ANDYV Piety 1/1 1/1
0. longicaudatus Chubut ANDYV Piety 1/2 1/1
O. longicaudatus Chubut ANDV Piety 172 2/2
O. longicaudatus Chubut ANDV Piety 0/1 171
O. longicaudatus Rio Negro ANDV Piety 172 171
O. longicaudatus Rio Negro ANDV Piety 172 2/2
O. longicaudatus Rio Negro ANDV Piety 2/2 171
O. nigripes Misiones Juquitiba 1/2 2/2

o
”

— Plauciy ir Sirdies audiniy pavyzdZiai.
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3.13 pav. MAk 4H3 (A, E) ir SE11 (B, F) specifiSkumo tyrimas IH metodu. Tyrimams
naudoti SNV infekuoti Zmogaus Sirdies (A—D) ir démétosios pelés inksty audiniy (E-H)
méginiai. Teigiama kontrol¢ — triusio imunizuoto SNV N baltymu antiserumas (C, G);
Neigiama kontrolé — antikiinai prie§ Zmogaus gripo viruso hemagliutining (D, H).
Tyrimai buvo atlikti JAV (angl. Department of Pathology, Center for Infectious
Diseases and Immunology, University of New Mexico School of Medicine)

Fig. 3.13. Immunohistochemistry of SNV-infected human and rodent tissues. (A-D),
SNV-infected human heart tissues. (E-H), SNV-infected deer mouse kidney tissues.
Tissue samples were probed with primary antibodies: (A, E) monoclonal antibodies of
clone 4H3; (B, F) monoclonal antibodies of clone SE11. (C, G), positive control, rabbit
antiserum specific to SNV N protein. (D, H) negative control, an irrelevant monoclonal
antibodies against human influenza virus hemagliutinin. Immunohistochemistry
investigations were done at Department of Pathology, Center for Infectious Diseases and
Immunology, University of New Mexico School of Medicine

3.4.2. Hantavirusy N baltymy antigeninés struktiros tyrimas

Natiiralios hantavirusy infekcijos, kaip ir eksperimentiniy infekcijy ar
imunizacijy su rekombinantiniais baltymais imunologiniai tyrimai rodo, kad
hantavirusy N baltymas sukelia stipry, ilgalaikj imuninj atsakg, o N galiné¢ N
baltymo dalis yra ypa¢ imunogeniSka ir kryZmiSkai reaguojanti (Elgh et al.
1998; Geldmacher et al. 2005). Atlikus pirminés struktiiros N baltymy (SNV,
ANDYV, PUUV-Kaz, PUUV-Sot, PUUV-Vra, TULV, HTNV-Foj, SEOV ir
DOBV-Slo) seky palyginima (3.14 pav.), buvo pastebéti dideli seky panaSumai.
Paminéty hantavirusy N baltymy sekos tarpusavyje turi apie 49 % homologisky
ar., todél MAK pries Siuos baltymus gali kryZmiSkai reaguoti.

SNV N MSTLKEVQDNITLHEQQLVTARQKLKDAERAVELDPDDVNKSTLOSRRAAVSALETKLGE 60
ANDV N MSTLQELQENITAHEQQLVTARQKLKDAEKAVEVDPDDVNKSTLOSRRAAVSTLETKLGE 60
PUUV-Kaz N MSDLTDIQEEITRHEQQLVVARQKLKDAERAVEVDPDDVNKNTLOARQQTVSALEDKLAD 60
PUUV-Sot N MSDLTDIQEDITRHEQQLIVARQKLKDAERAVEVDPDDVNKNTLOARQQTVSALEDKLAD 60

PUUV-Vra N MSDLTDIQEDITRHEQQLVVARQKLKDAEKAVE.PDDVNKNTLQARQQTVSALEDKLAD 60
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LKRELADLIAAQKLASKPVDPTGIEPDDHLKEKSSLRYGNVLDVNSIDLEEPSGQTADWK
LKRQLADLVAAQKLATKPVDPTGLEPDDHLKEKSSLRYGNVLDVNSIDLEEPSGQTADWK
YKRRMADAVSRKKMDTKPTDPTGIEPDDHLKERSSLRYGNVLDVNAIDIEEPSGQTADWY
YKRRMADAVSRKKMDTKPTDPTGIEPDDHLKERSSLRYGNVLDVNAIDIEEPSGQTADWY
FKRRMADAVSRKKMDTKPTDPTGIEPDDHLKERSSLRYGNVLDVNAIDIEEPSGQTADWY
FKRQLADLVSSQKMGEKPVDPTGLEPDDHLKERSSLRYGNVLDVNAIDIDEPSGQTADWE
LKRQLADRIATGKNLGKEQDPTGVEPGDHLKERSMLSYGNVLDLNHLDIDEPTGQTADWL
LKRQLADRIAAGKNIGQDRDPTGVEPGDHLKERSALSYGNTLDLNSLDIDEPTGQTADWL
LRRQLADRVAAGKNIGKERDPTGLDPGDHLKEKSMLSYGNVIDLNHLDIDEPTGQTADWL

PR S 2 . Kokkk ook kokkkk ook ok kkk aokgk sk oaokok g kokkkkok

SIGLYILSFALPIILKALYMLSTRGRQTIKENKGTRIRFKDDSSYEEVNGIRKPRHLYVS
AIGAYILGFAIPIILKALYMLSTRGRQTVKDNKGTRIRFKDDSSFEEVNGIRKPKHLYVS
TIGVYVIGFTIPIILKALYMLSTRGRQTVKENKGTRIRFKDDTSFEDINGIRRPKHLYVS
TIGVYVIGFTLPIILKALYMLSTRGRQTVKENKGTRIRFKDDTSFEDINGIRRPKHLYVS
TIGVYVIGFTLPIILKALYMLSTRGRQTVKENKGTRYRFKDDTSFEDINGIRRPKHLYVS
SIGQYITGFALAIILKALYMLSTRGRQTIKENKGTRIRFKDDSSYEEINGIRRPKHLYVS
SIIVYLTSFVVPILLKALYMLTTRGRQTTKDNKGTRIRFKDDSSFEDVNGIRKPKHLYVS
TIIVYLTSFVVPIILKALYMLTTRGRQTSKDNKGMRIRFKDDSSYEDVNGIRKPKHLYVS
SIVIYLTSFVVPILLKALYMLTTRGRQTTKDNKGMRIRFKDDSSFEDVNGIRKPKHLFLS

. x * . ko kekkhkkhkkkohkkhkkhkk Kokhkk Kk Khkkhkkokokookkhkkokakko ok

MPTAQSTMKADEITPGRFRTIACGLFPAQVKARNIISPVMGVIGF SFFVKDWMERIDDEL
MPTAQSTMKAEEITPGRFRTIACGLFPAQVKARNIISPVMGVIGFGFFVKDWMDRIEEFL
MPTAQSTMKAEELTPGRFRTIVCGLFPTQIQVRNIMSPVMGVIGEF SFFVKDWPERIRDEM
MPTAQSTMKAEELTPGRFRTIVCGLFPTQIQVRNIMSPVMGVIGEF SFFVKDWSERIREFM
MPTAQSTMKAEELTPGRFRTIVCGLFPTQIQVRNIMSPVMGVIGEF SFFVKDWADRIREFM
MPTAQSTMKADELTPGRFRTIVCGLFPAQIMHRNIISPVMGVIGF SFFVKDWPEKIEEFL
LPNAQSSMKAEEITPGRYRTAVCGLYPAQIKARQMISPVMSVIGFLALAKDWSDRIEQWL
MPNAQSSMKAEEITPGRFRTAVCGLYPAQIKARNMVSPVMSVVGFLALAKDWTSRIEEWL
MPNAQSSMKADEITPGRFRTAICGLYPAQVKARNLISPVMSVIGFVALAKNWTERVEEWL

Sk Kokk g okokk ok s kkokok gk k Rk gk ok, Ko kkkk kg kok DX x

AARCPFLP————— EQKDPRDAALATNRAYFITRQLQVDESKVSDIEDLIADARAESATIF
AAECPFLP————-— KPKVASEAFMSTNKMYFLNRQRQVNESKVQDIIDLIDHAETESATLE
EKECPFIKPEVKPGTPAQEIEFLKRNRVYFMTRQDVLDKNHVADIDKLIDYAASGDPTSP
EKECPFIKPEVKPGTPAQEIEMLKRNKIYFMQORQDVLDKNHVADIDKLIDYAASGDPTSP
EKECPFIKPEVKPGTPTQEIEFLKKNKVYFMDRONVLDKNHVADIDKLIDYAASGDPTSP

IKPCPFLK---KSG-PSKEEDFLVSNDAYLLGREKALRESHLAEIDDLIDLAASGDPTPP
IEPCKLLP----DTAAVSLLGGPATNRDYLRQRQVALGNMETKESKAIRQHAEAAGCSMI
GAPCKFMA----ESPIAGSLSGNPVNRDYIRQRQGALAGMEPKEFQALRQHSKDAGCTLV
DLPCKLLS---—-EPSPTSLTKGPSTNRDYLNQRQGALAKMETKEAQAVRKHATIDAGCNLT

* .. * * . * .

ADIATPHSVWVFACAPDRCPPTALYVAGMPELGAFFATILQDMRNTIMASKSVGTSEEKLK
TEIATPHSVWVFACAPDRCPPTALYVAGVPELGAFFSILODMRNTIMASKSVGTAEEKLK
DDIESPNAPWVFACAPDRCPPTCIYVAGMAELGAFFSILODMRNTIMASKTVGTAEEKLK
DNIDSPNAPWVFACAPDRCPPTCIYVAGMAELGAFFSILODMRNTIMASKTVGTAEEKLK
DNIESPNAPWVFACAPDRCPPTCIYVAGMAELGAFFSILODMRNTIMASKTVGTAEEKLK
DSIKSPQAPWVFACAPDRCPPTCIYIAGMAELGAFFSILODMRNTIMASKTVGTAEEKLK
EDIESPSSIWVFAGAPDRCPPTCLFIAGIAELGAFFSILODMRNTIMASKTVGTSEEKLR
EHIESPSSIWVFAGAPDRCPPTCLFVGGMAELGAFFSILODMRNTIMASKTVGTADEKLR
DHIDSPSSIWVFAGAPDRCPPTCLFIAGMAELGAFFAVLQDMRNTIMASKTIGTSEEKLK

K ek s KKKK KKKKKKKK ser Ko KAKKKK e s kKKK KAKAKEA KK ¢ o kk o o KA K+

KKSAFYQSYLRRTQSMGIQLDQKIIILYMSHWGREAVNHFHLGDDMDPELRELAQTLVDI
KKSAFYQSYLRRTQSMGIQLDQKIIILYMLSWGKEAVNHFHLGDDMDPELRQLAQSLIDT
KKSSFYQSYLRRTQSMGIQLDQRIILLYMLEWGKEMVDHFHLGDDMDPELRGLAQSLIDQ
KKSSFYQSYLRRTQSMGIQLDQRIILLFMLEWGKEMVDHFHLGDDMDPELRGLAQALIDQ
KKSSFYQSYLRRTQSMGIQLDQRIILLYMLEWGKEMVDHFHLGDDMDPELRGLAQALIDQ

119

120
120
120
120
120
120
120

179
180
180
180
180
180
180
180
180

239
240
240
240
240
240
240
240
240

294
295
300
300
300
296
296
296
296

354
355
360
360
360
356
356
356
356

414
415
420
420
420
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TULV N KKSSFYQSYLRRTQSMGIQLDQRIILLFMTEWGSDIVNHFHLGDDMDPELRTLAQSLIDQ 416
HINV-Foj N KKSSFYQSYLRRTQSMGIQLDQRIIVLFMVAWGKEAVDNFHLGDDMDPELRTLAQSLIDV 416
SEOV N KKSSFYQSYLRRTQSMGIQLDQRIIVMFMVAWGKEAVDNFHLGDDMDPELRSLAQILIDQ 416
DOBV-Slo N KKSSFYQSYLRRTQSMGIQLDQRIIVLFMVDWGKEAVDSFHLGDDMDPELRGLAQALIDQ 416
***:******************:**:::* * * H *: kkkkkkkkkkhkkk Kkkk *:*
SNV N KVREIN-QEPLKL 426
ANDV N KVKEISNQEPLKL 428
PUUV-Kaz N KVKEISNQEPLKI 433
PUUV-Sot N KVKEISNQEPLKI 433
PUUV-Vra N KVKEISNQDPLKI 433
TULV N KVKEISNQEPLKI 429
HINV-Foj N KVKEISNQEPLKL 429
SEOV N KVKEISNQEPMKL 429
DOBV-Slo N KVKEISNQEPLKL 429

KK e KK Koekoe ke

3.14 pav. Hantavirusy N baltymy pirminiy strukttiry palyginys. Baltymy pirminés
struktiiros tyrimas buvo atliktas ClustalW2 programa. (,,*“ — homologinés ar.; ,,:“ —
panasia funkcine¢ grupe turincios ar.; ,,.“ — funkciskai panasios ar.; ,, “ — spéjama MAk
7G2 epitopo sritis; ,JJ — spéjama MAKk 2C6 epitopo sritis; , | — spéjama MAk 5C5
epitopo sritis; ,, “— spéjama MAk SE11 epitopo sritis; ,, “— spéjama MAk 7AS epitopo
sritis)

Fig. 3.14. Alignment of hantavirus N proteins aa sequences. Alignment of selected
proteins primary structure was performed using ClustalW2 (,,** — homologous aa
sequences; ,,:‘ — aa with a similar functional group; ,,.“ — functionally similar aa; ,,| “ —
predicted epitope of 7G2 monoclonal antibodies; ,,I“ — predicted epitope of 2C6
monoclonal antibodies; | “ — predicted epitope of 5C5 monoclonal antibodies; ,, *“—
predicted epitope of SE11 monoclonal antibodies; ,, “ — predicted epitope of 7AS

monoclonal antibodies)

Naudojant CLUSTAL programg, buvo sudarytas filogenetinis hantavirusy
N baltymy giminingumo medis (3.15 pav.). Pagal ar. sekos homologija i$siskiria
keturios hantavirusy N baltymy grupés:

1. SNV, ANDV N baltymai;

2. HTNV-Foj, DOBV-Slo ir SEOV N baltymai;

3. TULV N baltymas;

4. PUUV-Kaz, PUUV-Sot, PUUV-Vra N baltymai.

Kadangi hantavirusy N baltymy sekas sieja tam tikra homologija, galima
tikétis, kad Sie baltymai gali turéti ir bendrus B lasteliy epitopus.

Hantavirusy N baltymy imunodominuojanéiy rajony identifikavimui buvo
panaudoti chimeriniai baltymai su jterptais PUUV-Vra hantaviruso N baltymo
fragmentais (1-45 ar., 1-180 ar. ir 1-120 ar.), gauti i§ EGIS (Gedyvilaité et al.
2004). Pirmiausia buvo tiriami MAK, sukurty prieS PUUV-Vra 1-120 ar.
segmenta, epitopai. Netiesioginés IFA rezultatai parodé, kad trijy MAk (2C6,
5C5 ir 5E11) epitopai yra 1-45 ar. fragmente (3.9 lentele).
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HTNV-Foj N
| SEOV N
DOBV-Slo N

TULV N
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PUUV-VraN

3.15 pav. Hantavirusy N baltymy filogenetinis giminingumo medis. Atstumas nuo
filogenetinio medZio pradZios iki pabaigos parodo baltymy panaSumg. Pradinis taskas
yra 0 %

Fig. 3.15. A phylogenetic tree of hantavirus N proteins. Distance between the
beginning and the end of the phylogenetic tree demonstrates protein similarity. A
starting point is 0 %

3.9 lentelé. MAk prie§ hantavirusy N baltymus epitopy nustatymas, naudojant PUUV-
Vra N baltymo fragmentus

Table 3.9. Identification of monoclonal antibodies epitopes against hantavirus N
proteins using PUUV-Vra N protein fragments

MAKk Imunogenai PUUV-Vra N baltymo
klono pav. epitopu lokalizacija
4H3 pilno ilgio ANDV ir SNV rN baltymai nenustatyta

7G2 121433 ar.

2C6 chimerinis, VPD formuojantis baltymas, su  1—45 ar.

5C5 PUUV-Vra 1-120 ar. segmentu 1—45 ar.

5E11 (HaPyVP1/1-120) 1—45 ar.

7AS 81-120 ar.

Tai patvirtina ankstesnius tyrimus, kad N baltymo 1-45 ar. sritis ypac
imunogeniska o susidar¢ antikiinai prie§ Sig sritj atlieka viruso infekcija
stabdantj poveikj (Koletzki er al. 2000). PUUV N baltymo epitopy paieska
parodé, jog Sioje srityje yra eksponuoti imunodominuojantys epitopai (Lundkvist
et al. 2002). MAk 7AS5 nereagavo su 1-45 ar. ir 1-80 ar. sekomis, todél jo
epitopas buvo lokalizuotas tarp 81 ir 120 ar. Kadangi MAk 7G2, gauti pries
pilno ilgio ANDYV ir SNV N baltymus, kryZmisSkai reaguoja su PUUV-Vra N
baltymu, tie patys fragmentai buvo panaudoti 7G2 MAKk epitopy kartiravimui.
MAk 7G2 neatpaZino nei vieno chimerinio baltymo, todé¢l jo epitopas buvo
lokalizuotas centrinéje arba C galinéje N baltymo dalyje nuo 121 iki 433 ar.
Literatiiroje yra duomeny, kad ypac varibilioje hantavirusy N baltymo srityje
nuo 241 ar. iki 300 ar. yra lokalizuotas MAk prie§ TULV N baltyma epitopas
(tarp 226-293 ar.) (Lundkvist ef al. 1996). ANDV ir SNV N baltymy epitopai,
specifiSki serotipams, lokalizuoti 244-286 ar. srityje (Tischler et al. 2008). 4H3
sekretuojami MAk atpaZzjsta tik ANDV ir SNV N baltymus, todél jo epitopo
lokalizacijos vieta nebuvo nustatyta.
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Kol kas hantavirusy N baltymy tretiné strukttira néra iSspresta. Taciau, yra
Zinoma, kad hantavirusy N baltymas, sagveikaudamas su viruso RNR sudaro
trimerus, kurie suriSa viruso genomin¢ RNR sudarydami ribonukleobaltyma
(Alfadhli et al 2002). RNR suriSantis motyvas buvo identifikuotas
konservatyvioje N baltymo dalyje tarp 175 ir 217 ar. (Xu et al. 2002). N baltymo
trimeras atpaZjsta segtuko struktiros RNR, kuri susidaro susijungus
komplementariems 3’ ir 5° viruso genominés RNR galams (Mir ir Panganiban
2004). N baltymo trimerai susidaro dalyvaujant N ir C baltymo galams (Alfadhli
et al. 2002; Kaukinen et al. 2004). N baltymo N galas, atsakingas uZ trimery
formavimasi, formuoja dvi antiparalelines al ir a2 spirales (Alfadhli et al
2002). Sis spiraliy motyvas dalyvauja keliose baltymo — baltymo reakcijose,
kurios atlieka keleta svarbiy biologiniy funkcijy, tokiy kaip signalo perdavimo,
transkripcijos reguliavimo ir kt. (Mason ir Arndt 2004). Baltymy duomeny
bazéje (PDB) yra pateiktos ANDV ir SNV N baltymy motyvy, formuojanciy
susisukusias spirales, tretinés strukttiros (Boudko et al. 2007; Wang et al. 2008).
Atsizvelgiant | tai, kad N galiné baltymo dalis atsakinga ne tik uz N baltymy
trimery formavimasi, bet ir yra ypa¢ imunogeniska, buvo jdomu, kaip tretinés
struktiiros modelyje gali atrodyti miisy identifikuotos hantavirusy N baltymy
epitopy vietos. Buvo pasirinkta ANDV N baltymo 1-74 ar. fragmento struktiira,
nustatyta branduolio magnetinio rezonanso tyrimu (Wang et al. 2008).
Analizuojant §j modelj struktiiry perzitros programa PyMol ir paZyméjus
melyna spalva imunogeniska 145 ar. fragmentg matyti, kad al spiralé ir o2
spiralés mazoji dalis, formuojanti N baltymo trimerus ir sgveikaujanti su viruso
RNR, gali biiti lokalizuota molekulés pavirSiuje ir lengvai prieinama B lasteléms
(3.16 pav.).

3.16 pav. Imunogeniskas 1-45 ar. fragmentas (paZymétas mélyna spalva) ANDV N
baltymo 1-74 ar. fragmento tretinés struktiiros modelyje
Fig 3.16. Immunogenic aa 1-45 fragment (marked in blue) in the model of the
tertiary structure of ANDV N protein fragment aa 1-74

Siekiant tiksliau identifikuoti hantavirusy N baltymy epitopus, buvo
pasinaudota N baltymy palyginiu (3.14 pav.). Tiriant MAk kryZminj
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specifiSkuma, buvo nustatyta, jog 7G2 MAk atpaZjsta visg rinkinj hantavirusy N
baltymy: SNV, ANDV, PUUV-Kaz, PUUV-Sot, PUUV-Vra, TULV, HTNV-
Foj, SEOV, isskyrus DOBV-Slo N baltyma. Tod¢l seky palyginyje nuo 121 iki
433 ar. buvo ieskoma viety, kur SNV, ANDV, PUUV-Kaz, PUUV-Sot, PUUV-
Vra, TULV, HTNV-Foj, SEOV N baltymy ar. nesutapty su DOBV-Slo N
baltymo. Pavyko identifikuoti 5 tokias vietas (3.14 paveiksle jos paZymétos
melsva spalva). MAk 2C6, 5C5 ir SEl1 atpaZjsta epitopus PUUV-Vra N
baltymo 1-45 ar. fragmente, todél pabandéme atlikti epitopy paieska Sio
fragmento pirminiy seky palyginiuose. Klono 2C6 MAk reaguoja tik su PUUV-
Vra N baltymu, todél jo epitopas galéty biiti greta 34M ir 35Y amino riig§ciy
(3.14 pav. Sios ar. pazymétos raudona spalva). MAk 5C5 nereaguoja su HTNV-
Foj, DOBV-Slo ir SEOV N baltymais, todé¢l jo epitopas turéty bti bendras arba
labai panasus tarp SNV, ANDV, PUUV-Kaz, PUUV-Sot, PUUV-Vra ir TULV
N baltymy. Palyginyje matyti, kad 2S ir 45Q ar. galéty jeiti ;] SC5 epitopo sudétj
(3.14 pav. Sios ar. pazymétos Zalsva spalva). MAk SE11 neatpaZjsta HTNV-Foj
N baltymo. 1-45 ar. fragmente matoma 37E HTNV-Foj N baltymo ar., kuri
iSsiskiria i§ kity, palyginyje naudoty hantavirusy N baltymy, todél 37E ar.
nejeina | MAk 5E11 epitopo sudeétj (3.14 pav. ar., patenkancios | MAk 5E11
spéjamo epitopo sudétj pazymetos pilka spalva). MAk 7AS reaguoja su PUUV-
Vra 81-120 ar. fragmentu, todél jo epitopo buvo ieSkoma S§io fragmento
palyginyje. 7AS5 MAKk atpaZjsta Arvicolinae ir Sigmodontinae/Neotominae
grauziky Seimos hantavirusy N baltymais, todél ieSkota nesutapimy tarp SNV,
ANDYV, PUUV-Kaz, PUUV-Sot, PUUV-Vra ir HTNV-Foj, DOBV-Slo, SEOV
N baltymy ar. seky. Pavyko identifikuoti net 6 ar. pozicijas, kurios galéty jeiti j
MAKk 7AS epitopo sudétj (3.14 pav. Sios ar. paZymétos geltona spalva).

3.4.3. Rezultaty, gauty tiriant naujas hibridomas pries
hantavirusy rN baltymus, apibendrinimas

Naudojant hantavirusy rekombinantinius N baltymus, buvo sukurti ir detaliai
charakterizuoti MAKk, pasiZymintys jvairiomis kryZminémis reakcijomis su
skirtingy hantavirusy N baltymais. Klony 7G2 ir SE11 sekretuojami MAk
pasizyméjo didZiausiu kryZminiu specifiskumu. Sie MAk saveikavo su dauguma
hantavirusy rekombinantiniy N baltymy. MAk 4H3 ir 2C6 reagavo tik su
baltymais, prie§ kuriuos jie buvo gauti, t.y., SNV, ANDV ir PUUV-Vra rN
baltymus. Klony 5C5 ir 7A5 MAk reagavo su Arvicolinae ir
Sigmodontinae/Neotominae grauziky Seimos hantavirusy N baltymais. MAk
kryZminis specifiSkumas dar karta patvirtino, kad tarp hantavirusy vyrauja
glaudus filogenetinis rySys.
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Sukurtieji MAk saveikavo ne tik su rekombinantiniais N baltymais, bet ir
atpazino natyviy virusy nukleokapsides infekuotose lastelése. IF ir IH analizé
patvirtino, jog rekombinantiniai ir natiiraliy virusy N baltymai turi panaSia
antigening struktiirg. Dauguma MAk atpaZino N galing N baltymo sritj, kaip ir
natiiralios hantavirusy infekcijos metu susidarantys antikiinai. Tiksliy
hantavirusy N baltymy epitopy nepavyko nustatyti, ta¢iau naudojant PUUV-Vra
N baltymo fragmentus pavyko identifikuoti 5 i§ 6 MAk apytiksles epitopy
vietas. Trijy i§ penkiy MAk (2C6, 5CS ir SE11) epitopai buvo lokalizuoti tarp 1
ir 45 ar. MAk 7AS epitopas buvo lokalizuotas rPUUV-Vra N baltymo sekoje
tarp 81 ir 120 ar. Klono 7G2 MAK, gauto prie§ SNV ir AND rN baltymus,
epitopas buvo lokalizuotas N baltymo dalyje nuo 121 iki 433 ar. MAk 4H3
nereagavo su PUUV-Vra N baltymu, todé¢l jo epitopo lokalizacijos nepavyko
nustatyti.

IH tyrimas, naudojant infekuoty Zmoniy ir grauZiky audiniy méginius,
patvirtino naujai sukurty MAk diagnosting vert¢. Gauti duomenys apie MAk
specifSkumg svarbiis, kuriant serologinius ir imunohistocheminius hantavirusy
diagnostikos metodus.

3.5. Monokloniniy antikany pries pasiutligés viruso
rekombinantinj nukleokapsidés baltyma gavimas,
charakterizavimas ir taikymas Sio baltymo
antigeninés struktiros tyrimams

Pasiutligé yra viena i§ seniausiai apraSyty infekciniy ligy, kurig sukelia
Rhabdoviridae $eimai, Lyssavirus gen&iai priklausantys virusai. Sie virusai
negrjZtamai paveikia centring nervy sistema, infekuodami neuronus ir sukeldami
progresuojant] encefalita, todél virusu infekuota organizma neiSvengiamai
iStinka mirtis (Knipe ir Howley 2007).

Lisavirusy N baltymas yra pagrindinis viruso nukleokapsidés komponentas,
kuris kartu su viruso genomine RNR, nuo RNR priklausan¢ia RNR polimeraze
(L) ir fosfobaltymu (P) sudaro ribonukleobaltymg. Nukleokapsid¢ dengia
dvisluoksnis lipidinis apvalkalas su jsiterpusiais glikoproteino (G) trimerais.
(Knipe ir Howley 2007). Nors lisavirusy infekcijos metu neutralizuojantys
antiktinai susidaro prie§ glikoproteing, N baltymui specifiSky antikiiny
nustatymas svarbus diagnostikos tikslais (Esterhuysen et al. 1995). Kuriant
serologinius diagnostikos metodus, svarbu turéti saugius gerai charakterizuotus
viruso komponentus, kurie biity skirti antikiinams prie§ virusus nustatyti, arba
MAK pries§ viruso baltymus, kuriais biity galima tiesiogiai nustatyti virusg. Todél
buvo iSkeltas uZdavinys iStirti rekombinantinio, mielése S. cerevisiae
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susintetinto klasikinio pasiutligés viruso (RABV) N baltymo imunogenines ir
antigenines savybes, sukurti MAk prie$ §j baltyma ir pritaikyti juos RABV N
baltymo antigeninés strukttros tyrimams bei diagnostinéms sistemoms kurti.

3.5.1. Pasiutligés virusy rekombinantiniy N baltymy
antigeniniy savybiy tyrimas

Rekombinantinio baltymo gebéjimas aktyvinti organizmo imuning¢ sistema taip,
kaip tai daro natyvaus viruso baltymas, yra svarbi baltymo, prie§ kurj norima
gauti imunodiagnostikai tinkanc¢ius MAKk, savybé. Todél pirmiausia buvo atliktas
mielése susintetinty pasiutligés virusy N baltymy antigeniniy savybiy tyrimas.
Buvo istirti rekombinantiniai N baltymai, sukurti VU BTI EGIS:

= klasikinio pasiutligés viruso rekombinantinis N baltymas — RABV rN;

= Europos Sik$nosparniy lisaviruso pirmojo tipo rekombinantinis N

baltymas — EBLV-1 rN;

= Europos Sik$nosparniy lisaviruso antrojo tipo rekombinantinis N baltymas

—EBLV-2rN.

Tyrimui buvo panaudoti Friedrich Loeffler Institute (Vokietija) sukaupti
eksperimentiniy vakcinuoty ir laukiniy gyviny serumy rinkiniai bei anksciau
sukurty MAKk rinkinys, skirtas lisavirusy infekcijos diferencinei diagnostikai
(3.10 lentele).

Pasiutlige sukeliantys virusai pasiZymi didele atmainy gausybe, N baltymo
sintezei mielése ir MAk gavimui buvo pasirinktas placiai paplites ir vienas i§
labiausiai iStirty RABV CVS-11 kamienas (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxon
omy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=11294&lvI=3&lin=f&keep=1&srch
mode=1&unlock). Sis kamienas dar vadinamas standartiniu, todel jis daznai
naudojamas kaip pasiutligés viruso modelis jvairiuose tyrimuose bei kuriant
vakcinas. EGIS taip pat buvo susintetinti dar du Lyssavirus genciai priklausanciy
virusy (EBLV-1 ir EBLV-2) rN baltymai. EBLV-1 rN baltymo sintezei buvo
parinkta RV1423 atmaina iSskirta i§ natiiraliai infekuoto Eptesicus serotinus
SikSnosparnio 1997 metais Vokietijoje, o EBLV-2 rN baltymo — RV1333
atmaina, aptikta Zmoguje 2002 metais Skotijoje. Visos trys pasiutligés virusy
atmainos natiiralios infekcijos metu sutinkamos Europoje. Rekombinantiniai
mielése sintetinti trijy genotipy lisavirusy N baltymai (RABV rN, EBLV-1 N ir
EBLV-2 rN) formuoja tipiSkas Ziedines nukleokapsidés struktiiras, matomas
elektroniniu mikroskopu (3.17 pav.).

Pirmiausia N baltymy specifiSkumas buvo tirtas IB metodu, panaudojant
anksciau sukurtus MAk (klonas HAM), atpaZzjstancius skirtingy - genotipy
lyssavirus genties virusy N baltymus. Sie MAk buvo gauti i§ Sveicarijos
Pasiutligés centro. Kaip ir buvo tikétasi, MAk HAM atpaZino visus tris mielése
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susintetintus pasiutligés virusy N baltymus.

3.17 pav. Elektroninés mikroskopijos nuotraukos: (A) RABV rN baltymo formuojamos
NPD; (B) EBLV-1 rN baltymo formuojamos NPD; (C) EBLV-2 rN baltymo
formuojamos NPD. Padidinimas — 100 000 karty. BriikSniai deSiniajame nuotrauky
kampe atitinka 100 nm. Nuotraukos gautos i§ BTI EGIS
Fig. 3.17. Electron micrographs of RABV rN (A), EBLV-1 N (B) and EBLV-2 rN (C).
All rN proteins form nucleocapsid-like structures. Magnification — 100 000 times.
Micrographs were provided by the Department of Eukaryote Gene Engineering of the
Institute of Biotechnology

Rekombinantiniy lisavirusy N baltymy antigeninés savybés taip pat buvo
iStirtos, naudojant vakcinuoty gyviiny antiserumus. Antiserumai buvo gauti po
vakcinacijos komercine pasiutligés vakcina HDCV, | kurios sudétj jeina
nukenksminta klasikinio pasiutligés RABV viruso CVS-11 atmaina. Natyvaus
viruso N baltymo ir rekombinantiniy virusy N baltymy antigeninis panaSumas
buvo jvertintas IB (3.18 pav.). Nustatyta, kad denatiiruoti pasiutligés virusy rN
baltymai reaguoja su antikiinais, susidariusiais vakcinuoto triuSio kraujyje prie$
viruso N baltyma. IB rezultatai patvirtina, jog mieliy raiskos sistemoje sintetinty
baltymy antigeniné struktiira, lyginant su natyviy virusy, yra panasi.

Siekiant patvirtinti rekombinantiniy RABV, EBLV-1 ir EBLV-2 N baltymy
antigeninj panasumg su nattralaus viruso N baltymu, buvo panaudota grupé
MAKk prie§ N baltyma, gauty naudojant skirtingus lyssavirus genties virusus
(3.10 lentelé). Sie antikiinai pasizymi skirtingu reaktyvumu tarp lisavirsy ir iki
Siol yra naudojami naujai aptikty lisavirusy izoliaty diferencijavimui (3.10
lentel¢). RABV, EBLV-1, EBLV-2 rN baltymy antigeninés savybés buvo tirtos
netiesioginés IFA, IB, taSkinio imunoblotingo (TIB) ir IF metodais (3.11
lentelé). Nei vienas iS deSimties MAk neatpazino RABV rN, EBLV-1 1N ir
EBLV-2 rN baltymy, tiriant IB metodu. Tod¢l galima daryti prielaidg, kad
antiklinai lisavirusy infekcijos atveju susidaro prie§ komformacinius N baltymy
epitopus. Patikrinus MAk saveikag IFA metodu, MAk pasiZzyméjo skirtingu
specifiSkumu (3.19 pav.).
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3.18 pav. Mielése sintetinty RABV, EBLV-1, EBLV-2 rN baltymy sgveika su
vakcinuoto triusio antiserumu. Antiserumas gautas vakcinuojant triu§j komercine
pasiutligés vakcina (HDVC). (A) Baltymy elektroforezés nuotrauka. (B) IB su
vakcinuoto triuSio antiserumu nuotrauka. (M. baltymy molekulinio svorio standartas
(UAB Fermentas, Lietuva); 1 takelis — RABV rN baltymas; 2 takelis — EBLV-1 rN
baltymas; 3 takelis — EBLV-2 rN baltymas; 4 takelis — PUUV-Vra rN baltymas
(neigiama kontrol¢))

Fig. 3.18. Reactivity of yeast-expressed N proteins of RABV (lane 1), EBLV-1 (lane 2)
and EBLV-2 (lane 3) in Western blot with rabbit serum raised against a comercial
RABY vaccine (HDVS) (B). As controls a corresponding Coomassie blue-stained gel
(A). Lane M, prestained protein ladder (UAB Fermentas, Lithuania). Lane 4, negative
control, PUUV-Vra N protein

Du i§ deSimties MAk (W239.17 ir LBV736) atpaZino visus tris
rekombinantinius baltymus. MAk W187.5, W187.11.12 ir Z144.88 reagavo tik
su RABV 1N, o MAk MAS6.3, DUV6.15.13 ir S62.1.2 su EBLV-1 tN. MAk
MW187.6.1 atpaZino tiek RABV 1N, tieck EBLV-2 rN baltymus. Atlikus tyrimus
TIB ir IF analizés metodais, dauguma rezultaty sutapo, taciau iSsiskyrée MAk
LBV763. TIB ir IF analizéje Sis MAk neatpaZino nei vieno rekombinantinio
baltymo, o i§ IFA metodu gauty rezultaty matyti, kad jie sgveikauja su visais
trimis N baltymais (3.19 pav.). MAk LBV763 buvo gauti pries Lagoso
SikSnosparniy viruso N baltymg ir buvo tikétasi, kad jie bus tinkami Sio viruso
identifikavimui (Mebatsion et al. 1992). Taciau miisy tyrimas parodé, kad Sie
MAKk kryZzmiSkai reaguoja su kity genotipy lisavirusais, $iuo atveju su RABV.

Tyrimas parodé, jog MAK, gauti prie§ natyvius virusus reaguoja su
rekombinantiniais mielése sintetintais N baltymais ir natyviy RABV, EBLV-1 ir
EBLV-2 virusy nukleokapsidémis infekuotose lastelése. Todél galima teigti, kad
mielése susintetinty N baltymy ir laukinio tipo virusy N baltymy erdviné
struktira yra analogiSka.
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3.10 lentelé. MAKk rinkinys, skirtas lisavirusams diferencijuoti (Schneider et al. 1980,
1981, 1985; Umoh et al. 1990; Cox et al. 1992). MAk buvo gauti prie§ natyviy
lisavirusy N baltymus
Table 3.10. Monoclonal antibodies collection for differentiation of lyssavirus genotypes.
Monoclonal antibodies were generated against native lyssavirus N proteins (Schneider et
al. 1980, 1981, 1985; Umoh et al. 1990; Cox et al. 1992)

MAK klono lisavirusy izoliatai, MAK reaguoja su: MAK nereaguoja
pav. panaudoti MAK gauti su:
W239.17 europietisSkos lapés RABV, MOKYV, nenustatyta
viruso RABYV izoliatas DUUYV, EBLV, LBV;
ivairiomis vakciny
atmainomis: CVS,
CVS-11, LEP, ERA,
HEP, PM, SAD-
Berne, SAD-19, TU
33, CTN-1
WI187.5 europietisSkos lapés RABYV, Suny ir kaciy SAD-Berne,
viruso izoliatas izoliatais i§ Nigerijos; SAD-B19, ERA,
vakcinos atmaina LEP  TU 33, EBLV,
MOKYV, LBV,
DUVV
W187.11.2 europietiS$kos lapés RABYV, Suny ir kaciy EBLV, MOKYV,
viruso izoliatas izoliatais i§ Nigerijos; DUVV, LBV
vakciny atmainomis:
LEP, SAD
MW187.6.1  poliarinés lapés RABV, MOKV, LBV, SAD
MOKY ir RABV DUVYV, EBLV; Suny ir
izoliatai kaciy izoliatais i$
Nigerijos
MAS®6.3 poliarinés lapés MOKYV, EBLV-F1, LEP, LBV,
MOKY izoliatas LBV(L2, L3), Suny ir DUVV
kaciy izoliatais i$
Nigerijos ir Etiopijos
LBV736 poliarinés lapés LBV DUVYV, EBLV-FI; LEP, Etiopijos
izoliatas Suny izoliatais i RABYV atmainos,
Nigerijos MOKYV, LBV
DUV6.15.13  poliarinés lapés DUV EBLV, DUVV; Suny LEP, Etiopijos
viruso izoliatas izoliatais i§ Nigerijos RABYV atmainos,
MOKYV, LBV
S62.1.2 Poliarinés lapés EBLV, DUVV SAD B19,
EBLV-1 viruso Europo RABV
izoliatas izoliatai
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P41 poliarinés lapés RABV
izoliatas
7144.88 Suns i§ Nigerijos

viruso izoliatas

poliariniy lapiy
pasiutligés izoliatais ir
Suny izoliatais i$
Nigerijos

dauguma RABV
izoliatais ir vakciny
atmainomis

LBV; MOKYV;
DUVV; RABV
vakciny
kamienai;
SikSnosparniy
virusai i$
Vokietijos ir
Afrikos

MOKYV; DUVV;
LBV; EBLV-FI

3.11 lentelé. RABV, EBLV-1 ir EBLV-2 rekombinantiniy N baltymy antigeniniy
savybiy tyrimas IFA, TIB ir IF metodais, naudojant anksciau sukurty MAK rinkinj

Table 3.11. Characterization of RABV, EBLV-1 and EBLV-2 recombinant N proteins
antigenic properties by ELISA, dot blot and immunofluorescence methods using the
previously developed collection of monoclonal antibodies

MAKk Antigenas
klono pav. . z z
— — o (o]

z Z g g > >

2 :  Z - B

~ < = = = =

IF® IFA® TIB® IF® IFA® TIB® IF® TIB® lI]FA
W239.17 + ++ + + ++ + + + +
W187.5 + + + - - - - - _
W187.11.2 + ++ + - - - - - -
7.144.88 + ++ + - - - - - -
MW187.6.1 + ++ + - - - + 4 +
MSAG6.3 - - - + ++ + + - -
DUVe6.15.13 - - - + + + + - -
S62.1.2 . - - + + + . - .
LBV736 - + - . n - - + _
P41 - - - - - - - - -

 Sgveika tirta IF metodu : ,,+“ — sgveika yra, ,,-“~ sagveikos néra.

b Saveika tirta IFA metodu: ,,++“— stipri saveika (OT >1,5); ,,.+“ — silpna saveika (OT 1,49—1,0);

- — sgveikos néra (OT< 0,5).

¢ Sgveika tirta TIB metodu: ,+* — sgveika yra, ,,-“ — saveikos néra.
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3.19 pav. Mielése sintetinty Lyssavirus genties virusy N baltymy charakterizavimas
netiesioginés IFA metodu, naudojant lisavirusams specifiSky MAk rinkin;.
Fig. 3.19. Characterisation of yeast-expressed N proteins of RABV, EBLV-1 and
EBLV-2 with ten N protein-specific monoclonal antibodies in ELISA

3.5.2. MAKk pries RABV rN baltyma gavimas ir
charakterizavimas

Siekiant sukurti MAK, trys BALB/c linijos pelés buvo imunizuotos RABV rN
baltymu. Hibridizacijai buvo pasirinkta pelé, kurios specifiniy antikiiny titras
sieké 1:72 000. Po hibridizacijos pavyko gauti dvi hibridomy linijas,
sekretuojancias IgG1 klasés antikiinus (4A12, 6G7) ir dvi — IgG2a klasés
antiktinus (3G8, 5F12). MAk specifiSkumas RABV N baltymui buvo
patvirtintas netiesioginés IFA ir IB metodais.
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IB metodu buvo tiriama MAK ir denatiiruoty N baltymy sgveika. Tik MAk
4A12 ir 6G7 saveikavo su RABV rN baltymu (3.20 pav.). Buvo padaryta
prielaida, kad 3G8 ir 5F12 MAk atpazZjsta konformacinius epitopus ir
nesgveikauja su denatiiruotu, erdvine¢ struktiira paradusiu N baltymu, tiriant 1B
metodu. IFA metodu buvo nustatytos Ky reikSmeés. Gautos Ky reikSmés
(Ka(3G8) = 1,4- 10" M; Ky(4A12) = 2,2-10” M; K¢(5F12) = 2,1-10”; K(6G7) =
3,6-10”) parodé, jog MAKk pries RABV 1N baltymga pasizymi dideliu afiniskumu
antigenui.

3.5.2.1. MAk pries RABV rN baltyma kryZzminio specifiSkumo
tyrimas

Europos Zemyne daZniausiai sutinkami ir literatiiroje aprasomi trys pagrindiniai
pasiutlige sukeliantys virusai, priklausantys Rhabdoviridae Seimai, Lyssavirus
genciai: klasikinis pasiutligés virusas (RABYV), priskirtas 1 genotipui; Europos
SikSnosparniy lisavirusas 1 (EBLV-1), priklausantis 5 genotipui ir Europos
SikSnosparniy lisavirusas 2 (EBLV-2), priklausantis 6 genotipui. Naudojant
ClustalW?2 kompiutering programa buvo atliktas RABV N, EBLV-1 N ir
EBLV-2 N baltymy pirminiy baltymy seky palyginimas (3.21 pav.). Sugretinus
pasiutligés virusy N baltymy sekas matyti, kad baltymai yra gana homologiski
(3.21 pav.). RABV N baltymo ar. seka skiriasi nuo EBLV-1 N 12,3 %, o nuo
EBLV-2 N - 13,4 %. Tarpusavyje EBLV-1 N ir EBLV-2 N baltymai turi 13,3 %
nehomologiSky ar. Palyginus pasiutligés virusy pirming N baltymy struktiira su
tai paciai Rhabdoviridae Seimai priklausancio Indijos vezikulinio stomatito
viruso N baltymo struktiira, ar. homologija buvo labai maza, tik 20 % (rezultatas
nerodomas). Sie rezultatai rodo, kad pasiutligés virusams priklausantys N
baltymai turi i$skirtinai homologiska priming struktiirg. Todél charakterizuojant
naujus MAk prieSs RABV N baltymg buvo svarbu nustatyti jy kryZminj
specifiSkumg su EBLV-1 ir EBLV-2 N baltymais. KryZminio specifiSkumo
tyrimas buvo atliktas IFA ir IB metodais.

IStyrus MAKk ir rekombinantiniy N baltymy sgveika, MAk galima suskirstyti
1 tris grupes (3.12 lentelé):

1) 3G8 ir 5F12 saveikauja su RABV, EBLV-1 ir EBLV-2 rN baltymais tik

netiesiogines IFA metodu, atpaZjsta konformacinius epitopus;

2) 4A12 atpazjsta linijinj epitopa RABV, EBLV-1 ir EBLV-2 N

baltymuose (reaguoja netiesioginéje IFA ir IB );

3) 6G7 atpazjsta RABV rN baltyma IFA ir IB, o su EBLV-1, EBLV-2 N

baltymais sgveikauja tik IB. Todél galima daryti prielaida, kad Sio MAk

epitopas RABV rN baltymo pavirSiuje yra lengvai pasiekiamas, o EBLV-1

rN, EBLV-2 rN baltymy ta pati seka yra neprieinama antikiinams.
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3.20 pav. MAKk prieS RABV rN baltyma 4A12 (B) ir 6G7 (C) specifiSkumo tyrimas IB
metodu, naudojant rekombinantinius Lyssavirus genties virusy N baltymus. (A) Baltymy
elektroforezés nuotrauka. (M — baltymy molekulinio svorio standartas (UAB Fermentas,

Lietuva); 1 takelis — RABV rN baltymas; 2 takelis — EBLV-1 rN baltymas; 3 takelis —

EBLV-2 rN baltymas; 4 takelis — netransformuoty mieliy lasteliy grubus lizatas)

Fig. 3.20. Western blot analysis of monoclonal antibodies 4A12 (B) and 6G7 (C) cross-
reactivities with recombinant, yeast expressed N proteins of RABV (lane 1), EBLV-1
(lane 2), EBLV-2 (lane 3), crude lysate of non-transformed yeast cells (lane 10). Lane
M, prestained protein ladder (UAB Fermentas, Lithuania). (A) As a control the same

recombinant proteins were run in SDS polyacrylamide gel and stained with Coomassie
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EBLV-2 N (RV1333) SSNAVGHVENLIHFVGSYMGQVRSLNATVIATCAPHEMSVLGGYLGEEFFGKGTFERRFF 360
****************.****:******** :****************************

RABV N (CVSs-11) RDEKELQEYEAAELTKTDVALADDGTVNSDDEDYFSGETRSPEAVYTRIMMNGGRLKRSH 420

EBLV-1 N (RV1423) RDEKELQDYEAAESTKVDVALADDGTVNSDDEDFFSGDTRSPEAVYTRIMMNGGRLKRSH 420

EBLV-2 N (RV1333) RDERELAEHEAIESTKTDVALADDGTVNSDDEELYSGGTRTPEAVYTRIMVNGGKLKKSH 420
***:** ::** * **.***************: :** **:*********:***:**:**

RABV N (CVS-11) IRRYVSVSSNHQARPNSFAEFLNKTYSNDS—- 450

EBLV-1 N (RV1423) IKRYVSVSANHQARPNSFAEFLNKTYSSDPR 451

EBLV-2 N (RV1333) IKRYVSVSSNHQARPNSFAEFLNKTYSSDPR 451

3.21 pav. Lisavirusy: RABV, EBLV-1, EBLV-2 N baltymy pirminés struktiiros
palyginimas, atliktas ClustalW2 programa. (,,*“ — homologinés ar.; ,,:* — panasia
funkcing grupg turincios ar.; ,,.“ — funkciskai panasSios ar.)

Fig. 3.21. Alignment of RABV, EBLV-1 and EBLV-2 N protein aa sequences.
Alignment of selected proteins primary structures was performed using ClustalW2. (,,*“
— homologous aa sequences; ,,:“ — aa with a similar functional group; ,,.“ — functionally
similar aa)

3.12 lentelé. MAk pries RABV rN baltyma saveika su Lyssavirus genties virusy
rekombinantiniais N baltymais netiesioginés IFA ir IB metodais

Table 3.12. Interaction between monoclonal antibodies against RABV rN protein and
lyssavirus recombinant N proteins using indirect ELISA and Western bolt analysis

MAKk RABV rN EBLV-1rN EBLV-2rN
klono pav.

IFA 1B IFA 1B IFA 1B
3G8 + - + - + -
5F12 + - + - + -
4A12 + + + + + +
6G7 + + - + - +

Saveika tirta IFA metodu: ,,.+“ — saveika yra, OT >0,5; ,,-“ — saveikos néra, OT< 0,5.
Saveika tirta IB metodu: ,.+“ — saveika yra, ,,-*“— sgaveikos néra.

3.5.2.2. MAk pries RABYV rN baltyma specifiSkumo tyrimas in
situ

Pasiutligés viruso infekcijos metu lgstelése susiformuoja 2—10 um skersmens N
baltymo agregatai, vadinami Negri kiineliais. Negri kuneliai budingi tik
pasiutligés viruso infekuotoms nervy Igsteléms, todél jie svarbiis, histologiSkai
diagnozuojant pasiutligés viruso infekcija. Pagal PSO patvirtinta protokola,
pasiutligés virusy infekcijos diagnostika turi biti atliekama tiesioginés IF
metodu, naudojant antikiinus prie§ ribonukleobaltymus. Sis metodas laikomas
auksiniu standartu, nustatant pasiutligés virusus infekuoty gyviiny centrinés
nervy sistemos audiniuose (http://www.cdc.gov/rabies/diagnosis/direct_fluoresc
ent_antibody.html). Todél nauji MAk prie§ RABV rN baltyma, kurie atpaZinty
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natiiralaus viruso nukleokapsides infekuotuose audiniuose, galéty biiti taikomi
pasiutligeés virusy diagnostikai.

MAKk saveikos su infekuotais audiniais tyrimams buvo panaudoti kar$ciu
fiksuoti RABV infekuotos lapés smegeny histologiniai méginiai. Viruso
infekcija Siuose méginiuose buvo patvirtinta tiesioginés IF metodu Lietuvos
Nacionaliniame maisto ir veterinarijos rizikos vertinimo institute, Virusologiniy
tyrimy skyriuje, naudojant komercinius antikiinus. Netiesioginés IF metodu
infekuotuose audiniuose RABV nukleokapsides atpaZino 3G8 ir 5F12 klony
sekretuojami MAk (3.22 pav.). IF tyrimo metu buvo stebima intensyvi
fluorescencija, kuri patvirtina Siy MAk ir viruso nukleokapsidZziy, arba N
baltymy agregaty — Negri kiineliy sgveika (3.22 pav.). Klony 4A12 ir 6G7
sekretuojami MAk nereagavo su viruso nukleokapsidémis.

3G 4A12)
:

3.22 pav. MAk specifiskumo tyrimas IF metodu, naudojant RABV infekuotos lapés
smegeny histologinius méginius. Tyrimams naudoti antikiinai: 3G8, 4A12, 5F12, 6G7.
PAk — pelés polikloniniai antikiinai prie§ RABV rN baltyma. NK — neigiama kontrole,

MAKk (7G2) pries ANDV ir SNV rN baltymus. TK — teigiama kontrolé, MAk (W239.17)
pries europietiSkos lapés RABYV izoliata
Fig. 3.22. Indirect immunofluorescence staining of hPIV-infected fox brain tissues with
monoclonal antibodies (3G8, 4A12, 5F12, 6G7) raised against RABV rN protein. PAk,
mouse antiserum rised against RABV rN protein, NK, negative control, monoclonal

antibody (7G2) against ANDV and SNV 1N proteins, TK, positive control, monoclonal
antibody (W239.17) rised against European fox RABYV isolate
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3.5.3. RABV rN baltymo antigeninés strukturos tyrimas

3.5.3.1. MAk specifiSkumo tyrimas konkurencinés IFA metodu

Kaip minéta 3.5.2.1 skyrelyje, sukurtieji MAk prieS RABV rN baltyma buvo
suskirstyti ] 3 grupes pagal tai, kaip jie saveikavo su pasiutligés virusy N
baltymais, tiriant IFA ir IB metodais. Buvo padaryta prielaida, kad MAKk,
priskirti tai paciai grupei, gali atpaZinti tas pafias RABV rN, EBLV-1 rN,
EBLV-2 rN baltymy imunodominuojancias sritis (epitopus). Paprasciausias
biidas nustatyti, ar MAk atpaZjsta ta patj epitopa baltymo molekuléje — atlikti
konkurencing IFA. Tam tikslui vienas MAKk turi biiti paZymétas fermentine
Zyme. Buvo pasirinkti trys MAk (3G8, 4A12 ir 6G7), t.y., po vieng MAKk i§
kiekvienos grupés (3.5.2.1 skyrelis) ir konjuguoti su krieny peroksidaze. Zyméto
MAKk aktyvumo sumaZéjimas nuo 50 % ir daugiau konkurencinéje IFA, lyginant
saveika su kontrole (kontrolé — Zyméto MAK ir baltymo sgveika), rodo neZyméto
MAKk inhibuojantj poveikj. Tokiu atveju neZymétas ir Zymétas MAK tarpusavyje
konkuruoja. Jeigu vyksta konkurencija tarp Zyméto ir neZyméto MAKk, jy
epitopai yra persiklojantys arba Salia vienas kito. Jei konkurencijos néra — MAk
epitopai yra skirtingose baltymo molekulés vietose.

Konkurencinés IFA rezultatai parodé (3.13 lentelé¢), kad konkurencija vyko
tarp Zyméto MAk 4A12* ir neZyméto MAk 6G7 bei tarp Zyméto MAk 6G7* ir
neZyméto 4A12. Taigi, tarpusavyje konkuruoja 4A12, 6G7 klony sekretuojami
antiktinai. Vadinasi, §iy MAk epitopai yra persiklojantys arba vienas Salia kito.

Tarpusavyje nekonkuravo MAk 3GS8 ir 5F12, todél Sie MAk atpazjsta
skirtingus epitopus. IFA ir IB metodais buvo nustatyta, kad MAk 3G8 ir SF12
atpazjsta konformacinius RABV, EBLV-1 ir EBLV-2 rN baltymy epitopus,
todél buvo maZai tikétina, kad MAk atpaZins tuos pacius konformacinius
epitopus.

3.13 lentelé. MAk specifiSkumo tyrimas konkurencinés IFA metodu. Ploksteléje
imobilizuotas RABV rN baltymas

Table 3.13. Specificity analysis of monoclonal antibodies by competitive ELISA.
RABV 1N protein immobilized on a plate

Nezyméty MAK klony

o 3G8 5F12 4A12 6G7
Zyméty

MAK klony pav.

3G8* [ + + +
4A12% + + e ++
6G7* + + ++ +++

»F“— MAKk Zyméti fermentine Zyme; ,,.+“ — stebima iki 50 % konkurencija; ,,++“ — stebima iki 75
% konkurencija; ,,+++“ — stebima iki 100 % konkurencija; ,, “— homologiné konkurencija.
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Konkurenciné IFA buvo atlikta ir su ankSc¢iau sukurtais MAk: W239.17,
WI187.11.2, ir W187.61, gautais prie§ natyvius pasiutligés virusus. Taciau
konkurencijos tarp $iy ir Zyméty antikiiny (3G8*, 4A12* ir 6G7*) nebuvo. Kaip
buvo minéta 3.5.1. skyriuje, Sie MAk taip pat atpazjsta konformacinius
pasiutligés N baltymy epitopus ir tiksli jy lokalizacija neZinoma.

3.5.3.2. MAk epitopy lokalizavimas, naudojant RABV N
baltymo fragmentus

Tiriant RABV, EBLV-1 ir EBLV-2 rN baltymy antigenines savybes, buvo
naudojami vakcinuoty gyviny serumai ir MAk, ank$¢iau gauti prie§ natyviy
virusy N baltymus (3.5.1. skyrelis). Sie tyrimai parodé, kad visy trijy
rekombinantiniy N baltymy erdviné struktiira pana$i | natiiraliy virusy. Todél
buvo iSkeltas uZzdavinys iStirti klasikinio pasiutligés viruso N baltymo antigenine
struktiirg, panaudojant RABV N baltymo fragmentus ir MAK pries §j baltyma.

Tam tikslui buvo konstruojami trys N baltymo seka atkartojantys
fragmentai, sulieti su GST: 1-186 ar. (#1); 168-358 ar. (#2) ir 367450 ar. (#3).
Persiklojan¢iy RABV N baltymo fragmenty schema pateikta 3.23 paveiksle.
Fragmentai buvo susintetinti E.coli. MAk saveika su fragmentais buvo tiriama
IB metodu (antrojo fragmento raiSkos nepavyko patvirtinti, 3.23 pav. antrasis
fragmentas paZzymétas zvaigzdute). Kadangi MAk 3GS8 ir SF12 atpazjsta
konformacinius epitopus RABV rN molekulé¢je (IB nereaguoja), jy epitopy
nustatyti nepavyko. MAk 4A12, 6G7 reagavo su pirmuoju fragmentu (3.24
pav.), todél jy atpazjstami epitopai lokalizuoti nuo 1 iki 186 ar. Anksciau
apraSyti konkurencinés IFA tyrimai parodé, kad MAk 4A12, 6G7 atpazjsta ta
patj arba persiklojancius, Salia esancius epitopus.

RABY N baltymas
- 14s0ar. |
[ 1-186 ar. [
#1 | 168-358 ar. |
i

#3

3.23 pav. Persiklojanc¢iy RABV N baltymo fragmenty schema
Fig. 3.23. Schematic representation of overlapping RABV N protein fragments

IB metodu taip pat buvo iStirta polikloniniy antikiiny, susidariusiy prie$
RABV 1N baltyma, sgveika su RABV N baltymo fragmentais. Tyrimas parode¢,
kad jie nereaguoja né su vienu fragmentu, taip pat silpnai saveikauja su pilno
ilgio RABV 1N baltymu (rezultatai nerodomi). Taigi, RABV rN baltymo
strukttira palanki susidaryti antikiinams prie§ konformacinius epitopus.
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kbaM 1 2 3 4 M1 2 3 4

170
130
95
72

55
43

34
26

A B

3.24 pav. MAk 4A12 (A) ir 6G7 (B) pries RABV 1N baltyma saveikos su RABV N
baltymo fragmentais tyrimas IB metodu. (M — baltymy molekulinio svorio standartas,
(UAB Fermentas, Lietuva); 1 takelis — RABV N baltymo 1-186 ar. seka atkartojantis

fragmentas; 2 takelis —- RABV N baltymo 168—358 ar. seka atkartojantis fragmentas (Sio

fragmento raiSkos nepavyko patvirtinti); 3 takelis - RABV N baltymo 367—450 ar. seka

atkartojantis fragmentas; 4 takelis — neigiama kontrol¢, E.coli lizatas su tus¢ia pGEX-KT
plazmide)

Fig. 3.24. Western blot analysis of monoclonal antibodies 4A12 (A) and 6G7 (B)
reactivities with RABV N protein fragments. (Lyne M, prestained protein molecular
mass marker; lane 1, fragment #1(1-186 aa); lane 2, fragment #2 (168-358 aa); lane 3,
fragment #3 (367-450 aa); lane 4, negatyve control, E. coli lysate transfomed with
empty pEX-KT vector)

Atlikti RABV 1N baltymo antigeninés strukttiros tyrimai rodo, kad du MAk
(4A12 ir 6G7) atpaZino RABV 1N baltymo seka tarp 1 ir 186 ar. Atlikus
konkurencing IFA, buvo nustatyta, kad Sie MAk tarpusavyje konkuruoja dél
sgveikos su RABV rN baltymu. Taigi, konkurenciné IFA patvirtino, kad jy
epitopai lokalizuoti toje pacioje vietoje arba greta vienas kito (nuo 1 iki 186 ar.).
MAk 4A12 ir 6G7 atpazjsta RABV, EBLV-1 ir EBLV-2 rN baltymus. Taciau
MAK 6G7 IFA metodu nereagavo su EBLV-1 ir EBLV-2 rN baltymais, o
atpaZino $iuos N baltymus tik jiems ,,iSsisukus® (denattiruojan¢iomis salygomis).
Todél galima daryti prielaidg, kad EBLV-1 ir EBLV-2 rN baltymy atveju 6G7
atpazZjstamas epitopas dél skirtingos pasiutligés virusy N baltymy tretinés
struktlros antikinams yra nepasiekiamas. Palyginus RABV, EBLV-1 ir EBLV-2
N baltymy sekas tarpusavyje (3.21 pav.), matyti, kad 1-150 ar. sritis yra ypac
variabili, o dél $iy skirtumy ir susidaro skirtingos N baltymy erdvinés struktiiros.
Kol kas RABV, EBLV-1 ir EBLV-2 N baltymy monomery kristalografinés
strukttiros néra Zinomos. Todél norint palyginti visy trijy N baltymy 1-186 ar.
fragmento iSsidéstyma erdvéje, reikia sukurti N baltymy modelius. Pasitelkiant
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baltymy struktiry modeliavimo jrankius (baltymo sekos ir struktiiros analizés
tinklo server] — Bioinformatics Tolkit, Max — Planck Institute for Development
Biology  (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/); tretinés  struktiiros perziiiros
programa — PyMol (http://www.pymol.org/)) buvo sumodeliuotos RABYV,
EBLV-1, EBLV-2 N baltymy erdvinés struktiiros ir modeliuose paZyméta
imunogeniska 1-186 ar. seka. Modeliavimas buvo atliekamas Sablonu pasirinkus
RABV RNR ir N baltymo dalelés struktiiros modelj, nes §io komplekso
kristalografiné struktiira jau yra Zinoma ir pateikta PDB duomeny bazéje
(Albertini et al. 2006). Gautuose erdvinés struktiiros modeliuvose RABV, EBLV-
1 ir EBLV-2 N baltymy struktiiros skirtingos ir 1-186 ar. sritis erdvéje susisuka
skirtingai (3.25 pav.). Strukttry perZitiros programa PyMol analizuojant RABV
RNR ir N baltymy formuojamos dalelés modelj ir pazyméjus mélyna spalva 1-
186 ar. fragmentg matyti, kad i sritis iSkelta | RABV nukleokapsidés pavirsiy ir
turéty biti lengvai prieinama B lasteléms (3.26 pav.).

EBLV-1 N

3.25 pav. Lyssavirus genties N baltymy erdvinés struktiiros modeliai. Mélyna spalva
pazymétas imunogeniskas 1-186 ar. fragmentas. Paveiksle pateiktos RABV (CVS-11
atmainos), EBLV-1 (RV1423 atmainos) ir EBLV-2 (RV 1333 atmainos) N baltymy
erdvinés strukttiros modeliai

Fig. 3.25. Three-dimensional models of lyssavirus N proteins. Immunogenic
fragment aa 1-186 is marked in blue. The figure represents the three-dimensional
models of RABV (CVS-11 isolate), EBLV-1 (RV1423 isolate) ir EBLV-2 (RV1333
isolate) N proteins
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3.26 pav. RABV (CVS-11 atmainos) ribonukleobaltymo erdvinés struktiiros modeliai.
Mélyna spalva paZymétas imunogenis$kas N baltymo 1-186 ar. fragmentas. (A) RABV
nukleokapsidés ziedo (N baltymo kartu su RNR) erdvinés strukttiros modelio
horizontalios projekcijos vaizdas. (B) RABV nukleokapsidés ziedo (N baltymo kartu su
RNR) erdvinés struktiiros modelio frontalinis vaizdas

Fig 3.26. Three-dimensional model of the RABV ribonucleoprotein. Immunogenic
N protein fragment aa 1-186 is marked in blue. (A) Horizontal projection image of the
three-dimensional model of RABV nucleocapsid ring (N protein bound to RNA); (B)
Frontal image of the three-dimensional model of RABV nucleocapsid ring (N protein
bound to RNA)

Naujai sukurtieji MAk buvo palyginti su kity autoriy apraSytaisiais MAk
pries RABV N baltyma. Aprasomi 6 MAKk, specifiSki RABV N baltymo C
galiniam fragmentui nuo 360 iki 383 ar. (Goto et al. 2000). Yra duomeny ir apie
MALK, specifiSskus RABV N baltymo N galiniam fragmentui: jy atpaZjstamas
epitopas buvo nustatytas N baltymo sekoje tarp 1 ir 42 ar. (Toriumi ir Kawai
2005). Miusy atlikti tyrimai suteikia naujy Ziniy apie RABV 1N baltymo
antigening struktlirg, jo galima iSsidéstyma nukleokapsidéje. Literatiiroje
minima, kad pasiutligés viruso N baltymo N galiné dalis nedalyvauja
nukleokapsidés formavime ir sgveikoje su kitais viruso baltymais, pvz., P
baltymu (Toriumi ir Kawai 2005). Sie autoriai taip pat parodé, kad MAk pries
1-42 ar. segmentg saveikauja su N baltymu net ir tais atvejais, kai N baltymas
yra nukleokapsidés struktiiroje arba prisijunges P baltymg. Tuo tarpu MAKk prie$
N baltymo C galinj segmentg (nuo 388 iki 407 ar.) nesgveikauja su N baltymu,
kai jis formuoja minétas strukttiras. Taigi, miisy gauti rezultatai patvirtina kity
autoriy duomenis, kad maZziau struktiirizuotas N galinis domenas yra laisvas ir
prieinamas B Igsteléms, todél pries Sig dalj susidaro antikiinai.
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3.5.4. Rezultaty, gauty tiriant naujas hibridomas prie§ RABV
rN baltyma, apibendrinimas

Buvo sukurti 4 IgG klasés MAk (3G8, 4A12, 5F12 ir 6G7) prieS klasikinio
pasiutligés viruso rekombinantinj N baltyma, kuris formuoja NPD. Imunizacijai
ir klony atrankai naudoty NPD antigeniné struktira buvo detaliai iStirta,
naudojant gyviiny antiserumus ir anksciau apraSytus MAK prie§ natyviy virusy N
baltymus. MAk 3G8, 4A12, 5F12 ir 6G7 buvo charakterizuoti IFA, IB ir IF
metodais, nustatytos Ky (3.14 lentelé).

MAKk specifiSkumo tyrimas IF metodu, naudojant RABV infekuotos lapés
smegeny histologinius méginius, patvirtino natyvaus viruso ir rekombinantinio
N baltymo antigeninés struktiros panaSuma. Buvo nustatyta, kad tik
konformacinius epitopus atpaZjstantys MAk (3G8 ir SF12) sgveikavo su viruso
nukleokapsidémis infekuotose smegeny lastelése. MAk epitopy lokalizacija
buvo istirta konkurencinés IFA metodu ir naudojant persidengiancius N baltymo
fragmentus. Buvo nustatyta, kad RABV N baltymo N galin¢ dalis (1-186 ar.)
yra imunogeniska — prie§ ja susidar¢ du MAk (4A12 ir 6G7), atpaZjstantys
linijinius epitopus.

3.14 lentelé. Apibendrinantys duomenys apie naujus MAk prieS RABV rN baltyma
Table 3.3. Summarising data on recently produced monoclonal antibodies against

RABV 1N protein
MAk MAk Ky M MAK ir MAK ir MAK ir RABVN
klono  klasé ir RABVN EBLV-IN EBLV-2N baltymo
pav. poklasé baltymo baltymo baltymo epitopy
saveika saveika saveika lokalizacija
IF/IFA"/  IF*/IFA"IB IF*/IFA"/IB
IBC c c
10 —
3G8  IgGl LA10T0 nt./+/- nt./+/- konformacinis
epitopas
9 ..
5F12  1gGl 207 nt./+/- nt./+/- konformacinis
epitopas
4A12 IgG2a 2,2-10°  -/+/+ nt./+/+ nt./+/+ 1-186 ar.
6G7 IgG2a 3,6:10°  -/+/+ nt./-/+ nt./-/+ 1-186 ar.
“Saveika tirta IF metodu: ,+“ — sgveika yra, ,-* — sgveikos néra, ,,nt.“ — netikrinta. Tyrimams
buvo naudojami kar$ciu fiksuoti RABV infekuotos lapés smegeny audiniai.
bSaweika tirta IFA metodu: ,.+“ — saveika yra, OT>0,5; ,.- — saveikos néra, OT<0,5. Tyrimams

buvo naudojami RABV, EBLV-1 ir EBLV-2 rN baltymai.
“Saveika tirta IB metodu: ,+“ — sgveika yra, ,-“ — saveikos néra. Tyrimams buvo naudojami
RABV, EBLV-1 ir EBLV-2 N baltymai (2 pg/takeliui).

Naujai sukurtieji MAk prie§ RABV rN baltyma gali biiti panaudoti, kuriant
laboratorinés diagnostikos sistemas RABV ir kity pasiutlige sukelianciy virusy
infekcijai nustatyti. Siy MAk diagnostiné verté bus iStirta, bendradarbiaujant su
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Friedrich-Loefler Institute (Vokietija), kur sukaupta didelé pasiutligés virusais
infekuoty histologiniy méginiy kolekcija.






Bendrosios iSvados

Sukurtos 4 hibridomy linijos, sekretuojancios auksto afiniSkumo IgG
klasés antikiinus prie§ mielése susintetintg hPIV3 N baltyma. Visi
antiktinai specifiSkai atpaZjsta viruso nukleokapsides hPIV3 infekuotose
lastelése ir nereaguoja su giminingu hPIV1.

Gauti nauji duomenys apie hPIV3 N baltymo antigening struktiirg.
HPIV3 N baltymo imunodominuojantys rajonai yra iSsidéste baltymo C
galingje dalyje, tarp 397 ir 446 ar. Identifikuotas hPIV3 N baltymo
linijinis epitopas (437-446 ar.), homologiSkas tymy viruso N baltymo
epitopui.

Naudojant mielése susintetintag Menagle viruso N baltymg, pirma karta
sukurti monokloniniai antikiinai prie§ Menangle virusa, kurie tinka Sio
viruso laboratorinei diagnostikai. Vienas i§ antikiiny (klonas 10G8)
kryZmiSkai reaguoja su giminingo Tioman viruso N baltymu. Antikiiny
atpazjstami epitopai iSsidést¢ N baltymo C galin¢je dalyje, tarp 431 ir
490 ar.

Paramiksovirusy N baltymy antigeninés struktiiros tyrimai patvirtina,
kad Siy baltymy C galiné dalis yra imunodominauojanti ir lokalizuota
nukleokapsidés pavirSiuje.
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Sukurti ir detaliai charakterizuoti monokloniniai antikiinai prie§
rekombinantinius hantavirusy N baltymus. Antikiing kryZminis
specifiSkumas su jvairiy hantavirusy N baltymais patvirtina §iy virusy
glaudy filogenetinj ryS$j. Sukurtieji antikiinai atpazjsta hantavirusus
infekuotuose Zmogaus ir gyviiny audiniuose ir gali biti panaudoti,
kuriant naujas laboratorines diagnostikos sistemas hantavirusy infekcijai
nustatyti.

Sukurti 4 monokloniniai antiklinai prie§ rekombinantinj klasikinio
pasiutligés viruso (RABV) N baltyma. Du antikiinai atpazjsta linijinius
epitopus, kurie lokalizuoti RABV N baltymo N galinéje dalyje, tarp 1 ir
186 ar. Kiti du antikiinai, atpaZjstantys konformacinius epitopus,
sgveikauja su viruso nukleokapsidémis infekuotose smegeny lastelése.

Monokloniniai antiktinai prie§ rekombinantinius virusy N baltymus gali
biiti panaudoti naujoms virusy diagnostikos sistemoms kurti. Antikiiny
sgveika su virusais infekuotose Iastelése patvirtina rekombinantiniy
mielése susintetinty N baltymy ir virusy nukleokapsidZiy antigeninj
panasuma.
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