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ISPITIVANJE HEMADSORPCIONIH SVOJSTAVA
GLIKOPROTEINSKIH HN I F ANTIGENA SPOLJA[NJEG
OMOTA^A VIRUSA NEWCASTLE BOLESTI IN VITRO*

INVESTIGATIONS OF HEMADSORPTION CHARACTERISTICS OF

GLYCOPROTEIN HN AND F ANTIGENS OF NEWCASTLE DISEASE

VIRUS ENVELOPE IN VITRO

J. Ni{avi}, N. Mili}**

Cilj na{ih istra`ivanja bilo je ispitivanje hemadsorpcionih svoj-
stava glikoproteinskih HN i F antigena spolja{njeg omota~a 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 ustanovljena u manjem intenzitetu u
razre|enjima antigena od 1:8 do 1:16. Hemadsorpcija je ustanovljena
u pomenutim }elijskim linijama i posle 12 ~asova od inokulacije u
razre|enju virusa od 1:64, dok je posle 24 ~asa od inokulacije hemad-
sorpcija bila prisutna i u razre|enju virusa od 1:256. Posle 24 ~asa od
inokulacije }elijske linije Vero uzorcima virusa Newcastle bolesti, aktivi-
sanih tripsin-versenom i dodavanja specifi~nog imunog seruma, us-
tanovljena je inhibicija hemadsorpcije kod inokulisanih }elija sa raz-
re|enjem imunog seruma od 1:64.

Klju~ne re~i: Virus Newcastle bolesti, Vero }elije, hemadsorpcija,
inhibicija hemadsorpcije

Virus Newcastle bolesti poseduje spolja{nji omota~ u ~ijem sastavu
se nalaze dva povr{inska glikoproteinska antigena hemaglutinin-neuraminidazni
(HN) i fuzioni (F) proteinski molekul. Hemaglutinin-neuraminidazni (HN) protein
virusa Newcastle bolesti ima vi{estruku ulogu. Najpre obezbe|uje aktivaciju vezi-
vanja virusa za receptore na povr{ini }elije i time omogu}ava virusnu infekciju
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}elije, zatim aktivira neuraminidazu i pokre}e proces }elijske fuzije sa fuzionim (F)
proteinom.

Fuzioni (F) protein spolja{njeg omota~a virusa Newcastle bolesti sin-
teti{e se kao neaktivni prekurzor ozna~en sa Fo, koji se pod dejstvom }elijskih
proteaza cepa na dve subjedinice koje ostaju povezane disulfidnim vezama. Na
ovaj na~in postaje biolo{ki aktivan i odgovoran za odvijanje procesa virusno –
}elijske i }elijsko-}elijske fuzije, kao i procesa hemolize.

Virus i kultura tkiva / Virus and tissue culture

Virus Newcastle bolesti, soj La Sota=10-5,45 (log10-5,45 TCID/0,1ml)
~iji je hemaglutinacioni titar bio 64HJ/0,1 ml ispitivan je primenom testova hemad-
sorpcije i inhibicije hemadsorpcije na }elijskoj liniji Vero.

Imuni serum / Immune serum

Za izvo|enje testa inhibicije hemadsorpcije, kori{}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 plo~a sa ravnim dnom u kojima se nala-
zio sloj Vero }elija pojedina~no su inokulisana u koli~ini od po 50 µl dvostruka
razre|enja virusa Newcastle bolesti u 2% Eagle MEM-u po~ev 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 ~asova, 12 ~asova i 24 ~asa odlivana je podloga i dodavane su
koli~ine od po 50 µl 0,5% suspenzije eritrocita koko{i. Ovako pripremljene mikroti-
tracione plo~e inkubisane su pola ~asa na temperaturi od 4oC, a zatim je odlivan
vi{ak suspenzije eritrocita, a }elije ispirane rastvorom fosfatnog pufera (PBS). Tri
poslednja udubljenja mikrotitracionih plo~a sa Vero }elijama su slu`ila za kontrolu
tkiva, kontrolu virusa i kontrolueritrocita. Reakcija hemadsoprcije u mikrotitra-
cionim plo~ama, 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
pojedina~no inokulisanim sa po 100 LD50 virusa Newcastle bolesti, u koli~ini od
po 50 µl, posle inkubisanja inokulisanih }elija tokom vremenskog perioda od 24
~asa na temperaturi od 36oC, }elijama u bazen~i}ima su pojedina~no dodate
koli~ine od po 50 �l specifi~nog imunog seruma u razre|enjima od 1:2 do 1:512.
]elije su inkubisane pola ~asa na sobnoj temperaturi. Posle perioda inkubacije u
sve bazen~i}e mikrotitracionih plo~a je dodato po 50 �l 0,5% suspenzije eritrocita
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koko{i i mikrotitracione plo~e su ponovo inkubisane pola ~asa na temperaturi od
4oC. Posle inkubacije odlivan je vi{ak suspenzije eritrocita, a }elije ispirane PBS-
om. Tako|e, tri poslednja udubljenja mikrotitracionih plo~a sa kulturom tkiva
slu`ila su za kontrolu tkiva, kontrolu seruma i kontrolu virusa. Ovako pripremljene
mikrotitracione plo~e su posmatrane pod mikroskopom za kulturu tkiva.

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 razre|enjima antigena virusa po~ev od 1:8 do 1:16. Nakon 12
~asova od inokulacije virusa, hemadsorpcija je ustanovljena do razre|enja anti-
gena virusa od 1:64, da bi posle 24 ~asa od inokulacije virusa hemadsorpcija bila
utvr|ena do razre|enja antigena od 1:256 (tabela 1).

Tabela 1. Hemadsorpciona aktivnost glikoproteinskih antigena spolja{njeg omota~a
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 }elija sa
tripsin-versenom aktivisanim uzorcima virusa
NDV / Elapsed time from inoculation of Vero cells
with the samples of NDV, activated with trypsin-
versen

Razre|enja virusa NDV koje je izazvalo pojavu
hemadsorpcije u inokulisanim Vero }elijama / Di-
lutions of the Newcastle disease virus which induced
hemadsorption in inoculated Vero cells

6 h 1:2, 1:4, 1:8 i 1:16

12 h 1:2, 1:4; 1:8; 1:16; 1:32 i 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 specifi~ni imuni serum. Us-
tanovljena je inhibicija hemadsorpcije kod inokulisanih }elija tretiranih sa raz-
re|enjem seruma od 1:64.

Ispitivanje hemadsorpcionih svojstava glikorpoteinskih HN i F antige-
na spolja{njeg omota~a virusa Newcastle bolesti obavljali smo primenom testova
hemadsorpcije i inhibicije hemadsorpcije. Primenom testa hemadsorpcije usta-
novljena je pojava adsorpcije eritrocita zamorca na povr{inu Vero }elija inokuli-
sanih uzorcima aktivisanog virusa Newcastle bolesti ve} posle 6 ~asova. Ista se
intenzivirala posle vremenskog perioda od 12 ~asova, odnosno 24 ~asa od inoku-
lacije prethodno pomenutog virusa. Peter G. Polos i sar Š2¹ pojavu hemadsorpcije
kvantitativno su odre|ivali na osnovu procenta }elija koje su adsorbovale dva ili
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vi{e eritrocita u populaciji od 200 }elija CHO-15B }elijske linije inokulisane viru-
som Newcastle bolesti. Autori su na ovaj na~in ustanovili pojavu hemadsorpcije
ve} posle 6 ~asova od inokulacije virusa u slabijem i posle 13 ~asova od inokula-
cije virusa u ja~em intenzitetu. Mili} Š3¹ 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 ~asa, 48 ~asova 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 }elijskim linijama, utvr|ena je pojava
adsorpcije eritrocita na povr{ine }elija inficiranih virusom posle 24 ~asa od inoku-
lacije virusa. Zhuhui Huang i sar Š11¹ primenom vi{e testova uklju~uju}i i test he-
madsorpcije ustanovili su zna~ajnu ulogu HN proteina u virulenciji virusa Newcas-
tle bolesti. Aruna Panda i sar Š9¹ 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 zna~aja za virulenciju
virusa Newcastle bolesti. Katz i sar Š1¹ posle inokulacije virusa Newcastle bolesti u
kulturu embrionalnih pile}ih fibroblasta, ispitivali su neke biolo{ke karakteristike
njegovih glikoproteinskih HN i F antigena primenom testova hemadsorpcije i inhi-
bicije hemadsorpcije. Rezultati testa inhibicije hemadsorpcije su pokazali da je
primenom specifi~nog imunog seruma protiv virusa Newcastle bolesti, nastala in-
hibicija procesa adsorpcije eritrocita na povr{ini }elija inficiranih pomenutim viru-
som.

Na osnovu dobijenih rezultata ispitivanja, mo`e da se zaklju~i da tes-
tovi hemadsorpcije i inhibicije hemadsorpcije mogu, zajedno za drugim standard-
nim virusolo{kim metodama, uspe{no da se koriste za ispitivanje nekih biolo{kih
karakteristika glikoproteinskih HN i F antigena spolja{njeg omota~a virusa New-
castle bolesti.
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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/dl 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

ISPÀTANIE HEMADSORBCIONNÀH SVOYSTV GLIKOPROTEINÀH HN I
F ANTIGENOV NARU@NOY OBLO^KI VIRUSA NÃÁKASLA BOLEZNI,

IN VITRO

Y. Ni{avi~, N. Mi{i~

CelÝ na{ih issledovaniy bìlo ispìtanie hemadsorbcionnìh svoystv

glikoproteinìh NH i F antigenov naru`noy obolo~ki virusa NÝÓkasla bolezni.

Posle 6 ~. ot inokulÔcii kleto~noy linii Vero virusom NÝÓkasla bolezni, pred-
varitelÝno, aktivirovannìm s 0,025 g dlÔ tripsin-versena, Ôvlenie hemadsorbcii
ustanovleno v bolee malenÝkoy intensivnosti v razre`eniÔh antigena ot 1:8 do
1:16. HemadsorbciÔ ustanovlena v upomÔnutìh kleto~nìh liniÔh i posle 12 ~. ot

303

Vet. glasnik 60 (5-6) 299 - 304 (2006) J. Ni{avi} i N. Mili}: Ispitivanje hemadsorpcionih
svojstava glikoproteinskih HN i F antigena spolja{njeg omota~a virusa ...

ENGLISH

RUSSKIY



inokulÔcii v razre`enii virusa ot 1:64, poka posle 24 ~. ot inokulÔcii hemadsorb-
ciÔ bìla prisutstvuÓçaÔ i v razre`enii virusa ot 1:256. Posle 24 ~. ot ino-

kulÔcii kleto~noy linii Vero obraz~ikami virusa NÝÓkasla bolezni, aktivni-
rovannìh tripsin-versenom i dobavleniÔ specifi~eskogo immunogo seruma, us-
tanovleno tormo`enie hamadsorbcii u inokulÔcionnìh kletok s razre`eniem im-
munnogo seruma ot 1:64.

KlÓ~evìe slova: Virus NÝÓkasla bolezni, Vero kletki, hemadsorbciÔ,
tormo`enie hemadsorbcii
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