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INVESTIGATIONS OF HEMADSORPTION CHARACTERISTICS OF
GLYCOPROTEIN HN AND F ANTIGENS OF NEWCASTLE DISEASE
VIRUS ENVELOPE IN VITRO

J. Nigavié, N. Mili¢**

Cilj nasih istraZivanja bilo je ispitivanje hemadsorpcionih svoj-
stava glikoproteinskih HN i F antigena spoljasnjeg omotaca virusa New-
castle bolesti. Posle 6 ¢asova od inokulacije ¢elijske linije Vero viru-
som Newcastle bolesti, prethodno aktivisanim sa 0,025 g/dl tripsin-
versena, pojava hemadsorpcije je ustanoviljena u manjem intenzitetu u
razredenjima antigena od 1:8 do 1:16. Hemadsorpcija je ustanovijena
u pomenutim Celijskim linijiama i posle 12 ¢asova od inokulacije u
razredenju virusa od 1:64, dok je posle 24 ¢asa od inokulacije hemad-
sorpcija bila prisutna i u razredenju virusa od 1:256. Posle 24 ¢asa od
inokulacije ¢elijske linije Vero uzorcima virusa Newcastle bolesti, aktivi-
sanih tripsin-versenom i dodavanja specificnog imunog seruma, us-
tanovljena je inhibicija hemadsorpcije kod inokulisanih ¢elija sa raz-
redenjem imunog seruma od 1:64.

Kljuéne reci: Virus Newcastle bolesti, Vero ¢elije, hemadsorpcija,
inhibicija hemadsorpcije

Uvod / Introduction

Virus Newcastle bolesti poseduje spoljasnji omotac u Cijem sastavu
se nalaze dva povrsinska glikoproteinska antigena hemaglutinin-neuraminidazni
(HN) i fuzioni (F) proteinski molekul. Hemaglutinin-neuraminidazni (HN) protein
virusa Newcastle bolesti ima viSestruku ulogu. Najpre obezbeduje aktivaciju vezi-
vanja virusa za receptore na povrsini celije i time omogucava virusnu infekciju
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¢elije, zatim aktivira neuraminidazu i pokrece proces c¢elijske fuzije sa fuzionim (F)
proteinom.

Fuzioni (F) protein spoljasnjeg omotaca virusa Newcastle bolesti sin-
tetiSe se kao neaktivni prekurzor oznacen sa Fo, koji se pod dejstvom celijskih
proteaza cepa na dve subjedinice koje ostaju povezane disulfidnim vezama. Na
ovaj nacin postaje bioloski aktivan i odgovoran za odvijanje procesa virusno —
celijske i celijsko-Celijske fuzije, kao i procesa hemolize.

Materijal i metode rada / Materials and methods

Virus i kultura tkiva | Virus and tissue culture

Virus Newcastle bolesti, soj La Sota=10"°4° (log10™°*% TCID/0,1ml)
¢iji je hemaglutinacioni titar bio 64HJ/0,1 ml ispitivan je primenom testova hemad-
sorpcije i inhibicije hemadsorpcije na ¢éelijskoj liniji Vero.

Imuni serum | Immune serum

Za izvodenije testa inhibicije hemadsorpcije, koriS¢en je imuni serum
protiv virusa Newcastle bolesti, titra od 1:64 (Veterinarski zavod Zemun iz Ze-
muna).

Test hemadsorpcije | Hemadsorption test

U udubljenja mikrotitracionih ploc¢a sa ravnim dnom u kojima se nala-
zio sloj Vero celija pojedinacno su inokulisana u koli¢ini od po 50 ul dvostruka
razredenja virusa Newcastle bolesti u 2% Eagle MEM-u pocev od 1:2 do 1:512,
koja su prethodno aktivisana sa 0,025 g/dl tripsin-versena. Posle perioda inkuba-
cije u trajanju od 6 Casova, 12 Casova i 24 Casa odlivana je podloga i dodavane su
koli¢ine od po 50 ul 0,5% suspenzije eritrocita kokosi. Ovako pripremljene mikroti-
tracione ploce inkubisane su pola ¢asa na temperaturi od 4°C, a zatim je odlivan
viSak suspenzije eritrocita, a celije ispirane rastvorom fosfatnog pufera (PBS). Tri
poslednja udubljenja mikrotitracionih plo¢a sa Vero Celijama su sluzila za kontrolu
tkiva, kontrolu virusa i kontrolueritrocita. Reakcija hemadsoprcije u mikrotitra-
cionim ploGama, odnosno vezivanje eritrocita za ¢elije kulture tkiva u kojima se
nalazio virus, posmatrana je pod mikroskopom za kulturu tkiva.

Test inhibicije hemadsorpcije | Hemadsorption inhibition test

U udubljenja mikrotitracionih plo¢a sa ravnim dnom sa Vero ¢elijama
pojedinacno inokulisanim sa po 100 LDs, virusa Newcastle bolesti, u koli¢ini od
po 50 ul, posle inkubisanja inokulisanih ¢elija tokom vremenskog perioda od 24
¢asa na temperaturi od 36°C, ¢elijama u bazenci¢ima su pojedina¢no dodate
koliCine od po 50 ul specificnog imunog seruma u razredenjima od 1:2 do 1:512.
Celije su inkubisane pola ¢asa na sobnoj temperaturi. Posle perioda inkubacije u
sve bazendi¢e mikrotitracionih plo¢a je dodato po 50 ul 0,5% suspenzije eritrocita
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kokosi i mikrotitracione plo¢e su ponovo inkubisane pola ¢asa na temperaturi od
4°C. Posle inkubacije odlivan je viSak suspenzije eritrocita, a ¢elije ispirane PBS-
om. Takode, tri poslednja udubljenja mikrotitracionih plo¢a sa kulturom tkiva
sluzila su za kontrolu tkiva, kontrolu seruma i kontrolu virusa. Ovako pripremljene
mikrotitracione plo¢e su posmatrane pod mikroskopom za kulturu tkiva.

Rezultati / Results

Kod uzoraka virusa NDV koji su prethodno aktivisani sa 0,025g/dl
tripsin-versena, posle 6 ¢asova od inokulacije, hemadsorpcija se pojavila u ma-
njem intenzitetu u razredenjima antigena virusa pocev od 1:8 do 1:16. Nakon 12
¢asova od inokulacije virusa, hemadsorpcija je ustanovljena do razredenja anti-
gena virusa od 1:64, da bi posle 24 ¢asa od inokulacije virusa hemadsorpcija bila
utvrdena do razredenja antigena od 1:256 (tabela 1).

Tabela 1. Hemadsorpciona aktivnost glikoproteinskih antigena spoljasnjeg omotaca
uzoraka virusa NDV, prethodno aktivisanih tripsin-versenom
Table 1. Hemadsorption activity of the glycoprotein antigens of the outer envelope of Newcastle disease vi-
rus, previously activated with trypsin-versen

Vreme proteklo od inokulacije Vero celija sa
tripsin-versenom aktivisanim uzorcima virusa
NDV / Elapsed time from inoculation of Vero cells
with the samples of NDV activated with trypsin-
versen

Razredenja virusa NDV koje je izazvalo pojavu
hemadsorpcije u inokulisanim Vero éelijama / Di-
lutions of the Newcastle disease virus which induced
hemadsorption in inoculated Vero cells

6h 1:2,1:4,1:8i1:16
12 h 1:2,1:4;1:8; 1:16; 1:32i 1:64
24 h 1:2;1:4;1:8; 1:16; 1:32; 1:64; 1:128 i 1:256

Uzorci virusa NDV, aktivisani tripsin-versenom, inokulisani su u ¢e-
lijsku liniju Vero i posle 24 ¢asa im je dodavan specificni imuni serum. Us-
tanovljena je inhibicija hemadsorpcije kod inokulisanih éelija tretiranih sa raz-
redenjem seruma od 1:64.

Diskusija / Discussion

Ispitivanje hemadsorpcionih svojstava glikorpoteinskih HN i F antige-
na spoljasnjeg omotaca virusa Newcastle bolesti obavljali smo primenom testova
hemadsorpcije i inhibicije hemadsorpcije. Primenom testa hemadsorpcije usta-
novljena je pojava adsorpcije eritrocita zamorca na povrSinu Vero ¢elija inokuli-
sanih uzorcima aktivisanog virusa Newcastle bolesti ve¢ posle 6 Casova. Ista se
intenzivirala posle vremenskog perioda od 12 ¢asova, odnosno 24 ¢asa od inoku-
lacije prethodno pomenutog virusa. Peter G. Polos i sar [2] pojavu hemadsorpcije
kvantitativno su odredivali na osnovu procenta ¢elija koje su adsorbovale dva ili
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viSe eritrocita u populaciji od 200 ¢éelija CHO-15B celijske linije inokulisane viru-
som Newcastle bolesti. Autori su na ovaj nacin ustanovili pojavu hemadsorpcije
vec¢ posle 6 Casova od inokulacije virusa u slabijem i posle 13 ¢asova od inokula-
cije virusa u jacem intenzitetu. Mili¢ [3] je pratio pojavu hemadsorpcije 0,4 % sus-
penzije eritrocita zamorca na inokulisanim ¢elijskim linijama PK-15, TB, AUBEK i
MDBK posle na 6 ¢asova, 12 ¢asova, 24 Casa, 48 Casova i 72 ¢asa od inokulacije
virusa PI3. Rezultati navedenih ispitivanja su pokazali da je hemadsorpcija u
inokulisanim ¢elijskim linijama PK-15, TB i AUBEK bila pozitivna posle 12 ¢asova
od inokulacije virusa, dok je kod ¢elijske linije MDBK ustanovljena posle 24 ¢asa
od inokulacije. U svim prethodno navedenim ¢éelijskim linijama, utvrdena je pojava
adsorpcije eritrocita na povrsine ¢elija inficiranih virusom posle 24 ¢asa od inoku-
lacije virusa. Zhuhui Huang i sar [11] primenom viSe testova uklju¢ujuci i test he-
madsorpcije ustanovili su zna¢ajnu ulogu HN proteina u virulenciji virusa Newcas-
tle bolesti. Aruna Panda i sar [9] primenom metode RT-PCR i testa hemadsorpcije,
ispitivali ulogu koju amino-kiselinska sekvenca koja se nalazi na fuzionom prote-
inu virusa Newcastle bolesti i na koje deluju enzimi proteaze, ima u procesu akti-
vacije ovog proteina. Rezultati ispitivanja su pokazali da je aktivacija fuzionog (F)
proteina delovanjem intracelularnih proteaza, od izuzetnog znacaja za virulenciju
virusa Newcastle bolesti. Katz i sar [1] posle inokulacije virusa Newcastle bolesti u
kulturu embrionalnih pile¢ih fibroblasta, ispitivali su neke bioloSke karakteristike
njegovih glikoproteinskih HN i F antigena primenom testova hemadsorpcije i inhi-
bicije hemadsorpcije. Rezultati testa inhibicije hemadsorpcije su pokazali da je
primenom specificnog imunog seruma protiv virusa Newcastle bolesti, nastala in-
hibicija procesa adsorpcije eritrocita na povrsini ¢elija inficiranih pomenutim viru-
som.

Zakljuéak / Conclusion

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja, moze da se zakljuci da tes-
tovi hemadsorpcije i inhibicije hemadsorpcije mogu, zajedno za drugim standard-
nim virusoloskim metodama, uspesno da se koriste za ispitivanje nekih bioloskin
karakteristika glikoproteinskih HN i F antigena spoljasnjeg omotaca virusa New-
castle bolesti.
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ENGLISH

INVESTIGATIONS OF HEMADSORPTION CHARACTERISTICS OF GLYCOPROTEIN
HN AND F ANTIGENS OF NEWCASTLE DISEASE VIRUS ENVELOPE IN VITRO

J. Nisavic, N. Milic

The objective of these investigations was to examine the hemadsorption char-
acteristics of glycoprotein HN and F antigens of the Newcastle Disease virus envelope. Six
hours following inoculation of the cell line with the Newcastle Disease Vero virus, previously
activated with 0.025 g/dI trypsin-versene, the appearance of hemadsorption was estab-
lished in a smaller intensity in antigens diluted in ratios from 1:8 to 1:16. Hemadsorption
was also determined in the mentioned cell lines 12 hours following inoculation in viruses di-
luted 1:64, while hemadsorption was present in virus dilutions of 1:256 after 24 hours. Inhi-
bition of hemadsorption in inoculated cells with immune serum dilutions of 1:64 was estab-
lished 24 hours following inoculation of the cell line with Vero samples of the Newcastle Dis-
ease virus, activated with trypsin-versene and the addition of specific immune serum.

Key words: Newcastle Disease virus, Vero cells, hemadsorption, hemadsorption inhibition

PYCCKUN

NUCMNbITAHWE XEMAJCOPBELIMOHHbIX CBOWCTB MNMKOMNPOTEUHbIX HN U
F AHTUFEHOB HAPY>XHOW OBJTIOYKU BUPYCA HbIOKACIJIA BEOJIE3HU,
IN VITRO

W. Huwaswy, H. Muwwny

Llenb Hawwux nccnepoBaHnii 66110 UCMbITAHWE XeMaAcopOLMOHHbBIX CBONCTB
rnvkonpoTenHbix NH 1 F aHTureHoB Hapy>kHOM 060/104Ku BUpyca Hbtokacna 60nesHu.
lMocne 6 4. OT MHOKYNALMM KNeTOoYHON NnHKKM Vero Bupycom Hbiokacna 6onesHu, npea-
BapuTenbHO, aKkTuBMpoBaHHbiM ¢ 0,025 r ANs TPUNCUH-BEpPCeHa, ABfeHne xemaacopoumm
yCTaHOBNEHO B 6051ee ManeHbKON MHTEHCMBHOCTY B pas3pexXeHnsx aHTureHa ot 1:8 go
1:16. Xemagcopbuusa yctaHOBEHa B YNOMSHYTbIX KNEeTOYHbIX NIMHUAX U nocne 12 4. oT
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VHOKYIALMK B pa3pexxeHnn supyca oT 1:64, noka nocne 24 4. 0T MHOKYNAUMU Xemacopo-
una 6bina NpUcCyTCTBYyOWaAa M B paspexxeHun Bupyca ot 1:256. Nocne 24 4. OT MHO-
Kynsuumn KneToyHow nmHum Vero obpasdunkamum Bupyca Hbiokacna 60nesHu, akTUBHU-
POBaHHbIX TPUMCUH-BEPCEHOM N J06aBNEeHNs cneunduyeckoro MMMYyHOro cepyma, yc-
TaHOBJIEHO TOPMOXXEHME XaMaAcopoLUmn y MHOKYMALMOHHBIX KIMETOK C pa3pekeHnem um-
MYHHOro cepyma ot 1:64.

Krntoyesble crnosa: Bupyc Helokacna 6onesHu, Vero knetku, xemagcopobuus,
TOPMOXXEHNEe XxemaacopoLmm
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