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ISPITIVANJE NEKIH BIOLOSKIH KARAKTERISTIKA GLIKOPROTEINSKIH
SUBJEDINICA SOJA PHY-LMV.42 VIRUSA NEWCASTLE
BOLESTI ZIVINE*

EXAMINATION OF SOME BIOLOGICAL PROPERTIES OF GLYCOPROTEIN
SUBUNITS OF PHY-LMV.42 STRAIN OF NEWCASTLE DISEASE VIRUS

Nenad Mili¢, Jakov Nisavi¢, Suncica Borozan, Andrea Zori¢, Sava Lazic,
Tamas Petrovi¢, Zoran Rasi¢* *

Cili nadeq istraZivanja je bilo ispitivanje bioloSkih karakteristika
precisc¢enih glikoproteinskih subjedinica soja PHY-LMV.42 virusa
Newecastle bolesti izolovanog iz golubova radi njihovog koris¢enja
za pripremanje vakcine. Soj PHY-LMV.42 virusa Newcastle bolesti
Jje umnoZavan sukcesivnim pasazama u kokoSijim embrionima
i identifikovan metodama Reverse transcriptase PCR | Real-
Time PCR uz sekvenciranje F gena. Dokazivanje prisustva HN
i F antigena u uzorcima virusnih subjedinica vr§eno je metodom
inhibicije  hemaglutinacije sa referentnim imunim serumima.
Biohemijska karakterizacija glikoproteinskih subjedinica izvrSena je
primenom metoda SDS-PAGE i te¢ne hromatografije sa masenom
spektrometrijom (LC ESI-TOF-MS/MS). Ispitivanje imunogenosti
virusnih subjedinica sprovedeno je u bioloSkom ogledu na ukupno 75
kokoSi nosilja Tetra-SSL i 25 pilica Isa Brown uz izvodenje veStacke
infekcije sojem Hertz 33 navedenog virusa. Niske koncentracije
virusnih antigena od 0,36 mg/ml sa glikoproteinskim frakcijama od 77
i 68 kDa su ispoljavale snaznu hemaglutinacionu aktivnost od 4096
HJ/0,1ml. Subjedinicne vakcine od 256 i 128 HJ/0,5 ml, indukovale
su imunolo8ki odgovor za$titnog karaktera kod svih vakcinisanih
Zivotinja. Na osnovu dobijenih rezultata mozZe se zakljuciti da se niske
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koncentracije precis¢enih virusnih subjedinica soja PHY-LMV.42
mogu koristiti za pripremanje efikasne vakcine.

Kljucne reci: virus Newcastle bolesti, glikoproteinske subjedinice,
SDS-PAGE, LC ESI-TOF-MS/MS, imunizacija.

Uvod / Introduction

Ispitivanje bioloskih karakteristika i imunogenih svojstava glikoproteinskih
antigena lentogenih sojeva virusa Newcastle bolesti u cilju njihove primene za
pripremanije vakcina bilo je predmet istrazivanja mnogih autora (Mili¢ i sar., 1996;
Tanabayashi i Compans, 1996; Alexander, 2000; Panshin i sar., 2001). Virus
Newcastle bolesti je jedan od najznacajnijih patogena u populaciji ptica i domace
Zivine koji izaziva atipicnu kugu Zivine, kontagiozno oboljenje koje prati visoka
stopa morbiditeta i mortaliteta, Sto ima za posledicu i velike ekonomske gubitke
u zivinarstvu. S obzirom da je za pripremanje efikasnih vakcina za sprovodenje
imunoprofilakse atipicne kuge Zzivine od posebnog znacaja izbor imunogenih
vakcinalnih antigena, vrSena su mnoga ispitivanja strukture, genetiCkih i
antigenskih karakteristika velikog broja lentogenih i mezogenih sojeva virusa
Newcastle bolesti sa posebnim osvrtom na hemaglutinaciona i imunogena
svojstva njihovih glikoproteinskih komponenti (Maas i sar., 2003; Arora i sar.,
2010; Chatuverdi i sar., 2011; Ganar i sar., 2014). Najznacajnije strukturne
komponente preciS¢enih viriona virusa Newcastle bolesti predstavljaju najmanje
6 virusnih proteina koji obuhvataju: hemaglutininsko-neuraminidazni protein
(HN), fuzioni protein (F), matriksni protein (M), nukleokapsidni protein (NP),
fosfoprotein (P) i veliki protein (L), medu kojima su imunoloski najznacajniji HN i
F glikoproteini spoljasnjeg virusnog omotaca koji imaju kljuénu ulogu i u procesu
ostvarivanja infekcije jer omogucavaju adsorpciju virusa na povrSinu membrane
¢elije domacina (Alexander, 2000; Rémer-Oberdorfer i sar., 2003). Dosadasnja
iskustva u primeni inaktivisanih i zivih vakcina u imunoprofilaksi Newcastle bolesti
Zivine su ukazala da iste, pored toga $to vakcinisanim Zivotinjama omogucavaju
postizanje zadovoljavaju¢eg imuniteta, imaju i izvesne nedostatke. Tako na primer,
Zive vakcine protiv virusa Newcastle bolesti kod vakcinisanih Zivotinja stimuliSu
stvaranje imuniteta zastithog karaktera, ali Cesto dovode i do pojave nepozeljnih
postvakcinalnih efekata koji se manifestuju pojavom respiratornih poremecaja,
dok u nekim slu€ajevima postoji mogucnost da vakcinalni sojevi virusa povrate
svoju virulenciju posle viSekratnih retrogradnih pasaza kroz prijem¢ive organizme
u terenskim uslovima (Roth, 1999; Alexander, 2000). Za razliku od Zivih vakcina,
imunogeni pripremljeni od inaktivisanih sojeva virusa Newcastle bolesti su mnogo
bezbedniji za vakcinisane Zivotinje, ali su Cesto slabije imunogeni tako da se
naj¢esce konjuguju sa razli€itim adjuvansima od kojih se naj¢eSce koriste uljane
emulzije, $to Cesto dovodi do zapaljenskih procesa na mestu aplikacije vakcine
(Homhuan i sar., 2004). U cilju prevazilazenja nedostataka klasi¢nih vakcina protiv
atipicne kuge Zivine u novije vreme se sve viSe istraZivanja usmerava prema
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ispitivanju moguénosti koriSéenja vakcina pripremljenih od preciS¢enih virusnih
antigena ili pojedinih imunolo$ki znacajnih virusnih komponenti (subjedinica)
koje sadrze glikoproteinske HN i F antigene virusa, odgovorne za stimulisanje
specificnog imunoloSkog odgovora kod vakcinisanih Zivotinja, dok su oslobodene
od infektivnih delova virusne Cestice kao i balastnih proteina koji bi mogli delovati
kao pirogeni (Mili¢ i sar., 1996; Seal i sar., 2000; Panshin i sar., 2001). Iz tih
razloga su i nasa istraZzivanja bila usmerena na ispitivanje strukturnih komponenti
i nekih bioloskih karakteristika soja PHY-LMV.42 virusa Newcastle bolesti Zivine
izolovanog iz golubova, a prvenstveno hemaglutinacionih aktivnosti i imunogenih
svojstava njegovih subjedinica koje sadrze hemaglutininsko-neuraminidazne (HN)
i fuzione (F) glikoproteinske virusne antigene u cilju pripremanja subjedini¢ne
vakcine.

Materijal i metode rada / Material and methods

Sojevi virusa / Virus strains

Ispitivani soj virusa Newcastle bolesti Zivine, izolovan iz golubova je
prethodno umnozavan u alantohorijalnim Supljinama kokoSijih embriona
starosti od 9 do 11 dana tokom perioda od 72 ¢asa na temperaturi od 37°C.
Pre ispitivanja strukturnih, hemaglutinacionih i imunogenih svojstava virusnih
antigena izvrSena je identifikacija izolovanog soja PHY-LMV.42 virusa Newcastle
bolesti primenom lan€ane reakcije polimeraze — Reverse transcriptase PCR (RT-
PCR) i Real-Time PCR sa sekvenciranjem nukleotida uz koriS¢enje specifiCnih
prajmera za F gen — MV1 i B2. Za izvodenje metode RT-PCR bilo je neophodno
najpre izvrSiti ekstrakciju RNK virusa Newcastle bolesti uz kori8¢enje QlAamp
viral RNA mini kita (Qiagen, SAD) po uputstvu prizvodaca. Posle ekstrakcije
virusne nukleinske kiseline, metoda RT-PCR izvodena je uz primenu F-5-
CCTTGGTGAITCTATCCGIAG-3 i R-5-CTGCCACTGCTAGTTGIGATAATCC-3
prajmera za F protein. Protokol za izvodenje navedene metode se sastojao od 25
ciklusa denaturacije nukleinske kiseline na temperaturi od 94°C u trajanju od 30
sek., vezivanja prajmera na temperaturi od 50°C u trajanju od 30 sek. i elongacije na
72°C u trajanju od 10 minuta. Veli¢ina dobijenog produkta je iznosila 254bp. Pored
navedenog protokola u ispitivanjima je koris¢en i protokol koji pored ekstrakcije
virusne nukleinske kiseline primenom prethodno navedenog kita podrazumeva i
kori¢enje degenerisanih prajmera 5-ATG GGC (C/T)CC AGA C(C/T)CT TCT AC-
3i5-CTGCCACTG CTAGTT GTG GTG ATAATC C-3 koji ograni¢avaju deo gena
virusne nukleinske kiseline koji kodira sintezu F proteina virusa Newcastle bolesti.
VeliCina oCekivanog produkta dobijenog u reakciji je iznosila 535bp. KoriSéena
metoda Real Time RT-PCR odgovara proceduri opisanoj u ispitivanjima Wise i sar.
(2004). 1zvodenju metode sekvenciranja je prethodila ekstrakcija i precis¢avanje
PCR proizvoda iz gela agaroze. PreciS¢avanje PCR proizvoda je vr§eno pomocu
kita za ekstrakciju - QIAquck gel extraction kit (Qiagen) po uputstvu proizvodaca.
Takode, pre sekvenciranja virusnog genoma izvr§ena je kvantifikacija dobijene
virusne DNK pomoéu molekularnog standarda GeneRuler, dok je metoda
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sekvenciranja izvodena uz kori§¢enje automatizovanog kapilarnog sistema po
Sanger metodi primenom BigDye Terminator v3.1 kita (Applied Biosystems). Za
izvodenje metode Real Time RT-PCR radi identifikacije nukelinske kiseline virusa
Newcastle bolesti koriS¢ena je procedura koja odgovara proceduri opisanoj u
ispitivanjima Wise i sar. (2004) sa prajmerima i probom za M gen. Ovaj protokol
je namenjen za brzo dokazivanje prisustva virusa Newcastle bolesti u uzorcima
suspektnog materijala bez obzira na patotip virusa, odnosno za brzu i pouzdanu
detekciju njegovih velogenih i lentogenih sojeva.

Sukcesivnim pasazama virusnog antigena u kokoSijim embrionima tokom
perioda od mesec dana i sakupljanjem njihove alantoisne te€nosti sa umnozZenim
virusom, dobijena je dovoljna koli€ina virusne suspenzije sa titrom virusa od
log=10%° EID, /0,1 ml i hemaglutinacionim titrom od 512 HJ/0,1ml. Soj La Sota
virusa Newcastle bolesti sadrZzan u komercijalnoj inaktivisanoj vakcini je kori§¢en
u uporednom ispitivanju imunogenosti subjedini¢nih antigena soja PHY-LMV.42
navedenog virusa na eksperimentalnoj Zivini.

Koncentrisanje i pre€iS¢avanje glikoproteinskih antigena virusa Newcastle
bolesti / Concentration and purification of Newcastle disease virus
glycoprotein antigens

Sakupljena alantoisna te¢nost poreklom od inokulisanih kokosijih embriona
koja je sadrzavala umnozeni soj PHY-LMV.42 virusa Newcastle bolesti je prvo
preciS¢avana centrifugovanjem na 3.200 o/min tokom vremenskog perioda od
30 minuta, posle €ega je virusna suspenzija tretirana istom zapreminom rastvora
12 g/dl polietilen glikola - PEG 8000 (Sigma Aldrich GmbH, Germany) u prisustvu
0,5 mol/l natrijum hlorida tokom 3 ¢asa na temperaturi od 4°C i centrifugovana na
3.500 o/min tokom 10 minuta. Sakupljeni precipitati kompletnih virusnih ¢estica su
zatim resuspendovani u podlozi za kulturu tkiva (Minimal essential medium - MEM
with Earle’s salts; PAA Laboratories GmbH, Austria) sa 2 g/dl fetalnog govedeg
seruma (Fetal bovine serum Gold; PAA Laboratories GmbH, Austria). Uzorci
resuspendovanih viriona od po 2 ml su preciS¢avani metodom preparativhog
ultracentrifugovanja u linearnim gradijentima gustine od 12-38 g/dl kalijum-natrijum
tartarata u 0,2 mol/l fosfathom slanom puferu (PBS) na 27.000 o/min tokom
2 Casa. Posle sakupljanja iz gradijenata, preciS¢eni virioni su tretirani sa 10%
Triton-X-100 (Sigma Aldrich GmbH, Germany) tokom 25 minuta na temperaturi
od 20°C (Mountcastle i sar., 1971; Mili¢ i sar., 1991) i zatim centrifugovani na
39.000 o/min tokom 1 €asa radi izdvajanja virusnih subjedinica od nukleokapsida.
PreciS¢avanje suspenzije glikoproteinskih subjedinica virusa uz oslobadanje od
deterdzenta koriS¢enog za razgradnju viriona (Triton-X-100), vrSeno je primenom
jonoizmenjivaca Amberlite XAD-2 (Sigma Aldrich GmbH, Germany) (Cheetham,
1979; Kruse i sar., 1981; Mili¢ i sar., 1991).
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Odredivanje ukupne koncentracije proteina / Determining the total protein
concentration

Ukupna koncentracija proteina u uzorcima precis¢enih viriona i virusnih
subjedinica navedenog soja virusa Newcastle bolesti je odredivana metodom po
Lowry i sar. (1951) uz primenu folin-fenol reagensa.

Odredivanje hemaglutinacionih aktivnosti pre¢iSéenih viriona i
virusnih subjedinica / Determining the hemagglutination activity of purified
virions and viral subunits

Hemaglutinacione aktivnosti preciscenih viriona i virusnih subjedinica soja
PHY-LMV.42 odredivane su primenom metodom direkine hemaglutinacije u
mikrotitracionim plo¢ama (OIE, 2012).

Odredivanje prisustva glikoproteinskih antigena u uzorcima preciSéenih
viriona i virusnih subjedinica / Determining the presence of glycoprotein
antigens in purified virions and viral subunit samples

Dokazivanje prisustva virusnih glikoproteina (HN i F antigena) u uzorcima
pre€iScenih viriona i virusnih subjedinica vrSeno je primenom testa inhibicije
hemaglutinacije (HI testa) sa referentnim poliklonskim imunim serumom i mono-
klonskim 7D4 serumom protiv antigena lentogenih vakcinalnih sojeva virusa
Newcastle bolesti (Veterinary Laboratory Agency, UK) (OIE, 2012). Prisustvo
pomenutih antigena u ispitivanim uzorcima je dodatno potvrdeno testovima
inhibicije hemoliticke aktivnosti i c¢elijske fuzije na celijskoj liniji Vero posle
aktivacije preciséenih viriona i glikoproteinskih subjedinica pomenutog soja virusa
sa 0,025 g/dl tripsin-versena u PBS i njihove neutralizacije navedenim imunim
serumima (Scheid i Choppin, 1973; Mili¢ i sar., 2003; Nisavi¢ i sar., 2007).

lzdvajanje i vizuelizacija strukturnih komponenti pre€iS¢enih viriona i
virusnih subjedinica metodom SDS-PAGE / Separation and visualization of
structural components of purified virions and viral subunit using SDS-PAGE
method

Biohemijska analiza strukturnih virusnih proteina u uzorcima kompletnih
prec€iScenih virusnih Cestica kao i uzoraka izolovanih glikoproteinskih subjedinica
je vrSena primenom metode SDS-PAGE u diskontinuiranom puferskom sistemu
po Laemmli (1970) sa selektivnim bojenjem virusnih glikoproteina sa Sifovim
reagensom (Sigma Aldrich GmbH, Germany) po Gordon (1983). Metoda SDS-
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PAGE je sprovedena na poliakrilamidnom gelu (4% gel za koncentrovanje
uzoraka — stacking gel, 12,5% gel za razdvajanje — running gel) pod redukuju¢im
uslovima. Elektroforezirani su uzorci preci$¢enih viriona zapremine od 25 pl sa
ukupnim koncentracijama proteina od 14,5 yg do 16,1 ug i uzorci preciséenih
virusnih subjedinica sa ukupnom koncentracijom proteina od priblizno 1,75 ug.
Posle elektroforeze, gel je obojen bojom Coomassie Blue G-250 i nakon 3h
obezbojen pomoc¢u 10% rastvora siréetne kiseline i 40% metanola u destilovanoj
vodi. Pored toga, elektroforezirani uzorci kompletnih viriona i virusnih subjedinica
su ispitivani i selektivnim bojenjem virusnih glikoproteina metodom ,Stains-all” po
Campbell i sar. (1983). Kao koelektroforezni markeri su koris¢eni referentni uzorci
koji su sadrzavali proteine poznatih molekulskih masa od 250-10 kDa (Page Ruler
plus Prestained protein Ladder — Thermo Scientific, USA).

Karakterizacija virusnih proteina u uzorcima precisc¢enih viriona i virusnih
subjedinica primenom metode te¢ne hromatografije kuplovane sa
masenom spektrometrijom (LC ESI-TOF-MS/MS) / Characterisation of

virus proteins in purified virions and viral subunit samples using liquid
chromatography coupled with mass spectrometry (LC ESI-TOF-MS/MS)

Determinacija virusnih proteina u uzorcima preciS¢enih viriona i njihovih
subjedinica vrSena je i metodom te€ne hromatografije kuplovanom sa masenom
spektrometrijom (LC ESI-TOF-MS/MS) uz koris¢enje HPLC instrumenta (Agilent
1200 Series) sa Zorbax Eclipse XDB C18 RRHT kolonom (150 x 4,6 mm i.d.;
1,8um) i diodnim detektorom (DAD) uduruzenim sa 6210 Time-of-flight LC/MS
sistemom (Agilent Technologies). Mobilna faza se sastojala od 0,2% vodenog
rastvora mravlje Kiseline (rastvor A) i 100% acetonitrila (rastvor B) sa ispiranjem u
gradijentu: 0-60 min 2-80% B, 60-61 min 2% B sa protokom od 0,35 ml/min.

Vakcine / Vaccines

Subjedini¢na vakcina je pripremljena od virusnih komponenti soja PHY-
LMV.42 virusa Newcastle bolesti rastvorenih u 0,1 mol/l fosfatnog slanog pufera
(PBS) tako da su dobijeni imunogeni sa koncentracijama virusnih antigena od
0,022 i 0,011 mg po dozi vakcine od 0,5 ml i hemaglutinacionom aktivno$¢u od
256 i 128 HJ. Komercijalne vakcine koriS¢ene u ogledima imunizacije su vakcina
PEST-OL (Veterinarski Zavod Subotica) pripremljena od inaktivisanog La Sota
soja virusa Newcastle bolesti titra od 10° EID,  virusnih antigena po dozi od 0,5 ml.
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Ispitivanja imunogenosti pripremljene subjedini¢ne vakcine /
Immunogenicity trials of prepared subunit vaccines

Posle odredivanja hemaglutinacione aktivnosti preciS¢enih virusnih subjedi-
nica metodom direktne hemaglutinacije, ispitivana je njihova imunogenost u
bioloSkom ogledu na ukupno 75 kokoSi nosilja Tetra-SSL starosti 16 nedelja i 25
pilica Isa Brown starih 14 dana uz izvodenje vestacke infekcije pilica sojem Hertz
33 navedenog virusa. Uzorci krvnih seruma svih eksperimentalnih Zivotinja su
ispitivani na prisustvo i titar specifinih HI antitela protiv virusa Newcastle bolesti
metodom inhibicije hemaglutinacije - HI testom (OIE, 2012).

Prvi deo ogleda imunizacije je sproveden na ukupno 32 Tetra-SSL
kokoSi seroronegativne na antigene virusa Newcastle bolesti, podeljenih u tri
ogledne grupe od kojih su prve dve grupe od po 11 Zivotinja, intramuskularno
(if/m) vakcinisane sa 0,022 mg i 0,011 mg preciS¢enih virusnih subjedinica sa
hemaglutinacionom aktivnoséu od 256 HJ (prva grupa) i 128 HJ po dozi od
0,5 ml (druga grupa) i revakcinisane 14. dana ogleda, dok je tre¢a grupa od 10
nevakcinisanih kokosi sluzila kao kontrola u ogledu.

Drugi deo ogleda imunizacije je vrSen na Cetiri grupe od ukupno 43 Tetra-
SSL koko$i nosilja uzetih iz proizvodnog procesa i seropozitivhih na antigene
virusa Newcastle bolesti jer su ranije imunizovane protiv navedenog patogena
i drugih virusa u skladu sa Programom mera zdravstvene zastite Zivotinja. Prve
dve ogledne grupe od po 11 koko$i nosilja su i/m imunizovane subjedini€nim
vakcinama koje su sadrzavale 256 HJ (prva grupa) i 128 HJ po dozi (druga grupa)
kao Sto je prethodno opisano, a tre¢a grupa od 11 koko$i je i/m imunizovana
dozama od po 0,5 ml inaktivisane PEST-OL vakcine koja je sadrzavala 10° EID,
vakcinalnog soja La Sota u uljanom adjuvansu i revakcinisana 21-og dana ogleda,
dok Cetvrta kontrolna grupa od 10 kokoSi nije podvrgnuta vakcinaciji.

Imunogena svojstva i za$titni karakter niskih koncentracija vakcinalnog
imunogena od 0,011 mg preciS¢enih virusnih subjedinica po dozi od 0,5 ml
potvrdeni su u ogledu izvriSenom na 25 piliéa Isa Brown, starosti od 14 dana,
negativnih na prisustvo specificnih antitela protiv virusa Newcastle bolesti. Prva
grupa od 14 oglednih pili¢a je i/m vakcinisana dozama od 0,5 ml vakcine sa 128
HJ, revakcinisana posle 14 dana i i/m vestacki inficfirana dozama od po 200.000
EID,, virulentnog soja Hertz 33 virusa Newcastle bolesti 28-og dana ogleda, dok
je druga grupa od 11 nevakcinisanih pili¢a seronegativnih na antigene pomenutog
virusa na isti nacin vestacki inficirana prethodno navedenim virulentnim sojem
virusa atipicne kuge Zivine.

Za statisticku analizu dobijenih rezultata ogleda imunizacije koris¢ene su
neparametrijske statistiCke metode i to Kruskal-Wallis grupni test i Dunn’s Multiple
Comparison Test kao posthok test. StatistiCka analiza radena je u statistickom
paketu GraphPad Prism 5.
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Picture 1. Phylogenetic tree based on the sequence of F gene part (nucleotide positions
47-421). Strain PHY-LMV42 is marked with @

Rezultati / Results

Identifikacija vakcinalnog soja PHY-LMV.42 virusa Newcastle bolesti izvrSena
je primenom lan¢ane reakcije polimeraze — Reverse transcriptase PCR i Real-
Time PCR sa sekvenciranjem nukleotida uz kori§¢enje specificnih prajmera za F
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gen — MV1 i B2. Sekvenciranjem prvog dela F gena izolovanog soja virusa, na
osnovu pozicije nukleotida od 47 do 421, potvrdena je potpuna homologija (100%)
sa sojem PHY-LMV.42 virusa Newcastle bolesti koji pripada klasi Il i genotipu |
lentogenih sojeva navedenog virusa (Slika 1).

Ukupna koncentracija proteina u uzorcima koncentrisanih i precis¢enih
viriona resuspendovanih u 0,2 mol/l PBS iznosila je 0,58 mg/ml sa znacajnim
hemaglutinacionimtitromod 4096 HJ/0,1 ml pri éemu su niske koncentracije virusnih
subjedinica od 0,36 mg/ml takode ispoljavale snaznu hemaglutinacionu aktivnost
od 4096 HJ/0,1 ml §to je utvrdeno primenom testa direktne hemaglutnacije.

Navedene virusne subjedinice su razredene u 0,1 mol/l PBS u cilju
pripreme imunogena sa hemaglutinacionim titrima od 256 i 128 HJ i ukupnim
koncentracijama proteina od 0,022 i 0,011 mg po dozi vakcine od 0,5 ml.

Uzorci preciS¢enih viriona soja PHY-LMV.42 virusa Newcastle bolesti
ispitivani metodom SDS-PAGE i bojenih sa Coomassie Brilliant Blue, sadrzavali su

KD @l 2 3 4
250
130

100
70

55

L

HN
Fo

F1

Np, P
M

33

25

15

1 F2

Slika 2. Elektroforegrami uzoraka preci§éenih viriona i glikoproteinskih subjedinica viru-
sa Newcastle bolesti, razdvojenih na 12% gelu — SDS-PAGE, obojeni sa Coomassie
Brilliant Blue (1-Referentni proteini od 250-10 kDa; 2 i 4- proteinske frakcije komplet-
nog viriona od 250-11 kDa

Picture 2. Electrophoregrams of the samples of purified virions and glycoprotein sub-
units of Newcastle disease virus, disjuncted in 12% gel — SDS-PAGE, stained with
Coomassie Brilliant Blue (1-Referent proteins of 250-10 kDa; 2 and 4- protein fraction
of complete virion of 250-11 kDa
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7 proteinskih frakcija molekulskih masa od oko 250, 77, 69, 58, 45, 41 i 11 kDa koje
su odgovarale: velikom proteinu (L), hemaglutininsko-neuraminidaznom proteinu
(HN), neaktivisanom prekursoru F proteina (F ), F, proteinu, nukleokapsidnom
proteinu (NP) i fosfoproteinu (P), matriksnom proteinu (M) i malom fragmentu F
proteina (F,). Uzorci virusnih subjedinica koji su dobijeni razlaganjem pomocu
elektroforeze sadrzavali su 5 proteinskih frakcija, medu kojima su proteinske
komponente molekulskin masa od 77, 69i 58 kDa odgovarale HN, F i F proteinima
(Slika 2). Uzorci preciSéenih viriona, dobijeni elektroforezom u redukujuéim
uslovima sa Sifovim reagensom, sadrzavali su 3 glikoproteinske frakcije od 77, 58
i 11 kDa koje su odgovarale HN, F. i F, proteinima, dok su kod njihovih subjedinica
utvrdena dva glikoproteina od 77 i 58 kDa koji su odgovarali HN i F, proteinima.

KDa far-sr-sr i
130=
100 HN
70 Slika 3. Elektroforegrami uzoraka preciscenih viriona i gli-
55w F1 koproteinskih subjedinica virusa Newcastle bolesti,
razdvojenih na 12% gelu — SDS-PAGE, obojeni sa Sifo-
40 vim reagensom (1- Referentni proteini od 250-10 kDa;
35 2 i 4- glikoproteinske frakcije kompletnog viriona od 77,

58 i 11 kDa; 3- glikoproteinske frakcije virusnih subjedi-
25 W nica od 77 i 58 kDa)

Picture 3. Electrophoregrams of the samples of purified vi-
rions and glycoprotein subunits of Newcastle disease
virus, disjuncted in 12% gel — SDS-PAGE, stained with
Schiff’s reagent (1- Referent proteins of 250-10 kDa; 2

15 M and 4- glycoprotein fraction of complete virion of 77. 58
10 st o F2 and 11 kDa; 3- glycoprotein fraction of virus subunits of
77 and 58 kDa)

Ove glikoproteinske frakcije u elektroforeziranim uzorcima preci§éenih viriona i
virusnih subjedinica ispitivanog soja virusa su se obojile u ruzi¢asto (Slika 3).
Odsustvo virusnih nukleokapsida sa infektivnom ribonukleinskom kiselinom virusa
(RNK) u uzorcima virusnih glikoproteinskih subjedinica je potvrdeno metodom
SDS-PAGE sa selektivnim bojenjem virusnih proteina metodom ,Stains-all” (Slika
4). Pored toga, broj proteinskih frakcija i vrednosti njihovih molekulskih masa u
uzorcima elektroforeziranih preciS¢enih viriona i virusnih subjedinica obojenih
metodom ,Stains-all” je bio isti kao i kod uzoraka ispitivanih metodom SDS-PAGE
obojenih sa Coomassie Brilliant Blue.

Proteinske frakcije utvrdene u uzorcima kompletnih virusnih Cestica koje su
imale molekulske mase vec¢e od 78.000 Da, kao $to su frakcije od 107.150, 131.800
i 151.600 Da, nisu ustanovljene u uzorcima preciS¢enih virusnih subjedinica.
PreciS¢ene virusne subjedinice koje su sadrZavale dva glikproteina molekulskih
masa od 77 i 58 kDa koji su odgovarali HN i F, proteinima pomenutog virusa,
zajedno sa proteinskim komponentama od 69, 45 i 41 kDa Cije su molekulske
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mase odgovarale F, P i M proteinima, koriScene su za pripremanje subjedinicne
vakcine.

Subjedini¢na vakcina za izvodenje ogleda imunizacije na eksperimentalnim
kokoSima i pilicima je pripremljena od preciS¢enih virusnih komponenti soja
PHY-LMV.42 virusa Newcastle bolesti koji su sadrzavali imunoloski znacajne
glikoproteinske molekule koji obuhvataju hemaglutininsko-neuraminidazni i fuzioni
protein. Identifikacija glikoproteinskih antigena izvrSena je metodama SDS-PAGE,
hemaglutinacije (HA testom) i inhibicije hemaglutinacije (HI testom).

Metoda te€ne hromatografije sa masenom spektrometrijom (LC ESI-TOF-
MS/MS) je koriS¢ena za proteomsku analizu i karakterizaciju strukturnih proteina
kompletnih precis¢éenih viriona soja PHY-LMV.42 virusa Newcastle bolesti i
njegovih virusnih subjedinica. Na osnovu hromatograma dobijenih metodom
LC ESI-TOF-MS/MS, izvrSena je karakterizacija uzoraka precis¢enih viriona i
izolovanih virusnih subjedinica ispitivanog soja PHY-LMV.42 virusa Newcastle
bolesti (Slika 5). Sest glavnih proteinskih traka je utvrdeno u uzorcima pregigéenih
viriona, dok je 5 proteinskih traka ustanovljeno u uzorcima preciséenih virusnih
subjedinica. Primenom ove metode, maseni spektri proteina su odredivani
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Slika 4. Elektroforegrami uzoraka preciS¢enih viriona i glikoproteinskih subjedinica virusa
Newcastle bolesti, razdvojenih na 12% gelu — SDS-PAGE, obojeni metodom Stains-
all (1-Referentni proteini od 250-10 kDa; 2 i 4- proteinske frakcije kompletnog viriona
od 250 -11 kDa; 3- proteinske frakcije virusnih subjedinica od 77, 69, 58, 45i 41 kDa)

Picture 4. Electrophoregrams of the samples of purified virions and glycoprotein subunits
of Newcastle disease virus, disjuncted in 12% gel — SDS-PAGE, stained with Stains-
all method (1-Referent proteins of 250-10 kDa; 2 and 4- protein fraction of complete
virion of 250 -11 kDa; 3- protein fraction of virus subunits of 77. 69, 58, 45 and 41 kDa)
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Slika 5. Hromatogrami i retenciona vremena dobijeni metodom LC ESI-TOF-MS/MS: A)
Za uzorke kompletnih viriona; B) Za uzorke virusnih subjedinica

Picture 5. Chromatograms and retention times obtained by LC ESI-TOF-MS/MS method:
A) For complete virion samples; B) For virus subunits samples
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Slika 6. Maseni spektri glavnih glikoproteinskih komponenti dobijenih metodom LC ESI-
TOF-MS/MS u uzorcima virusnih subjedinica: A) Hemaglutininsko-neuraminidazni
protein — HN; B) Fuzioni protein — F1

Picture 6. Mass spectra of main glycoprotein components obtained by LC ESI-TOF-MS/
MS method in virus subunits samples: A) Hemagglutinin-neuraminidase protein —
HN; B) Fuzion protein — F1

na osnovu intenziteta signala, na osnovu ¢ega su utvrdeni maseni spektri
glavnih glikoproteinskih traka od 77.266 i 59.950 Da (Slika 6). Molekulske
mase utvrdenih proteinskih komponenti za HN protein su se kretale od 71-77
kDa, za F protein od 59-69 kDa, dok su za M protein iznosile od 37-43 kDa.
Nukleokapsidni protein (NP), ustanovljen u uzorcima kompletnih virusnih Cestica,
nije bio prisutan u uzorcima preciS¢enih virusnih subjedinica. Molekulska masa
NP proteina u uzorcima preciScenih viriona je iznosila oko 49 kDa. Molekulske
mase proteinskih komponenti utvrdenih kod kompletnih preciséenih viriona i
virusnih subjedinica navedenog soja virusa, utvrdene te¢nom hromatografijom
sa masenom spektrometrijom (LC ESI-TOF-MS/MS) su se minimalno razlikovale
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Grafikon 1. Srednji geometrijski titri specificnih HI antitela protiv virusa Newcastle bolesti
(GMT log 2/25 pl) u uzorcima krvnog seruma kokosi nosilja Tetra-SSL u prvom delu
ogleda imunizacije

Graph 1. Geometric mean titers of specific HI antibodies against Newcastle disease virus
(GMT log 2/25 pl) in blood serum samples of laying hens Tetra-SSL in the first part of
immunization experiment

od molekulskih masa pomenutih proteina ustanovljenih metodom SDS-PAGE u
diskontinuiranom puferskom sistemu.

Niske koncentracije napred navedenih glikoproteinskih antigena su
stimulisale sintezu specificnih HI antitela u organizmu svih vakcinisanih kokoSi
iz prve i druge ogledne grupe koje su pre poCetka imunizacije bile seronegativne
na antigene virusa Newcastle bolesti. Srednji geometrijski titri (GMT log 2/25 pl)
utvrdeni u uzorcima krvnog seruma prve i druge grupe eksperimentalnih kokoSi
iznosili su 14. dana od vakcinacije 4,95 4,14; 21. dana 7,86 i 6,05; 28. dana 8,18
i 7,27, a 35. dana 5,9 i 5,73 (Grafikon 1). Statistickom analizom je utvrdeno da
izmedu vrednosti srednjih geometrijskih titara specificnih HI antitela protiv virusa
Newcastle bolesti (GMT log 2/25 pl) kod prve dve grupe vakcinisanih kokoSi u
navedenim vremenskim intervalima ne postoje znacajne razlike (p>0,05).

Vrednosti srednjih geometrijskih titara specifiénih HI antitela protiv virusa
Newcastle bolesti (GMT log 2/25 pl) utvrdene u krvnom serumu imunizovanih
kokoSi iz prve i druge ogledne grupe uzetih iz proizvodnog procesa su heposredno
pre vakcinacije iznosili 1,18 i 2,27; posle 14 dana od vakcinacije 4,32 i 4,73;
21-og dana ogleda 6,59 i 6,14; 28-og dana 7,45 i 8, a 35-0og dana 4,84 i 6,82.
Vrednosti srednjih geometrijskih titara specifi¢nih HI antitela u krvnim serumima
treCe eksperimentalne grupe kokoSi nosilja imunizovanih sa po 0,5 ml inaktivisane
PEST-OL vakcine bili su 2,31 neposredno pre vakcinacije; 14-og dana ogleda
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5,18; 21-0g dana 8,35 i 35-0g dana 6,35, dok su uzorcima krvnog seruma Cetvrte
kontrolne grupe nevakcinisanih koko$i iznosili 3,50 pre poletka ogleda; 14-og
dana ogleda 2,9; 21-og dana 2,15; 28-og dana 1,35 i 35-og dana 0,5 (Grafikon
2). Statistickom analizom rezultata dobijenih posle imunizacije seropozitivnih
Tetra-SSL kokoSi utvrdeno ie da ne postoie sianifikantne razlike (p>0.05) izmedu
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Grafikon 2. Srednji geometrijski titri specificnih HI antitela protiv virusa Newcastle bolesti
(GMT log 2/25 pl) u uzorcima krvnog seruma kokosi nosilja Tetra-SSL u drugom de-
lu ogleda imunizacije

Graph 2. Geometric mean titers of specific HI antibodies against Newcastle disease virus
(GMT log 2/25 pl) in blood serum samples of laying hens Tetra-SSL in the second
part of immunization experiment
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Vestacka infekcija dozama od po 200.000 EIDs,
virulentnog soja Hertz 33 virusa Newcastle bolesti
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Grafikon 3. Srednji geometrijski titri specificnih HI antitela protiv virusa Newcastle bolesti
(GMT log 2/25 pl) u uzorcima krvnog seruma eksperimentalnih pilica Isa Brown
Graph 3. Geometric mean titers of specific HI antibodies against Newcastle disease virus

(GMT log 2/25 ul) blood serum samples of experimental Isa Brown chickens

srednjih geometrijskih vrednosti titara HI antitela medu tri ogledne grupe kokosi
vakcinisanih subjedini¢nim imunogenom od 256 i 128 HJ i inaktivisanom vakcinom
PEST-OL sa uljanim adjuvansom.

Grupaod 14 eksperimentalnih pilicalsa Browni/mvakcinisanihirevakcinisanih
virusnim subjedinicama od 128 HJ po dozi vakcine od 0,5 ml je u potpunosti
prezivela ogled vestacke infekcije virulentnim sojem napred navedenog patogena
(100%), bez pojave ikakvih kliniCkih simptoma oboljenja, dok su svi nevakcinisani
pili¢i uginuli za 3-5 dana od vestacke infekcije. Vrednosti srednjih geometrijskih
titara HI antitela ustanovljene u uzorcima krvnog seruma vakcinisanih pilica su 14-
og dana posle vakcinacije bili 3,4; 21-og dana ogleda 4,25; 28-og dana 5,4 i 35-0g
dana 5,3 (Grafikon 3).

Diskusija / Discussion

Istrazivanja Panshin i sar. (2001), Kim i sar. (2003), Rémer-Oberdorfer
i sar. (2003), Ren i sar. (2012) omogucila su sticanje kompletnog uvida u
kompleksnu strukturu i bioloSke aktivnosti komponenti virusa Newcastle
bolesti Zivine, Sto je predstavljalo osnovu za naSa ispitivanja strukturnih
karakteristika, hemaglutinacionih  aktivnosti i imunogenosti preci¢enih
glikoproteinskih subjedinica lentogenog soja PHY-LMV.42 virusa Newcastle
bolesti u cilju pripremanja efikasnog i neskodljivog vakcinalnog antigena, potpuno
oslobodenog od infektivne virusne RNK i nestrukturnih proteinskih komponenti.
Veoma niske koncentracije virusnih subjedinica od svega 0,36 mg/ml su posle
procesa preciS¢avanja ispoljavale izrazenu hemaglutinacionu aktivhost od
4096 HJ/0,1 ml Sto je omogucilo njihovo koris¢enje u ogledima imunizacije na
eksperimentalnoj zivini. Rezultati biohemijskih ispitivanja proteinskih frakcija
virusnih subjedinica metodom SDS-PAGE uz kori§¢enje napred opisanih bojenja
uzoraka virusnih proteina dobijenih razlaganjem pomocu elektroforeze i metodom
teCne hromatografije sa masenom spektrometrijom (LC ESI-TOF-MS/MS) su
potvrdili da iste sadrze kljuéne HN i F glikoproteinske antigene molekulskih
masa od 77 i 58 kDa i omogudili sticanje potpunog uvida u njihovu strukturu.
Pomenuta ispitivanja uzoraka preciSc¢enih viriona i virusnih subjedinica soja PHY-
LMV.42 virusa Newcastle bolesti su potvrdila prisustvo imunolo8ki znacajnih
HN i F glikoproteinskih antigena, pored ostalih prethodno navedenih strukturnih
proteinskih komponenti virusne Cestice, Cije su vrednosti molekulskih masa u
potpunosti odgovarale onima dobijenim u istrazivanjima Heckert i sar. (1996),
Maas i sar. (2003), Arora i sar. (2010). Niske koncentracije glikoproteinskih
subjedinica sa hemaglutinacionim aktivnostima od 256 i 128 HJ po dozi vakcine od
0,5 ml, stimulisale su snazan humoralni imunolo8ki odgovor kod svih vakcinisanih
i revakcinisanih koko$i nosilja, dok su imunizovanim pili¢ima Isa Brown omogucile
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potpunu zastitu od vestacke infekcije virulentnim sojem Hertz 33 virusa Newcastle
bolesti Zivine.

Zaklju€ak / Conclusion

Na osnovu rezultata navedenih ispitivanja mozZe se zakljuditi da se prec€iSc¢ene
virusne subjedinice lentogenog soja PHY-LMV.42 virusa atipi€ne kuge Zivine,
oslobodene nukleokapsida (NP) sa virusnom ribonukleinskom kiselinom (RNK),
velikog proteina (L) i manjeg fragmenta fuzionog proteina (F,) mogu koristiti za
pripremanje nove formulacije imunogena za spovodenje vakcinacije zivine protiv
virusa Newcastle bolesti.
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ENGLISH '

EXAMINATION OF SOME BIOLOGICAL PROPERTIES OF GLYCOPROTEIN
SUBUNITS OF PHY-LMV.42 STRAIN OF NEWCASTLE DISEASE VIRUS

Nenad Mili¢, Jakov Nisavi¢, Suncica Borozan, Andrea Zori¢, Sava Lazi¢,
Tamas Petrovic¢, Zoran Rasic¢

The objective of our work was to investigate some biological characteristics of
purified glycoprotein subunits of Newcastle disease virus strain PHY-LMV.42 isolated
from pigeons for the purpose of vaccine production. PHY-LMV.42 strain of Newcastle
disease virus was multiplied by successive passages in embryonated eggs and identified
by the methods of Reverse transcriptase PCR and Real-Time PCR along with F gene
sequencing. Proving the presence of HN and F antigene in the virus subunits samples was
carried out by hemagglutination inhibition method with referent immune sera. Biochemical
characterization of glycoprotein subunits was performed by SDS-PAGE method as well as
liquid chromatography with mass spectrometry (LC ESI-TOF-MS/MS). Testing for the virus
subunits immunogenicity was carried out in biological experiment on 75 laying hens Tetra-
SSL and 25 chickens Isa Brown by inducing an artificial infection with Hertz 33 strain of
the virus. Low concentrations of the virus antigens of 0.36 mg/ml along with glycoprotein
fractions of 77 i 58 kDa manifested a strong hemagglutination activity of 4096 HJ/0,1ml.
The subunit vaccines of 256 and 128 HJ/0.5 ml induced a protective immune response
in all the vaccinated animals. Based on the obtained results it can be concluded that low
concentrations of purified virus subunits of PHY-LMV.42 strain can be used for preparing
of effective vaccines.

Key words: Newcastle disease virus, glycoprotein subunits, SDS-PAGE, LC ESI-
TOF-MS/MS, immunization.

PYCCKWUMA '

NCCINEOOBAHUE HEKOTOPbIX BUONOITMYECKUX XAPAKTEPUCTUK .
MUKOMPOTEMHOBBLIX CYBbEAVUHUL LULTAMMA PHY-LMV.42 BUPYCA NTUYbEN
BOJIEBHN HbIOKACJIIA

HeHag Munuu, AkoB Huwaewuy, CyHunua BoposaH, AHgpea 3opud, CaBa Jlasuy,
Tamaw Metposuny, 3opaH Pawuny

LlenbHalweronccnenoBaHus 3akntoyanach B M3y4eHMn OMonormiyeckmx xapakTepmucTuk
OUMLLEHHBbIX CcybbeauHul rmukonpoTemHoB wrtamma PHY-LMV.42 Bupyca 6onesHu
Hblokacna, n3onvMpoBaHHOro oT rofnybew Ans Ncnonb3oBaHWsA NPy U3roTOBMEHWUN BaKLVHBI.
LWramm PHY-LMV.42 Bupyca 6onesHn Hetokacna Obin nony4eH nytem nocnefoBaTenbHbIX
naccaxen B KypuHbIX aMbproHax u naeHTudmumpoBaH metogoM Reverse transcriptase
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PCR n Real-Time PCR c cekBeHnpoBaHuem reHa F. [lokazaTtenbCTBO Hannyms aHTUreHoB
HN »n F B ofpasuax BMpYCHbIX CyObeauHWUL, BbINOMHEHO METOAOM WHrMOMPOBaHKSA
remMarrnioTMHaumm ¢ COOTBETCTBYIOLLMMU UMMYHHbIMWU CbiBOPOTKaMu. Broxmmunyeckas
XapakTepucTvka cyObeauHUL, TMMKONPOTEMHOB BLIMOIHEHA C MPUMEHEHWEM MeToaa
SDS-PAGE 1 xupgkocTHou xpomatorpacdum ¢ Macc-cnektpometpuen (LC ESI-TOF-
MS/MS). TecTmpoBaHue WMMYHOrEHHOCTU BWPYCHbIX CyObeauHul 6bino npoBegeHo
B OuonoruyeckoM onbiTe Hag 75 kypamu-Hecywkamu Tetra-SSL u 25 ubinnatamu Isa
Brown ¢ BbINOMHEHMEM NCKYCCTBEHHOMO UHMULUMPOBaHUS WTammoM Hertz 33 ykasaHHOro
BMpyca. Huskme KOHUeHTpauum BUPYCHbIX aHTUreHos 0,36 Mr/mn C rmmMKonpoTEMHOBLIMU
dpakumamm 77 n 58 kDa nokasanu BbICOKYIO remMarrnioTMHaAUMOHHYK aKTUBHOCTb -
4096 HJ/0,1ml. Cyb6beanHnyHble BakumHbl 256 n 128 HJ/0,5 ml Bbi3Banu obpasoBaHue
3aLUUTHOIO MMMYHHOIO OTBETA Y BCEX BaKUMHUPOBAHHbLIX XMBOTHbIX. Ha ocHoBaHuu
MOMNyYEHHbIX Pe3ynbTaToB MOXHO 3aKMYUTb, YTO HU3KME KOHLIEHTPALMU OYULLEHHBLIX
BMPYCHbIX cyobeanHuy wramma PHY-LMV.42 moryT ncnonb3oBaTtbCs 451 TPUrOTOBIEHUS
3(pHEKTMBHON BaKLUHbI.

KntoueBble crioea: Bupyc 6onesHn Hbtokacna, rmMuKonpoTenHoBble CcyGbeanHuubl,
SDS-PAGE, LC ESI-TOF-MS/MS, nmmyHu3aums.
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