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ISPITIVANJE HEMADSORPCIONIH SVOJSTAVA
GLIKOPROTEINSKIH HN I F ANTIGENA SPOLJASNJEG
OMOTACA VIRUSA PARAINFLUENCE 3, IN VITRO'
INVESTIGATIONS OF HEMADSORPTION CHARACTERISTICS OF
GLYCOPROTEIN HN AND F ANTIGEN OF PARAINFLUENZA 3 VIRUS

¢ OUTER MEMBRANE IN VITRO

J. Nisavié, N. Mili¢**

Cilj nasih istraZivanja bilo je ispitivanje hemadsorpcionih svojsta-
va glikoproteinskih HN i F antigena spoljasnjeg omotaca virusa parain-
fluence 3. Posle 6 ¢asova od inokulacije ¢elijske linije Vero virusom
PI3, prethodno aktivisanim sa 0,025 g/dl tripsin-versena, pojava hemad-
sorpcije je ustanovijena u manjem intenzitetu u razredenjima antigena
od 1:2 i 1:4. Hemadsorpcija je ustanovijena u pomenutim celijskim lini-
jama i posle 12 ¢asova od inokulacije kod razredenja virusa od 1:8 i
1:16, dok je posle 24 ¢asa od inokulacije hemadsorpcija bila prisutna i
kod razredenja virusa od 1:64. Posle 24 ¢asa od inokulacije ¢elijske
linije Vlero uzorcima virusa PI3, aktivisanih tripsin-versenom i dodava-
nja specificnog imunog seruma, ustanovljena je inhibicija hemadsorp-
cije kod inokulisanih ¢elija sa razredenjem imunog seruma od 1:16.

Kijucne reci: Virus parainfluence 3, Vero Celije, hemadsorpcija,
inhibicija hemadsorpcije

B uvod / Introduction

Virus parainfluence 3 pripada rodu Respirovirus, podfamiliji Paramyxo-
virinae i familiji Paramyxoviridae. U sastavu spoljadnjeg omotada ovog RNK virusa
nalaze se dva povrsinska glikoproteinska antigena hemaglutininsko-neuramini-
dazni (HN) i fuzioni (F) protein.

Hemaglutininsko-neuraminidazni (HN) protein pripada klasi glikopro-
teina tipa 2 i predstavlja tetramer koji se kod virusa parainfluence 3 sastoji od dva
disulfidno povezana dimera. To je multifunkcionalan molekul koji omoguéava
T T R
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vezivanje virusa za sijalinske receptore na povrsini celije, ima aktivnost neuramini-
daze i pokrece proces celijske fuzije kroz zajednicko delovanje sa fuzionim (F)
proteinom spoljasnjeg omotaca virusa PI3.

Fuzioni (F) protein spoljagnjeg omotaca virusa parainfluence 3 je
transmembranski glikoprotein tip 1 koji se sastoji od regiona glave, vrata i drske.
SintetiSe se kao neaktivni prekurzor oznacen sa Fo koji se pod uticajem proteaza
koje Ilue celije domadina inficirane virusom, cepa na dve subjedinice F1 i F2,
medusobno povezane disulfidnim vezama. Tada postaje bioloski aktivan i odgo-
voran za odvijanje procesa éelijske fuzije i hemolize.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Virus i kultura tkiva | Virus and cell culture

U ispitivanjima je koriséen govedi parainfluenca virus 3, soj SD2, ¢iji je
infektivni titar bio LDgo= 103" (log 10"%" TCID/0,1 ml), dok je hemaglutinacioni ti-
tar bio 64 HJ/0,1 ml. Za izvodenje testova ¢elijske fuzije i inhibicije celijske fuzije
koris¢ena je ¢elijska linija Vero.

Imuni serum | Immune serum

U testovima inhibicije Celijske fuzije i testovima inhibicije hemolize,
korid¢en je specificni imuni serum kunica protiv virusa PI3 goveda u titru 1:32 (Ve-
terinarski zavod Subotica, Subotica).

Test hemadsorpcije | Hemadsorption test

U udubljenja mikrotitracionih ploca koje su pojedinacno inokulisane
sa po 50 pl dvostrukih razredenja virusa PI3 u 2% Eagle MEM-u od 1:2 do 1:512,
prethodno aktivisanih sa 0,025 g/dl tripsin-versena, posle perioda inkubacije od 6
¢asova, 12 ¢asova i 24 ¢asa i odlivanja podloge, dodavane su koli¢ine od po 50 pl
0,5% suspenzije eritrocita zamorca. Zatim su ovako pripremljene mikrotitracione
ploge drzane pola ¢asa na temperaturi od 4°C, posle ¢ega je odlivan viSak sus-
penzije eritrocita, a celije ispirane PBS-om. Tri poslednja udubljenja mikrotitracio-
nih ploéa sa Vero ¢elijama sluzila su kao kontrola tkiva, virusa i eritrocita. Ovako
‘pripremljene mikrotitracione plo¢e su posmatrane pod mikroskopom za kulturu
tkiva.

Test inhibicije hemadsorpcije | Hemadsorption inhibition test

U udubljenja mikrotitracionih plo¢a sa ravnim dnom sa Vero éelijama
pojedinacno inokulisanim sa po 100 LD, virusa PI3, u koli¢ini od po 50 ul, posle
inkubisanja inokulisanih celija tokom vremenskog perioda od 24 ¢asa na tem-
peraturi od 36°C, ¢elijama u bazenéi¢ima su pojedinacno dodate koli¢ine od po
50 pl specificnog imunog seruma u razredenjima od 1:2 do 1:512. Posle perioda
inkubacije celija od pola ¢asa na sobnoj temperaturi u sve bazenci¢e mikrotitra-
cionih ploc¢a je dodato po 50 ul 0,5% suspenzije eritrocita zamorca. Zatim su ova-
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ko pripremljene mikrotitracione ploge drzane pola sata na temperaturi od 4°C. Po-
sle isteka ovog vremenskog perioda, odlivan je viSak suspenzije eritrocita, a celije
ispirane sa PBS-om. Tri poslednja udubljenje mikrotitracionih plo¢a su sluzila kao
kontrola tkiva, seruma i virusa. Qvako pripremljene mikrotitracione ploce su pos-
matrane pod mikroskopom za kulturu tkiva.

_ Rezultati / Results

Posle 6 8asova od inokulacije ¢elijske linije Vero virusom PI3, prethod-
no aktivisanim sa 0,025 g/dI tripsin-versena, hemadsorpcija se pojavila u manjem
inténzitetu u razredenjima antigena od 1:2 i 1:4. Hemadsorpcija je ustanovljena u
pomenutim éelijskim linijama posle 12 ¢asova od inokulacije kod razredenja vi-
rusaod 1:8i1:16, dok je posle 24 ¢asa od inokulacije hemadsorpcija bila prisutna
i kod razredenja virusa od 1:64.

Posle 24 ¢asa od inokulacije ¢elijske linije Vero uzorcima virusa PI3,
aktivisanih tripsin-versenom i dodavanja specificnog imunog seruma, ustanov-
liena je inhibicija hemadsorpcije kod inokulisanih Vero celija sa razredenjem imu-
nog seruma od 1:16.

% Diskusija / Discussion

Ispitivanja hemadsorpcionih svojstava glikorpoteinskih HN i F anti-
gena spoljasnjeg omotaca virusa parainfluence 3 obavljali smo primenom testova
hemadsorpcije i inhibicije hemadsorpcije. Primenom testa hemadsorpcije us-
tanovljena je pojava adsorpcije eritrocita zamorca na povrsinu Vero celija inokuli-
sanih uzorcima aktivisanog virusa PI3 ve¢ posle 6 ¢asova od inokulacije virusa.
Ista se intenzivirala posle vremenskog perioda od 12 ¢asova, odnosno 24 ¢asa od
inokulacije prethodno pomenutog virusa. Mili¢ [2] je pratio pojavu hemadsorpcije
0,4 % suspenzije eritrocita zamorca na inokulisanim ¢elijskim linijama PK-15, TB,
AUBEK i MDBK posle na 6 ¢asova, 12 Casova, 24 ¢asa, 48 ¢asova i 72 ¢asa od
inokulacije virusa PI3. Rezultati navedenih ispitivanja su ukazali da je hemad-
sorpcija u inokulisanim éelijskim linijjama PK-15, TB i AUBEK bila pozitivna posle
12 ¢asova od inokulacije virusa, dok je kod celijske linije MDBK ustanovljena po-
sle 24 Gasa od inokulacije. U svim prethodno navedenim celijskim linijama,
utvrdena je pojava adsorpcije eritrocita na povrsini éelija inficiranih virusom posle
24 ¢asa od inokulacije virusa.

Peter G. Polos i sar [1978] pojavu hemadsorpcije kvantitativho su od-
redivali na osnovu procenta ¢elija koje su adsorbovale dva ili viSe eritrocita u
populaciji od 200 ¢elija CHO-15B celijske linije inokulisane virusom Njukastl
bolesti. Autori su na ovaj nacin ustanovili pojavu hemadsorpcije ve¢ posle 6 ¢a-
sova od inokulacije virusa u slabijem i posle 13 ¢asova od inokulacije virusa u
jacem intenzitetu.
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Identifikaciju F i HN antigena spoljadnjeg omotaca virusa PI3, obavljali
smo i primenom testa inhibicije hemadsorpcije. Rezultati ispitivanja su pokazali
pojavu inhibicije hemadsorpcije primenom specifiénog imunog seruma protiv
pomenutog virusa. Inhibicija hemadsorpgije u celijskoj liniji Vero inokulisanoj
uzorcima virusa PI3, aktivisanog tripsin-versenom, ustanovljena je posle 24 ¢asa
od inokulacije kod ¢elija sa razredenjem imunog seruma od 1:16. Katz i sar [1] su
posle inokulacije virusa Njukastl bolesti u kulturu embrionalnih pilecéinh fibroblasta,
ispitivali neke bioloSke karakteristike njegovih glikoproteinskih HN i F antigena pri-
menom testova hemadsorpcije i inhibicije hemadsorpcije. Rezultati testa inhibi-
cije hemadsorpcije su pokazali da je primenom specifiénog imunog seruma protiv
virusa Njukast! bolesti, nastala inhibicija procesa apsorpcije eritrocita na povrsini
¢Gelija inficiranih pomenutim virusom.

5wy Zakljuéak / Conclusion

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja, moze da se zakljudi da se
testovi hemadsorpcije i inhibicije hemadsorpcije, zajedno za drugim standardnim
virusoloskim metodama, mogu uspesno da koriste za ispitivanje nekih bioloskih
karakteristika glikoproteinskih HN i F antigena spoljasnjeg omotaca virusa parain-
fluence 3. .
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ENGLISH

INVESTIGATIONS OF HEMADSORPTION CHARACTERISTICS OF GLYCOPROTEIN
HN AND F ANTIGEN OF PARAINFLUENZA 3 VIRUS OUTER MEMBRANE IN VITRO
t

J. Nisavic, N. Milic

The objective of our invesatigations was to examine the hemadsorption char-
acteristics of glycoprotein HN and F antigens of the outer membrane of the parainfluenza 3
virus. Six hours following inoculation of the cell line with the Vero virus PI3, previously acti-
vated with 0.025 g/d| trypsin-versen, the appearance of less intense hemadsorption was
established in antigen dilutions of 1:2 and 1:4. Hemadsorption was established in the men-
tioned cell lines also 12 h after inoculation in virus dilutions of 1:8 and 1:16, while 24 h fol-
lowing inoculation, hemadsorption was present also in a virus dilution of 1:64. Inhibition of
hemadsorption in inoculated cells with immune serum dilutions of 1:16 was established 24
h after inoculation of the cell line with Vero samples of the virus PI3, activated with trypsin-
versen and with the addition of specific immune serum.

Key words: Parainfluenza 3 virus, Vero cells, hemadsorption, hemadsorption inhibition

PYCCKUN

WUCTbITAHUE XMMALCOPBLIMOHHbIX CBOWCTB B NMUKOMPOTEWHHbIX
XH U ® AHTUFEHOB HAPY>XHOW OBOJIOYKYU BUPYCA MAPAUH®IOSHLbI 3,
IN VITRO

M. Huwaswny, H. Munuy

Lenb Hawmx uccnegoBaHmii 661510 UCNbITAHUE XMMAACOPOLMOHHBIX CBOMCTB
rnukonpoTenHbix XH u @ aHTUreHoB Hapy>XHOM 060MOYKU BUPYCA NapanHIosHLb! 3.
Mocne 6 4. oT MHOKYNALMM KNeTo4HON nuHum Vero virusom PI3, npeaBapuUTenbHO akTUBK-
poBaHHeiM ¢ 0,025 r/gn TpuncuH-BepceHa, SIBMEHWEe XMMAACOpGUMM YCTAHOBIEHO B
MeHbLUEe MHTEeHCUBHOCTU B pPaspeXeHunsax aHTureHos oT 1:2 u 1:4. Xumagcopbumsa yc-
TaHOBJIEHA B YNOMSIHYTbIX KNETOYHbIX NIMHUAX M nocne 12 4. OT MHOKYNAUMK y paspexe-
Husx Bupyca oT 1:8 1 1:16, noka nocne 24 4. 0T MHOKY ALK XMMaacopbums Bbina npu-
CYTCTBYIOWAA W Y paspexkeHns supyca ot 1:64. MNMocne 24 4. OT MHOKYMALMU KNETOUHOM
nuHuu Vero obpasunkamu supyca PI3, akTMBUPOBAHHBLIX TPUNCUH-BEPCEHOM U J06aB-
neHus cneuncthn4eckoro UMMYHHOTO CepymMa, YCTaHOBIEHO TOPMOXXEeHUe XMagcopbumm y
VHOKYMALMOHHbIX KINETOK C paspeeHnem UMMYHHOro cepyma ot 1:16.

Kntouesble criosa: Bupyc napanHthnioaHLbl 3, Bepo KneTku, xumagcopbums,
TOpMOXKeHue xumagcopbumun

151



