
N oV ol 172
,

F e br u a r y 20 07匹迫GRES S IN N ATURA L S C IENC E

A n t i b o d i e s a g a i n s t a n a l o g o u s h e P t a d r e P e a t P e P t id e H R 2 1 2 o f

N e w c a s t l e D i s e a s e V i r u s i n h ib i t v i r u s
.
c e l l m e m b r a n e f u s i o n

`

L l Y i n g l
,

2 a n d T I E N P o l 关 爷

( 1
.

M o l e e u l a r V `or 正〔〕g y R
e s e a cr h C e n t e r ,

I n s t工t u t e o f M i e ro bi o l o g y ,

C hi n e s e A e a d e m y o f S e i e n e e s ,

B e ij i n g 10 0 0 8 0
,

C h
、 n a ; 2

.

G r a d u a t e

S
e
h oo l o f t h

e
C h i n e s e A e a d

e
m y o f S

e i e n c e s ,

B e
ij

l n g 1 0 0 0 3 9
,

C h
l n a

)

A e e e p t e
d o n J

u n e 2 1
,

2 0 0 6

A b s t r a e t M e m br a n e f
u s i o n 15 a

k
e y s t e p I n e n v e l o p e d

v i r u s e n t r y
.

H
l g h ly c o n s e r v e d h e p t a d r e p e a t r e g i o n s

( H R I a n d H RZ )
o f

N e w e a s t l
e

d
l s e a s e v i r u s ( N D V ) f

u s i o n p r o t e i n ( F ) a r e c r it i e a l f
u n e t i o n a l do m a i n s fo r v i r a l m e m b r a n e fu s io n

.

T h
e y d is p l

a y d i f f e
r e n t e o n fo r

-

m a t l o n s i n t h e rn e m bra n e fu s i o n s t a t e s a n d
a r e v

i e w e d a s e a n d id a t e t a r g e t s fo r n e u t r a l i
z i n g a n t ib o dy r e s p o n s e s

.

W e p r e v lo u s ly r e p o r t e d t ha t

a n a n a
lo g o f h e p t a d r e p e a t p e p t id

e s
H R Z

一

H尺1一 H R Z (H R 2 1 2 ) a n d H R Z c o u ld i n h ib i t N D V i n du e e
d

C e l l
一 e e l l m e m b r a n e f u s i o n

.

H e r e ,

w e

s h o w t h
a t H R Z 1 2

e a n i n d u e e t h e p r o du e t io n o f h i g h ly p o t e n t a n t ib o d y i n im m
u n i z e

d
r a

b b
一t s

,

w h i e h
e o u ld

r e e o g n l z e
王u ll l

e n g t h p e p t id
e s o f

bo t h I IR I a n d 于1尺2
, a n d i n h ibi t N l )V h e rn a g g lu t i n a t i o n a n d N D V e n t r y

.

T h e s e s u

既
e s t t h a t e i t h e r 11R 2 12 o r i t s a n t ib o d y e o u ld b e a n i n

-

h ib
l t o r o f

v i r u s 一 i n d
u e e

d e e l l
一

e e l l rn e m br a n e fu s i o n
.

K e y w o r d s : N D V
,

h e P t a d r e P e a t d o m a i ns
,

im m u n e r e s Po n s e
,

i n h ib i t i o n o f v i r a l e n t ry
.

N e w e a s t l e d i s e a s e v i r u s ( N DV ) 15 a n e n v e lo p e d

v i r u s g
r o u p e d u n d e r t h

e
f a m il y o f aP ra m脚

o v i r 艺d a e
.

T w o t r a n s m e rn b r a n e g l y e o p ro t e in s

t h e h a e m a g g l u t i n i n n e u r a m in id a s e

O fl l t s

( H N )

e n v e lo p e ,

a n d f u s io n

( F )

s Po n s e

P or t e i n s e a n e l i e i t a P r o t e c t l v e lm m u n e r e 一

inof
.

T h e H N p or t e i n i n i t i a t e s t h e f i r s t s t e p

i n f e e t io n ,

w h i e h i n v o lv e s t h e a t t a e hm e nt th e v ir a l

t h e v i r u s e s t o e e l lu l a r s u r f a e e r e e e p t o r s
.

T h e a t t a e h
-

m e n t 15 r e s p o n s i b l e f o r h a e nr a g g lu t i n a t io n
.

T h e F

p or t e i n d i r e e t l y m e d i a t e s a p H
一

i n d e p e n d e n t v i r u s 一 e e ll

m e m b r a n e f u s i o n
.

B o t h t h e H N p or t e i n a n d F P r o t e i n

o n t h e s u r f a e e o f t h e in f e e t e d e e l ls e a n m e d i a t e f u s i o n

o f t h e i n f e e t e d e e ll s w i t h u n i n f e e t e d e e ll s
, e a u s i n g t h e

fo r m a t io n o f s y n e y t ia
, a p r o m i n e n t e y t o p a t h e t i e e f f e e t

o f p a r a m y x o v i r u s o n t h e e e l l s

f u s io n p or
e e s s ,

w h i e h 15 a k e y s t e p f o r e n v e lo p e d

m
e
m b r a n e

f u s io n
.

In t h e t r im e r i e p r e
h

a i r
P i n e o il

e d

i n t e r m e d i a t e ,

H R I a n d H R Z a r e e x p o s e d [3
,

4 〕
.

s t u d
-

ie s s h o w e d t h a t t h e p
r e h a i r p in in t e r m e d ia t e s t r u e t u r e

e o u ld k e e p o n f o r a f e w m in u t e s 〔S J
,

t h u s b o t h t h e i n
-

t e r n a l N t e r m i n a l H R I t r im e r i e e o i l a n d t h e C t e r m i
-

n a l t r im e r ie H R Z a r e a e e e s s i b l e t o i n h i b i t o r s a n d a r e

e o n s i d e r e d a s a n a t t r a e t iv e t a r g e t f o r v a e e i n e d e v e lo p
-

m e n t仁6
,

7 」
.

In t h e f u s io n P r o e e s s ,
t h e F p or t e i n u n d e r g o e s a t

l e a s t t h r e e e o n f o r m a t io n a l e h a n g e s t o e o m p le t e t h e

m e m b r a n e f u s io n a n d v i r a l e n t r y :
m e t a s t a b l e e o n f o r -

m a t i o n s t a t e b e f o r e f u s io n ,

p r e h a i r p in in t e r m e d ia t e

s t a t e , a n d s i x
一

h e li x b u n d l
e

h a i r
p i n s t a t e a f t e r f u s i o n

.

In t h e h ig h l y s t a b le s i x
一

h e l i x b u n d le
,

t h e H R I h e li e e s

f o r m a e e n t r a l t r im e r i e e o i l e d s t r u e t u r e t h a t e o n t a i n s

t h
r e e h ig h l y

e o n s e r v e d h y d r o p h o b i e g r o o v e s t h a t a r e

p a e k e d i n t o t h r e e H R Z h e l ie e s in a n a n t i p a r a ll
e
l o r ie n -

t a t i o n [2 】
.

T h i s s t r u e t u r e 15 e o u p le d v i r a l e n v e lo p e ,

t a r g e t s e e ll m e m b r a n e , a n d p r o m o t e s v i r a l m e m b r a n e

W
e p r e v i o u s ly p r o v e d t h a t H R Z a n d i t s a n a lo g o u s

H R Z
一

H R I
一

H R Z ( H R 2 1 2 ) w e r e p o t e n t i n h ib it o r s o f

v主r u分 m e d i a t e d m e m b r a n e f u s i o n b y m im i e k i n g H R

p e p t i d e s in t e r a e t i o n s i n t h e s i x
一

h e li x b u n d l e a n d i n t e r -

f e r i n g w i t h t h e s u b s e q u e n t s e lf a s s e m b ly o f t h e h ig h l y

e o n s e r v e d e n d o g e n o u s H R d o m a i n s o f t h e F p r o t e i n
.

H o w e v e r ,

p e p t i d e s for m H R I a r e g e n e ar l ly f a r l e s s

p o t e n t t h a n H R Z f o r a l o w t e n d e n e y t o f o r m a t r im e r -

i e e o il [8一 1 0〕
.

E f fo r t s o n e li e i t i n g h ig h im m u n e r e -

s p o n s e b y im m u n i z a t io n w i t h f r e e H R p e p t i d e s o r f u
-

s i o n p or t e i n s h a v e b e e n p or
v e n d i f f i e u l t i n

s u e e e s s ,

p o s s i b l y d u e t o i n e o r r e e t s t r u e t u r a l p r e s e n t a t io n o f t h e

p e p t id e s 〔1 1〕
.

T h u s ,

l o w e r i n g t h e e o n f o r m a t i o n a l f l e x -

i b i l it y m a y h e lp in i n e r e a s i n g im m u n e r e s p o n s e s
.

S e v -

e ar l s t u d ie s h a v e
d e m o n s t r a t e d t h a t m a n y im nr

u n o -

g e n i e p e p t i d e s h a v e a p or p e n s i t y t o a do p t t h e w e l l
-

def ine d se co n d劣y st ur ct uer i n 明 u

~ sol
u t i o n [12

,

13 ]
.

S u p p o r t e d b y N
a t l o n a

l P ro g ra rn

T o w h o m
e o r r e s p o n d e n e e s

ho u ld

o n K e y B a s i e R e s e a r e h P r oj e e t ( G r曲 t N o
.

2 00 5 CB 5 2 3 00 1 )

关 关 b e a d dre s s e d
.

E
一

m
a i l

: t i e n p o @ S u n
.

im
.

a C
.

e n



P ro g e s s ri n Na t ua r
lS e ie ne e Vo

l
.

1 7 N
o

.

2 2 0 07 w w w
.

ta n d f
.

C o
.

u
k / Jo ur na

l
s 15 1

I n t hi s s t udy
,

w e s o u g h t t o i d e n t i f y w h e t h e r

H R 2 1 2 a n t i b o d ie s e o u ld i n h i b i t N D V e n t r y
.

H R 2 12

w a s d e t e r nr in e d ot b e n l 〔) r e s t a b l e t h a n t h e f
r e e H R I

o r H R Z p e p t i d e s b a s e d o n t h e f o r m a t i o n o f a s ix
一

h e l ix

b u n d l e i n s o l u t i o n
.

T h e r e s u l t s i ir d i e a t e d t h a t t h e p u -

r i f i e d H 2R 12 r a i s e d a h i g h t i t e r a n t i b o d y i n r a b b it s
.

T h e p o ly e l o n a l
a n t ib o d y e o u ld r e e o g n i z e H R I a n d

H R Z f u ll l e明 t h p e p t记 e s , a n d e o u l d a l so
e f f i e i e n t l y

i n h i b i t t h e a g g l u t i n a t io n o f N D V w i t h e h i e k e n r e d

b lo o d e e l ls ( R B C ) a n d n e u t r a l i z e N D V m e d i a t e d

v ir u s 一 e e ll m e m b r a n e f u s i o n
.

e e ll s w e r e e u l t iv a t e d i n D u lb e e e o ’ 5 m o d i f i e d E a g le
’ s

m e d iu m ( D M E M ) s u p p l e m e n t e d w i t h 1 0 % f e t a l e a lf

s e r u nr
.

W h e n i n f e e t i o n b y N D V F 4 8 E 9 b e e a m e a d
-

v a n e e d
,

t h e e e l ls w e r e d i s r u p t e d b y f r e e z i n g a n d

t h a w i n g
.

C e l l d e b r i s w a s p e l le t e d b y e e n t r i f u g a t i o n

( 1 5 m in
,

1 2 0 0 0 9
,

4℃ )
.

lA i q u o t S o f C l a r if ie d S u p e r -

n a t a n t s w e r e f r o z e n a t 7 0 oC
.

T C ID 5 o o f t h e s t o e k

v i r u s w a s d e t e r m i n e d b y ifn
e e t i n g H e l a e e ll s w i t h s e ir

-

al id l u t ion
s a n d q u

ant iif e d b y e yt o Pa t h et i e fo n l l a t1O n
.

1
.

5 H a e m a g g l u t i n a t io n ( H A ) a n d h a e m a g g l u t i
-

n a t io n i n h i b i t io n ( H l ) a s s a y

1 M a t e r i a l a n d m e th o d s

1
.

1 C o n s t r u e t io n o f p l a s m id s

T h e g e n e s e n e o d i n g H R I a n d H R Z s e g m e n t o f

N D V F 4 8 E 9 F p r o t e i n ( F i g
.

1 ( a ) ) w e r e C le a v e d f r o m

p G E x
一

6 P
一

r
一

H R r a n d p G E x
一

6 P
一

r
一

取
2「9〕 w i t h

r e -

s t r ie t io n e n z y m e s B a m H I / hX
o l a n d i n s e r t e d i n t o t h e

s im i l a r ly d i g e s t e d v e e t o r
p E T

一

3 0 a ( N o v a g e n ,

M a d i
-

s o n ,

W l
,

U S A )
、

T h e c o n s t r u e t s y i e ld e d p拍 t e in s

w i t h N
一
t e r m i n a l 6 x H i s t a g

,
t h or m b i n

, a ir d e n t e r k i
-

n a s e e l e a v a g e s it e , a n d t h e p r o t e i n s w e r e n a m e d H R I
-

3 0 a a n d H R Z
一

3 O a , r e s p e e t i v e l y
.

T h e s e q u e n e e s o f t h e

e o n s t r u e t s w e r e e o n f ir nr e d b y D N A s e q u e n e i n g
.

In h a e m a g g l u t i n a t i o n a s s a y
, s e r i a l t w o 一

fo ld d i lu
-

t i o n o f N D V v i r o so m e s i n P B S
,

b e g i n n i n g a t t h e d i lu
-

t i o n o f l : 1 0
,

w a s s e t u P i n a V
一 s h a p e d 9 6

一

w e l l m i
-

e r o t i t r e P l a t e
.

A n e q u a l v o l u m e o f l % e h ie k e n R B C

w a s a d d e d t o e a e h w e l l
.

T h e p l a t e w a s g e n t l y s h a k e n

t o m ix t h e e o n t e n t s a n d i n e u b a t e d f o r 15一 3 0 m i n a t

r o o m t e m P e r a t u r e
,

H a e m a g g l u t i n a t i n g u n i t s ( H A U )

w e r e d e f i n e d a s t h e lo w e s t d i l u t i o n a b le t o i n h ib i t t h e

s e d im e n t a t io n o f r e d b lo o d e e l ls
.

T h e H l t e s t s w e r e

p e r f o r m e d b y a s t a n d a r d m i e r o t e s t p r o e e d u r e
.

T h e H l

t i t r e w a s d e f i n e d a s t h e r e e i p ro e a l o f t h e h i g h e s t

s e r u m d il u t i o n e o m p le t e l y iir h i b i t i n g a g g l u r i n a t i o n
.

1
.

2 P r o t e in e x P r e s s i o n a n d P u r if i e a t io n

E x p r e s s io n a n d p u r i f i e a t io n o f H R 2 1 2
,

H R I
一

3 Oa

a n d 1 1R 2
一

3 0 a w
e r e p e r

fo r m e d a e e o r d i n g t o t h e m e r h
-

o ds d e s e r ib e d e a r一i e r [8
,

1 0 〕
.

1
.

3 R a b b it im m u n i z a t io n

F o r t h
e f i r s t im nr u n i z a t i o n ,

1 0 0 户9 o f H R 2 1 2

p
r o t e in w a s e m u l s i f i e d i n a n e q u a l v o lu m e o f e o m p l e t e

F er u n d
’ 5 a dj u v a n t ( S i g m a ,

U S A ) a n d inj
e e t e d S u b

-

e u t a n eo u s l y in t o t h e a b d o m i n a l
r e g io n Of N e w Z e a lan d

w h i t e r a b b i t s T h e im m u n i z a t i o n w a s b o o s t e d t h r e e

t im e s a t a 3
一

w e e k i n t e r v a l w i t h t h e s a m e im nr u n o g e n

m i x e d w i t h iir e o m p le t e F r e u n d
’ 5 a d j

u v a n t
.

P r e 一

im
-

m u n e s e r a w e r e e o ll e e t e d b e fo r e t h e im m u n i z a t io n
.

A n t i s e r a w e r e e o ll e e t e d t w o w e e k s a f t e r t h e t h i r d

b o o s t
, a n d t h e n H2R 12 s p e e if i e a n t ib o d i e s w e r e d e -

1
.

6 C e ll f u s i o n i n h i b i t i o n a s s a y

t e r
m i n e d b y a n

( E L Is A ) [“ 〕
.

e n z y m e 一

l i n k e d i nr m u n o s o r b e n t a s s a y

1
.

4 N D V P r e P a r a t i o n

S t e r i l e 2 4
一

w e ll t is s u e e u l t u r e P l a t e s w e r e s e e d e d

w it h H e l a e e l l s i n D M EM e o n t a i n i n g 10 % f e t a l e a lf

s e r u m a n d g r o w n t o e o n f lu e n e e o v e r n ig h t a t 3 7
O

C i n

5 % C ()z
.

S e r i a l t w o 一

fo ld d i l u t i o n s o f
r a b b i t a n t is e r u m

w e r e m a d e i n 10 0 “ L o f D M E M
.

10 0 T C ID 5 0 o f

N DV in 1 0 0 尸L o f D M EM w e r e a d d e d t o e a e h s e r u m

s a m p l e
.

V i r u s 一 a n t i s e r u m m i x t u r e s w e r e i n e u b a t e d a t

3 7
O

C
,

i n s % C O Z fo r 6 0 m i n
.

C o n f l u e n t m o n o l a y e r s

w e r e w a s h e d t w ie e w i t h s t e r i l e P B S
, o v e r l a i d w i t h

v i r u * a n t i s e r u m m i x t u r e s ( a l l p e r f o r m a n e e s w e r e u n -

d e r t a k e n in q u a d r u p l i e a t e ,

i n e lu d i n g e o n t or l w e l ls

co n t a in iir g p r e im m u n e s e r a o r m i x t u r e o f p r e im m u n e

s e r a a n d N D V )
, a n d i n e u b a t e d f o r 7 2 h

.

T h e p l a t e s

w e r e e m p t ie d
, a n d t h e e e l ls w e r e f i x e d w i t h 1 0 % f o r -

nr a li n
, a n d s t a in e d w i t h 0

.

1 % e r y s t a l v i o le t ( w / v ) i n

P B S
.

T h e w e l ls a r e v i s u a li
z e d a t lo w m a g n i f i e a t i o n

( 4 Ox ) fo r p r e s e n e e o f m u l t i n u e l e a t e d s y n e y t i a
.

N e u -

t r a l i
z i n g t i t e r w a s e a l

e u la t e d b a s e d o n R e e d
一

M e u n e h

m e t h o d
.

N D V s t r a i n F 4 8 E 9 w a s i n o e u l a t e d in t o g
一

d a y
一 o ld

e m b r y o n i e e h i e k e n e g g s
.

A f t e r 3 d a y s o f i n e u b a t io n a t

3 7℃
,

t h e a
il a n t o i e f l u i d w a s h

a r v e s t e d a n d e l a r i f i e d

b y e e n t r i f u g a t io n ( 1 5 m i n
,

12 0 0 0 9
,

4℃
·

)
.

H e L a

2 R e s ll l t S

2
.

1 P r o t e i sn w e r e a l l e x p r e s s e d i n s o l u b l e f o r m

H R I a n d H R Z s e g m e n t s o f H R I
一

3 0 a a n d H R Z
-



2 1 5 w w w
`

t an
d f

.

co
.

。
k /z or un a

I
SPr o gr e s s in N at r u a

l S e i en e e

V O I
.

N 1 7 o
.

2 2 0 0 7

0 3 a e on s i st ed of 16 3一 1 98 an d 4 4 9一 0 52 a m in o a e id s

of Fp r ot e in r e sp e et iv el y ; an d H R I an d HZ R s e g
-

m en t s of H R 2 12 e on s i st ed of 4 10一 17 7 an d 4 6 7一 50 2

a m in o a e id sr e sp e et iv el y( F ig
.

1( a ) )
.

H R 2 2 1( F sgl

(b ) ) c o uld b e e a s il y ex p r e s s ed in an d p r u if i ed a s gl u -

t at h in o e s
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x im at el y 7一 8 m gf u s ion p r ot e in P er l it er
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m ov in gt h e el e av ed T G S an d T G S
一

3 Cr e s ult ed in a
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.

H R I
一

0 3 a an d H RZ
一

30 a wr e ep r at i all y s ol ub l e at 30℃
n ad e o uld b e e a s il yP ur if i ed f r o mN i

一 eh el at in g

s ep h a
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s e col u mn ( F ig
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.

st r on gr e a et iv it i e s w it h H R I
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H R Z
, a n d H R 2 12

.

T h e e n d
一

p o i n t t i t e r s o f t h e s e r a a g a in s t H R I
,

H R Z

a n d H R 2 12 w e r e a ll l : 2 5 6
,

0 0 0 ( F ig
.

2 )
.

T h is S u g
-

g e s t e d t h a t H 2R 1 2 p e p t i d e i n a s t a b le s t a t e 15 im
-

m u n o g e n i e a n d e a n e l i e i t h i g h t i t e r a n t ib o d i e s a g a i n s t

r e l e v a n t a n t ig e n
.

2
.

3 A ir t i b o d y a g a i n s t 1 1R 2 12 e o u ld i n h i b i t h a e m a g
-

g l u t in a t io n o f N D V

T o a s s e s s w h e t h e r t h e a n t ib o d y o f H R 2 12 i n t h e

r a b b it s e r u m e o u ld b lo e k t h e b i n d i n g o f H N t o t h e

s i a l ie a e id r e e e p t o r ,

w e p e r f o r m e d H A a n d H l t e s t
.

A s s h o w n i n F ig
.

3
,

t h e e n d
一

p o i n t d i l u t io n o f N D V
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f l u i d 15 1 : 3 2 0

,

i n w h i e h a p o s i t iv e p a t
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t e r n 15 s t i ll P r e s e n t
.

T h e r e f o
r e ,

t h e v i r u s t i t e r o f t h e

u n d i l u t e d s a m p l e 15 3 2 0 H A u n i t s
.

H R 2 12 a n t i s e
ar

e o l l e e t e d t w o w e e k s a f t e r t h e t h i r d b o o s t h a d H l a e -

t i v i t y a g a in s t N D V
.

T h e m i n im a l q u a n t it y e a p a b l
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p r o d u e i n g a g iv e n H l e f f e e t
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t h a t 15 s e d im e n t e d R B C s

i n t h e b o t t o m o f t h e w e ll
,

15 1 : 1 6 0 d i l u t i o n o f H R 2 12

a n t i s e r a
.

T h e p r e im m u n e r a b b i t s e r a s h o w e d n o H l

a e t i v it y
.

T h i s r e s u l t in d i e a t e d t h a t t h e i n t e r a e t io n b e -

t w e e n H N a n d i t s r e e e p t o r e o u l d b
e s ig n i f i e a n t ly i n

-

h i b i t e d b y H R 2 1 2 a n t i s e r a
.
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1 7 」
.
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-
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一
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t io n a l i n t e r a e t io n
.
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