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SANTRUMPOS

Alt a 6 — Alternaria alternata grybo enolazé;

APS — amonio persulfatas;

ASIT — alergeny specifiné imunoterapija;

bp — baziy pora;

BSA — jaucio serumo albuminas (angl. bovine serum albumin);
Cyp ¢ 1 — paprastojo karpio B-parvalbuminas;

Cyp ¢ 2 — paprastojo karpio B-enolazé;

Clu h 1 — atlantinés silkés B-parvalbuminas;

DMEM - Dulbecco modifikuota Eagle terpé;

EoE — eozinofilinis ezofagitas;

Eso lu 1 — europinés lydekos B-parvalbuminas;

FBS — fetalinis verSiuko serumas (angl. fetal bovine serum);
Gad ¢ 1 — Baltijos menkés B-parvalbuminas;

Gad m 1 — atlantinés menkés B-parvalbuminas;

Gad m 2 — atlantinés menkés B-enolazé;

Gal d 8 — vistos a-parvalbuminas;

Gal d 9 — vistos B-enolazé;

HAT — hipoksantinas, aminopterinas ir timidinas;

HRP — krieny peroksidazé (angl. horseradish peroxidase);
IB — imunoblotas;

IFA — imunofermentiné analizé (angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay
(ELISA));

Ig — imunoglobulinas;

IgE — imunoglobulinas E;

IL — interleukinas;

IMBT — imobilizacijos buferinis tirpalas;

IPTG — izopropil-B-D-tiogalaktopiranozidas;

iRNR — informaciné RNR (angl. messenger RNA);

Kq — tariamoji giminingumo konstanta;

kDa — kilodaltonas;

KDNR — kopijiné DNR;

LB — Luria-Bertani mitybiné terpé;

Lep w 1 — paprastojo megrimo B-parvalbuminas;

MAK — monokloniniai antikiinai;

MBP — maltozg surisantis baltymas (angl. maltose binding protein);
NDS — natrio dodecilsulfatas;

ODM - odos diirio méginio testas;

Onc m 1 — vaivorykstinio upétakio B-parvalbuminas;



OT — optinis tankis;

PAK — polikloniniai antikiinai;

Pan h 1 — siaminés pangasijos -parvalbuminas;

Pan h 2 — siaminés pangasijos 3-enolazé;

PBS - fosfatinis buferinis tirpalas;

PBS-T — PBS su 0,1 % Tween-20;

PEG - polietileno glikolis;

PGR — polimerazés grandininé reakcija;

PMSF — fenilmetilsulfonilchloridas;

POM - provokacinis oralinis méginys;

PVDF — polivinildifluoridas;

RE — restrikcijos endonukleaze;

RT — kambario temperatiiroje (angl. room temperature);

Sal s 1 — atlantinés lasiSos B-parvalbuminas;

Sal s 2 — atlantinés lasiSos B-enolazé;

Sco s 1 — atlantinés skumbrés B-parvalbuminas;

SDS-PAGE - baltymy elektroforezé denatiiruojanciomis salygomis (angl.
sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis);
Seb m 1 — didZiojo jurinio eSerio B-parvalbuminas;

Shark — Kaliforninio $akadancio ryklio a-parvalbuminas;

sIgE — pacienty kraujo serume esantys alergenui specifiniai IgE;
TB — taskinis blotas;

TEMED — N,N,N',N'-tetrametiletano-1,2-diaminas;

TEV — cisteino proteazé i§ Tobacco etch viruso;

Thu a 1 — gelsvauodegio tuno p-parvalbuminas;

Thu a 2 — gelsvauodegio tuno B-enolazeé;

TMB — 3,3¢,5,5¢-tetrametilbenzidinas;

TRIS — 2-amino-2-hidroksimetil-1,3-propandiolis;

VU GMC BTI EGIS — Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro
Biotechnologijos instituto Eukarioty geny inZinerijos skyrius;
VU GMC BTI ILS — Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro
Biotechnologijos instituto Imunologijos skyrius.
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IVADAS

Pienas, vistos kiauSiniai, kvieciai, Zuvis, soja, zemés riesutai, véziagyviai
ir moliuskai, bei medziy rieSutai ir séklos yra laikomi pagrindiniais maisto
alergenais, galinciais alergija sergantiems pacientams sukelti skrandzio ar
zarnyno veiklos sutrikimus, odos bérima, bronchy spazma ir kartais @imia,
sisteming alerging reakcija — anafilaksija. Zuvyje yra gausu vertingy
nepakeiciamy aminorigs¢iy (pvz., lizino, metionino, fenilalanino ir kity),
polinesociyjy riebaly rugsciy ir riebaluose tirpiy vitaminy. Dél Zuvyje esanciy
vertingy maistiniy medziagy ji laikoma svarbiu maisto produktu ir vis dazniau
itraukiama ] mitybos raciong. Pasaulyje vis didéjant zuvies vartojimui, kartu
yra stebimas ir didéjantis alergijy Zuviai atvejy skaic¢ius. Manoma, kad 0,1—
0,4 % pasaulio gyventojy yra alergiski zuviai. Alergija zuviai gali pasireiksti
ne tik suvalgius zuvies, bet ir gaminant zuvies patiekalus arba dirbant zuvies
perdirbimo jmonéje (palietus jos pavirSiy ar jkvépus gary). Alergijos
simptomai gali buti dilgéliné, rinitas, vémimas, pilvo skausmai ir kiti, retais
atvejais gali iStikti anafilaksinis Sokas. Pacientai gali biiti jsijautring vienai
arba kelioms skirtingoms zuvy rasims. Tai gali priklausyti nuo zZmogaus
mitybos jprociy ir geografinio regiono, kuriame jis gyvena, nes ten gali buti
aptinkamos tik tam tikros Zzuvy populiacijos. Gydant alergija Zuviai,
pacientams yra rekomenduojamas visis$kas Zzuvies ir jos produkty vengimas,
nors yra nustatyta atvejy, kuomet specifinei zuvies rusiai jsijautrings pacientas
galéty valgyti kitos riiSies zuvj ir jam nepasireiksty jokie alergijos simptomai.
Maisto ir kosmetikos produkty sudétyse yra skatinama pazymeéti, ar i jy sudétj
leina zuvy produktai, siekiant taip apsaugoti Zmones nuo nepageidaujamy
alerginiy reakcijy. Deja, dél klaidingo zyméjimo ar dél produkty gamyboje
pasitaikanciy uzterSimo $iy reakcijy iSvengti nepavyksta. Dél to kuriamos
analitinés sistemos, kurios bty skirtos Zuvy alergeny aptikimui maisto
produktuose ar kituose analizuojamuose méginiuose. Tokiy sistemy kiirimui
gali buti naudojami rekombinantiniai Zzuvy alergenai ir jiems specifiniai
monokloniniai antikiinai.

Zuvies alergenai, t. y. baltymai, kuriems yra jsijautrine Zuviai alergiski
pacientai, yra nustatyti ir apibiidintinti daugiau nei 40 skirtingy Zuvy rsiy.

B-parvalbuminas, B-enolazé, aldolazé A, tropomiozinas, kolagenas ir
vitelogeninas yra daugiausiai tirti Zuvies alergenai, kurie aptinkami Zuvy
meésoje, kauluose, odoje ar zuvy ikruose. Pagrindiniais Zuvies alergenais
laikomi B-parvalbuminai, sukeliantys alergijos simptomus didZigjai daliai
pacienty (> 90 %). Tai 10—12 kDa termostabiliis baltymai, aptinkami kauliniy
zuvy (pvz., karpio, silkés, $amo) raumenyse. Tuo tarpu a-parvalbuminai yra
nustatomi kremzliniy Zuvy (pvz., kaliforninio Sakadancio ryklio, rajos)
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raumenyse ir jie laikomi alergijy nesukelianciais baltymais (nealerginiais).
Analizuojant skirtingy zuvies riiSiy (pvz., menkés, lasiSos, karpio) PB-
parvalbuminy aminortigs¢iy sekas buvo nustatytas daugiau nei 60 %
sutapimas. Tai galéty paaiskinti, kodél pacientai gali biiti jsijautrine kelioms
skirtingoms zuvy rasims. B-parvalbuminai yra aptikti ir apibudinti daugiausiai
pasaulyje vartojamy zuvy rasyse (pvz., atlantinés lasisos, atlantinés menkés,
paprastojo karpio, siaminés pangasijos, geltonpelekio tuno ir kitose). Yra
sukurta keletas rekombinantiniy B-parvalbuminy, kuriuos galima taikyti
analizuojant $iy baltymy struktaras, bei jvertinti, kokie veiksniai gali lemti iy
alergeny struktiiros pokycius, kurie yra svarbiis kuriant hipoalerginius f-
parvalbuminy variantus, skirtus alergeny specifinei imunoterapija. Taip pat
pastebéta atvejy, kuomet zuviai alergisko paciento serume esantys E klasés
imunoglobulinai (IgE) kryzmiskai saveikauja su varlés, krokodilo arba vistos
a-parvalbuminais.

Kitas svarbus zuvy alergenas yra B-enolazé. Tai 50 kDa termolabilus
fermentas, irgi aptinkamas Zzuvy raumenyse. Sis alergenas kol kas nustatytas
ir itirtas tik penkiose skirtingose zuvy riiSyse, taciau buvo pastebéta, kad vis
daugiau zuviai alergisky pacienty biina jsijautring ir Siam baltymui, todél jis
tampa vis svarbesniu zuvies alergenu.

Yra sukurta keletas zuvy parvalbuminams specifiniy monokloniniy ir
polikloniniy antikiiny, taciau zuvy [-enolazei specifiniy antikiing néra
sukurta.

Alergeny ekstraktas yra i§ natiiralaus alergeno $altinio i$skirtas alergeny ir
kity junginiy miSinys. Dél netinkamy ekstrakto paruosimo ir laikymo salygy,
tam tikro alergeno komponento kiekis ekstrakte gali sumazéti arba jo i§ viso
gali nebuti, o tai gali lemti klaidingus atlickamy alergijos testy rezultatus.
Monokloniniai antik@inai sukurti pries alergenus gali buti pritaikyti alergeny
ekstrakty standartizavimui, t. y. konkretaus alergeno nustatymui ir jo kieko
jvertinimui paruoStame ekstrakte. Tokiu biidu biity galima uztikrinti tinkamus
ekstrakty paruosSimo protokolus ir geresne¢ jy kokybe, kadangi ekstraktai yra
naudojami alergijy diagnostikai.

Darbo tikslas

Sukurti ir apibiidinti naujus monokloninius antikiinus prie$ Zuvy alergenus,
skirtus zuvy B-parvalbuminy ir B-enolaziy nustatymui skirtingy zuvy rusiy
alergeny ekstraktuose.
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Darbo uzdaviniai

1. Escherichia coli lgstelése susintetinti rekombinantinius alergenus,
sulietus su maltoze suriSanciu baltymu (MBP), ir jvertinti jy antigenines
savybes.

2. Sukurti hibridomy linijas, sekretuojan¢ias monokloninius antiktinus
(MAK) prie§ zuvy alergenus: atlantinés menkés B-parvalbuming, paprastojo
karpio B-parvalbuming ir B-enolaze.

3. Nustatyti naujy MAk afiniSkuma, istirti jy kryzmines reakcijas su
skirtingy zuvy riiSiy ir kity gyviny alergenais, identifikuoti jy atpazjstamus
epitopus.

4. Jvertinti MAk gebéjima aptikti zuvy alergenus jvairiy zZuvy rasiy ir
kity gyviiny raumeny ekstraktuose.

Darbo mokslinis naujumas ir praktiné reik§mé

Monokloniniai antikiinai (MAKk) pries tikslinj alergeng gali bati pritaikyti
tiek paties alergeno charakterizavimui, jo struktiiros analizei, tiek kuriant
analitines sistemas, skirtas alergeno aptikimui tiriamuosiuose méginiuose.
Siame darbe buvo sukurta nauja kolekcija MAK prie§ Zuvies alergenus, kurie
saveikavo tiek su rekombinantiniais, tiek su nattraliais skirtingy zuvy rasiy
alergenais. Placiu kryZzminiu reaktyvumu pasizymintys MAk prie§ Zuvy
parvalbuminus galéty bati pritaikyti Siy baltymy nustatymui alergeny
ekstraktuose ir pakeisti $iuo metu dazniausiai naudojamg komercinj MAk
PARV-19, sukurtg pries varlés parvalbuming.

Pirmga kartg sukurti MAKk prie§ paprastojo karpio B-enolazg, kurie atpazino
ne tik Zzuvy, bet ir kity organizmy enolazes. Sie MAk patentuoti — gautas
Lietuvos patentas ir pateikta tarptautiné patentiné paraiska.

Siame tyrime pirmg kartg i§ karpio raumeny buvo i$skirta ir susintetinta
rekombinantiné paprastojo karpio B-enolazé, kuri patvirtinta kaip naujas
Zuvies alergenas. Tiriant $io baltymo alergeniskuma, buvo nustatyta, kad
zuviai alergisky pacienty serume esantys IgE klasés antikiinai sgveikauja su
Siuo Zuvies baltymu. Todél 2020 metais, remiantis miisy gautais rezultatais,
karpio -enolazé buvo pripazinta nauju zuvies alergenu ir Pasaulio sveikatos
organizacijos (PSO) sukurtoje WHO/IUIS alergeny nomenklatiiros duomeny
bazéje uzregistruota pavadinimu Cyp c 2.

Sio darbo metu buvo susintetinta 12 skirtingy zuvy rii§iy rekombinantiniy
parvalbuminy, kurie ne tik pasizyméjo alergeniskumu, bet ir buvo pritaikyti
atliekant MAk apibtidinima ir tiriant jy kryzminj reaktyvuma. Be to, buvo
pasiruosta skirtingy Zuvies rasiy alergeny ekstrakty kolekcija, j kurig buvo
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itrauktos kelios Lietuvoje gyvenancios Zuvy rasys (stinta ir pugzlys), kuriy
alergenai iki $iol nebuvo tirti.

Atlikti tyrimai parodé, kad zuvy B-parvalbuminai turi bendry epitopy su
vistos a-parvalbuminu, taigi, Zuvy p-parvalbuminui jsijautring pacientai taip
pat gali buti alergiski ir vistos a-parvalbuminui. Susintetinus rekombinantinj
vistos a-parvalbuming, buvo patvirtinta, kad zuvims alergiski pacientai gali
biti jsijautring ir viStos alergenui. Tiriant MAk kryzminj specifiskumg su
Jvairiais parvalbuminais, pirma karta buvo parodyta, kad zuvy p-
parvalbuminams specifiski MAk geba atpazinti ir sgveikauti ne tik su vistos,
bet ir su kiaulés raumenyse esanciais parvalbuminais, kas iki §iol nebuvo
Zinoma.

Siame tyrime sukurti MAk geba atpazinti ir aptikti tiek Zuvies, tiek kity
organizmy parvalbuminus ir enolazes, todé¢l Sie antikiinai gali buti pritaikyti
alergeny ekstrakty sudéties tyrimams ir jy standartizavimui.

Ginamieji teiginiai

1. Escherichia coli lastelése susintetinta 14 rekombinantiniy alergeny,
kurie turi taisyklingg antigening struktiirg ir tinka alergenams
specifisky MAk kiirimui bei apibudinimui.

2. ldentifikuotas naujas alergenas — paprastojo karpio B-enolazé.

3. Sukurti nauji MAk prie§ zuvies alergenus, Kkurie atpazjsta
konservatyvius epitopus ir kryzmiskai reaguoja su skirtingos kilmés
homologais.

4.  Sukurtieji nauji MAk gali biti pritaikyti Zuvy alergeny tyrimams bei
imunologiniy metody, skirty alergeny ekstrakty analizei, kiirimui.
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LITERATUROS APZVALGA
1.1. Alergija maistui

Per pastaruosius deSimtmecius visame pasaulyje nustatoma vis daugiau
alergijos maistui atvejy (6-13 % visos Zmoniy populiacijos), ypac
issivysciusiose Salyse (1.1 pav.) (Mayorga et al., 2021; Sampath et al., 2020).
Alergija maistui yra pakitusi organizmo imuning reakcija, kuri gali pasireiksti
suvalgius tam tikro maisto produkto (Rudzeviciené, 2021). Skirtinguose
pasaulio regionuose, priklausomai nuo mitybos jprociy ir geografinés
padéties, gyventojai gali buti alergiski tam tikriems maisto produktams.
Pavyzdziui, Ganoje buvo nustatyta, kad 5-16 mety amziaus vaikai dazniausiai
yra alergidki ananasui, papajai, apelsinui ir mangui. Tuo tarpu Siaurés
Amerikoje gyvenantys vaikai yra jsijautring zemés rieSutams, karvés pienui,
vistos kiauSiniams, véziagyviams ir sojai (Yu et al., 2016).

Boss

5,0 %
2,5%

Duomenys nepateikti
1.1 pav. Nustatomy maisto alergijos atvejy vaikams paplitimas visame pasaulyje
(pritaikyta pagal Brough et al., 2022).

Pagrindiniai alergijg sukeliantys maisto produktai, kurie sudaro apie 90 %
visy alergijos maistui atvejy, yra karvés pienas, vistos kiauSiniai, Zemés
rieSutai, soja, kvieciai, zuvis, medziy rieSutai (migdolai, braziliski riesutai,
anakardziai, lazdyno rieSutai, makadamijos rieSutai, pekano rieSutai, pusSies
rieSutai (pignolija), pistacijos ir graikiniai rieSutai), véziagyviai ir moliuskai
(1.2 pav.) (Mayorga et al., 2021; Stewart et al., 2012; Boye, 2012). Alerginés
reakcijos karvés pienui ir vistos kiauSiniams yra vienos i§ daZniausiai
nustatomy alergijy vaikams. Buvo pastebéta, kad vaikai daznai Sias alergijas
Lisauga®, t. y. i$sivysto klinikiné oraliné tolerancija. Tuo tarpu alergija Zemés

14



rieSutams gali islikti visg gyvenima (lweala et al., 2018). Suaugusiems, be
alergijos Zemés rieSutams ir medziy rieSutams, alergija juros gérybéms
(Zuviai, véziagyviams ir moliuskams) yra viena i§ dazniausiai nustatomy
maisto alergijy (Yu et al., 2016). Manoma, kad alergija maistui gali lemti tick
tam tikri vidiniai (pvz., Zmogaus genetika, biochemija, fiziologija), tiek
iSoriniai (pvz., gyvenamoji aplinka, valgomi maisto produktai) veiksniai (Liu
and Sathe, 2018). Pavyzdziui, vieno atlikto tyrimo metu buvo pastebéta, kad
atopiniu dermatitu sergantys vaikai dazniau buna alergiSski maisto
produktams, negu §ia liga nesergantys vaikai (Eigenmann et al., 1998).

&

Glitimo Zemés riesutai Riesutai Salierai Garstycios

turintys javai

Kiausiniai Pienas Sezamo séklos Zuvys VéZiagyviai
Moliuskai Sojy pupelés Sieros dioksidas Lubinai

1.2 pav. Europos sajungoje dazniausiai maisto alergija arba netoleravima sukeliancios
medziagos ir produktai, kurie pagal Europos Parlamento ir Tarybos reglamentg (ES)
Nr. 1169/2011, Higienos norma HN 119:2014, turi biiti nurodyti zenklinant fasuotus
maisto produktus ir nurodyti prie informacijos apie vie$ojo maitinimo jmoniy
tiekiamus patiekalus (https://europa.eu/youreurope/business/product-
requirements/food-labelling/general-rules/index_It.htm, tikrinta 2023-06-09)
(pritaikyta  pagal https://www.pid-labelling.co.uk/multisite-allergen-labelling-
system-for-natashas-law/) .

Dilgéliné, angioedema, odos paraudimas, viduriavimas, vémimas, pilvo
skausmai, astma, alerginis rinitas yra dazniausi alergijos simptomai, kurie
pasireiSkia pacientams esant alergijai maistui (1.1 lentelé). Deja, tam tikruose
maisto produktuose (pvz., zuvyse, véZiagyviuose, piene, kiauSiniuose,
vaisiuose) esantys alergenai pacientams gali sukelti ir anafilaksini Soka.
Anafilaksija yra sunki sisteminé padidéjusio jautrumo reakcija, kurios metu
sukelti jvairts simptomai gali pazeisti odos, vir§kinimo, kvépavimo, Sirdies ir
kraujagysliy sistemas. ISanalizavus keletg klinikiniy atvejy buvo pastebéta,
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kad anafilaksing reakcija gali sukelti labai nedidelis maisto alergeno kiekis.
Pavyzdziui, aprasytas atvejis, kai per kelias minutes mergaite iSbéré dilgéliniu
bérimu, jai patino veidas ir ltpos, atsirado sloga ir silpnumas po to, kai ji
iSgéré vandenj i§ puodelio, kuriame pries tai buvo jpiltas kefyras. Taip pat
aprasyti atvejai, kai pacientus iStiko anafilaksinis Sokas, kai jie sportavo
praéjus 1-4 valandom po to, kai jie suvalgé maisto produkto, galin¢io sukelti
alergija (pvz., kvieciy, rieSuty, Zuvies, pieno, obuoliy) (Rudzeviciene, 2021).

1.1 lentelé. Alergijos maistui simptomai (pritaikyta pagal Rudzevi¢iené, 2021).

Organy sistemos Simptomai
Oda Dilgeliné; angiodema; niezulys; paraudimas.
Niez¢jimas burnoje; liipy, liezuvio ir gomurio tinimas;
Virskinimo vémimas; viduriavimas; pilvo skausmai; pilvo pitimas;
organai viduriy uzkietéjimas; pakitusi iSmaty konsistensija,

priemaiSos iSmatose.

Ciaudulys; kosulys; rinoréja (nosies ertmés prisipildymas
gleivémis); S$vokstimas; stridora (Siurkstus, triukSmingas
kvépavimas); balso uzkimimas; dusulys.

Kvépavimo
organai

Alergijos simptomai gali atsirasti ne tik suvalgius maisto produkto, bet taip
pat palietus jo pavirsiy ar jkvépus gary ruoSiant patiekalus. Pavyzdziui, buvo
nustatyta, kad keliems maisto perdirbimo jmonése dirbantiems asmenims
jvairius alergijos simptomus (astma, alergine sloga ar kontaktiné dilgéliné),
sukélé maisto produktai (pvz., Zuvis, véziagyviai, kvieCiai, vaisiai ir
darzovés), su kuriais jie dirbo (Rudzevi¢iené, 2021; Dahlman-Hdglund et al.,
2013). Nustatyta, kad 3050 % visy lateksui alergis$ky pacienty yra jsijautring
kai kuriems augalinés kilmés produktams (pvz., avokadui, bananui, kiviui,
persikui, pomidorui). Maisto ir kosmetikos produktuose naudojami dazikliai,
paruosti i§ ciberZolés, paprikos, darzinés urlijos medziy sékly ir vabzdziy taip
pat gali pacientams sukelti alergijos simptomus, tokius kaip alerginj rinitg,
astma, netgi yra apraSyti keli anafilaksijos atvejai. Be to, aprasyti atvejai,
kuomet alergines reakcijas suaugusiems sukelia jvairtis prieskoniai (pvz.,
kmynai, krapai, kalendros, svogiinai) (Rudzevicien¢, 2021).

Be alergijos maistui, pacientams gali pasireiksti ir padidéjes nealerginis
jautrumas maistui. Nepageidaujamos reakcijos ] maistg gali atsirasti dél
maisto produktuose esanéiy toksiniy medziagy (pvz., aflatoksinai aptinkami
pelijan¢iuose rieSutuose, solaninas — neprinokusiuose pomidoruose), kurios
gali pazeisti vir§kinimo Sistemos organus, centring nervy sistema. Taip pat
Sios reakcijos gali vykti dél fermenty stokos (pvz., laktazés nepakankamumo)
organizme, kurie lemia vir§kinimo sutrikimus, bei dél maisto produktuose
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esanciy farmakologiniu aktyvumu pasizymin¢iy medziagy (pvz., kofeinas,
teobrominas, histaminas, tiraminas). Suvartojus didesnius kiekius kofeino
(geriant kava, arbatg) arba teobromino (suvalgius Sokolado) pacientams gali
pasireiksti jvairGs simptomui (pvz., pykinimas, vémimas, nerimas).
Pastebima, kad ir j maisto produktus dedami maisto priedai (sieros dioksidas,
sulfitai, glutamo rhigStis ir kiti), kurie naudojami kaip konservantai,
antioksidantai ar skonio stiprikliai, irgi gali sukelti nepageidaujamas
organizmo reakcijas (Dubakiene, 2021; Rudzeviciené, 2021).

2005-2009 metais buvo atliktas Europos Sajungos finansuojamas
projektas ,,Europrevall“ (angl. The prevalence, cost and basis of food allergy
across Europe), t. y. tarptautinis daugialypis integruotas alergijos maistui
tyrimas, kurio vienas i§ uzdaviniy buvo nustatyti veiksnius, kurie turi
didziausia jtakg alergijos maistui paplitimui. Tyrime dalyvavo Sveicarija,
Gana, Islandija, Naujoji Zelandija, Australija, Rusija, Kinija, Indija ir 17
Europos Sgjungos saliy (tarp jy ir Lietuva). Lietuvoje buvo tirtos dvi grupés:
vaiky (Vilniaus miesto pradinés mokyklos mokiniai) ir suaugusiyjy (amzius
19-57 m.), ir atlikti tyrimai: paplitimo (nustatyti kiek populiacijos prastai
jautési suvalgius maisto) ir atvejo-kontrolés (atlikti laboratorinius tyrimus ir
uzpildyti pildomus i$samesnus klausimynus). Vaiky tyrimo metu buvo
i8dalintos 4333 anketos, i$ kuriy uzpildytos tik 3084. Suaugusiyjy tyrimo metu
dalyvavo 2634 asmenys (Vilniaus miesto Seskinés ir Antakalnio polikliniky
pacientai). Nustatyta, kad 46,9 % visy tyrime dalyvavusiy pradiniy klasiy
mokiniy ir tik 1,9 % suaugusiyjy sirgo ar negalavo suvalgius maisto.
Viduriavimas, vémimas, bérimas, tinimas ar odos niezulys yra simptomai,
kuriais dazniausiai skundési vaikai, o suaugusieji — bérimu, tinimu ar odos
niezuliu. Atlikus apklausas nustatyta, kad vaikams alergijas dazniausiai
sukeldavo Sokoladas, kiauSiniai, karvés pienas, keletas vaisiy (obuoliai,
apelsinai, kiviai), uogos (braskes, zemuogés), pomidoras, morka ir t. t. Siuos
rezultatus patvirtino laboratoriniy tyrimy rezultatai (dalyvavo tik 186 vaikai),
kurie nustaté, kad vaikai yra jsijautring karvés pienui, kiviams, lazdyno
rieSutams, o re€iau zuviai ir véziagyviams. Tuo tarpu apklausius suaugusius,
dazniausiai jiems alergija sukélé Zemés rieSutai, bet taip pat | sarasa buvo
jtraukti kiauSiniai, Sokoladas, lazdyno rieSutai, morko, bulvés ir t. t. Atlikti
laboratoriniai tyrimai (dalyvavo tik 50 suaugusiyjy) atskleidé, kad dazniausiai
alergija yra lazdyno rieSutams, persikams ir kiviams. Kalbant apie alergija
Zuviai, §io tyrimo metu nustatyta, kad 5,9 % vaiky ir 0,6 % suaugusiyjy buvo
Isijautrune zuviai. Palyginus Lietuvoje gautus rezultatus su kity Saliy
rezultatais pastebéta, kad pacienty jsijautrinimg tam tikriems produktams
lemia gyvenamoji vieta, Salies geografiné padétis, toje vietoje auginami ir
gaminami produktai (tam tikri vaisiai ir darzovés, pieno produktai). Taip pat
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pastebima, kad per pastaruosius metus Lietuvoje vis daugiau vaiky tampa
alergiski Zemés rieSutams, sezamui, kiviams (Dubakiené, 2021).

1.1.1. Alergijos maistui tipai

Alergija maistui gali bati skirstoma | nuo imunoglobulino E (IgE)
priklausoma, nuo IgE nepriklausoma ir miSrig alerging reakcija (nuo IgE
priklausomg ir nepriklausoma) (1.3 pav.) (Sampath et al., 2020). Nuo IgE
nepriklausomos alerginés reakcijos, tokios kaip maisto baltymy sukeltas
enterokolitas (angl. Food protein-induced enterocolitis syndrome (FPIES)) ar
maisto baltymy sukeltas proktokolitas (angl. Food protein-induced allergic
proctocolitis (FPIAP)) pirmiausia paveikia vir§kinamajj trakta, o ne oda ar
kvépavimo takus. Tai yra uzdelsta (Iétojo tipo) maisto alergijos reakcija,
kurios simptomai gali atsirasti pragjus 24-72 valandom po valgio. Sios
alerginés reakcijos metu dalyvauja ne IgE, o specifiniai IgG klasés antikiinai,
juy imuniniai kompleksai. Dazniausia Sios reakcijos pasireiskia karvés pienui
alergiSkiems kudikiams. Pagrindiniai simptomai yra vémimas, viduriavimas,
dehidratacija, medziagy apykaitos sutrikimas, 0 gydoma visiSkai vengiant
alergija sukeélusio maisto produkto vartojimo (Yu et al., 2016; Connors et al.,
2018; Dubakiené, 2021).

Padidéjes jautrumas maistui

& - 77-7-77-”""*-*
Alergija maistui Padidéjes nealerginis
T T jautrumas maistui
) Toksinés reakcijos

P S
!\Iuo Ig N_uo |gE Metabolinés reakcijos
priklausoma nepriklausoma
Umineé dilgéling Misri Alerginis kontaktinis M%M‘g
: dermatitas [ kitos
N (nuo IgE priklausoma
Burnos alergijos . .
sindromas ir nepriklausoma) Maisto baltym
o Atopinis dermatitas sukeltas
Alerginis rinitas ir proktokalitas
rinokonjunktyvitas Alerginis eozinofilis Heineria sindromas
fagit. TS s
ezolagitas (maisto sukelta
Bronchy astma M A
hemosiderozé

1.3 pav. Padidéjusio jautrumo maistui klasifikacija. Pateikti pavyzdziai alerginiy ligy
ir galimy nepageidaujamy reakcijy (pritaikyta pagal Rudzeviciené, 2021).

Eozinofilinis ezofagitas (EoE) yra létiné uzdegiminé stemplés liga, kuri
priskiriama miSriam maisto alergijos tipui (nuo IgE priklausomai ir
nepriklausomai reakcijai). Sios reakcijos metu padidéja eozinofily ir kity
uzdegiminiy lgsteliy infiltracija j stemplés epitelj, galinCiy sukelti stemplés
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uzdegima, pogleivio fibroze ir stemplés strikturas. EoE i$sivystyma gali lemti
genetiniai veiksniai, aplinkos veiksniai ir maisto alergenai (pvz., karvés
pienas, soja, kiausinis, rieSutai, Zuvis ir jiros gérybés). Galimi ligos simptomai
yra disfagija, pykinimas, vémimas, pilvo skausmai. Gydoma taikant dietg ir
vaistus (Carr et al., 2018).

Zuvies
alergenas
Naivieji CD4* T
TCR limfocitai
Ly g
)
/ o g
2,
APC —
/ IgM IgE g
E.
MHC It Ig klasiy kaita /’ Y Q.
—_— IgE 3
B lastelé AR —D* @
o hy
o8 N
LR -
.
.
. FceRI %(
T2 Stk
lastelés  |nterleukinai
-4
13 I
Alergenas
Dilgéliné, angiodema, t.t.
m
-
- : P ]
Putiioj s g
lastelé P e 3
= 3
Ciaudulys, kosulys, dusulys, t.t. by
Paleidziami H
T———
mecon Anafilaksija

1.4 pav. Nuo IgE priklausomos alergijos zuviai etapai. Isijautrinimo fazé prasideda
kuomet pacientas pirmg karta susiduria su Zuvies alergenu. Alergenas prasiskverbia
pro gleivinés membrang, yra apdorojamas (suskaldomas j peptidus) antigeng
pateikianciose lastelése (APC) (dendritinés lgstelés, makrofagai, B lastelés), 0
peptidai prijungti prie MHC Il molekuliy yra pateikiami naiviesiems CD4* T
limfocitams ir atpazjstami jy pavirSiuje esanéiais T lgsteliy receptoriais (angl. T-cell
receptor (TCR)). Naivieji CD4* T limfocitai diferencijuoja j T2 efektorius, kurie
sekretuoja IL-4 ir 1L-13, skatinan¢ius imunoglobuliny klasiy kaita i§ IgM i IgE, t. y.
skatina B lasteliy diferenciacija j plazmines lasteles, kurios sekretuoja alergenui
specifiskus IgE. Kraujyje cirkuliuojantys IgE jungiasi prie putliyjy lasteliy pavirsiuje
esanciy FceRI. Tai sensibilizacijos fazé. Efektoriné fazé prasideda, kuomet pacientas
pakartotinai susiduria su tuo paciu zuvies alergenu. Patekes alergenas saveikauja su
putliyjy lasteliy pavirSiuje esanciomis keliomis IgE molekulémis ir sukelia Siy lasteliy
degranuliacija, kurios metu i§skirti mediatoriai sukelia alergijai budingus simptomus
(pritaikyta pagal Dasanayaka et al., 2022).
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Nuo IgE priklausoma alergija maistui yra greita padidéjusio jautrumo
reakcijg } maisto produktuose esancius alergenus, kurie j Zmogaus organizma
gali patekti juos prarijus, jkvépus ar palietus. Simptomai gali pasireiksti po
keliy minuciy ar keliy valandy po kontakto su alergenu (Bagdonaite, 2013).
Alergenui pirmg kartg patekus | organizma jis apdorojamas antigeng
pateikianciose lastelése (angl. antigen-presenting cells (APC)), kuriose
suskaldomas iki peptidy. Peptidai prijungiami prie II klasés pagrindinio
audiniy dermés komplekso molekuliy (angl. major histocompatibility complex
class Il (MHC I1)) ir pateikiami naiviosioms CD4" T lasteléms, kurios esant
interleukinui 4 (IL-4) diferencijuoja j T2 efektorius. B lastelés taip pat
apdoroja ir pateikia alergeno peptidus MHC II molekulése Tw2 lgsteléms,
kurios tada iSskiria citokinus IL-4 ir IL-13, kad paskatinty B lgsteliy
proliferacijg ir diferenciacija i plazmines lasteles, sekretuojancias alergenui
specifiskus IgE. Tuomet IgE jungiasi prie putliyjy lasteliy pavirsiuje esanciy
didelio giminingumo IgE receptoriy (angl. high-affinity IgE receptors
(Fc—eRl)). Pakartotinai | organizmg patekes tas pats alergenas sgveikauja su
putliyjy lasteliy pavirSiuje esanciais IgE ir sukelia degranuliacija, t. y. i$
putliyjy lasteliy atpalaiduojami jvairts mediatoriai (histaminas, citokinai,
prostaglandinai, leukotrienai, jvairtis fermentai ir t. t.), kurie sukelia
kraujagysliy iSsiplétima ir padidina jy pralaiduma, bronchy susiauréjima,
padidina gleiviy sekrecija, gali sukelti viduriavimg ar vémima, uzdegimus ar
audiniy pazeidimus, t. y. jvairius alergijos simptomus (1.4 pav.) (Abbas et al.,
2018; Mayorga et al., 2021).

1.1.2. Alergijos maistui nustatymo biidai

Siekiant nustatyti, kokiam maisto produktui pacientas jsijautrings, yra
analizuojama paciento ligos istorija ir vykdoma jo apklausa (anamnezé),
atlickama medicininé apzitra, véliau atliekamas odos dario méginio (ODM)
testas, nustatoma, ar kraujo serume yra specifiniy IgE (sIgE) pries alergena,
gali buti atlickamas provokacinis oralinis méginys (POM) (Mayorga et al.,
2021).

Svarbu surinkti kaip jmanoma iSsamesn¢ paciento anamnezg, t. Y.
issiaiskinti, kas galéjo buiti alergeny $altinis, kokie simptomai pasireiske, jy
trukme ir t. t. Taip pat svarbu issiaiskinti, ar Seimos nariai serga alerginémis
ligomis. ODM testo metu pacientui ant neiSbertos odos (dilbio, nugaros) yra
uzlaSinami tiriamieji alergenai (ekstraktai arba nattraldis alergenai), tose
vietose atskiromis steriliomis specialiomis adatomis jduriama j odos pavirsiy
ir po 15-20 min. stebima, ar vyksta alerginé reakcija, t. y. ar susidaro pukslé
ir yra jvertinamas jos dydis (teigiamas rezultatas, jeigu pikslés skersmuo yra
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>3 mm) (1.5 pav. A dalis). Teigiamas $io testo rezultatas rodo, kad pacientas
yra jsijautrings nustatytam alergenui, bet yra reikalingi papildomi tyrimai
siekiant jvertinti, ar bitent tas alergenas ir sukelia klinikinius simptomus.
Odos dirio-diirio méginio testas dazniausiai atlickamas, kai pacientams
jtariama alergija vaisiams ir darzovéms. Siuose maisto produktuose esantys
alergenai yra labiliis (pvz., profilinai), todél labai svarbu tinkamai paruosti jy
ekstraktus. Pastebéta, kad kartais komerciniuose ekstraktuose Siy alergeny
kiekis yra nepakankamas, todél naudojant tokius ekstraktus ODM testo metu
galimi klaidingi rezultatai. Atliekant odos diirio-diirio méginio testa
atskiromis adatomis duriama ] natiiraly produkta ir tada j odg ir toliau
analizuojama kaip ODM testo metu (1.5 pav. B dalis) (Calamelli et al., 2019;
Rudzeviciené, 2021; Dubakiené, 2021; Dubakiené, 2019).

1.5 pav. Pateikti keli alergijos maistui nustatymo buidai: A — odos diirio méginio
(ODM) testas; B — odos dirio-diirio méginio testas (pritaikyta pagal Brand, 2007;
Wiithrich, 2014).

Atliekant sIgE tyrima, galima nustatyti konkrecig alergeno molekule,
kuriai pacientas yra jsijautrines. Siy tyrimy metu gali biiti naudojami tiek
alergeny ekstraktai, tiek natiiraltis alergenai. Yra sukurta keletas skirtingy
sIgE tyrimy biidy: pavieniy alergeny tyrimas, kuomet pacientui tiriami tik
atrinkti alergenai (pvz., ,,ImmunoCAP” sistema (Thermo Fisher Scientific,
JAV)) arba dauginiy alergeny tyrimai, kuriy metu istiriamas paciento
jsijautrinimas 20 ir daugiau skirtingy alergeny ekstrakty ar komponenty (pvz.,
alergeny makrogardelés ,,ALEX?“ (Macro Array Diagnostics, Austrija)). sIgE
rekomenduojama atlikti pacientams, kuriems negalima atlikti ODM dél
pazeistos odos (pvz., atopinio dermatito atveju), arba pacientai yra patyre
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anafilaksinj Sokg, arba norima nustatyti konkrecia alergeno molekule, kuri
sukélé alergijos simptomus, bei iSsiaiSkinti galimas kryzmines reakcijas.
Atliekant ODM testg ir nustatant sIgE kiekj galima nustatyti, kokiam maisto
alergenui pacientas gali buti jsijautrings, taciau siekiant patvirtinti arba
paneigti alergija maistui dar gali buti atliekamas POM, kuris laikomas
»auksiniu standartu”. Prie§ atlieckant POM, pacientui skiriama diagnostiné
eliminaciné dieta. Jos metu maisto produktas, kuris manoma sukelia alergija,
nustatytg laikotarpj (dazniausiai 2—4 savaites arba ilgiau) yra paSalinamas i$
paciento mitybos raciono, o po to vel sugrazinamas. Jeigu po produkto
sugrazinimo pacientui pasireiSké alergijos simptomai, atlieckamas POM. Jo
metu pacientui duodama valgyti arba gerti vis didesnius kiekius potencialaus
maisto alergeno nustatytais laiko intervalais tol, kol arba yra sukeliama
alerginé reakcija, arba nustatoma maksimali alergeno dozé, kurig pacientas
gali suvartoti. POM gali buti atlickamas atviras (kai Zinoma bandomojo
méginio sudétis) arba abipusisSkai slaptas placebu kontroliuojamas (angl.
double-blind, placebo-controlled food challenge (DBPCFC)) (kai nei
gydytojas, nei pacientas nezino meéginio sudéties). Deél galimy
nepageidaujamy reakcijy, §j testg gali atlikti tik tinkamai pasiruoSe ir
kvalifikuoti specialistai. POM atlikti nerekomenduojama, jei paciento ligos
istorijoje buvo nurodyta anafilaksiné reakcija suvalgius tam tikrg maisto
produktag (Yu et al., 2016; Calamelli et al., 2019; Rudzeviciené, 2021;
Dubakiené, 2021; Dubakiené, 2019).

Alergijos maistui nustatymui yra kuriamas ir tobulinimas bazofily
aktyvacijos tyrimas (BAT). Jo metu tékmés citometrijos metodu tiriami
jsijautrinusio paciento kraujo serumo méginyje esantys bazofilai. Stebima, ar
pasirinktais alergenais yra aktyvinami paciento bazofilai, t. y. ar jy pavirSiuje
padid¢ja CD63 ir CD203c¢ baltymy raiska. Atlikti tyrimai parod¢, kad BAT
metodu gali biti nustatoma alergija Zemés rieSutams ir kitiems maisto
alergenams (Yu et al., 2016).

1.1.3. Alergijos maistui gydymas

VisisSkas alergija sukelian¢io maisto produkto vengimas ir alergijos
simptomus lengvinan¢iy medikamenty (antihistamininy, gliukortikoidy,
leukotrieny antagonisty ir kity) vartojimas yra pagrindiniai budai, kurie
taikomi gydant alergijg maistui (Mayorga et al., 2021). Jeigu pacientui alergija
sukelia labilis maisto alergenai (pvz., esantys S$vieziuose vaisiuose ir
darzovése), termiskai apdorojus tokius maisto produktus juos galima valgyti
(Rudzeviciené, 2021). Deja, ne visada pacientams pavyksta iSvengti alergeno
(juo gali buti uzterSti kiti maisto produktai arba produkto apraSyme néra
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nurodyta, kad jis jeina ] produkto sudétj), todél gali pasireiksti
nepageidaujamos alerginés reakcijos. Siekiant pagerinti pacienty gyvenimo
kokybe, siekiama sukurti saugy, ilgalaikj ir veiksmingg gydyma. Manoma,
kad alergeny specifiné imunoterapija (ASIT) yra vienas i§ galimy varianty.
Taikant ASIT pacientui yra laipsniskai didinamas tam tikro maisto alergeno
kiekis, kol nustatoma paros palaikomoji alergeno dozé ir pasiekiama
desensibilizacija (Mayorga et al., 2021).

Alergijos maistui gydymui gali biiti pritaikyta poodiné imunoterapija
(angl. subcutaneous immunotherapy (SCIT)), oraliné imunoterapija (angl.
oral immunotherapy (OIT)), poliezuviné imunoterapija (angl. sublingual
immunotherapy (SLIT)) ir epikutaniné imunoterapija (angl. epicutaneous
immunotherapy (EPIT)) (Sampath et al., 2020). SCIT buvo taikyta gydyti
alergija Zemés rieSutams ir nors buvo stebimas sumazéjes pacienty
jsijautrinimas alergenui, daliai pacienty pasireiksdavo nepageidaujamos
alerginés reakcijos. Siekiant patobulinti §ig imunoterapija, pacienty gydymui
buvo naudotas cheminiu biidu modifikuotas aliuminio hidroksidu adsorbuotas
zemes riesuty ekstraktas (HAL-MPEL). Atlikti 1 fazés klinikiniai tyrimai
parodé, kad HAL-MPEL yra saugus pacientams ir gerai toleruojamas. OIT
buvo efektyvi sumazinant pacienty jautrumg Zzemés rieSutams, karvés pienui
ir vistos kiauSiniams. Pacientai kiekvieng diena turéjo suvartoti tam tikra
alergeno doze (pvz., nuo 3 iki 6 mg alergeno), kuri po tam tikro laikotarpio
(pvz., kas dvi savaites) buvo palaipsniu didinama, kol pasiekiama palaikomoji
dozeé. Sios imunoterapijos trukmé yra keli ménesiai. Deja, pabaigus gydyma
buvo pastebéta, kad daznai pacienty desensibilizacija alergenams yra laikina
ir daliai pacienty pasireiksdavo alerginés reakcijos, todél buvo nuspresta
tyrimai naudojant apibiidintus ir standartizuotus Zemés rieSuty milteliy
preparatus (Aimmune (AR101) ir Camallergy (CA002)) parodé, kad pacienty
jautrumas alergenui sumazéjo ir Siuos preparatus saugu vartoti. Siekiant, kad
OIT buty dar saugesn¢ ir efektyvesné gydant alergija maistui, buvo nuspresta
taikyti terapija kartu naudojant antikinus (pvz., omalizumaba — humanizuota
IgG1 monokloninj antikiing prie§ zmogaus IgE, kuris skirtas gydyti astma).
Parodyta, kad atliekant OIT kartu su omalizumabu pacientams yra
sutrumpinamas laikas iki desensibilizacijos, t. y. kelios savaités, o ne keli
meénesiai ar visi metai (palyginus su OIT be antikiino), reciau pasireisdavo
nepageidaujamos reakcijos ir vienu metu galima gydyti alergija keliems
maisto alergenams. Tokio gydymo trukumas — didelé omalizumabo kaina,
todél reikalingas taikomo metodo optimizavimas, kad jis baty kuo
naudingesnis ir reikalauty mazesniy i$laidy. SLIT yra kitas imunoterapijos
bidas, kuris buvo taikomas gydyti alergijg kiviui, Zemés rieSutams, karves
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pienui, lazdyno rieSutams ir persikams. Pacientui duodama skysto alergeno
ekstrakto, kurj reikia kelias minutes laikyti po liezuviu. Gauti rezultatai
parodé, kad metodas yra saugesnis pacientams nei taikant OIT, taciau
pasizymi mazesniu efektyvumu (terapijos trukmé ilgesné, naudojamos
mazesnés alergeno dozés) (Sampath et al., 2020; Yu et al., 2016; Ilweala et al.,
2018). Taikant EPIT pacientams ant rankos uzklijuojamas specialus odos lopo
méginys su maisto alergenu (~100-500 pg baltymo), kad bty sukeliama
desensibilizacija veikiant oda alergenu. Siuo metu atlieckami Il fazés

tyrimai, kuriy metu naudojami specialiis ,, Viaskin patch”, skirti gydyti alergija
Zemés rieSutams, ir buvo parodyta, kad metodas yra saugus. Daugelis i$ iy
iSvardyty imunoterapijos varianty, skirty gydyti alergija maistui, yra daug
Zadantys, taciau dar reikalingi papildomi tyrimai siekiant kaip jmanoma
geriau jvertinti jy efektyvumg ir patikimuma gydant pacientus (Sampath et al.,
2020; Mayorga et al., 2021).

Maisto alergijos gydymui ieSkoma jvairiausiy priemoniy. Vienas i galimy
varianty yra specialiy monokloniniy antikiiny (MAk) taikymas. Etokimabas
yra humanizuotas 19Gl1 MAKk, kuris slopina citoking IL-33. Tai
prieSuzdegiminis citokinas, kuris esant alerginei reakcijai aktyvina
eozinofilus, bazofilus, putligsias lasteles, dendritines lgsteles, jgimtojo
imuniteto antrojo tipo limfoidines lasteles (angl. type 2 innate lymphoid cells,
ILC2) ir T lasteles). II fazés klinikiniai tyrimai parodé, kad Sis MAk yra
saugus, gerai toleruojamas ir gali buiti pritaikytas gydyti alergija zemés
rieSutams (Sampath et al., 2020; Chan et al., 2019). Dupilumabas yra
rekombinantinis zmogaus IgG4 MAk prie§ Zzmogaus IL-4 receptoriaus o
granding (IL-4Ra), kuris saveikaudamas su IL-4Ra neleidzia prie jo
prisijungti IL-4 ir IL-13. Sukurtas antikiinas taikomas gydyti astmg ir atopinj
dermatita. ApraSytas atvejis, kai paciento, kuriam buvo nustatytas atopinis
dermatitas ir alergija maistui, gydymas taikant dupilumabg sumazino jo
tyrimai, siekiant jvertinti Sio MAk efektyvumga ir sauguma gydant alergija
zemés rieSutams (Sampath et al., 2020; Mayorga et al., 2021).

Siekiant padidinti imunoterapijos veiksminguma, t. y. pagerinti paciento
tolerancijg alergenui ir apsaugoti ji nuo galimy nepageidaujamy reakcijy,
imunoterapijai gali biiti naudojami sintetiniai peptidai. PVX108 yra vakcina,
sudaryta i$ trumpy sintetiniy peptidy, kurie yra pagrindiniy Zemés rieSuty
alergeny T lasteliy epitopai, ir kurioje néra zemés rieSuty alergeny, galinciy
sukelti alergijos simptomus. I fazés klinikiniy tyrimy rezultatai parodé, kad
vakcina yra saugi ir gerai toleruojama, gydant zemés rieSutams alergiskus
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pacientus (Sampath et al., 2020; Mayorga et al., 2021). ASP0892 (anksciau
vadinta ARA-LAMP-Vax) yra Kkita vakcina, Kkurioje yra alergenus
koduojancios DNR sekos ir Kuri skirta gydyti pacientus, jsijautrinusius
pagrindiniams Zemés rie§uty alergenams (Ara h 1, Ara h 2 ir Ara h 3). Siuo
efektyvuma, pacienty tolerancijg ir imuninj atsakg (Sampath et al., 2020).

Atliekami jvairiis tyrimai, siekiant i$siaiskinti, kaip reguliuojant zmogaus
zarnyno mikrobioma biity galima suvaldyti ir gydyti alergija maistui.
Manoma, kad tam gali bati panaudojami probiotikai (,,gerosios* bakterijos) ir
prebiotikai (nevirSkinami angliavandeniai, kurie maitina ,,gergsias‘ bakterijas,
gyvenan¢ias miisy organizme). Karvés pienui alergiskiems pacientams
paskirta dieta buvo papildyta Lacticaseibacillus casei arba Bifidobacterium
bakterijomis ir buvo pastebéta atsiradusi tolerancija Siam maisto produktui
(Mayorga et al., 2021). Kitas atvejis — papildzius vaiky dieta hidrolizuota
kazeino forma, turinéia Lactobacillus rhamnosus GG (LGG), buvo nustatoma
maziau alerginiy reakcijy karvés pienui (Berni Canani et al., 2017). Nors
atlikti tyrimai parodé, kad probiotikai galéty biti taikomi maisto alergijos
gydymui, taciau dar reikalingi papildomi tyrimai, siekiant jvertinti gydymo
efektyvumg (Mayorga et al., 2021). Kalbant apie prebiotikus, buvo istirta, kad
papildyta prebiotikais kudikiy mityba gali sumazinti jy rizika susirgti egzema.
Deja, jokiy reikSmingy pokycCiy néra nustatyta kalbant apie alergijos maistui
gydyma (Grimshaw et al., 2017).

1.2. Alergenai

Alergenas — alerging reakcija galintis sukelti antigenas. Didzioji dalis
alergeny yra baltymai arba glikoproteinai, kuriy molekuliné masé (angl.
molecular weight (MW)) yra 5-70 kDa. Jie aptinkami maisto produktuose,
Ziedadulkése, gryby sporose ir t. t. (1 priedas). Alergeno molekulés dydis, jo
tirpumas ir kiekis (koncentracija), bei biidas, kuriuo jis patenka j organizma
(jkvépus, suvalgius ar palietus) yra tos savybés, kurios gali nulemti, ar
zmogaus bus jsijautrings konkreCiam alergenui. PavyzdZziui, pacientas yra
alergiskas maisto produktui, tadiau kai jj iSverda ar iSkepa (paveikia auksta
temperatlira), jokie alergijos simptomai jam nepasireiskia. Taip yra todél, kad
pakaitinus alergeng jo struktiira pasikei€ia ir jis jau néra atpazinamas paciento
organizme esanciy alergenui specifiniy IgE. Alergenas, kurio alergeniskumas
sumazéja ji paveikus auksSta temperatiira arba virSkinimo fermentais, yra
vadinamas labiliu. Tuo tarpu stabilds yra tie alergenai, kurie iSlaiko savo
struktiirg ir alergeniSkumg. Rukymas, pramoniniai iSmetami terSalai ir kiti
veiksniai taip pat prisideda prie vis didéjanciy nustatomy alergijos atvejy
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skaic¢iy pasaulyje (Stewart et al., 2012; Rudzevi¢iené, 2021; Dubakiené,
2019).

Svarbiausia informacija apie pasaulyje atrastus ir iStirtus alergeny
komponentus (atskiras molekules, esancias alergeny $altinyje) yra pateikiama
WHO/IUIS alergeny nomenklatiiros duomeny bazéje (angl. World Health
Organization and International Union of Immunological Societies
(WHO/IUIS), http://www.allergen.org/index.php). Nustatytiems naujiems
alergeno komponentams yra suteikiamas specialus pavadinimas, pagal
lotyniSka raiSies, i$ kurios jie kilg, pavadinima, sudarytg i§ pirmyjy trijy genties
raidziy, po kuriy seka pirmoji rasies raidé ir baigiasi arabiSku skai¢iumi.
Pavyzdziui, namy dulkiy erkés Dermatophagoides pteronyssinus alergeno
komponentas yra zymimas Der p ir tada seka skaicius, kuris dazniausiai lemia
alergeny nustatymo tvarkg arba jo kliniking svarba. Alergenai, kuriy alergeny

Saltinyje aptinkamos kelios izoformos, zymimi papildomais skaiciais.
Pavyzdziui, Phl p 12.0101, Phl p 12.0102 ir Phl p 12.0103 yra nustatytos trys
pasarinio motiejuko profilino izoformos (Stewart et al., 2012; Rudzevic¢iené,
2021).

Alergenais gali buti ir jvairtis vaistai (pvz., penicilinas, rokuroniumas),
kurie prisijungdami prie baltymo nesiklio gali sukelti alergine reakcija. Taip
pat alergijas gali sukelti ir angliavandeniai. Kryzmiskai reaguojancios
angliavandeniy determinantés (angl. cross-reactive carbohydrate determinant
(CCD)) (L-fukozé, D-ksilozé) yra aptinkamos daugelio vabzdziy, latekso ir
augalinés kilmés (augaly ziedadulkése) alergeny struktiirose, todél tai svarbus
zymuo tiriant galimas kryZmines reakcijas. IgE prie§ CCD gali susidaryti po
vabzdzio jkandimo arba po susidiirimo su Ziedadulkémis. a-Gal (Galaktozé-
alfa-1,3-galaktozé) yra siejama su alergija Zaliai mésai (jautienai, avienai,
kiaulienai), kuomet pasireiskia 1étojo tipo alergijos reakcija (préjus daugiau
nei 3 valandom po mésos suvalgymo), kurig sukelia Zmogaus organizme
esantys IgE prie§ o-Gal, susidare po erkés (pvz., Europoje Ixodes ricinus)
ikandimo (Matricardi et al., 2016; Rudzevic¢iené, 2021).

Atlikti tyrimai parodé, kad terminis (pvz., kepimas, virimas, skrudinimas
ar pasterizavimas) ir neterminis maisto apdorojimai (pvz., hidrolizé,
fermentacija) turi jtakos baltymy struktiiros, stabilumo ir alergeniSkumo
pokyciams (Pekar et al., 2018). Be to, virSkinimo metu proteazés, Zemas
skrandzio pH ir tulzies druskos gali mazai tirpius alergenus suskaldytas j dar
mazesnius tirpius fragmentus, kurie po to gali sukelti alergijos simptomus,
arba kaip tik dar smulkiau suskaldo alergeng ir taip jis praranda savo
alergeniSkumg (Matricardi et al., 2016).

Skirtinguose alergeny Saltiniuose galima aptikti alergenus, kuriy atlickama
funkcija ir struktiira yra pana$i, o palyginus aminoriigi¢iy sekas jos
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tarpusavyje reikSmingai sutampa. Dél didelio aminoriigs¢iy seky tapatumo,
IgE susidare pries vieng alergeng gali atpazinti tg patj antigeno epitopa esant]
kitoje alergeno molekuléje (kryzminis reaktyvumas), t. y. reaguoti su kitu
alergenu, su kuriuo anks¢iau nebuvo jokio kontakto ir isijautrinimo
laikotarpio. Kalbant apie alergija maistui, yra pastebimas ziedadulkiy—maisto
sindromas, kurj lemia IgE kryZminis reaktyvumas tarp tos pacios baltymy
Seimos alergeny, esanciy maisto produktuose ir esanciy ziedadulkése.
Pavyzdziui, pacientas alergiskas berZo alergeno komponentui Bet v 1, gali buti
Isijautrings ir maisto produktams (pvz., §vieziems obuoliams, persikams), dél
juose esanciy tai paciai PR-10 baltymy Seimai priklausanciy alergeny (pvz.,
Mal d 1, Pru p 1) (Stewart et al., 2012).

Parvalbuminai ir tropomiozinai laikomi pagrindiniais zuvy ir véziagyviy
alergenais, tuo tarpu o-livetinas ir ovotransferinas — paukséiy, o
imunoglobulinas ir kazeinas — zinduoliy alergenais. Augalinés kilmés maisto
produkty vieni i§ svarbesniy alergeny yra 2S albuminai, 7S ir 11S globulinai,
profilinai, prolaminai ir PR-10 baltymai (2 priedas) (Stewart et al., 2012).

1.3. Alergija zuviai

Zuvis yra laikoma vienu i§ labiausiai rekomenduojamy maisto produkty
zmogui, dél joje esanciy vertingy maistiniy medziagy, tokiy kaip omega-3
riebaly rigiciy, riebaluose tirpiy vitaminy ir nepakei¢iamy aminortgsciy,
todél vis daugiau zmoniy jtraukia Zuvies patiekalus j savo maisto raciong.
Manoma, kad zuvies vartojimas gali prisidéti prie Sirdies ir kraujagysliy ligy,
vézio prevencijos, bei kontroliuoti glikemijg. Pastebéta, kad per pastaruosius
metus dél padidéjusio suvartojamo zuvies kiekio, kartu yra iSauges ir
nustatomy alergijos atvejy skai¢ius pasaulyje. Zuvis yra laikoma viena i§
pagrindiniy maisto alergeno Saltiniy, kuriam yra jsijautring < 1 % visos
pasaulio populiacijos (Dijkema et al., 2022; Carvalho et al., 2020; Fernandes
etal., 2017).

Pasaulyje yra zinoma ir aprasyta daugiau nei 30 000 skirtingy Zuvy risiy,
1§ kuriy daugiau nei 700 rtsiy galima jsigyti jvairiose zuvy pardavimo vietose
(Matricardi et al., 2016; Klueber et al., 2019). Skirtinguose geografiniuose
regionuose yra paplitusios ir dazniausiai vartojamos tik tam tikros Zuvy rasys,
kurios priklauso arba kauliniy (lot. Osteichthyes) (pvz., menké, jury lydeka,
eSerys, upétakis) arba kremzliniy zuvy (lot. Chondrychthyes) (pvz., raja,
melsvasis ryklys) klasei (1.6 pav.) (Feketea et al., 2021). Vienos dazniausiai
vartojamy zuvy biiriy yra lasiSazuvés, eSerzuvés, menkiazuvés, plekSniazuvés,
silkiazuves ir karpzuves (Lee et al., 2011). Azijos ir Ramiojo vandenyno
Salyse populiarios zuvy rusys yra niliné tilapija, kelios karpio riiSys, Samas ir
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tunas. Tuo tarpu Europoje paplitusios yra atlantiné silké, atlantiné skumbre,
atlantiné lasisa, vaivorykstinis upétakis, dryZuotasis tunas ir atlantiné menkeé,
o Jungtinése Amerikos Valstijose — atlantiné lasiSa, Samas, tilapija ir Kitos
(Kalic et al., 2021). Daugiausiai alergijos zuviai atvejy yra nustatoma Salyse,
turinCiose ilgas pakrantes ir kur yra suvartojamas didelis kiekis zuvies (pvz.,
Ispanija, Norvegija, Japonija), bei regionuose, kuriuose yra veikiancios zuvies
perdirbimo jmonés (Matricardi et al., 2016).

Zuviai alergiski gali biti tiek vaikai, tiek suaugusieji, kuriems gali
pasireiksti jvairiis simptomai (pvz., dilgéling, sloga, viduriavimas, pykinimas
ir kiti), o esant sunkesniems atvejams pacientus gali istikti ir anafilaksinis
Sokas (Carvalho et al., 2020; Kuehn et al., 2014). Alergijos simptomai
pacientui gali pasireiSkti per labai trumpa laika, t. y. per kelias minutes ar
valandas po maisto nurijimo (Dasanayaka et al., 2022). Alergijos simptomus
zmogus gali jausti ne tik suvalgius Zuvies, bet ir po kontakto su Zzuvimi
(palietus jos pavirsiy) ar jkvépus gary gaminant zuvies patiekalus (Dijkema et
al., 2022). Pacientai gali bati jsijautring vienai specifiniai zuvy Seimai (pvz.,
lasiSinéms) arba kelioms skirtingoms zuvy Seimoms (Sharp and Lopata, 2014;
Pefias et al., 2014). Pastebéta, kad jei pacientui nustatoma alergija Zuviai, tai
yra 50 % tikimybé, kad jis bus jsijautrings daugiau nei vienai zuvies riisiai.
Atliktais tyrimais parodyta, kad zuviai alergiski pacientai dél kryzmiskai
reaguojanciy baltymy (parvalbuminy ir kolageno), gali buti irgi jsijautring
véziagyviams, viStienai ar varléms (Jiang and Rao, 2021). Alergija Zuviai yra
nustatoma remiantis paciento ligos istorija, odos diirio méginiy ir kraujo
tyrimais (nustatant alergenui specifinius IgE) ir yra gydoma vengiant bet
kokio zuvies ir jos produkty vartojimo (Matricardi et al., 2016; Kleine-Tebbe
and Jakob, 2017). Zuvis taip pat yra vienas i§ pagrindiniy maisto produkty,
galinCiy sukelti FPIAP (Kalic et al., 2021).

Suvalgius zuvies, pacientui gali pasireiksti nepageidaujamos reakcijos ne
tik dél to, kad jis alergiSkas zuviai, bet dél zuvyje esanciu bakterijy, virusy,
toksiny, parazity ar kity medziagy. Vienas tokiy atvejy yra apsinuodijimas
skumbriniy $eimos zuvimis (pvz., skumbre, silke, tunu, sardine), kuriose
aptinkamas didelis kiekis histidino. Alergijos simptomai (dilgéliné, vémimas,
viduriabimas ir t. t.) pasireskia suvalgius netinkamai laikytos zuvies, kurioje
esancios enterobakterijos aminortigstj histiding pavercia histaminu (vienas
pagrindiniy alerginés reakcijos mediatoriy). Kitu atveju, pykinima, pilvo
skausmus ar net apendicitg pacientui gali sukelti Zuvyse aptinkami Anisakis
Seimos apvaliosios kirmelés, kurios patenka j Zmogaus organizmg suvalgius
zalia, marinuotg ar nepakankamai termiskai apdorota Zuvj. Be to, yra nustatyta
atvejy, kuomet alergijos simptomai pacientui pasireiskia dél jsijautrinimo
Anisakis simplex parazito baltymams (Ruethers et al., 2018; Sharp and Lopata,
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2014; Rodgers, 2011). Taip pat patariama vengti valgyti zuvis, kurios buvo
veikiamos aplinkoje esanciy terSaly ir toksiny, tokiy kaip metilo gyvsidabrio,
patvariyjy organiniy terSaly (pesticidy, pramoniniy cheminiy medziagy ir t.
t.), kadangi jie kaupiasi Zuvy organizme (Dasanayaka et al., 2022).

KLASE BURYS SEIMA  RUSIS

Cyprinus carpio
(Paprastasis karpis)

Cypriniformes Cyprinidae Hypophthalmichthys moelitrix
(Karpzuvés) (Karpinés) (Baltasis platiakaktis)

Ctenopharyngodon idella
(Baltasis amuaras)

Siluriformes Siluridae Silurus glanis
(Samazuvés) (Saminés) (Paprastasis 5amas)
Scomber scombrus

(Atlantiné skumbreé)

Thunnus albacares

- —  Scombriformes Scombridae )
w 2 (Gelsvauodegis tunas)
g 2
= 5
£ N
s -
.5 g — Katsuwonus pelamis
E é (Dryzasis tunas)
§ g
= e o Oreochromis niloticus
— Cichliformes Cichlidae e e
(Niliné tilapija)
Engraulidae Engraulis mordax
. (Anéiuvinés) (Kaliforninis anéiuvis)
- Clupeiformes
(SilkiaZuvés)
Clupeidae Clupea harengus
(Silkinés) (Atlantiné silké)
Gadiformes Gadidae Gadus morhua
(MenkiaZuvés) (Menkinés) (Atlantiné menké)
Salmoniformes Salmonidae Salmo salar
(LasiZaZuvés) (LaSiginés) (Atlantiné laiza)
v
i ;* Rajiformes Rajidae Raja clavata
= >ﬁ (Rombinés rajoZuveés) (Rombinés rajos) (Dyglioji raja)
s 38
E £
T =
5 E Carcharhiniformes Triakidae Mustelus antarcticus
6 E (Katrykliai) (Kiauniniai rykliai) (Antarktinis kiauniaryklis)
=

1.6 pav. Dazniausiai maistui vartojamy kauliniy ir kremzliniy Zuvy klasifikacija
(pritaikyta pagal Kalic et al., 2021).

Zuvis yra greitai gendantis produktas, todél siekiant prailginti galiojimo
laika, pagerinti skonj ir pasalinti patogeninius mikroorganizmus, zuvis yra
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paruoSiama taikant jvairius maisto apdorojimo biidus. Kepimas, virimas,
grilinimas, garinimas yra vieni i$ biidu, kuriuos taikome gaminant jvairius
Zuvies patiekalus, taciau jy metu Zuvies alergeniSkumas ir antigeniSkumas gali
biti sumazintas, iSlikti nepakitgs, arba kaip tik padidintas (Jiang and Rao,
2021; Dasanayaka et al., 2022; Kalic et al., 2021). Termiskai apdorojant Zuvj
kar§¢iui jautriy baltymy struktiira gali pakisti, tad suvalgius termiskai
apdorotos zuvies, pacientui nepasireiksty alerginé reakcija, kadangi alergenai
nebiity atpaZzinti kraujo serume esanciy alergenams specifiniy IgE. Keletas
tyrimy parodé, kad konservuota zuvis (tunas ir lasiSa) praranda savo
alergeniskuma ir daznai gali baiti vartojama zuviai alergisky pacienty. Taciau
yra atvejy, kuomet maisto konservavimo metu pakinta alergeny strukttra,
susiformuoja nauji alergeno epitopai (nebiidingi natyviai alergeno struktiirai),
kurie gali sukelti pacientams alergines reakcijas. Atliktame tyrime parodyta,
kad keliy pacienty IgE saveikavo su naujais baltymais (MW 38-60 kDa),
aptiktais konservuotame tune. Kalbant apie karSto riukymo zuvis, tai
priklausomai nuo atliekamy procediiry ir naudojamy cheminiy medziagy, gali
padidéti arba sumazéti lasiSos, upétakio, skumbrés alergeniskumas (pvz.,
sumazéja parvalbuminy kiekis, susiformuoja alergeny oligomerai ir t. t.). Taip
pat ir netermiskas Zuvies apdorojimas (pvz., sidymas, Saltas rikymas) turi
itakos tam tikry zuvy rasiy alergeny struktiros pokyc¢iams (Dasanayaka et al.,
2022). Atliktame tyrime buvo parodyta, kad daugiau nei kelis ménesius —20
°C temperatiiroje laikytuose skirtingy Zuvy rasiy méginiuose, pasitelkus
alergenui specifinius antiktinus, buvo galima aptikti parvalbuminus (Lee et al.,
2012). Kity tyrimy metu aliaskinés rudagalvés menkes filé, taikant specialius
metodus ir naudojant jvairius priedus (pvz., ovalbuming, a-laktalbuming ir
kitus), buvo paruosta j perdirbtg juros gérybiy produkta (vytintg surima) ir po
to | kraby lazdeles panaSy produkta. Taikant tokj Zuvies apdorojima metoda
buvo nustatytas mazesnis B-parvalbumino kiekis gautame produkte, lyginant
su jo kiekiu esanciu zuvies fil¢, ir kartu buvo stebimas sumazéjes zuviai
alergisky pacienty serume esanciy IgE prisijungimas. Nors §is produktas biity
puiki alternatyva zuvies B-parvalbuminams jsijautrinusiems pacientams, deja
jame galima aptikti ir kity Zuvies alergeny (kolageno, tropomiozino, [-
enolazes, aldolazés A), bei kiausinio ir pieno baltymy, todél prie§ vartojima
reikéty atidziai jvertinti jo sudétj (Pérez-Tavarez et al., 2021).

Zuvies perdirbimo jmonése dirbantys darbuotojai nuolatos susiduria su
zuvies alergenais, todél daznai dalis jy skundziasi alergeny sukeltais alergijos
simptomais (pvz., kontaktine dilgéline ir dermatitu, alergine sloga ir astma).
Tokie pat simptomai gali pasireiksti ir restorany viréjams, gaminantiems
zuvies patiekalus, kurie darbo metu irgi susidiiria su dideliais zuvy alergeny
kiekiais (Klueber et al., 2019). Atliktais tyrimais buvo parodyta, kad alerginé
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astma yra nustatoma iki 8 % visy Zuvies perdirbimo jmonése dirbanciy
darbuotojy, o kontaktinis dermatitas — iki 11 % (Hilger et al., 2017).

Kalbant apie zuvies taukus, tai juose esancios riebaly riigStys pacientams
nesukelia alerginés reakcijos. Nepaisant to, rekomentuojama vengti vartoti
zuvies taukus, jeigu yra alergija zuviai, kadangi alergijos simptomus gali
sukelti zuvies baltymai, atsitiktinai pateke j Zuvy taukus jy gamybos metu
(Rudzevicieng, 2021).

1.4. Zuvies alergenai

Zuviai alergiski pacientai biina jsijautring tam tikriems zuvy baltymams, t.
y. zuvy alergenams, kurie yra aptinkami zuvy raumenyse, odoje, ikruose ar
kraujyje. Siuo metu WHO/IUIS alergeny nomenklatiiros duomeny bazéje yra
uzregistruota 12 zuvies alergeny, kurie buvo nustatyti ir iStirti jvairiose Zuvy
rusyse (pvz., baltajame baramude, atlantinéje menkéje, rytinéje sardinéje ir
kitose) (1.2 lentelé) (Ruethers et al., 2018; Dasanayaka et al., 2022; Sharp and
Lopata, 2014; Das Dores et al., 2002; Beale et al., 2009). Geriausiai istirti zuvy
alergenai yra p-parvalbuminas, [-enolazé, aldolazé A, tropomiozinas,
kolagenas ir vitelogeninas. Dél padidéjusio zuvies vartojimo ir didelés zuvy
rusiy jvairovés nustatoma vis daugiau naujy zuvies alergeny, tokiy kaip
baltojo amiiro B-parvalbuminas, atlantinés laSiSos kreatino kinazé ar
paprastojo karpio B-enolazé, kurie gali bati pritaikyti alergijy diagnostikoje
(Ruethers et al., 2018; Leung et al., 2020; Ruethers et al., 2021; Sliziené et al.,
2022).

1.4.1. Parvalbuminas

Parvalbuminas yra nedidelis (10-12 kDa), kalcio (arba magnio) jonus
surisantis, vandenyje tirpus baltymas, pasizymintis dideliu atsparumu aukstai
temperatirai, denatiiruojanc¢ioms medziagoms ir proteolitiniams fermentams.
Sis baltymas aptinkamas Zuvy, varliagyviy, ropliy, pauks¢iy ir zinduoliy
raumenyse ir yra laikomas antru pagal svarba gyvillinés kilmés maisto
alergenu (Fernandes et al., 2015). Tarpusavyje palyginus parvalbuminy
aminorigsciy sekas, jie buvo suskirstyti j dvi skirtingas evoliucines linijas: a-
parvalbuminus ir B-parvalbuminus. Izoelektrinis taskas (plI) a-parvalbuminy
yra > 5, o B < 4,5. Tiriant pacienty jsijautrinimg parvalbuminams buvo
pastebéta, kad didzioji dalis alergines reakcijas sukelian¢iy parvalbuminy
priklauso butent B linijai (Sharp and Lopata, 2014; Fernandes et al., 2017;
Rodgers, 2011). Analizuojant atlantinés menkés ekstrakta imunobloto metodu
(naudojant MAKk prie§ parvalbuminus) buvo nustatytos skirtingo dydzio
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baltymy juostelés, kurios parodé, kad ekstrakte parvalbuminai gali buti
monomerai (10-12 kDa) ir gali formuoti dimerus, trimerus ar tetramerus (24,
38 ir 51 kDa) (Das Dores et al., 2002).

Parvalbuminai, aptinkami zuvy raumenyse, laikomi pagrindiniais Zuvy
alergenais. Zuvy raumenys yra skirstomi j ,,baltuosius” ir i ,,raudonuosius”,
kurie skiriasi savo sandara ir atliekama funkcija. Atliktais tyrimais buvo
parodyta, kad didesnis parvalbuminy kiekis yra aptinkamas baltajame
raumens audinyje (~ 4-8 kartus didesnis), negu raudonajame, todél tos zuvy
rusys, kuriose yra daugiau raudonojo raumens (pvz., dryzasis tunas, paprastoji
durklazuve) pasizymi mazesniu alergeniskumu (Bukelskis et al., 2017; Kuehn
et al., 2014; Kobayashi et al., 2006; Griesmeier et al., 2010; Dijkema et al.,
2022). Taip pat buvo nustatyta, kad neapdorotame karpio raumens audinyje
B-parvalbumino yra 3,75 mg/g, silkés — 4,75 mg/g, tuo tarpu skumbrés ir tuno
raumenyse — tik po 0,5 mg/g ir 0,03 mg/g (Kuehn et al., 2010). Taigi, -
parvalbumino kiekis tarp skirtingy zuvy risiy skiriasi ir tai gali lemti, kodél
pacientai yra alergiSki tik tam tikroms zuvims. Kity tyrimy metu buvo
parodyta, kad uzpakalinéje Zuvies kiino dalyje esanéiuose raumenyse (ar¢iau
uodegos) aptinkami mazZesni parvalbumino kiekiai, nei priekiniuose ir
viduriniuose zuvies kiino raumenyse (Lee et al., 2012).

Parvalbuminai priklauso EF rankos (angl. EF-hands) baltymy $eimai, nes
yra sudaryti i§ trijy EF rankos motyvy (spiralé-kilpa-spiralé), kur dvi 12
aminorugséiy ilgio kilpos, jungianCios tarpusavyje o-spirales, dalyvauja
suri$ant kalcio arba magnio jonus (1.7 pav.). I$ trijy EF rankos motyvy tik du
gali suristi metalo jonus (CD ir EF), jie dar vadinami funkciniais domenais,
kurie reikalingi stabilizuoti baltymo struktiirai ir palaikyti jo funkcijai. Tuo
tarpu tre¢iasis domenas (AB) uzdengia baltymo hidrofobing sritj. Manoma,
kad zuvyse parvalbuminas dalyvauja reguliuojant vidulastelinio kalcio jony
koncentracija raumeny atsipalaidavimo metu. Taip pat nustatyta, kad a-
parvalbuminai suri$a tik kalcio jonus ir jy struktiira i§lieka labai panasi tiek
esant prisijungus metalo jonus, tiek be jy. Tuo tarpu B-parvalbuminai strukttira
pasikei¢ia jiems prisijungus arba netekus kalcio arba magnio jony. Atliktais
tyrimais buvo pastebéta, kad kalcio jony neturin€iu parvalbuminy
alergeniskumas sumazéja (Kuehn et al.,, 2014; Fernandes et al., 2015;
Rodgers, 2011)

B-parvalbuminai yra aptinkami kauliniy Zuvy raumenyse ir pastebéta, kad
biitent Siam baltymui yra jsijautrine didzioji dalis Zuviai alergisky pacienty (>
90 % atvejy).
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1.2 lentelé. WHO/IUIS alergeny nomenklatiiros duomeny bazéje uzregistruoti zuvy alergenai (pritaikyta pagal Dasanayaka et al., 2022).

Alergeno Alergeno | Molekuliné
Zuvies alergenas Zuvies risis pavadinimas izoformy masé
(1U1S) skaicius (kDa)
Gadus morhua (atlantiné menkeé) Gad m3 1 40
) Pangasianodon hypophthalmus (siaminé pangasija) Panh3 1 40
Aldolazé A PET
Salmo salar (atlantiné lasisa) Sals 3 1 40
Thunnus albacares (gelsvauodegis tunas) Thua3 1 40
Cyprinus carpio (paprastasis karpis) Cypc?2 1 47
Gadus morhua (atlantiné menkeé) Gad m2 1 47,3
S-enolaze Pangasianodon hypophthalmus (siaminé pangasija) Panh 2 1 50
Salmo salar (atlantiné lagisa) Sals?2 1 47,3
Thunnus albacares (gelsvauodegis tunas) Thua?2 1 50
Clupea harengus (atlantiné silké) Cluh1 3 12
Ctenopharyngodon idella (baltasis amiras) Cteni l 1 9
Cyprinus carpio (paprastasis karpis) Cypcl 2 12
Gadus callarias (Baltijos menké) Gadcl 1 12
Gadus morhua (atlantiné menké) Gad m1 4 12
[S-parvalbuminas Lates calcarifer (baltasis baramundis) Latcl 2 115
Lepidorhombus whiffiagonis (paprastasis megrimas) Lepwl 1 115
Oncorhynchus mykiss (vaivorykstinis upétakis) Oncm1 2 12
Pangasianodon hypophthalmus (siaminé pangasija) Panh1 2 11
Rastrelliger kanagurta (azijiné atogrgziné skumbré) Ras k 1 1 11,3
Salmo salar (atlantiné lasisa) Sals1 1 12
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Sardinops sagax (rytiné sardiné) Sarsal 1 12
Scomber scombrus (atlantiné skumbré) Scos 1 1 12
. Sebastes marinus (didysis jurinis eSerys) Sebm1 2 11
p-parvalbuminas PP T —
Solea solea (europinis jury liezuvis) Soles 1 1 11-14
Thunnus albacares (gelsvauodegis tunas) Thual 1 11
Xiphias gladius (paprastoji durklazuvé) Xipg1l 1 115
Kol if diné Lates calcarifer (baltasis baramundis) Latc6 3 130-140
’
PRSI R e Salmo salar (atlantiné lagisa) Sals6 4 130-140
) . Pangasianodon hypophthalmus (siaminé pangasija) Panh 7 1 43
Kreatino kinazé PET
Salmo salar (atlantiné lasisa) Sals7 1 43
Gliukozés-6-fosfato izomerazé Pangasianodon hypophthalmus (siaminé pangasija) Pan h 11 1 60
Gliceraldehido 3-fosfato . L .
dehidrogenazé Pangasianodon hypophthalmus (siaminé pangasija) Pan h 13 1 36
Laktato dehidrogenazé Pangasianodon hypophthalmus (siaminé pangasija) Pan h 10 1 34
. . Pangasianodon hypophthalmus (siaminé pangasija) Panh9 1 65
Piruvato kinazée 1 vix
Salmo salar (atlantiné lasisa) Sals9 1 65
Triozés fosfato izomerazé Pangasianodon hypophthalmus (siaminé pangasija) Panh 8 1 25
10Z LZi Z
Salmo salar (atlantiné lasisa) Sals 8 1 25
Oreochromis mossambicus (mozambikiné tilapija) Orem4 1 33
Tropomiozinas Pangasianodon hypophthalmus (siaminé pangasija) Panh 4 2 35
Salmo salar (atlantiné lasisa) Sals 4 1 37
Vitelogeninas (f-pirminis Oncorhynchus keta (keta) Onc k5 1 18

komponentas
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a-parvalbuminy daugiausia yra kremzlinése Zuvyse ir manoma, kad dél
artimo panasumo zmogaus o-parvalbuminui, jie laikomi nealergeniskais
baltymais. Zmogus turi a-parvalbuming (PVALB) ir B-parvalbuming (dar
vadinamg onkomodulinu). Atlikta zmogaus, varlés, lydekos ir kity gyviiny
parvalbuminy aminoriig§¢iy seky analizé atskleidé, kad zinduoliy
onkomodulinas yra filogenetiskai nutolgs nuo daugelio zuvy, varliy ir ropliy
B-parvalbuminy. Palyginus, pavyzdziui, kaliforninio $akadancio ryklio a-
parvalbumino sekas su paprastojo karpio PB-parvalbuminy aminortig$ciy
sekomis buvo nustatytas 54 % seky panasumas, kas galéty paaiSkinti, kodél
taip skiriasi zuvy o ir B parvalbuminy alergeniSkumas (Rodgers, 2011;
Dijkema et al., 2022; Climer et al., 2019; Kalic et al., 2019). Palyginus
tarpusavyje skirtingy kauliniy zuvy riisiy p-parvalbuminy aminoriigsciy sekas
buvo parodyta, kad sekos sutampa nuo 61 % (pvz., Lep w 1.0101 ir Sal s
1.0101) iki > 80 % (pvz., Cyp ¢ 1.0101 ir Gad m 1.0101). Pastebima, kad
kalcio jony suriSimo srityse yra daug konservatyviy aminortig§¢iy motyvy,
kurie aptinkami daugelyje skirtingy zuvy rusiy B-parvalbuminy ir manoma,
kad tai gali lemti, kodél pacientai gali biiti jsijautring skirtingos zuvy rasims
(Kalic et al., 2021).

A spiralé

1.7 pav. Rekombinantinio paprastojo karpio B-parvalbumino (rCyp ¢ 1) erdviné
struktiira. Mélyna spalva pazymeétos a-spiralés ir jas jungianti kilpa yra nefunkcinis
N-galinis EF rankos domenas (AB). Tuo tarpu Zalia ir radona spalva pazymétos o-
spiralés ir jas jungiancios kilpos yra funkciniai EF rankos domenai (CD ir EF), kurie
yra suri$¢ kalcio jonus (paZyméti geltona spalva) (pritaikyta pagal Swoboda et al.,
2002b).
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Baltijos menkeés B-parvalbuminas (Gad ¢ 1) buvo pirmasis nustatytas zuvy
alergenas, nuo kurio prasidéjo iS§samesni Sio baltymo tyrinéjimai, 1éme [-
parvalbuminy bei kity Zzuvy alergeny atradimg skirtingose Zzuvy riiSyse
(1asisoje, karpyje, menkéje, tunoje, skumbréje ir t. t.) (Kuehn et al., 2014; Lee
et al., 2011). Tam tikrose zuvy riusyse yra nustatyta daugiau nei viena [3-
parvalbumino izoforma, kuriy aminoriigd¢iy sekos tarpusavyje gali
reikSmingai skirtis. Pavyzdziui, atlantinéje menkeje yra aptiktos ir aprasytos
net keturios izoformos (Gad m 1.0101, Gad m 1.0102, Gad m 1.0201, Gad m
1.0202). Tuo tarpu vaivorykstinio upétakio dviejy izoformy (Onc m 1.0101 ir
Onc m 1.0201) aminoriigd¢iy sekos tarpusavyje sutampa tik 65 %, o
paprastojo karpio izoformy (Cyp ¢ 1.0101 ir Cyp ¢ 1.0201) aminortugsciy
sekos — 84 %. D¢l egzistuojanciy keliy alergeno izoformy pacientai gali bati
labiau jsijautring vienai alergeno izoformai, nei kitai, ir tai gali bati problema
nustatant tikra zuvies alergeng (Dasanayaka et al., 2022; Sharp and Lopata,
2014). Atliktu tyrimu buvo parodyta, kad B-parvalbuminy izoformy kiekis
7zuvy ekstraktuose gali skirtis. 100 g atlantinés menkés raumens méginyje
buvo aptikta Gad m 1.0202 izoformos 263,5 mg, o tuo tarpu Gad m 1.0102 —
46,5 mg (Pérez-Tavarez et al., 2019).

Tarpusavyje palyginus skirtingy zuvy riisiy f-parvalbuminy aminoriig§¢iy
sekas buvo nustatyta 60-80 % homologija, kas galéty paaiskinti, kodél dalis
zuviai alergiSky pacienty yra jsijautring kelioms skirtingoms zuvy rasims
(Carvalho et al., 2020). Taciau yra atvejy, kuomet pacientai yra jsijautring
vienai specifiniai Zuvy Seimai (pvz., lasiSinéms), nes jy kraujo serume esantys
IgE atpazjsta tik tai Zuvy Seimai budingus parvalbumy epitopus (Dasanayaka
et al, 2022). Be to, IgE kryzminis reaktyvumas buvo nustatytas tarp zuvy ir
kity stuburiniy gyviny parvalbuminy: tarp varlés ir menkés parvalbuminy,
tarp vistienos ir menkés parvalbuminy, tarp krokodilo ir jiiros lydekos bei
menkés parvalbuminy (Kalic et al., 2021).

1.4.2. B-enolazé

Enolazé, dar vadinama fosfopiruvato hidrataze, yra metalo fermentas (50
kDa), kuris esant magnio jonams dalyvauja gliukozés metabolizme ir
katalizuoja 2-fosfoglicerato virtima j fosfoenolpiruvata (Diaz-Ramos et al.,
2012). Sis fermentas buvo nustatytas Zzmogaus, triusio, vistos, zuvies
organizmuose, taip pat mielése ir bakterijose (Nakagawa and Nagayama,
1991). Enolazé yra nustatyta ir pripazinta alergenu grybeliuose (pvz.,
Alternaria alternata (Alt a 6), Cladosporium herbarum (Cla h 6)),
braziliniame kau¢iukmedyje (Hev b 9), mielése (Rhodotorula mucilaginosa
(Rho m 1)), Amerikos tarakonuose (Per a 14) ir kituose organizmuose (Liu et
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al., 2012). Zinduoliy orgamizmuose enolazé yra aptinkama trijy skirtingy
izoformy: o-enolazé (ENO-1), kuri yra aptinkama daugelyje audiniy; p-
enolazé¢ (ENO-3), kuri yra daZniausiai nustatoma raumenyse ir y-enolazé
(ENO-2) randama nerviniuose audiniuose (Diaz-Ramos et al., 2012; Morales-
Amparano et al., 2021). 1966 metais i§ vaivorykstinio upétakio raumens buvo
iSgryninta pirmoji zuvy B-enolazé. Véliau §is fermentas buvo aptiktas ir
daugelyje kity zuvy risiy (japoningje skumbréje, atlantinéje menkéje,
mozambikingje tilapijoje, paprastajame karpyje, raudonajame karose, karsyje,
ilgauodegyje tune, megrime) (Cory and Wold, 1966; Kuehn et al., 2013; Liu
etal., 2012; Nakagawa and Nagayama, 1991; Liu et al., 2011; Rosmilah et al.,
2013; Haroun Diaz et al., 2023). KryZminis reaktyvumas buvo pastebétas tarp
menkés, lasiSos ir tuno B-enolaziy, o véliau nustatytas ir tarp didZiojo nilinio
eSerio ir atlantinés menkés B-enolaziy (Kuehn et al., 2013; Tomm et al., 2013;
Kalic et al., 2021). Siuo metu WHO/IUIS alergeny nomenklatiiros duomeny
bazéje alergenais yra pripazintos penkios zuvy p-enolazes, iSskirtos i
atlantinés menkés (Gad m 2), atlantinés lasiSos (Sal s 2), siaminés pangasijos
(Pan h 2), gelsvauodegio tuno (Thu a 2) ir paprastojo karpio (Cyp ¢ 2).
Pastarasis alergenas buvo identifikuotas mtisy tyrime.

1.4.3. Kiti zuvy alergenai

Aldolazé (dar vadinama D-fruktozés bifosfato aldolaze), kaip ir B-enolazg,
yra metalo fermentas, dalyvaujantis gliukozés metabolizme, kuris katalizuoja
fruktozés-1,6-difosfato skilima j 3-glicerolio fosfato aldehida ir i
dihidroksiacetono fosfata. Tai yra tetramerinis baltymas, kurio vieno
subvieneto molekuliné masé yra 40 kDa. Zinduoliuose aldolazé yra aptikta
trijy skirtingy izoformy: aldolazé A (aptinkama raumenyse, raudonosiose
kraujo Igstelése), aldolazé B (kepenyse, inkstuose) ir aldolazé C (smegenyse,
nerviniuose audiniuose) (Kleine-Tebbe and Jakob, 2017; Arakaki et al., 2004).
2013 metais aldolazés A, kaip zuvies alergenai, buvo pirmg kartg aptikti ir
iSgryninti i§ trijy skirtingy zZuvy raumeny: atlantinés menkés (Gad m 3),
atlantinés lasiSos (Sal s 3) ir gelsvauodegio tuno (Thu a 3). Véliau §is zuvies
alergenas buvo nustatytas ir siaminéje pangasijoje (Pan h 3). Pastebéta, kad
kaip ir B-enolazé, aldolazé A yra maziau stabilus zuvies alergenas nei B-
parvalbuminas, todél jis jautrus aukstai temperatiirai maisto gaminimo metu.
Yra reikalingi papildomi tyrimai, siekiant jvertinti pacienty jsijautrinimg Siam
alergenui (Kuehn et al., 2013; Tomm et al., 2013, Kuehn et al., 2014).

Kolagenas yra struktiirinis baltymas (320 kDa), aptinkamas zuvies odoje,
kauluose ir raumenyse, sudarytas i$ dviejy alfa ir vieno beta subvienety. Tiek
zuvies kolagenas, tiek Zelatina, kuri gaunama hidrolizuojant kolageng esant
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specialioms salygoms, yra placiai naudojami kosmetikoje, vaisty ir maisto
pramonése (Matricardi et al., 2016). 2001 metais Japonijoje pirma kartg buvo
nustatyta alergija tuno kolagenui, véliau buvo uZzfiksuotas anafilaksijos atvejis
saldainiuose rastai zuvies Zelatinai. Kitas apraSytas atvejis Japonijoje, kuomet
1§ 36 zuviai alergisky pacienty, 18 jy buvo isijautring skumbrés kolagenui.
Taip pat buvo stebimas kryZminis reaktyvumas tarp skumbrés ir kity 22
skirtingy zuvy rasiy (dryZzuotojo tuno, atlantinés lasisos, kardzuvés ir kity)
kolageny. Zuvies alergenais yra pripaZintos kolageno alfa grandings, i§skirtos
i§ atlantinés lasiSos (Sal s 6) ir baltojo baramundzio (Lat ¢ 6) (Klueber et al.,
2019; Kalic et al., 2020; Kobayashi et al., 2016).

Tropomiozinas yra svarbus struktiirinis baltymas (32 kDa), aptinkamas
raumenyse ir dalyvauja reguliuojant raumeny susitraukimus (Kleine-Tebbe
and Jakob, 2017). Kaip dar vienu zuvies alergenu tropomiozinas buvo
nustatytas ir pripazintas mozambikinéje tilapijoje (Ore m 4). Parodyta, kad
tilapijai alergisky pacienty serume esantys IgE saveikavo su iSgrynintu
alergenu ir kartu kryzmiskai reagavo su krevetés tropomiozinu. Véliau
tropomiozinas buvo aptiktas ir atlantingje laSiSoje (Sal s 4) ir siaminéje
pangasijoje (Pan h 4) (Klueber et al., 2019; Kalic et al., 2021).

Vitelogeninai — glikoproteinai (150 kDa), aptikami zuvy ikruose, dar
vadinami kiauSinio trynio pirmtakais, kurie apriipina embriong lipovitino
(lipido) ir fosvitino (fosfato) atsargomis. Sie Zuvies alergenai pasizymi
stabilumu ir didele koncentracija ikruose. Vitelogeninai yra aptikti lasiSos,
upétakio ir erSketo ikruose, bet Zuvies alergenu yra pripazintas kol kas tik 35
kDa vitelogenino fragmentas (Onc k 5) iSskirtas i$§ ketos (angl. chum salmon).
Viename atliktame tyrime buvo parodyta, kad pacienty, kuriems anafilaksija
sukélé lasiSos ikrai, kraujo serume esantys IgE kryzmiskai reagavo su silkés
ikrais (Kleine-Tebbe and Jakob, 2017; Matricardi et al., 2016; Klueber et al.,
2019; Kondo et al., 2005). 2019 m. buvo aprasytas pirmasis klinikinis atvejis
Lietuvoje, kai pacientei buvo nustatyta alergija zuvies ikrams (Rudzeviéiené,
2021).

1.5. Rekombinantiniai zuvy alergenai

Atliekant alergijos testus ar kuriant analitines sistemas yra naudojami ne
tik nataralis alergeny ekstraktai, bet taip pat ir natiralGs, t. y., i§ alergeno
ekstrakto iSgryninti alergeno komponentai. Taciau ruo$iant atskirus alergeno
komponentus susiduriama su keliomis problemomis. Pirma, alergeny
ekstrakte gali biti aptinkamos kelios alergeno izoformos, kurias atskirti viena
nuo kitos gryninimo metu yra sunku. Antra, tam tikry alergeny kiekis
ekstraktuose yra labai mazas ir iSsigryninti didelius kiekius norimo alergeno
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tampa nejmanoma (Tscheppe and Breiteneder, 2017). Siekiant iSspresti
susidariusias problemas buvo pradéti kurti rekombinantiniai alergenai (Jutel
et al., 2012). Sie alergenai pasizymi imunologinémis savybémis, biidingomis
natiraliems alergenams ir gali buti susintetinti neribotais kiekiais (Lorenz et
al., 2001).

Rekombinantiniai alergenai gali buti sintetinami skirtingose baltymy
raiskos sistemose: E. coli bakterijose, mielése, vabzdziy, augaly arba
zinduoliy Igstelése, kurios pasizymi skirtingomis savybémis (pvz., prokarioty
sistemoje néra galimos baltymy potransliacinés modifikacijos —
glikozilinimas, disulfidiniy ry$iy formavimas, t. t.), todél renkantis raiskos
sistemg reikia atkreipti démesj | natiiralaus alergeno struktiira. E. coli
bakterijos yra viena i§ dazniausiai naudojamy baltymy raiskos sistemy
rekombinantiniy maisto alergeny (pvz., saliero, Zemés riestuty, karvés pieno,
soju pupeliy, graikiniy rieSuty) sintezei. Taip yra dél greito Iasteliy
dauginimosi, paprastesniy baltymy sintezés salygy ir dél gebéjimo sintetinti
didelius kiekius tikslinio baltymo. Alergena koduojanti DNR seka jterpiama j
pasirinkta raiskos vektoriy, kuriuo yra transformuojamos paruostos E. coli
bakterijos. Transformuotos bakterijos sintetina alergeng, kuris taikant afininés
chromatografijos metoda gali buti iSgryninamas i$ lgsteliy lizato. Siekiant
palengvinti rekombinantinio alergeno gryninimg ir pagerinti jo tirpuma, jis
gali biiti susintetintas kartu su suliejimo partneriu (pvz., SU maltoze suriSanciu
baltymu (MBP), glutationo S-transferaze (GST)) (Grozdanovic et al., 2014;
Lorenz et al., 2001; Larsen et al., 2020).

Rekombinantiniai alergenai gali buti naudojami tiek alergeny ekstrakty
standartizavimui, tiek atliekant alergijos testus, taip siekiant pagerinti
atliekamo testo jautruma. Tuo tarpu alergeny specifinei imunoterapijai (ASIT)
yra kuriami ir taikomi hipoalerginiai rekombinantiniai alergenai, kurie yra
skirti alergijos gydymui (nesukelia pacientams alergijos simptomy)
(Grozdanovic et al., 2014; Zhernov et al., 2019).

Pirmasis rekombinantinis Zuvies alergenas buvo susintetintas E. coli
bakterijose ir tai buvo paprastojo karpio B-parvalbuminas (rCyp c¢ 1.01).
Ziedinio dichroizmo spektroskopijos metodu nustatyta, kad i$gryninto rCyp ¢
1.01 strukttira pasizyméjo bruozais, bidingais nattiraliam Cyp ¢ 1 baltymui, o
masiy spektrometrijos metodu jvertinta baltymo molekuliné masé (11,416
kDa). Taip pat buvo parodyta, kad tiek MAk prie§ karpio parvalbuming (PA-
235), tiek zuviai alergiSky pacienty serume esantys IgE antikiinai sagveikavo
su rCyp c 1. Be to, buvo nustatyta, kad Sis rekombinantis alergenas turi IgE
budingus epitopus, aptinkamus ir kity zuvy rusiy (tuno, lasiSos ir menkés)
parvalbuminuose. Atliktas bazofily aktyvacijos testas parodé, kad rCyp ¢ 1
sukelé specifinj ir nuo alergeno dozés priklausomg histamino iSsiskyrimg i$
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zuviai alergisky pacienty bazofily. Visi §ie rezultatai patvirtino, kad sukurtas
rekombinantinis alergenas pasizymi savybémis, bldingom natiiraliam
alergenui (Swoboda et al., 2002b). Be jau minéto paparastojo karpio, yra
susintetinti atlantinés lasiSos, atlantinés menkés, aliaskiné rudagalvés menkés
ir paprastosios vilkasilkés rekombinantiniai B-parvalbuminai, su Kkuriais
sagveikavo Zuviai alergiS$ky pacienty serumuose esantys IgE, taip parodant
galimybes $iy baltymy pritaikymui alergijy tyrimams (Van Do et al., 1999;
Swoboda et al., 2002a; Van Do et al., 2003; Van Do et al., 2005a; Ma et al.,
2008; Mohammadi et al., 2017; Sun et al., 2019).

Atliktais tyrimais buvo parodyta, kad kalcio jonai parvalbuminams yra
svarbiis ne tik palaikyti tinkama baltymo struktiira, bet ir suteikia atsparuma
aukstai temperatirai ir virSkinimo trakto fermentams. Netekus kalcio jony,
stebimi parvalbuminy struktiiros poky¢iai, kurie lemia, kad pacienty serume
esantys IgE nebegali prisijungti prie tokio alergeno (Ma et al., 2008). Siekiant
pritaikyti poodinj imunoterapijos metoda alergijos zuviai gydymui, buvo
nuspresta sukurti rekombinantinj Zuvies alergeng, kuris pacientams nesukelty
alergijos simptomuy, t. y. hipoalerginj baltyma. Siam tikslui rCyp c 1 baltyme
funkciniuose kalcio suriSimo vietose (CD ir EF domenuose) buvo jvestos
taskinés mutacijos pasitelkus kryptingosios mutagenezés metoda (1.8 pav.).

AB cDh EF
domenas domenas domenas

G [H
2 a Natiiralus Cypc1

M— Mutantis rCyp ¢ 1 (Mut-CD/EF)

1.8 pav. Naturalaus Cyp c | ir mutantinio rCyp ¢ 1 (Mut-CD/EF) baltymy schematinis
trijy EF rankos motyvy (AB, CD ir EF) palyginimas. Mut-CD/EF baltymo
funkciniuose kalcio suri§imo vietose (CD ir EF domenuose) buvo jvestos taskinés
mutacijos (schemoje kryziuku pazymétos kilpos, kuriose yra mutacijos) (pritaikyta
pagal Swoboda et al., 2007).

I$analizavus E. coli bakterijose susintetintg mutantis rCyp ¢ 1 baltyma
(Mut-CD/EF) buvo pastebéti baltymo struktiiros pakitimai (lyginant su
natyviu parvalbuminu) ir nustatyta, kad jo reaktyvumas su zuviai alergisky
pacienty serume esanciais IgE sumazéjo 95 %. Taip pat pelés antiserumai,
gauti imunizuojant BALB/c linijos peles Siuo hipoalerginiu baltymu,
kryzmiskai reagavo su nattraliu karpio ir kity Zuvy raisiy (tuno, upétakio,

40



starkio) ekstraktuose esanciais parvalbuminais. Gauti rezultatai parodé, kad
§is karpio Mut-CD/EF baltymas galéty biiti pritaikytas kuriant hipoalergines
vakcinas gydyti alergijas zuviai (Swoboda et al., 2007).

Kadangi karpio pB-parvalbumino (Cyp c¢ 1) ir kity zuvy rasiy B-
parvalbuminy aminoriig§¢iy sekos sutampa > 80 %, buvo nuspresta pritaikyti
rekombinantinj mutantj rCyp c¢ 1 baltymo (Mut-CD/EF) varianta kuriant
hipoalerging parvalbuminy vakcing, skirta poodinei Zzuvies alergijos
imunoterapijai (Zuidmeer-Jongejan et al., 2015). Atlikti I/lla klinikiniai
tyrimai parodé, kad preparatas pacientams yra saugus ir toleruojamas, buvo
stebimos tik kelios pavienés reakcijos vaisto suleidimo vietoje, todél buvo
nuspresta testi tyrimus ir pradéti IIb fazés klinikiniua tyrimus (Jongejan et al.,
2016). Taciau Siy tyrimy metu Sios vakcinos klinikinis efektyvumas buvo
nedidelis, todél tyrimai buvo nutraukti (Zhernov et al., 2019).

1.6. Antikianai

Antikiinai, dar vadinami imunoglobulinais (Ig), yra glikoproteinai (~ 150
kDa), kurie geba atpazinti ir neutralizuoti jvairios kilmés antigenus (pvz.,
baltymus ir kitas molekules, bakterijas, virusus, infekuotas lasteles ir t. t.).
Antikiinai sintetinami ir sekretuojami plazminiy lasteliy po stimuliacijos
antigenu. Organizme antiktinai gali buti dviejy formy: antigeny receptoriais,
i§sidésciusiais B lgsteliy membrany pavirSiuje, arba sekretuojami.
Sekretuojami antikiinai aptinkami gleivinés sekretuose, kraujo plazmoje.
Infekcijos metu jie dalyvauja mikrobiniy toksiny neutralizacijoje, apsaugo
organizmg nuo patogeny patekimo ir plitimo. Antikiinai yra sudaryti i$ dviejy
identisky sunkiyjy (angl. heavy chains (H), 50 kDa) ir lengvyjy (angl. light
chains (L), 25 kDa) grandiniy, sujungty disulfidiniais rySiais (1.9 pav.), ir
turin¢iy po pastovyjj (angl. constant (C)) ir kaitujj (angl. variable (V))
regionus. Abi lg grandinés turi po keleta pasikartojan¢iy homologiniy
struktiiriniy vienety (~ 110 aminortigs¢iy), vadinamy Ig domenais. Sunkiosios
grandinés V regionas sudarytas i§ vieno Ig domeno, o C regionas i§ 3—4
domeny. Lengvosios grandinés turi po vieng Ig domeng V ir C regionuose.
Imunoglobuliny H ir L grandiniy V regionuose yra po tris hipervariabiligsias
sritis (angl. complementarity determing regions (CDR)), t. y. aminorugsciy
sekas, kurios pasizymi didziausia aminortigs¢iy jvairove, lemiancia antikiiny
gebéjimg atpazinti daug skirtingy antigeny. Visos Sios antikiino
hipervariabiliosios sritys kartu suformuoja antigeng surisancig struktiira, todél
antikino abiejy grandiniy V regionai dalyvauja antigeno atpazinime, O tuo
tarpu sunkiosios grandinés C regionas svarbus vykdant antikiino efektorines
funkcijas. Antikiino molekulg paveikus proteolitiniais fermentais (pvz.,
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papainu), ji suskaldoma j tris dalis: | du Fab (antigeng suriSancias dalis)
fragmentus ir | vieng Fc (kristalizuojamg dalj) fragmenta (Abbas et al., 2018;
Tamosiinas et al., 2015; TamosSitnas et al., 2012; Zlatina and Galuska, 2021).

Prie imunoglobuliny gali bati prisijunge nedideli oligosacharidai (N-
glikozilinimas arba O-glikozilinimas), kuriy kiekis ir vieta Ig molekuléje
(pvz., lanksto srityje, Fc arba Fab fragmentuose) tarp skirtingy Ig klasiy gali
skirtis. Be to, jie svarbis Ig molekulés struktiros ir funkcijy palaikymui, bei
gali apsaugoti nuo proteolitiniy fermenty. Pavyzdziui, tik apie 2-3 % Visos
IgG klasés antikiino molekulinés masés yra N-glikozilinta, kai tuo tarpu IgM,
IgD ir IgE klasiy antiktiny — apie 12—14 % molekulinés masés (TamoSitinas et
al., 2015; Zlatina and Galuska, 2021).

lSunkiojigrandiné{H]
5

Lanksto
sritis

Hipervariablios
sritys

warba A

Angliavandeniy
komponentas

Fc fragmentas

(OOH (00H

1.9 pav. Zmogaus imunoglobulino struktiira (pritaikyta pagal Tamosiiinas et al.,
2015). C. — lengvosios grandinés, o Cn— sunkiosios grandinés pastovusis domenas.
VL — lengvosios grandinés, o V4 — sunkiosios grandinés kaitusis domenas.

Imunoglobuliny lengvosios grandinés gali biiti arba «, arba A (skiriasi jy C
regionas). Pastebéta, kad zmogaus organizme ~ 60 % antikiiny turi  lengvaja
granding, o like ~ 40 % turi A grandine. Tuo tarpu sunkiyjy grandiniy yra penki
tipai: p, 8, vy, € ir a. Antikiinai pagal sunkiosios grandinés tipa skirstomi }
penkias atskiras klases: IgM, 1gG, IgA, IgD, ir IgE, kurios tarpusavyje skiriasi
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savo fizinémis ir biologinémis savybémis, bei efektorinémis funkcijomis.
Zmogaus IgA ir IgG gali bati suskirstyti j dar smulkesnes grupes, t. y. i
poklasius: IgAl1, 1gA2 ir 1gG1, 1gG2, 19G3 ir 1gG4. Be to, IgM ir IgE C
regione turi po keturis Ig domenus, visi kiti turi po tris domenus (1.10 pav.)
(Abbas et al., 2018; Abbas et al., 2020; Murphy and Weaver, 2017).

IgM  (turintis p sunkigjg granding) yra pirmasis antikiinas, kuris
sintetinamas pirminio imuninio atsako metu (pvz., infekcijos pradzioje).
Organizme IgM aptinkamas naiviyjy B lasteliy membranos pavirsiuje (kaip
monomeras) ir sudaro dalj B lgsteliy receptoriaus. Jis taip pat cirkuliuoja
kraujo plazmoje (pentameras) ir dalyvauja apsaugant organizmag nuo patogeny
(pvz., gali neutralizuoti antigenus, aktyvinti komplementa). IgD (turintis &
sunkiaja granding) yra kitas antik@inas, kurio monomeras irgi i$sidéstes B
lasteliy pavirSiuje ir taip pat kaip IgM, asocijuodamas su lasteliy pavirSiuje
esanCiomis Ig-o ir Ig-f membraninémis molekulémis, suformuoja B Iasteliy
receptoriy, kuris sgveikauja su antigenu. Kraujo serume taip pat galima aptikti
nedidelius kiekius IgD. Manoma, kad jis sgveikauja su specifiniais bakterijy
baltymais ir taip aktyvina B lIasteles. IgA klasés antikiiny (turin¢iy o sunkigja
granding) daugiausiai randama gleivinés pavirSiuje ir sekretuose (piene,
seilése, asarose, virSkinimo sistemos gleivése). Jie sudaro 10-15 % visy
kraujo serume esanéiy Ig. Sie antikinai dalyvauja apsaugant gleivinés
pavir§iy nuo toksiny, virusy, bakterijy (neutralizuojant arba neleidziant
prisijungti prie gleivinés pavirSiaus). Serume IgA yra monomeras, taciau
sekretuose dazniausiai aptinkamas IgA dimerai (gali bati ir trimerai arba
tetramerai), kurie vadinami sekreciniais IgA. IgAl ir IgA2 yra IgA poklasiai,
0 jy pagrindinis skirtumas yra antikiino lanksto sritis (J grandiné), kuri lemia,
kad IgA2 yra vyraujantis poklasis sekretuose, o IgAl — kraujo serume.
Motinos piene esantys IgA klasés antikiinai apsaugo naujagimius (Schroeder
and Cavacini, 2010; TamosSitinas et al., 2015; TamoSiiinas et al., 2012).

Kraujo plazmoje dominuoja IgG klasés antikiinai, turintys y sunkigja
grandine. Zmogaus IgG klasés antikiinai yra skirstomi j keturius poklasius
(IgG1, 1gG2, 1gG3 ir IgG4), kurie tarpusavyje skiriasi sunkiosios grandinés C
regionu ir atlickama funkcija. Sios klasés antikiinai yra svarbiis ilgalaikei
organizmo apsaugai nuo infekcijy, bakterijy ir virusy, kadangi dalyvauja
jvairiuoe procesuose — aktyvina komplementg, sukelia nuo antikiiny
priklausomag NK lasteliy (angl. natural killer cell) citotoksing reakcija (angl.
antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity (ADCC)), aktyvina fagocitus,
pernesami per placenta. Kraujo serume maziausia koncentracija yra IgE klasés
antikiiny (< 1 % visy Ig), kuri padidéja esant organizme parazitinei (helminty)
infekcijai, alerginés reakcijos metu ar tam tikry ligy metu (pvz., Omeno
sindromo atveju). IgE klasés antikiinai (turintys € sunkiaja granding) jungiasi
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prie putliyjy lasteliy, bazofily, eozinofily ir Langerhanso lgsteliy pavirsiuje
esanCiy FceR receptoriy. Prisijungus prie auk$to giminingumo FceR
receptoriy, aktyvinamos lgstelés, vyksta jy degranuliacija — atpalaiduojami
uzdegimo mediatoriai, kurie lemia alergijos simptomus (Schroeder and
Cavacini, 2010; Tamositinas et al., 2015; Tamositnas et al., 2012).

IgM IgA

1.10 pav. Penkiy zmogaus imunoglobuliny klasiy (IgM, IgA, IgE, IgD ir 1gG)
struktiiry palyginimas. J grandiné jungia IgA ir IgM monomerus (pritaikyta pagal
Duarte, 2016).

1.7. Monokloniniai antiktinai

Monokloniai antikiinai (MAk) — tai antikiinai, kurie sekretuojami vieno
hibridomy klono ir atpaZjsta vieng antigeno epitopa. Hibridomos sukuriamos
taikant hibridomy technologija (1.11 pav.). Pirmiausia pasirinktu antigenu
imunizuojamas laboratorinis gyviinas, dazniausiai linijinés pelés (pvz.,
BALBY/c), kad jy organizme esancios B lastelés pradéty gaminti antikiinus
pries ta antigeng. Imunizacijos gali biiti vykdomos keletg karty per pasirinkta
laiko perioda (pvz., keleta ménesiy, kas 2—-3 savaites). Jy metu gali buti
naudojami adjuvantai, kurie sustiprina imuninj atsaka j antigeng. Taikant
imunofermentinés analizés (IFA) metoda gali biti tikrinamas imunizuoty
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gyvuny kraujas, siekiant nustatyti susidariusiy antikiiny pries tikslinj antigeng
titrg. MAk kirimui naudojama imunizuoto gyvino bluznis, kurioje yra
aptinkama daug B Igsteliy, sekretuojanciy antikiinus prie§ antigeng. Pelés
hibridomy kiirimui naudojamos pelés mielomos Igstelés, kurios neturi
hipoksantino-guanino fosforiboziltransferazés (angl. hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase (HGPRT)) geno ir nesekretuoja imunoglobuliny.
Hibridizacijos metu imunizuotos pelés bluznies lastelés suliejamos su pelés
mielomos lIgstelémis — taip gaunamos naujos hibridinés Iastelés,
pasizymin¢ios neribotu dalijimosi potencialu ir galimybe sekretuoti
antiktinus. Lasteliy suliejimo metu gali biiti naudojamas polietileno glikolis
(PEG), kuris skatina lgsteliy plazminiy membrany susiliejimg ir naujy
hibridiniy lasteliy susidaryma. Po hibridizacijos lasteliy miSinys yra sudarytas
ne tik i§ hibridomy, bet taip pat i$ nesusiliejusiy lasteliy, susiliejusiy dviejy
mielomos arba dviejy B lasteliy, todél Igstelés kultivuojamos selektyvioje
hipoksanting-aminoptering-timiding (HAT) turin¢ioje terpéje. Sioje terpéje
esantis aminopterinas blokuoja nukleotidy de novo sinteze, todél tokioje
terpéje iSgyvena tik HGPRT geng turinCios hibridinés Iastelés, nes jose
nukleotidai gali buti sintetinami alternatyviuoju keliu. HAT terpéje mielomos
lastelés ir jy hibridai neiSgyvena ir ziista, nes neturi HGPRT geno. Tuo tarpu
B limfocitai ir Siy lasteliy hibridai nors ir turi HGPRT gena, taciau jy
gyvavimo trukmé yra trumpa ir po keliy dieny jie Zasta. Atlikus hibridizacijg
lastelés skiedziamos ir i§s€¢jamos specialiose plokstelése taip, kad Sulinélyje
bty lgsteliy populiacija kilusi i§ vienos hibridinés lastelés, t. y. vykdomas
klonavimas. Taikant imunocheminius metodus atsirenkamos tik tos hibridinés
lastelés, kurios sekretuoja antikiinus pries tikslinj antigena. Atrinktos lastelés
toliau kelis kartus klonuojamos ir tikrinamos, siekiant gauti stabilias
hibridiniy lasteliy linijas, kurios sekretuoja MAk | lasteliy augimo terpg.
Stabilios hibridomos yra $aldomos ir saugomos skystame azote arba toliau
kultivuojamos, kol surenkamas reikiamas MAK kiekis tolimesniems darbams
(Tabll et al., 2015; Mitra and Tomar, 2021).

Siekiant iSanalizuoti sukurty MAk savybes ir jvertinti galima jy
pritaikomuma, jie iSsamiai apibuidinami taikant jvairius metodus (pvz., IFA,
imunoblotas). Apiblidinimo metu siekiama nustatyti MAk klasg ir poklasj (tai
svarbu renkantis antikiino gryninimo metodg), nustatyti jy giminingumo
konstantg, jvertinti antikiiny specifiSkumg antigenui, istirti galimag kryzminj
reaktyvuma ir t. t. (Nelson et al., 2000).

MAKk placiai naudojami jvairioms Zmoniy ligoms nustatyti ir tirti (pvz.,
hepatitui, gripui), jvairiy infekcijy ir vézio gydymui, bei tam tikry molekuliy
aptikimui analizuojamuose méginiuose (Ghagane et al., 2017). Polikloniniai
antiktinai (PAk) yra i$skiriami i§ imunizuoto gyviino kraujo serumo — tai
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misinys antiktiny, kurie sintetinami skirtingy B lasteliy klony ir sgveikauja su
jvairiais tikslinio antigeno epitopais. Kadangi PAk yra heterogeninis antikiiny
misinys, jis gali pasizyméti didesniui jautrumu antigenui, bei didesniu
stabilumu pasikeitus aplinkos salygoms (pvz., tirpalo drusky koncentracijoms,
pH), todél gali buti pritaikytas kuriant analitines sistemas jvairiy molekuliy
aptikimui (pvz., virusy antigeny, maisto alergeny). Taciau pasibaigus PAk
atsargoms turi biiti vykdomos naujos gyviiny imunizacijos, todél po
kiekvienos imunizacijos gaunamy PAk aktyvumas ir titrai gali skirtis nuo
ankstesnes antikiiny partijos (Leenaars et al., 1999; Mitra and Tomar, 2021;
Panawala, 2017; Mrkvova et al., 2022).

Pelés mielomos

lastelés Hibridiniy lasteliy

atranka HAT

2 ® terpéje
< @ °® 2 @ ( - @
. . Y A
@ Lasteliy ) e Y &
Pelds B lastelés, suliejimas
imunizavimas isskirtos is pelés Hibridinés
pasi‘rinktu bluzZnies Iastelés
antigenu
L. /7 \\ & °
\ Y [ J © <@
\A L o @
r o\ L J
°
Monokloniai antikanai Atrinkty Iasteliy - e —ar
* atranka IFA
kultyvavimas Hibridiniy lasteliy metodu

klonavimas ir
atranka IFA metodu

1.11 pav. Hibridomy technologijos schema. Taikant Sig technologijg gyviinas (pvz.,
pelé) imunizuojamas pasirinktu antigenu. Véliau pelés bluznies Iastelés suliejamos su
pelés mielomos lastelémis, siekiant sukurti hibridinies lasteles (hibridomas).
Hibridomy atranka vykdoma jas auginant HAT turinCioje terpéje. Véliau taikant IFA
metoda atrenkamos tik tos hibridinés lastelés, kurios sekretuoja antikiinus pries
tikslinj antigena, kuriuo buvo imunizuota pelé. Sios lastelés kelis kartus klonuojamos
ir tikrinimos IFA metodu, kol atrenkamos stabilios antikiinus sekekretuojancios
hibridomos. Toliau $ios lastelés arba kultivuojamos ir renkama augimo terpé, kurioje
yra MAK, arba saldomos ilgesniam saugojimui (pritaikyta pagal Loureiro et al., 2015).

1.7.1.Monokloniniai antikiinai prie§ Zuvy alergenus

1988 m. paskelbtoje publikacijoje buvo paminéti pirmieji pelées MAK
(klonai 235, 239 ir 267), sukurti pries iSgrynintg karpio parvalbuming, Kurie
kryzmiskai reagavo su pelés, ziurkés ir bezdZionés parvalbuminais (Celio et
al.,, 1988). Keletas pelées MAk buvo sukurta prie§ australinio tuno
parvalbuming, kurie taip pat atpazino ir paprastojo karpio parvalbuming
(Kawase et al., 2001). MAk 3F1 yra pelés antikiinas, sukurtas prie$ termiskai
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apdorota Samazuvés raumeny ekstrakta, kuris skirtingy zuvy rasiy (pvz.,
Ramiojo vandenyno eSerio, tilapijos, mélynosios menkés) ekstraktuose aptiko
zuvy parvalbuminus ir nesgveikavo su kity gyviuny ekstraktais (pvz., varlés,
vistos, kiaulés ir t. t.) (Gajewski and Hsieh, 2009). Taip pat pelés MAK pries$
termiskai apdorotg karibinio rifeserio ekstrakta (2A4, 3F5 ir 8F5) pasizyméjo
placiu reaktyvumu su skirtingy zuvy rusiy ekstraktais. MAk 2A4 ir 3F5
kryzmiskai reagavo su kity gyviiny raumeny ekstraktais (pvz., varlés, ziurkés),
kai tuo tarpu MAk 8F5 sgveikavo tik su Zuvy méginiais (Chen and Hsieh,
2021). Pasitelkus fagy raiskos (angl. phage display) technologija buvo sukurti
du rekombinantiniai antikiinai (vienos grandinés Kintatieji fragmentai (angl.
single chain variable fragment (svFv)), prie§ zuvy parvalbuminus, kuriy
vienas klonas (scFv-gco9) saveikavo su visais tirtais parvalbuminais (Gad m
1, Cyp ¢ 1 ir Onc m 1), o kitas klonas (scFv-goo8) — tik su Gad m 1 (Bublin
et al., 2015). IS visy paminéty MAk prie§ zuvy parvalbuminus, MAk pries§
karpio parvalbuming (PV 235, Swant, Sveicarija) yra komercinis (Lee et al.,
2011). Buvo sukurti ir PAK pries zuvvy alergenus. Buvo parodyta, kad triusio
PAK pries isgryninta menkés parvalbuming ir triu§io PAk pries
rekombinantinj japoninés skumbrés parvalbuming irgi reaguoja su jvairiy
zuvy (pvz., silkés, sardinés, upétakio) ekstraktuose esanciais parvalbuminais
(Lee et al., 2011; Shibahara et al., 2013). Triusio PAk prie§ iSgrynintus
parvalbuminus (baltojo baramundZio, placiakaktés pangasijos, rytinés
sardinés ir atlantinés laSiSos) irgi pasizyméjo kryZminiu reaktyvumu ir
sgveikavo su skirtingy zuvy rusiy ekstraktais. Manoma, kad Sie antikiinai
galéty buti pritaikyti zuvy parvalbuminy aptikimui maisto produktuose (Sharp
etal., 2015).

Jvairiems parvalbuminy tyrimams daZniausiai naudojamas komercinis
MAK PARV-19, skirtas zuvy parvalbuminams aptikti tiriamuose méginiuose.
PARV-19 (Merck, Vokietija) yra pelés MAK, sukurtas prie§ varlés raumens
parvalbuming. Atliktais eksperimentais buvo parodyta, kad Sis antikiinas
atpazino zuvy parvalbuminus daugelyje tirty zuvy ekstraktuose (pvz., karpio,
menkés, Samo, sardinés ir t. t.) (Chen et al., 2006; Lim et al., 2008).

Apie sukurtus MAKk ir PAk pries kitus Zuvy alergenus (B-enolaze, aldolazg
A, tropomiozing, kolageng ir vitelogening) kol kas néra duomeny.

1.8. Alergeny ekstraktai
Alergeny ekstraktas yra alergeny ir kity junginiy (baltymy, lipidy,
angliavandeniy) miSinys, iSskirtas i§ nattiralaus alergeno Saltinio (Kleine-

Tebbe and Jakob, 2017). Ekstraktai yra placiai naudojami taikant alergeny
specifing imunoterapijg ir alergijy diagnostikoje, atliekant odos diirio meéginiy
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tyrimus, taciau jie turi keleta trikumy. Pirma, alergeny ekstraktuose gali
pasitaikyti proteaziy, kurios gali suskaldyti alergena, arba jie gali buti uztersti
pasaliniais junginiais. Antra, juose gali buiti nepakankamas kiekis tam tikro
alergeno komponento arba jo i$ viso gali nebati, 0 tai gali lemti klaidingus
atlikty testy rezultatus. Alergeno komponentas — tai alergeny Saltinyje esantis,
dazniausiai baltyminés struktiiros, atskiras alergenas. Pavyzdziui, p-
parvalbuminas yra alergeno komponentas, iSskirtas i§ Zzuvies raumens
(alergeny Saltinio). Palyginus tarpusavyje tos pacios zuvies risies alergeny
ekstraktus, paruostus keliy skirtingy gamintojy, buvo nustatyta, kad tam tikry
alergeny komponenty kiekis juose skiriasi (pvz., parvalbuminas buvo aptiktas
tik 1 18 4 tirty skirtingy gamintojy tuno ekstrakty). Taip pat ruosiant ekstraktus
reikia laikytis protokoluose nurodyty salygy, nes bet koks pakeitimas (pvz.,
naudojamy reagenty, temperattiros) gali lemti tam tikrus alergeny struktiiros
pokyc¢ius, pakeisti galutinj jy kiekj ekstrakte. RuoSiant maisto alergeny
ekstraktus, svarbu atkreipti démesj, ar naudojamas maisto alergeny Saltinis yra
tinkamas (pvz., ar vaisius néra pernokes, ar Sviezia zuvis) (Ruethers et al.,
2019; Valenta et al., 2018; Tuppo et al., 2022; Lorenz et al., 2001). Manoma,
kad pries alergeno komponenta sukurti MAk galéty buti pritaikyti
i8samesniam alergeny ekstrakty standartizavimui, t. y. aptikty ir nustatyty
tiriamo alergeno komponento kiekj ekstrakte (Aden et al., 1999; Lombardero
et al., 1992; Chapman, 1988; Jeong et al., 2017; Kiyota et al., 2016). Tokiu
btudu biity pagerinama alergeny ekstrakty kokybé¢ ir uztikrinamas atliekamy
alergijos testy patikimumas.

1.9. Zuvies alergeny nustatymo metodai

Pacientams, kuriems yra nustatyta alergija zuviai ir kurie vengia valgyti
Zuvj ir jos produktus, vistiek gali pasireiksti alergijos simptomai. Taip gali
nutikti, jei jie vartoja maisto produktus, kurie galéjo biiti uzterSti zuvies
alergenais jy ruoSimo metu (per alergenais uzterstus peilius ir kitus virtuveje
esancius jrankius), arba dél produkto etiketéje nenurodyty galimy alergeny.
Be to, jvairios medziagos, gautos i§ jvairiy zuvies organy ir audiniy (oda,
plaukimo puslé), yra pladiai naudojamos maisto pramonéje ir farmacijoje.
Pavyzdziui, zuvies Zelatina yra naudojama kaip tirstiklis, stabilizatorius
Ivairiy gérimy (sulciy, alaus, vyno), maisto produkty (guminuky) ir vaistiniy
preparaty (kapsuliy) gamyboje. Siekant apsaugoti alergija sergancius
pacientus nuo nepageidaujamy organizmo reakcijy, kuriami jvairiis metodai,
skirti zuvy parvalbuminy aptikimui maisto produktuose: realaus laiko
polimerazés grandininé reakcija (PGR), imunoblotas, imunofermentiné
analizé (IFA), imunochromatografija, biosensoriai ir kiti. Maisto pramong¢je
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vienas dazniausiai naudojamy metody yra IFA, kuris uztikrina greita,
specifiska, didelio jautrumo maisto alergeny analize (van der Ventel at al.,
2011; Weber et al., 2009; Fernandes et al., 2015; Zhang et al., 2021; Liang et
al., 2022).

Imunocheminiy analizés metody patikimumg lemia tiksliniam antigenui
specifisky antikiiny kokybé. Zuvy parvalbuminams specifisky MAk ir PAk
kiirimui buvo naudojami i§ jvairiy zuvy rasiy (Samo, sardinés, baltojo
placiakakcio, atlantinés lasiSos, atlantinés menkés) paruosti ekstraktai arba
iSgryninti  parvalbuminai. Sie antikiinai buvo pritaikyti Kkuriant
imunocheminius metodus, skirtus Zzuvy parvalbuminy aptikimui maisto
méginiuose (Gajewski and Hsieh, 2009; Sharp et al., 2015; van der Ventel et
al., 2011; Zhang et al., 2021; Koppelman et al., 2012). Triusio PAk pries§
iSgrynintg atlantinés menkés parvalbuming ir PAk pries rekombinanting
japonine skumbre buvo pritaikyti kuriant dviepitopés IFA metodus, kuriuos
bty galima pritaikyti parvalbuminy aptikimui analizuojamuose maisto
produktuose (Faeste and Plassen, 2008; Shibahara et al., 2013). Taikant
konkurencinés IFA metoda ir naudojant MAk prie§ iSgrynintg baltajj
placiakaktj, parvalbuminai buvo nustatyti skirtingy zuvy rusiy (tilapijos,
raudonojo karoso, baltojo amiiro, ungurio) méginiuose (Cai et al., 2013). Taip
pat sukurtu dviepitopés IFA metodu, naudojant triusio ir ozkos PAk pries jiiros
eSerio ekstrakta, buvo galima aptikti skirtingy Zuvy rii$iy baltymus jvairiuose
maisto méginiuose (pvz., zuvies padaze, juros gérybése) (Dasanayaka et al.,
2021).

IFA yra vienas i§ imunodiagnostikos metody, pagrjsty antikiino ir antigeno
sgveika, kuri yra jvertinama pagal fermento aktyvumg (fermentas biina
prijungtas prie vieno i§ reakcijos komponenty). Sis metodas pasizymi dideliu
jautrumu, todél pladiai naudojamas jvairiy molekuliy kokybiniam ir
kiekybiniam nustatymui tiriamuosiuose méginiuose, taip pat kuriant jvairius
diagnostinius testus (pvz., néStumo, virusy sukelty infekcijy, vézio Zymeny ir
t. t.). IFA gali bati skirtingy tipy: netiesioginé, tiesioginé, konkurenciné ir
dviepitopé (1.12 pav.). Dviepitopé IFA yra vienas dazniausiai naudojamy
metody, kuriant jvairias analitines sistemas, kadangi Siuo metodu galima
analizuojamame méginyje kiekybiskai nustatyti tiriamajj antigena. Jos metu
naudojami du antikiinai, kurie sgveikauja su tuo paciu baltymu, tik atpazjsta
skirtingas jo sritis. Pirmasis antikiinas, kuriuo padengiama IFA plokstelé,
naudojamas antigeno atpazinimui ir prijungimui prie plokstelés. Antrasis
antiklinas pazymimas fermentu ir naudojamas spalviniam signalui gauti
(Alhajj and Farhana, 2022; Sakamoto et al., 2018). Taigi, siekiant sukurti
alergeny kiekybinio nustatymo sistemas, biitina turéti 2 nekonkuruojancius
MALK, kurie atpazinty skirtingas alergeno molekulés sritis.
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Yra zinomi keli komerciniai IFA ir greityjy testy rinkiniai, skirti zuvy
baltymy aptikimui maisto produktuose: ,,3M™ Fish Protein ELISA Kit*“ (3M
Science. Applied to Life, JAV), ,,The AgraQuant® Fish* (Romer Labs
Division Holding GmbH, Austrija) ir ,,Agitest Food Allergen Rapid Test Fish*
(Rega Biotechnology Inc, Taivanas) (Fernandes et al., 2015; Yuk et al., 2021).

Tiesiogine IFA

l 'Povmas l !! !! | Po\ﬂmas\ !! !l l

Antigenu (Ag) Inkubuocjama su Pridedama substrato (S),
padengtas fermentu (E) Zymétu  stebima fermentine reakcija,
ploksteles sulinélis antikanu (Ak) spektrofotometru

matuojamas spalvos pokytis

Netiesiogineé IFA

=

— — —
Plovimas Plovimas Plovimas
Ag padengtas Inkubuojama Inkubuojama su Pridedama substrato (S),
plokiteles sulinélis su Ak E Zymétu antriniu stebima fermentiné reakcija,
Ak spektrofotometru

matuojamas spalvos pokytis

—_— —_—
Plovimas Plovimas Plowmas

Dviepitopé IFA

Ak padengtas Inkubuojama su Inkubuojama su Pridedama substrato (S),
ploksteles sulinélis Ag E Zymétu antriniu  stebima fermentiné reakcija,
Ak spektrofotometru

matuojamas spalvos pokytis

Konkurenciné IFA

vy —| M=

Pirmiausiai Ak yra | Agz padengta Inkubuojama su Pridedama substrato (S),
inkubuojamas su plokstelés sulinelj yra E Zymétu antriniu stebima fermentiné reakcija,
Ags jpilamas Ak-Ag misinys Ak spektrofotometru

matuojamas spalvos pokytis
1.12 pav. Imunofermentinés analizés (IFA) tlpal (pritaikyta pagal Boguszewska et al.,
2019).
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Be IFA, MAk prie§ baltojo placiakakCio parvalbuming buvo pritaikyti
kuriant  dviepitopj imunochromatografijos metoda, skirtg aptikti
parvalbuminus analizuojamuose méginiuose. Sukurtas metodas pasizyméjo
ne tik kryZzminiu reaktyvumu (parvalbuminai buvo aptikti keliose skirtingose
zuvy risyse), bet ir greitumu, t. y. méginiy analizé atlickama per 15 min.
Optimizavus ir atlikus papildomus tyrimus, Sis metodas galéty but pritaikytas
greitam parvalbuminy nustatymui maisto produktuose (Zhang et al., 2020).
Sio metodo pagrindu buvo sukurtas komercinis rinkinys ,,Fish Protein Rapid
Test* (FISH-1014, Elution Technologies, JAV), kuriuo per 10 min. galima
aptikti zuvies baltymus maisto produktuose (Fernandes et al., 2017).

Nors §iuo metu jau sukurta nemazai skirtingy IFA rinkiniy, skirty aptikti
Zuvy alergenus tiriamuosiuoe méginiuose, taciau jy taikymo galimybés gana
ribotos, kadangi $iais rinkiniais aptinkami tik tam tikry zuvies rasiy alergenai.
Taigi, kiekienam alergenui reikalingi skirtingi analitiniai testai. Pasaulyje
kasmet atrandama ir apibiidinama vis daugiau skirtingy zZuvy rasiy alergeny,
todél yra didelis poreikis sukurti kuo universalesnes analitines sistemas (Kalic
et al., 2021). Tokiems testams sukurti reikalingi auk$to giminingumo ir
plataus specifiSkumo antikiinai, gebantys atpazinti konservatyvius zuvy
alergeny epitopus, esancius skirtingy zuvy rusiy alergenuose.

51



2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos

Ruosiant visus tirpalus, jei néra jvardijamas konkretus tirpiklis, buvo
naudojamas distiliuotas vanduo. Reagentai, jei néra nurodytas gamintojas,
buvo jsigyti i§ Carl Roth (Vokietija) arba Merck Group (Sigma-Aldrich,
Millipore) (Vokietija).

2.1.1. Bakterijy kamienai ir vektoriai

Rekombinantiniy baltymy ir persiklojanciy fragmenty sintezei naudotas
pPET28-MBP-TEV vektorius gautas i§ Zita Balklava ir Thomas Wassmer
(plasmid #69929, Addgene, http://n2t.net/addgene:69929) ir Escherichia coli
(E. coli) DH10B, BL21 (DE3), BL21 (DE3) Star, Tuner (DE3) kamienai, gauti
i§ dr. Mildos Pleckaitytés (VU GMC BTI ILS).

Alergenus koduojanciy geny sekos, su BamHI ir Xhol restrikcijos
endonukleaziy (RE) atpazinimo sritimis, buvo susintetintos ir jterptos j pMA-
RQ vektoriy ir gautos i§ Invitrogen (JAV). Sekos buvo paimto i§ WHO/IUIS
alergeny  nomenklatiiros (http://www.allergen.org/) ir Uniprot
(https://www.uniprot.org/) duomeny baziy (3.1 lentelé).

2.1.2. Terpés

Buvo naudojamos Sios terpés:

Darbui su bakterijomis: agarizuota mitybiné Luria-Bertani (LB) terpé ir
skysta LB mitybiné terpé.

Darbui su Zinduoliy lgstelémis:

Lasteliy augimo terpé be serumo: Dulbecco modifikuota Eagle terpé
(DMEM), 0,002 mol/L L-glutamino, 300 pg/mL gentamicino;

Lasteliy augimo terpé su serumu: DMEM, 0,002 mol/L L-glutamino, 200
pg/mL gentamicino ir 9-15 % fetalinio verSiuko serumo (FBS) (Biochrom,
JK);

Lasteliy Saldymo terpé: 90 % FBS, 10 % dimetilsulfoksido (DMSO).

2.1.3. Tirpalai
»00 x Tris-acetate-EDTA (TAE)*“ buferinis tirpalas (Thermo Fisher

Scientific, JAV);
1 mol/L Tris-HCI buferinis tirpalas, pH 8;
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12 % skiriamasis gelis (4,9 mL 1 geliui): 2 mL akrilamido-bisakrilamido,
1,25 mL Tris-HCI (pH 8,8), 50 uL 10 % natrio dodecilsulfato (NDS), 1,6 mL
distiliuoto H20, 25 pL 10 % amonio persulfato (APS), 2,5 mL uL N,N,N',N'-
tetrametiletano-1,2-diamino (TEMED);

4 % koncentruojantis gelis (2,3 mL 1 geliui): 335 pL akrilamido-
bisakrilamido, 625 uL Tris-HCI (pH 6,8), 25 uL. 10 % NDS, 1,5 mL distiliuoto
H20, 12,5 uL 10 % APS, 2,5 uL. TEMED;

Akrilamido/bisakrilamido tirpalas: 30 % akrilamido ir 0,8 % N,N‘-
metilenbisakrilamido tirpalas;

Bakterijy biomasés ardymo buferinis tirpalas: 0,02 mol/L Tris-HCI, 0,2
mol/L NaCl, 0,001 mol/L fenilmetilsulfonilfluorido (PMSF), pH 7,4;

Bakterijy biomasés praplovimo buferinis tirpalas: 0,02 mol/L Tris-HCI,
0,2 mol/L NaCl, pH 7,4,

Bakterijy transformacijos CaCl, buferinis tirpalas: 0,005 mol/L Tris-HClI,
0,005 mol/L MgCl;, 0,1 mol/L CaCl,, pH 8;

Bakterijy transformacijos NaCl buferinis tirpalas: 0,005 mol/L Tris-HClI,
0,005 mol/L MgClz, 0,1 mol/L NaCl, pH 8;

Baltymy elektroforezés buferinis tirpalas: 0,025 mol/L Tris, 0,2 mol/L
glicino, 0,0035 mol/L NDS.

Baltymy perneSimo buferinis tirpalas: 0,01 mol/L Tris, 0,057 mol/L
glicino, 10 % metanolio;

Ca**/Mg**-IMBT: imobilizacijos buferinis tirpalas su 20 x skiestu tirpalu
(0,018 mol/L CaCl,, 0,07 mol/L KCI, 0,018 mol/L MgCl,, 2,74 mol/L NaCl);

Eliucijos buferinis tirpalas: 0,1 mol/L glicino, pH 3,0;

Etidzio bromido tirpalas (galutiné koncentracija 0,5 pg/mL);

Fosfatinis buferinis tirpalas (PBS): 0,137 mol/L NaCl, 0,0081 mol/L
Na;HPQO4, 0,0027 mol/L KCI, 0,0015 mol/L KH,POs, pH 7,4;

I uznesimo ir praplovimo buferinis tirpalas: 1,5 mol/L glicino, 3 mol/L
NaCl, pH 8,9;

IT uznes$imo irpraplovimo buferinis tirpalas: 0,1 mol/L Tris-HCI, pH 8;

Imobilizacijos buferinis tirpalas (IMBT): 0,05 mol/L NaHCOs, pH 9,5;

Imunobloto blokavimo tirpalas: PBS su 2 % pieno milteliais;

Natrio karbonatinis tirpalas antikiing zyméjimui su HRP: 0,2 mol/L
NaHCOs, 0,2 mol/L Na,COs. pH 9,5;

PBS-T tirpalas: PBS su 0,1 % Tween-20;

Rekombinantiniy baltymy gryninimo eliucijos tirpalas: rekombinantiniy
baltymy gryninimo uznes$imo buferinis tirpalas su 0,01 mol/L maltozés;

Rekombinantiniy baltymy gryninimo uzne$imo buferinis tirpalas: 0,02
mol/L Tris-HCI, 0,2 mol/L NaCl, 0,001 mol/L EDTA, 0,001 mol/L
ditiotreitolio (DTT) (Thermo Fisher Scientific, JAV), pH 7,4;
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Taskinio bloto blokavimo tirpalas: PBS-T su 2 % BSA.
2.1.4. Rinkiniai

DNR fragmenty klonavimui j vektoriy ,,Rapid DNA Ligation Kit*
(Thermo Fisher Scientific, JAV);

DNR gryninimui i§ agarozés gelio ,,GeneJET™ Gel Extraction Kit“
(Thermo Fisher Scientific, JAV);

Kopijinés DNR (kDNR) sintezei ,,RevertAid H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit* (Thermo Fisher Scientific, JAV).

Pelés imunoglobuliny klasés ir poklasio nustatymui ,,Mouse
Immunoglobulin Isotyping ELISA Kit* (BD Biosciences, JAV);

PGR produkty klonavimui j vektoriy ,,CloneJET™ PCR Cloning Kit*
(Thermo Fisher Scientific, JAV);

Plazmidinés DNR gryninimui i§ bakterijy kultiros ,,GeneJET™ Plasmid
Miniprep Kit“ (Thermo Fisher Scientific, JAV);

RNR i8skyrimui i§ audinio ,,Quick-RNA Miniprep Kit* (Zymo Research,
JAV).

2.1.5. Reagentai

,,10 x ROTI®Block* blokavimo tirpalas;

,»2 X DreamTaq PCR Master Mix“ (Thermo Fisher Scientific, JAV);

»2 X Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix“ (Thermo Fisher
Scientific, JAV);

»Antifoam 204 reagentas nuo putojimo;

,Micro test plate PS, 96 wells, 0,3ml, F-shape, SLAS/ANSI 1 & 4, highly
transparent, np pcr ready* (10-121-0000, Nerbe plus, Vokietija) — polistireno
plokstelé, naudota optimizuojant dviepitopés IFA metoda.

,,Nunc MaxiSorp® flat-bottom* (44-2404, Thermo Fisher Scientific, JAV)
polistireno plokstelé, naudota atlikti netiesiogine, konkurencing, tiesioging ir
dviepitope IFA.

1 mL ,,HiTrap Protein A HP* kolonélé (Cytiva, JAV);

1 mL ,MBPTrap™ HP* kolonélé (Cytiva, JAV);

45 % amonio sulfato tirpalas;

95-98 % sieros raigstis (H2SO4);

96 % maistinis rektifikuotas etilo alkoholis (Vilniaus degtiné, Lietuva);

Agarozé (Thermo Fisher Scientific, JAV);

Baltymy méginius redukuojantis agentas ,,Pierce™ Lane Marker Reducing
Sample Buffer” (Thermo Fisher Scientific, JAV);
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Baltymy molekulinés masés standartas ,,PageRuler™ Prestained Protein
Ladder, 10 to 180 kDa“ (Thermo Fisher Scientific, JAV);

Bradfordo reagentas ,,Pierce™ Coomassie Plus (Bradford) Assay Kit*
(Thermo Fisher Scientific, JAV);

DNR fragmenty ilgio standartas ,,GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder*
(Thermo Fisher Scientific, JAV);

DNR fragmenty ilgio standartas ,,GeneRuler™ 50 bp Plus DNA Ladder*
(Thermo Fisher Scientific, JAV);

Fenilmetilsulfonilchloridas (PMSF);

Glicerolis;

Hipoksantino ir timidino (HT) miSinys;

Hipoksantino, aminopterino ir timidino (HAT) miS$inys;

Izopropil-p-D-tiogalaktopiranozidas (IPTG);

Jaucio serumo albuminas (BSA) (PAA Laboratories, Austrija);

Jau€io serumo albuminas standartas (2 mg/mL) baltymy koncentracijos
nustatymui Bradfordo metodu (Thermo Fisher Scientific, JAV);

Kanamicinas;

Krieny peroksidazé (HRP);

Metanolis;

Natrio ampicilino druska;

Natrio borohidridas (NaBH.);

Natrio perjodatas (NalO.);

Natrio Sarmas (NaOH) (Chempur, Lenkija);

Nepilnas Freundo adjuvantas (Thermo Fisher Scientific, JAV);

Nitroceliulioziné membrana;

Nudruskinimo kolonélé ,,Sephadex G-25 in PD-10 (Cytiva, JAV);

Pilnas Freundo adjuvantas (Thermo Fisher Scientific, JAV);

Polietilenglikolio tirpalas (PEG-1500);

Polivinildifluorido (PVDF ) membrana;

Restrikcijos endonukleazés: Bglll, Sall, BamHI, Xhol (Thermo Fisher
Scientific, JAV);

TMB imunoblotui ,,NeA-Blue Precip Tetramethylbenzidine Substrate*
(Clinical Science Products, JAV);

TMB imunofermentinei analizei ,NeA-Blue Tetramethylbenzidine
Substrate* (Clinical Science Products, JAV);

Tripano mélio tirpalas (Thermo Fisher Scientific, JAV).
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2.1.6. Alergeny ekstraktai ir maisto produktai

Atlantiné la8iSos ekstraktas (Ef41-11.17101, DST, Vokietija).

Atlantinés menkés ekstraktas (Ef3-10.14091, DST, Vokietija).

Atlantinés silkés ekstraktas (Ef21-6.14093, DST, Vokietija).

Paparastojo karpio ekstraktas (Ef233-3.14064-2, DST, Vokietija).

Paprastasis karpis buvo jsigytas i§ Lietuvos valstybinio Zuvivaisos ir
zuvininkystés tyrimy centro filialas "Silavoto karpiniy Zuvy veislynas",
Mikalinés kaimas, Silavoto senifinija, Prieny rajonas.

Kuoja, karsis, stinta, eSerys ir piigzlys buvo sugauti Lietuvos ezeruose.

Visos kitos zuvy rusys, viStiena, kiauliena ir kepimo mielés jsigytos
parduotuvése.

2.1.7. Antigenai, antik@inai ir rekombinantiniai baltymai

Nattiralus atlantinés menkés [B-parvalobuminas (nGad m 1-601, DST,
Vokietija).

Ozkos antikiinai prie§ pelés IgG, konjuguoti su krieny peroksidaze ,,Goat
Anti-Mouse IgG (H + L)-HRP* (#1706516, Biorad, JAV).

Pelés antikiinai pries zmogaus IgE Fc, konjuguoti su krieny peroksidaze
(klonas B3102ES8, SouthernBiotech, JAV).

Rekombinantinis maltoz¢ suriSantis baltymas (MBP), rekombinantiné
Alternaria alternata enolaze, sulieta su MBP (MBP-Alt a 6), rekombinantinis
Anisakis simplex cisteino proteazés inhibitorius, sulietas su MBP (MBP-Ani s
4), susintetinti ir i§gryninti VU GMC BTI ILS.

Rekombinantiné TEV proteazé, susintetinta ir iSgryninta VU GMC BTI
EGIS.

MAKk 19C19 prie§ rekombinantini MBP baltyma, sukurtas ir iSgrynintas
VU GMC BTI ILS.

2.1.8. Eksperimentiniai gyviinai

Eksperimentams buvo naudojamos BALB/c linijos pelés. Pelés uzaugintos
VU GMC Biochemijos instituto vivariume ir buvo sveikos, neuzkréstos
bakterinémis arba virusinémis infekcijomis. Eksperimentus su gyvinais atliko
VU GMC BTI ILS darbuotojai (dr. Martynas Simanaviéius, Aisté SliZiené),
turintys VU GMC centro iSduoda pazyméjima, suteikiantj teis¢ darbui su
laboratoriniais gyvtnais Lietuvos Respublikoje.
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2.1.9. Biologiniai zmogaus kraujo méginiai

Tyrimai atlikti su 25 Zmogaus kraujo serumo méginiais, jsigytais i§
,Plasmal.ab International* (JAV).

2.1.10. Pradmenys ir sintetiniai genai
Oligonukleotidiniai pradmenys buvo susintetinti ,,Metabion International
AG* (Vokietija).

Pradmenys, skirti pagausinti paprastojo karpio B-parvalbuming ir B-
enolaze koduojancias geny sekas (2.1 lentelé).

2.1 lentelé. Pradmeny sekos. Restrikcijos endonukleaziy hidrolizés sritrys pabrauktos.

. Restrikcijos
Alergenas Pradmuo ir jo seka endonukleazé
Tiesioginis 5’-CGGATCCATGGCATTC BamHI
Cvo el GCTGGAATTCTGAATG
g Atvirkstinis 5-GCICGAGTTATGCCTT Xhol
GACCAGGGCAGC
Tiesioginis 5’-GAGATCTATGTCCATC Bglll
Cypc2 AGTAAGATTCACGCTCG
Atvirkstinis | > C2TCCACTCAGAGTTT Sall
GGGGTGGCGGAA

Pradmenys, skirti transformacijos klony atrankai ir jklonuoty fragmenty
sekoskaitai (2.2 lentelé).

2.2 lentelé. Klonavimo vektoriy sekoskaitai skirty pradmeny sekos.
Vektorius Pradmuo ir jo seka
pJET1.2_F | 5>-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
pJET1.2_R | 5>-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG
MBP-F 5’-GATGAAGCCCTGAAAGACGCGCAG
T7 Term 5’-GCTAGTTATTGCTCAGCGG

pJET1.2/blunt

pET28-MBP-TEV

Susintetintos DNR sekos, skirtos persiklojanciy paprastojo karpio B-
enolazés fragmenty kirimui (2.3 lentelé).

2.3 lentelé. Fragmentas ir jo karimui naudota DNR seka. Nurodytos restrikcijos
endonukleazés, su kuriomis buvo jkirptas pET28-MBP-TEV-Cyp ¢ 2 vektorius.

Fragmentas Seka Restrikcijos endonukleazé
MBP-Cypc 2-C1 | 5’-TCGAGTAAGCGGCCGCTT Xhol
MBP-Cyp c 2-C2 | 5’-GATCCATAAGCGGCCGCT BamHI
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Trec¢iamjam paprastojo karpio B-enolazés fragmentui (MBP-Cyp ¢ 2-C3)
kiirimui buvo naudojama susintetinta Cyp ¢ 2 alergeno seka (nuo 1 iki 435
baziy poros (bp)), kuri buvo jterpta i pPMA-RQ vektoriy ir gauta i§ Invitrogen
(JAV).

Pradmenys, skirti pagausinti atlantinés menkés p-parvalbumino ir
paprastojo karpio B-parvalbumino persiklojanéius fragmentus, kurie buvo
sukurti su BamHI ir Xhol restrikcijos endonukleaziy atpazinimo sritimis (2.4
lentelé).

2.4 lentelé. Pradmenys alergeny fragmenty kirimui. Restrikcijos endonukleaziy
hidrolizés sritrys pabrauktos.

- Restrikcijos
Alergenas | Fragmentas Pradmuo ir jo seka endonukleazé
S 5’-GGATCCGCATTT
.t Tiesioginis GCAGGTATTCTG BamHI
Atvirkitinis | o CTCCACTTAGGT Xhol
- GOATCCOAAGC
T 5’-GGAT AAGCA
‘s Tiesioginis GCAGAAAGCTTTAG BamHI
Atvirkstinis | >, STCCAGTTAGGC Xhol
TTTAACCAGAACTG
Tiesioginis 3-GGATCCATGGCA BamHI
43 TTCGCTGG
Atvirkitinis | . STCCAGTTAGAA Xhol
Cypel GTTCTGCAGGA
Tiesioginis GGATCLAAGAGL BamHI
44 TTCTTCGC
Atvirkstinis | 0 STCCAGTTACTC Xhol
ATCAACTCCAATCT
2.2. Metodai

2.2.1. Rekombinantiniy alergeny kiirimas

2.2.1.1. Informacinés RNR iSskyrimas i§ paprastojo karpio raumens ir
kopijinés DNR sinteze

Paprastasis Kkarpis (lot. Cyprinus carpio) buvo jsigytas i§ ,,Silavoto
karpiniy zuvy veislyno" (Prieny rajonas). Gyviinas buvo paaukotas pagal
Europos Parlamento ir Europos Sajungos Tarybo priimta direktyva
2010/63/ES dél mokslo tikslais naudojamy gyviiny apsaugos, susijusj su
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gyviiny gerove ir gyviiny apsauga eksperimentuose ir kituose moksliniuose
tyrimuose. Informaciné RNR (iRNR) buvo isskirta i§ karpio raumens
naudojant ,,Quick-RNA Miniprep Kit“ (Zymo Research) rinkinj, pagal
gamintojo rekomendacijas ir saugoma —70 °C temperatiroje.

Kopijinée DNR (kDNR) nuo iRNR buvo paruosta naudojant ,,RevertAid H
Minus First Strand cDNA Synthesis Kit* (Thermo Fisher Scientific) rinkinj,
pagal gamintojo rekomendacijas ir saugoma —20 °C temperatiiroje.

RNR ir DNR koncentracijos buvo iSmatuotos naudojant spektrofotometra
,.Nanodrop* (Thermo Fisher Scientific, JAV).

2.2.1.2. Polimerazés grandininé reakcija

Polimerazés grandininés reakcijos (PGR) metodu buvo pagausintos
paprastojo karpio B-parvalbuming ir f-enolaz¢ koduojancios geny sekos. Taip
pat pagausintos i raiSkos vektorius jterptos alergenus arba jy fragmentus
koduojancios geny sekos ir vykdoma teigiamy klony atranka. Reakcija (25
uL) buvo vykdoma naudojant ,,2x Phusion Flash High-Fidelity PCR Master
Mix“ (Thermo Fisher Scientific) arba ,,2x DreamTaq PCR Master Mix“
(Thermo Fisher Scientific), 0,5 umol/L galutinés koncentracijos tiesioginiy ir
atvirkstiniy pradmeny ir jneSama arba 2 pL. KDNR, arba vektoriaus su jterptais
genais, arba nedidelj kiekj transformuoty bakterijy. Reakcija atlieckama DNR
amplifikatoriuje (Applied Biosystems, JAV) pagal tam tikra temperatiiry
rézimg: 95 °C — 7 min; 35 ciklai (95 °C - 305s; 50 °C -30s; 72°C—-305) ir
72 °C — 10 min.

2.2.1.3. DNR elektroforeze

PGR produktai, restrikcijos endonukleazémis hidrolizuoti DNR
fragmentai arba vektoriai, buvo analizuojami 1-2 % agarozés gelyje. Agarozé
(Thermo Fisher Scientific) buvo tirpinama 1 x TAE buferiniame tirpale
(Thermo Fisher Scientific) kaitinant. Gelio tirpalui atvésus iki 50-60 °C, jis
buvo supiltas j paruosta specialy gelio lovelj, su jstatytomis pasirinkto dydzio
specialiomis Sukutés Sulinéliy formavimuisi. Sustingus geliui, jis buvo jdétas
1 1 x TAE buferiniu tirpalu uzpildyta elektroforezés aparatg ir j gelio Sulinélius
suleisti analizuojami DNR méginiai ir DNR fragmenty ilgio standartas
(Thermo Fisher Scientific). Elektroforezé buvo vykdoma esant 10 V/cm
jtampai 30-60 min. Po to gelis 5-10 min inkubuotas etidzio bromido tirpale
ir analizuotas ultravioleto Sviesoje naudojant transiliuminatoriy ,,MiniBIS
Pro* (DNR Bio-Imaging Systems Ltd, Izraelis).
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2.2.1.4. DNR gryninimas i§ agarozés gelio

DNR buvo gryninama i§ agarozés gelio naudojant ,,GeneJET™ Gel
Extraction Kit“ (Thermo Fisher Scientific) rinkinj, pagal gamintojo
rekomendacijas. ISgryninti DNR méginiai saugomi —20 °C temperattroje.
DNR koncentracijos buvo iSmatuotos naudojant spektrofotometra
,.Nanodrop* (Thermo Fisher Scientific).

2.2.1.5. Vektoriy hidrolizé restrikcijos endonukleazémis

pET28-MBP-TEV vektorius, sukonstruotas pET28-MBP-TEV-Cyp ¢ 2
vektorius, alergenus koduojancios DNR sekos i§ pMA-RQ vektoriaus ir i$
pJETL1.2/blunt vektoriaus buvo hidrolizuotos ,FastDigest restrikcijos
endonukleazémis (RE) (Thermo Fisher Scientific), pagal gamintojo
rekomendacijas. Hidrolizuoti 1-5 pg vektoriaus buvo naudojama 1-5 pL
vienos RE, o supilstytas mi$inys buvo inkubuojama 15 min 37 °C ir po to 5
min 80 °C temperatiiroje. Gauti reakcijos produktai analizuoti DNR
elektroforezés metodu, o pasirinkti DNR fragmentai buvo isskirti i§ agarozés
gelio ir naudojami klonavimo darbams.

2.2.1.6. DNR fragmenty klonavimas j vektoriy

Atilikus PGR ir DNR elektroforezg, iSgryninti DNR produktai arba RE
hidrolizuoti DNR fragmentai buvo jterpti j pJET1.2/blunt vektoriy naudojant
,CloneJET PCR Cloning Kit* (Thermo Fisher Scientific) rinkinj, arba jterpti
1 RE hidrolizuotg pET28-MBP-TEV arba jkirpta pET28-MBP-TEV-Cyp ¢ 2
vektorius naudojant ,,Rapid DNA ligation Kit*“ (Thermo Fisher Scientific),
pagal gamintojo rekomendacijas. Paruosti reakcijos misiniai naudoti bakterijy
transformacijai.

2.2.1.7. Bakterijy transformacija CaCl, metodu

Pirmiausiai buvo pasiruosiamos E. coli DH10B, BL21 (DE3), BL21 (DE3)
Star, Tuner (DE3) kamieny kompetentinés lgstelés. T 5 mL sterilios skystos
LB terpés buvo uzsé¢jama pasirinkto kamieno bakterijy kolonija ir per naktj
auginama 37 °C temperatiiroje purtant (220 rpm). Ryte (pragjus 14—-16 h) j
naujg sterily 5 mL mégintuvélj su skysta LB terpe buvo perkeliama 50 pL
naktinés bakterijy kulttiros ir toliau auginama 2-2,5 h 37 °C temperatiiroje
purtant. Tada centrifuguojama 3 min esant 300 x g greiciui 4 °C temperatiiroje.
Toliau darbai su lgstelémis buvo atlickami lede. Supernatantas nupilamas ir
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lastelés praplaunamos su 3 mL atSaldytu bakterijy transformacijos NaCl
buferiniu tirpalu, $velniai suspenduojamos ir vél centrifuguojamos. Nupilus
tirpalg, lastelés buvo Svelniai sumaiSomos su 3 mL atSaldyto bakterijy
transformacijos CaCl, buferiniu tirpalu ir 30 min inkubuojamos lede. Toliau
centrifuguojama, supernatantas nupilamas, lastelés suspenduojamos
likusiame tirpalo lase ir taip paruosiamos transformacijai.

Bakterijy transformacijos metu, j sterily 1,5 mL mégintuvélj buvo jpilama
50 pL paruosty kompetentiniy lgsteliy ir 5 pL ligavimo miSinio arba 1 pg
iSgrynintos plazmidés, Svelniai sumaiSoma ir 30 min inkubuojama lede. Po to
misinys 2 min buvo inkubuojamas 42 °C temperatiroje ir 1,5 min atSaldomas
lede. Uzpilama 1 ml skystos LB terpés ir 4060 min inkubuojama 37 °C
temperatiiroje. Tuomet méginys buvo centrifuguojamas 5 min esant 300 x g
greiciui, supernatantas nupilamas, lgstelés Svelniai suspenduojamos likusiame
terpés laSe ir iSséjamos ant agarizuotos LB terpés su antibiotiku (100 pg/mL
ampicilinu, jeigu DNR fragmentai buvo jterpti j pJET1.2/blunt vektoriy, arba
30 pg/mL kanamicinu, jeigu j pET28-MBP-TEV ir pET28-MBP-TEV-Cyp ¢
2 vektorius). Lékstelés inkubuojamos per naktj 37 °C, o ryte buvo iSimamos
ir laikomos 4 °C temperatiiroje. Uzaugusios transformuoty lasteliy kolonijos
buvo tikrinamos PGR metodu ir persé¢jamos j naujg lékstele, kur per naktj
laikomos 37 °C, o véliau, jei transformacija pavyko, saugomos 4 °C
temperatiroje.

2.2.1.8. Plazmidinés DNR gryninimas

Plazmidiné DNR i§ E. coli bakterijy buvo gryninama naudojant
,,GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit*“ rinkinj (Thermo Fisher Scientific) pagal
gamintojo rekomendacijas. | 5 mL sterilios skystos LB terpés, kurioje buvo
pridéta antibiotiko (100 pg/mL ampicilino arba 30 pg/mL kanamicino),
uzsé¢jama pasirinkta bakterijy kolonija ir 14-16 h auginama 37 °C
temperatiiroje purtant. Po to centrifuguojama 3 min esant 300 x g greiciui,
supernatantas nupiltas ir toliau viskas atliekama kaip rekomenduoja
gamintojas. ISskirta plazmidiné DNR saugomos —20 °C temperattiroje. DNR
koncentracijos buvo iSmatuotos naudojant spektrofotometra ,,Nanodrop*
(Thermo Fisher Scientific).

2.2.1.9. Rekombinantiniy baltymy sintezé E. coli bakterijose

E. coli BL21 (DE3), BL21 (DE3) Star ir Tuner (DE3) kamieny bakterijos
buvo transformuotos sukonstruotais vektoriais: j hidrolizuotg pET28-MBP-
TEV vektoriy buvo jklonuotos alergeny ir jy fragmentus koduojancios DNR
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sekos; 1 pPET28-MBP-TEV-Cyp ¢ 2 vektoriy jklonuotos DNR sekos, skirtos
B-enolazés fragmenty kirimui (2.3 lentelé).

I 5 mL sterilios skystos LB terpés buvo uzséjama transformuoty bakterijy
kolonija, kuri 14-16 h auginama 37 °C temperatiiroje purtant. Tuomet j nauja
sterily 5 mL mégintuvélj su skysta LB terpe buvo ipilama naktinés bakterijy
kulturos (skiedziama 50 karty), kuri auginama 2-2,5 h 37 °C temperatiiroje
purtant, kol pasiekiamas reikiamas optinis tankis (OT) (Asw = 0,8-0,9).
Baltymy sintezés indukcija buvo vykdoma j bakterijy kultiirg jnesant 0,1
mmol/L IPTG ir toliau auginant lgsteles 4 h 25 °C (Tuner (DE3) kamieno
bakterijas) arba 3 h 37 °C temperattroje (BL21 (DE3) ir BL21 (DE3) Star
kamieno bakterijas). Prie§ ir po indukcijos buvo renkami 0,5 mL méginiai,
kurie centrifuguojami 5 min esant 300 x g greiiui, supernatantas nupilamas
ir saugomi —20 °C temperatiiroje.

Auginant biomas¢ baltymy gryninimui (100-300 mL), viskas atliekama
kaip parasyta auksciau, tik po indukcijos ir tolimesnio auginimo, lastelés buvo
surenkamos ir centrifuguojamos 15 min esant 4000 x g greic¢iui 4 °C
temperatiiroje. Supernatantas nupilamas ir lastelés praplaunamos su biomasés
praplovimo buferiniu tirpalu ir dar karta centrifuguojamos 15 min esant 3000
x g greifiu 4 °C temperatiroje. Supernatantas buvo nupilamas ir biomasé
saugoma —20 °C temperatiroje.

2.2.1.10. Bakterijy ardymas ultragarsiniu dezintegratoriumi

Rekombinantinius alergenus sintetinanciy bakterijy biomasé buvo ardoma
su ultragarsiniu dezintegratoriumi (Bandelin Sonoplus, Vokietija). 1 g
biomasés buvo $velniai suspenduojama 5 mL atSaldytame biomasés ardymo
buferiniame tirpale (darbai atliekami lede), pridedant 1 mmol/L PMSF
proteaziy inhibitoriaus, 5 pl ,,Antifoam 204“ reagento nuo putojimo, ir
mechaniskai suardoma ultragarsu (programos ciklas: 15 s ardymas, 15 s
pauze, 4 min). Po ardymo lasteliy suspensija buvo centrifuguojama 30 min
esant 15000 x g greiciui 4 °C temperatiroje. Supernatantas surenkamas (tirpiis
baltymai), sumaiSomas santykiu (1:6) su biomasés ardymo buferiniu tirpalu ir
filtruojamas per 0,45 um hidrofilinj polivinilideno fluorido (PVDF) filtrg ir
toliau naudojamas baltymy gryninimui.

2.2.1.11. Rekombinantiniy baltymy gryninimas
Rekombinantiniai baltymai buvo gryninami afininés chromatografijos

metodu su ,,AKTA purifier 100“ (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Svedija)
chromatografijos sistema. Nufiltruotas ir darbui paruostas suardyty bakterijy
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Igsteliy tirpus supernatantas buvo uzne$amas ant 1 mL ,MBPTrap™ HP*
kolonéles, uzpildytos ,,Dextrin Sapharose™ High Performance sorbentu
(Cytiva), kuri pries tai buvo praplauta su 10 mL uzne$imo buferiniu tirpalu.
Pro kolon¢le pratekéjes supernatantas buvo surenkamas ] atskira nauja
mégintuvélj, o kolonélé dar karta praplaunama su 10 mL uzneSimo buferiniu
tirpalu. Eliucijos metu j kolonéle buvo uznesama 5 mL eliucijos buferinio
tirpalo ir  atskirus naujus mégintuvélius renkamos eliuoty baltymy frakcijos
(po 500 puL). Po to kolonélé buvo regeneruojama ja praplaunama su 10 mL
uzne$imo buferiniu tirpalu ir gali buti naudojama arba kito baltymo
gryninimui, arba praplaunama su distiliuotu vandeniu, uZpildoma 20 %
etanolio tirpalu ir saugoma 4 °C temperatiiroje.

Frakcijos, kuriose buvo didziausias kiekis iSgryninto baltymo buvo
apjungtos. Baltymo koncentracija iSmatuota naudojant spektrofotometrg
»Nanodrop“ (Thermo Fisher Scientific) ir méginys saugomas 4 °C
temperatiiroje.

2.2.2. Monokloniniy antikiiny kiirimas

2.2.2.1. Peliy imunizacija

MAK kiirimui buvo naudotos BALB/c linijos peles (68 savai¢iy amziaus
patelés), kurioms j nugaros poodj buvo suleidZziamas antigeno tirpalas, t. Y.
vykdoma imunizacija. Kiekvienu antigenu buvo imunizuojama po tris peles.
I$ viso buvo vykdomos trys imunizacijos, kas 28 dienas. Pirmos imunizacijos
metu peléms buvo suleidziama po 50 ug antigeno, istirpinto PBS ir sumasyto
santykiu 1:1 su pilnu Freund‘o adjuvantu (Thermo Fisher Scientific). Antros
imunizacijos metu toms pacioms peléms po oda vél buvo suleidziama 50 pg
antigeno, iStiprinto PBS ir sumaSyto santykiu 1:1 su nepilnu Freund‘o
adjuvantu (Thermo Fisher Scientific). Trec¢ios imunizacijos metu peléms buvo
suleidziama po 50 pg antigeno, istirpinto PBS.

2.2.2.2. Peliy atranka hibridiniy lasteliy gavimui

Prie§ kiekvieng imunizacijag ir po jos buvo surenkami peliy kraujo
meéginiai, kurie véliau buvo analizuojami netiesioginés imunofermentinés
analizés (IFA) metodu. Metodo pagalba buvo nustatoma, kurioje peléje
susidaré didziausias antigenui specifiniy antikiiny titras. Titras tai yra
nustatytas kraujo méginio skiedimas, kuriam esant optinio tankio reikSmé lygi
1. Likus trims dienoms iki hibridizacijos, pasirinktai pelei buvo suleidziama
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50 pg antigeno, iStirpinto PBS, siekiant sustiprinti imuninj atsakg prie$
antigena.

2.2.2.3. Makrofagy surinkimas ir kultivavimas

Makrofagai buvo surenkami i§ pelés pilvo ertmés, j kurig suleidus 2—3 mL
terpés be serumo, lastelés buvo suspenduojamos ir surenkamos ] sterily
mégintuvélj. Tokiu budu pelés pilvo ertmé buvo i$ viso praplaunama su 10
mL terpés. Surinkti makrofagai centrifuguojami 5 min esant 200 x g greiciui,
suskaiCiuojami ir iS§s€¢jami j pasirinkto dydzio sterilius Igsteliy augimo indus
(Igsteliy tankis nuo 1000 Igst./cm?). Makrofagai reikalingi kultivuoti pelés
Sp2/0 mielomos ir hibridinéms lgsteléms.

2.2.2.4. Mielomos lasteliy kultivavimas

Pelés Sp2/0 mielomos lastelés buvo atgaivinamos (kaip aprasyta 2.2.2.9
skyriuje) prie§ hibridizacijg ir kultivuojamos lasteliy augimo terpéje su 9 %
FBS 75 cm? Igsteliy auginimo induose, kuriuose buvo i$séti makrofagai (100
000 Iast.,/indui).

2.2.2.5. Lasteliy skai¢iavimas

10 uL Igsteliy suspensijos buvo sumaisoma su 10 pL tripano mélio tirpalu
(Thermo Fisher Scientific), kuris nudazo tik tas lasteles, kuriy membrana yra
paZeista (zuvusias), ir 10 pL meéginio supilama ant specialios ,,Biirker*
kameros po dengiamuoju stikliuku. Analizuojama §viesiniu mikroskopu ir
skai¢iuojama nenudazyty lasteliy skaiCius pasirinktuose kameros langeliuose.
Lasteliy skaicius apskai¢iuojamas pagal formule:

n=ax2x*bx*10*
n — apskaiCiuotas bendras lasteliy skaiCius; a — lasteliy skaiCius, apskaiciuotas
kameros langelyje; b — lasteliy tiris mL, i§ kurio buvo paimtos skaiciuoti lastelés.

2.2.2.6. Hibridizacija

Pirmiausiai Sp2/0 mielomos lgstelés buvo suspenduojamos Igsteliy augimo
terpéje, surenkamos j mégintuvélius ir centrifuguojamos 5 min esant 200 x g
grei¢iui. Terpe surenkama ] atskirg butelj, lgstelés suspenduojamos 25 mL
augimo terpés be serumo ir suskai¢iuojamos. Tuomet i$ hibridizacijai
pasirinktos pelés, kuri buvo ketvirtg kartg imunizuota, buvo i§imama bluZznis,
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kuri su ploksc¢iu pincetu terpéje be serumo buvo sutraiSkoma. Gauta lasteliy
suspensija centrifuguojama 7 min esant 200 x g grei¢iui. Terpé nupilama,
bluznies lastelés suspenduojamos 10 mlL augimo terpés be serumo ir
suskaiCiuojamos. Tada pelés bluznies Iastelés buvo sumaiSomos su mielomos
lastelémis santykiu 1:4,5 (mielomos lastelés:bluznies lastelés) ir
centrifuguojamos 5 min esant 200 x g grei¢iui. Supernatantas nupilamas ir
Svelniai purtant lasteles, per 1 min ant jy sulaSinamas 1 mL lgsteliy suliejimo
agento PEG-1500. Létai sukant mégintuvélj lastelés 2 min buvo
inkubuojamos, o per kitas 2 min jos praskiedziamos létai sulaSinant 10 mL
terpés be serumo. Po to terpés pripilama iki galutinio 50 ml tirio ir
centrifuguojama 5 min esant 200 x g greiCiui. Supernatantas nupilamas,
lastelés suspenduojamos lasteliy augimo terpé su serumu (15 % FBS),
pridedama HAT reagento (skiedZiamas 50 karty), ir viskas yra i$pilstoma j
sterilias 96 Sulinéliy ploksteles su jau tenais iSsétais makrofagais (1000
last.,/Sulinéli), po 30—40 tiikst. lasteliy j Sulinélj. Lastelés kultivuojamos 37 °C
temperatiiroje, atmosferoje esant 5 % COa, kol susiformuoja lasteliy kolonijos.
Po hibridizacijos pragjus 7 dienom ir po to dar 3 dienom, buvo kei¢iama
lasteliy augimo terpé su 15 % FBS ir pridedant hipoksantino ir timidino
reagento (HT) (skiesdziama 50 karty).

2.2.2.7. Hibridiniy lasteliy atranka, klonavimas ir kultivavimas

Praéjus 12 dieny po hibridizacijos, netiesioginés IFA metodu buvo
vykdoma hibridiniy lasteliy atranka, naudojant antigeng, su kuriuo buvo
vykdoma peliy imunizacija. Hibridomy klonai, kuriy augimo terpés stipriai
sgveikavo su antigenu (OT < 1,5), buvo perkelti | nauja 96 Sulinéliy plokstelg,
kad j vieng Sulinélj buty perkelta po 1 klong, ir klonuojami serijiniy skiedimy
metodu. ISklonuoti klonai buvo toliau auginami 7-10 dieny, kol vél
perklonuojami serijiniy skiedimy metu.

Serijinio skiedimo metu buvo siekiama gauti hibridines Igsteles, kilusias i$
vienos lgstelés. Klonavimai buvo atlieckami specialiose 96 Sulinéliy
plokstelése. Su vienkanaliu automatiniu dozatoriumi 100 pL klonuojamy
lasteliy suspencijos buvo perkeliami j B2 S$ulinelj ir kelis kartus
suspenduojama. Tuomet 100 pL terpés su lgstelémis i§ B2 perkeliama j C2
Sulinélj ir suspenduojama, taip lastelés praskiedziamos du kartus. Po to, i§ C2
Sulinélio lgstelés perkeliamos | D2 ir taip toliau j kitus stulpelio Sulinélius, o
perteklinés lastelés sugrazinamos i B2 Sulin¢lj. Tada su astuonkanaliu
automatiniu dozatoriumi 80 pL terpés su lastelémis i§ antrojo stulpelio buvo
perkeliama ] treCiajj ir Svelniai suspenduojamos kelis kartus. Toks lasteliy
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skiedimas kartojamas per visus plokstelés stulpelius, o perteklinés lastelés
sugrazinamos j antrajj stulpelj (2.1 pav.).

2.1 pav. Serijinio skiedimo schema. Pirmiausiai hibridinés lastelés klonuojamos
iSilgai 96 Sulinéliy plokstelés stulpeliu (zalia spalva) pradedant nuo B2 Sulinélio
(perkeliama po 100 pL terpés su lgstelémis), o po to iSilgai plokstele (zydra spalva)
nuo 2 stulpelio (perkeliama po 80 uL terpés su lastelémis).

Po klony perkélimo praéjus 5—7 dienoms, hibridomy klonai buvo tikrinami
netiesioginés IFA metodu su jiems specifisku antigenu. Klonai, kurie
sgveikavo tik su antigenu buvo perkeliami j 24 Sulinéliy ploksteles, kur
lastelés buvo padauginamos ir toliau kultivuojamos, bei renkama augimo
terpé su antikiinais. Véliau Igstelés buvo perkeliamos auginti j 25 cm?, 0 po to
i 75 cm? lgsteliy auginimo indus, taip siekiant grei¢iau surinkti didesnj terpés
kiekj antikiiny gryninimui. Surinkus reikiama hibridomy terpés kiekj
hibridinés lastelés buvo uzsaldomos ilgesniam saugojimui. Hibridinés lastelés
buvo klonuojamos ir kultivuojamos pasirinkto dydzio steriliuose lasteliy
augimo induose, kuriuose pries tai jau buvo i$séti makrofagai.

2.2.2.8. Lasteliy $aldymas ir saugojimas

IS lasteliy augimo indy buvo surenkama lgsteliy suspensija (keleta
mikrolity buvo atsipilta | atskira mégintuvelj lasteliy skaiciavimui), buvo
centrifuguojama 5 min esant 200 x g greiciui. Lasteliy augimo terpé nupilama,
lastelés suspenduojamos 700 pl Saltoje Saldymo terpéje ir iSpilstomos j
lasteliy saldymo ampules (~ 1,5-2 mln. lasteliy/ampuléje). Ampulés dedamos
1 specialias déZutes, parg buvo laikomos —70 °C Saldiklyje ir tada perkeliamos
1 skysta azota ilgalaikiam saugojimui.
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2.2.2.9. Lasteliy atSildymas

Uzsaldytos lastelés buvo atSildomos jas skiedziant 10 mL augimo terpe be
serumo. | uzSalusig ampule jpilama 1 mL terpés, kelis kartus suspenduojama
ir lgstelés surenkamos ] atskirg sterily mégintuvélj. Procesas kartojamas tol,
kol i§ ampulés surenkamos visos lastelés. Tuomet Iastelés centrifuguojama 5
min esant 200 x g greiciui. Supernatantas nupilamas, lastelés suspenduojamos
1 mL augimo terpéje su serumu (9 % arba 15 % FBS), suskai¢iuojamos ir
i§séjamos | pasirinktus Igsteliy augimo indus, kuriuose pries tai jau buvo iSséti
makrofagai.

2.2.3. Polikloniniy antiktiny surinkimas

Surinkus makrofagus ir iS$émus bluznj i§ imunizuotos pelés buvo renkami
polikloniniai antikiinai (PAk). Sie antikiinai buvo surinkti i§ pelés kriitinés
lastos ertmés, j kuria suleidziama 2 mL PBS tirpalo, suspenduojama keleta
karty ir viskas surenkama j mégintuvélj, kuris buvo centrifuguojamas 10 min
esant 200 x g greifiui. Supernatantas buvo perkeliamas j 10 ml talpos
mégintuvélj, kur sumaiSomas santykiu 1:1 su 45 % amonio sulfato tirpalu ir
inkubuojamas per naktj 4 °C temperatiiroje. Tokiu budu i$ supernatanto
i8sodinami PAk. Kita dieng miSinys centrifuguojama 5 min esant 200 x ¢
greiCiui, supernatantas nupilamas, nuosédos tirpinamos PBS ir po to
sumaiSoma su 45 % amonio sulfato tirpalo santykiu 1:1. ParuoSti PAk
saugomi 4 °C temperatiiroje.

2.2.4. Antikiiny gryninimas i$ hibridomy augimo terpés

Sukurti MAk buvo gryninami i§ surinktos hibridomy augimo terpés
afininés chromatografijos biidu. Gryninimas atliktas su ,,AKTA purifier 100
(GE Healthcare Bio-Sciences AB) chromatografijos sistema, naudojant 1 mL
kolonélg, uzpildytg sefaroze su baltymu A (Cytiva). Surinkta hibridomy
augimo terpé buvo centrifuguojama 10 min esant 1000 x g greiCiui, tada
sumaiSoma su uzneSimo ir praplovimo buferiniu tirpalu santykiu 1:2
(terpé:uznesimo ir praplovimo buferinis tirpalas) ir paruo$tas tirpalas
filtruotas naudojant 0,45 um PVDF filtra. Prie§ gryninima atpilama 50 pl
praskiestos terpés, kuri bus tikrinama IFA metodu. Jei gryninami IgGl
poklasio antik@inai, tuomet darbui naudojamas I uzne$imo ir praplovimo
buferiniu tirpalas, o jei IgG2a arba IgG2b, tada II uznesimo ir praplovimo
buferiniu tirpalas. Paruostas terpés tirpalas uzneSamas ant kolonélés, kuri prie$
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tai buvo sukalibruota ja praplaunant su 10 mL uzne$imo ir praplovimo
buferiniu tirpalu. Pro kolonélg pratekéjes tirpalas buvo surenkamas j $vary
mégintuvélj, o pati kolonélé praplaunama su 10 mL uznesimo ir praplovimo
buferiniu tirpalu. Eliucijos metu ant kolonélés buvo uznesama 10 mL eliucijos
buferinio tirpalo ir renkamos gryninimo frakcijos (po 500 pL). I surinktus
méginius pridedama po 10 pL 0,1 mol/L Tris-HCI tirpalo (pH 8), viskas
iSmaiSoma ir su spektrofotometru ,,NanoDrop* (Thermo Fisher Scientific)
iSmatuojamos baltymy koncentracijos. Tos gryninimo frakcijos, kuriose
nustatyta didziausia baltymy koncentracija, buvo apjungtos ir dializuotos pries
PBS tirpala (100 pL méginio reikia 100 mL PBS) per naktj 4 °C temperatiiroje.
Ryte buvo surenkami méginiai, iSmatuojamos antikiny koncentracijos su
spektrofotometru ,,NanoDrop* (Thermo Fisher Scientific), filtruojami
naudojant 0,45 um PVDF filtrg ir saugomi 4 °C temperatiiroje. Tuo tarpu
kolonélé po eliucijos buvo praplaunama su 10 mL uzneSimo ir praplovimo
buferiniu tirpalu, tada su distiliuotu vandeniu ir uzpildoma 20 % etanolio
tirpalu, saugoma 4 °C temperatiiroje.

2.2.5. Antiktiny zyméjimas krieny peroksidaze

ISgryninti MAK (1 mg) dializuojami prie§ natrio karbonatinj buferinj
tirpala (pH 9,5) per naktj 4 °C temperaturoje. Ryte 1 mg krieny peroksidazés
(HRP) buvo istirpinama 0,2 mL distiliuoto vandens, sumaisoma su 50 pL 0,2
mol/L NalQ; tirpalu ir 20 min inkubuojama kambario temperataroje (RT),
maiSant tamsoje. Po to aktyvuotas peroksidazés tirpalas buvo nudruskinamas
per Sephadex G-25 kolonéle (Cytiva), kuri pries tai buvo praplauta 1 mmol/L
natrio acetatiniu buferiniu tirpalu. Nudruskinta peroksidazé buvo sumaisoma
su antikiiny tirpalu ir pridedama 1/10 tiirio 0,2 mol/L natrio karbonato
buferinio tirpalo, kad tirpalo pH biity apie 9,5. Viskas gerai iSmaiSoma ir 2 h
inkubuojama RT ant purtyklés. Tada j tirpalg pridedama NaBHa (iki galutinés
koncentracijos 0,4 mg/mL) ir toliau inkubuojamas 2 h 4° C temperatiiroje, ant
purtyklés tamsoje. Véliau peroksidazés ir antikiino tirpalas buvo
dializuojamas prie§ PBS tirpalg per naktj 4° C temperatiiroje. Ryte méginys
buvo surenkamas ir pridedama BSA (iki galutinés koncentracijos 2 %) ir
glicerolio (iki galutinés koncentracijos 50 %), viskas gerai iSmaiSoma ir
saugojama —20 °C temperatiiroje.
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2.2.6. Metodai, skirti rekombinantiniy alergeny ir antikiiny tyrimams

2.2.6.1. Netiesioginé imunofermentiné analizé

Imobilizacijos buferiniame tirpale (IMBT) istirpintu antigenu, t. y.
natiiraliu arba rekombinantiniu baltymu (galutiné koncentracija 5 ug/mL) arba
alergeny ekstraktu (galutiné koncentracija 10 pg/mL), buvo padengiama 96
Sulinéliy plokstele (50 pL tirpalo j Sulinélj (uL/Sul.)) ir per naktj inkubuojama
4 °C temperatiiroje. Ryte plokstelé iSpurtoma, blokuojama su blokavimo
buferiniu tirpalu 1 x ,,Roti®-Block* tirpalu (skiestu su distiliuotu vandeniu)
(po 200 pL/8ul.) ir inkubuojama 1 h RT ant purtyklés. Plokstelé iSpurtoma, du
kartus plaunama su distiliuotu vandeniu ir inkubuojama 1 h RT ant purtyklés
arba su peliy kraujo méginiais, skiestais su PBS-T tirpalu santykiu 1:200—
1:145800, arba su neskiesta hibridomy augimo terpe, arba su iSgrynintais
MAK (galutiné koncentracija 5 pg/ml, istirpintais PBS-T) (50 pL/Sul.). Po to
plokstelé iSpurtoma, plaunama penkis kartus su PBS-T tirpalu, skiestu
santykiu 1:1 su distiliuotu vandeniu, ir du kartus su distiliuotu vandeniu. Tada
pilama po 50 pL/Sul. ozkos antikiiny prie§ pelés IgG, konjuguoty su HRP
,Goat Anti-Mouse 1gG (H + L)-HRP* (Biorad), 5000 karty skiesty su PBS-T
tirpalu, ir inkubuojama 1 h RT ant purtyklés. ISpurCius plokstele ir ja
praplovus penkis kartus su skiestu PBS-T tirpalu ir du kartus su distiliuotu
vandeniu, jpilama po 50 uL/Sul. 3,3 ', 5,5'-tetrametilbenzidinas (TMB)
substrato ir 10—15 min inkubuojama tamsoje. Fermentiné reakcija sustabdoma
ipylus 25 pL/8ul. 3,6 % H2SO4 tirpalo. Su spektrofotometru ,,Multiskan GO*
(Thermo Fisher Scientific, JAV) buvo iSmatuojamas optinis tankis (OT) esant
450 nm ir palyginamajam 620 nm bangos ilgiams, o rezultatai analizuojami
naudojant ,,Skanlt“ (Thermo Fisher Scientific, JAV) ir ,,Origin Pro 8.0”
(OriginLab) kompiuterines programas.

Norédami jvertinti, ar sU rekombinantiniai alergenai saveikauja Zuviai
alergisky pacienty serumuose esantys IgE, 96 Sulinéliy plokstelé buvo
inkubuojama per naktj 4 °C temperattroje su rekombinantiniai baltymais (50
pL/8ul.), istirpintais IMBT (galutiné koncentracija 5 pg/mL). Po blokavimo
plokstelés buvo iSpurtoma, praplaunama su distiliuvotu vandeniu ir
inkubuojama su Zmogaus serumo meéginiais, kuriems buvo patvirtinta alergija
zuviai (PlasmaLab International, JAV). Méginiai buvo skiedZiami santykiu
1:10-1:90 su RotiBlock-T (1 x ,,Roti®-Block* su 0,1 % Tween-20) tirpalu,
iSpilstomi | plokstelés Sulinélius (50 pL/Sul.) ir viskas 2 h purtoma ant
purtyklés RT. Po to plokstelé buvo i$purtoma ir praplaunama su skiestu PBS-
T tirpalu ir tada su distiliuotu vandeniu. | plokstelés Sulinélius buvo pilama po
50 pL/8ul. pelés antikiiny prie§ zmogaus IgE Fc, konjuguoty su HRP
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(SouthernBiotech), 1000 karty skiesty su RotiBlock-T tirpalu, ir toliau
inkubuojama 1 h RT ant purtyklés. Plokstelés plovimas ir fermentiné reakcija
buvo atlikta kaip apraSyta auksc¢iau.

Norédami istirti kalcio ir magnio jony jtaka MAKk prisijungimui prie
parvalbuminy, 96 Sulinéliy plokstelé buvo padengiama (50 pL/Sul.)
rekombinantiniais baltymais (galutiné koncentracija 5 pg/mL), istirpintais
IMBT arba Ca*-IMBT (turin¢io kalcio ir magnio jony), ir per naktj
inkubuojama 4 °C temperatiiroje. Po blokavimo plokstelés buvo iSpurtoma,
praplaunama su distiliuotu vandeniu ir inkubuojama 1 h RT ant purtyklés su
PBS-T skiestais iSgrynintais MAk (galutiné koncentracija 5 pg/mL).
Inkubacija su ozkos antikiinais prie§ pelés IgG, konjuguotais su HRP, ir
fermentiné reakcija buvo atliktos kaip aprasyta auksciau.

2.2.6.2. Antikainy poklasio ir tariamosios giminingumo konstantos (Ka)
nustatymas

MAKk klasés ir poklasiai buvo nustatyti netiesioginés IFA metodu,
naudojant komercinj rinkinj ,,BD Mouse Immunoglobulin Isotyping ELISA
Kit*“ (BD Biosciences) pagal gamintojo rekomendacijas.

MAK tariamoji giminingumo konstanta (Kg) irgi buvo nustatoma
netiesioginés IFA metodu. 96 Sulinéliy plokstelé buvo inkubuojama per naktj
4 °C temperattiroje su naturaliu arba rekombinantiniu baltymu (50 pL/Sul.),
i$tirpintu IMBT (galutiné koncentracija 5 pg/mL). Po blokavimo plokstelés
buvo iSpurtoma, praplaunama su distiliuotu vandeniu ir j Sulinélius pridedama
po 150 uL isgryninty MAK, skiesty su PBS-T tirpalu, kurie buvo titruojami
iSilgai plokstelés eilute (nuo 3,3 x 10® mol/L iki 1,863 x 10 mol/L
koncentracijos) ir inkubuojama 1 h RT ant purtyklés. Inkubacija su 0zkos
antikiinais pries pelés IgG, konjuguotais su HRP, ir fermentiné reakcija buvo
atliktos kaip apraSyta 2.2.6.1. skyriuje.

2.2.6.3. Tiesioginé imunofermentiné analizé

Siekdami jvertinti, ar krieny peroksidaze zyméti MAk sgveikauja su
antigenais, atlikome tiesioging IFA. IMBT iStirpintu natiiraliu arba
rekombinantiniu baltymu (galutiné¢ koncentracija 5 pg/mL) yra padengiama
96 Sulinéliy plokstelés Sulinéliai (50 pL/$ul.) ir inkubuojama per naktj 4 °C
temperattiroje. Po blokavimo plokstelés buvo iSpurtoma, praplaunama su
distiliuotu vandeniu ir j Sulin¢lius pridedama HRP Zyméto MAK, skiesto su
PBS-T tirpalu santykiu 1:100-1:12800, ir inkubuojama 1 h RT ant purtyklés.
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Plokstelés plovimas ir fermentiné reakcija buvo atlikta kaip apraSyta 2.2.6.1.

skyriuje.
2.2.6.4. Konkurenciné imunofermentiné analizé

Norédami nustatyti, ar sukurti MAk tarpusavyje konkuruoja dél
prisijungimo prie antigeno ar atpazjsta skirtingas antigeno sritis, buvo atlikta
konkurenciné IFA. 96 Sulinéliy plokstelés Sulinéliai (50 pL/Sul.) buvo
padengti IMBT istirpintu nattraliu arba rekombinantiniu baltymu (galutiné
koncentracija 5 pg/mL) ir inkubuojama per naktj 4 °C temperatiiroje. Atlikus
blokavimg ir praplovus ploksteles su distiliuotu vandeniu, j Sulinélius buvo
pridedama po 50 puL neskiestos hibridomy augimo terpés ir inkubuojama 1 h
RT ant purtyklés. Po to plokstelé neiSpurtoma, ant Sulinéliuose esancios terpés
pilama po 50 pL/Sul. HRP zyméty MAK, skiesty su PBS-T tirpalu santykiu,
kuris buvo nustatytas tiesioginés IFA metodu, ir toliau inkubuojama 1 h RT
ant purtyklés. Plokstelés plovimas ir fermentiné reakcija buvo atlikta kaip
aprasyta 2.2.6.1. skyriuje.

2.2.6.5. Dviepitopé imunofermentiné analizé

Nustatyti MAK porai, sudarytai i§ dviejy antikiiny, atpazjstanciy ta patj
antigena, bet prisijungian¢iy prie skirtingy jo epitopy, buvo atlikta dviepitopé
IFA. PBS buferiniame tirpale iStirpintu i$grynintu MAKk; (galutiné
koncentracija 5 pg/mL) yra padengiama 96 sulinéliy plokstelés Sulinéliai (50
pL/8ul.) ir inkubuojama per naktj 4 °C temperattiroje. Po blokavimo plokstele
buvo iSpurtoma, praplaunama su distiliuotu vandeniu ir j Sulinélius pridedama
po 150 pL rekombinantinio baltymo, skiesto su PBS-T tirpalu, kuris buvo
titruojami iSilgai plokstelés eilute (nuo 5 pg/mL iki 6,86 x 102 pg/mL
koncentracijos) ir inkubuojama 1 h RT ant purtyklés. Tada plokstelé buvo
iSpurtoma ir praplaunama su skiestu PBS-T tirpalu ir distiliuotu vandeniu. |
plokstelés Sulinélius buvo pilama po 50 puL/Sul. HRP zyméto MAk, (HRP-
MAK:), skiesto su PBS-T tirpalu santykiu, kuris buvo nustatytas tiesioginés
IFA metodu, ir toliau inkubuojama 1 h RT ant purtyklés. Plokstelés plovimas
ir fermentiné reakcija buvo atlikta kaip aprasyta 2.2.6.1 skyriuje.

Pasirinkus MAk porag buvo vykdomas dviepitopés IFA metodo
optimizavimas. Metodas atlickamas pagal pateikta protokola, tik keiciant
jvairius parametrus yra parenkamos optimaliausios salygos:

1) skirtingos IFA 96 Sulinéliy plokstelés, kurios skiriasi savo gebéjimu
suristi baltymus: 600-650 ng/cm? (Thermo Fisher Scientific) ir 250
ng/cm? (Nerbe plus).
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2) MAK; tirpinamas PBS arba IMBT;

3) skirtinga galutiné iStirpinto MAk; koncentracija ploksteléje (3, 5 arba
8 pg/mL);

4) skirtingi blokavimo buferiniai tirpalai (1 x ,,Roti®-Block®, 2 % BSA
(tirpintas PBS), 4 % pieno milteliai (tirpinti PBS));

5) skirtingi HRP-MAK; skiedimai (nuo 1:50 iki 1:1000).

Atlikus dviepitopés IFA optimizavima, metodas buvo pritaikytas
parvalbuminy nustatymui jvairiuose alergeny ekstraktuose. Plokstele
padengus MAK; (galutiné koncentracija 5 pg/mL) ir po to ja uzblokavus 1 X
,»Roti®-Block* tirpalu, iSilgai plokstele buvo titruojamas rekombinantinis
baltymas (nuo 8 pg/mL iki 1,35 x 10* ug/mL koncentracijos), kuriuo
remiantis buvo bréziama kalibraciné kreivé. Kartu su rekombinantiniu
baltymu buvo inkubuojami alergeny ekstraktai (50 pL/Sul., galutiné
koncentracija 15 ug/mL). Plokstele praplovus, ji buvo inkubuojama su HRP-
MAK;, skiesto su PBS-T tirpalu santykiu 1:80 arba 1:800. Gauti rezultatai
analizuoti programomis nurodytomis 2.2.6.1. skyriuje, 0 sukurtos dviepitopés
IFA jautrumas apskaiciuotas remiantis pateikta metodika (Armbruster and
Pry, 2008; Shrivastava, 2011). Parvalbuminy kiekiai analizuotuose
ekstraktuose apskaiCiuoti statistinés analizés programa ,,Origin Pro 8”
(OriginLab).

2.2.6.6. Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje
denatiiruojanciomis saglygomis

Baltymy elektroforezé buvo atlikta poliakrilamidiniame gelyje,
sudarytame 1§ virSutinio 4 % koncentruojamo gelio ir apatinio 12 %
skiriamojo gelio. Pirmiausia buvo paruoSiamas apatinis skiriamasis gelis,
kuriam sustingus buvo supilamas koncentruojamo gelio tirpalas, jstatomos
»sukos®, reikalingos Sulinéliy formavimuisi, ir laukiama kol gelis sustings.
Tuo buvo paruosti méginiai: baltymy (1 pg), alergeny ekstrakty (10 pg) arba
10 uL bakterijy lizato, buvo sumaiSomi su 5 X ,,Reducing Sample Buffer”
(Thermo Fisher Scientific) ir kaitinami 10 min 100 °C temperatiiroje. Sustingg
geliai buvo jstatomi j elektroforezés aparata, pripilama baltymy elektroforezés
buferinio tirpalo ir atsargiai i§Simamos ,,Sukos®. | susiformavusius Sulinélius
suleidziami meéginiai ir molekulinés masés standartas (Thermo Fisher
Scientific). Baltymy elektroforezé buvo vykdoma 80 V jtampoje, kol baltymai
per¢jo | koncentruojama gelj, o veliau tgsiama esant 110-150 V jtampai.
Pasibaigus elektroforezei skiriamasis poliakrilamido gelis buvo atskiriamas
nuo koncentruojamo, plaunamas su distiliuvotu vandeniu ir daZomas
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»PageBlue™ Protein Staining Solution” (Thermo Fisher Scientific) baltymy
dazymo tirpalu per naktj RT, o véliau atplaunamas su distiluotu vandeniu.

2.2.6.7. Imunoblotas

Po baltymy elektroforezés, skiriamasis poliakrilamidinis gelis buvo
atskiriamas nuo koncentruojamo ir jmerkiamas j indg su baltymy pernesimo
buferiniu tirpalu. Atsikerpami keli reikiamo dydZio filtrinio popieriaus lakstai
ir PVDF membrana, kuri yra suvilgoma metanoliu, o tada viskas perkeliama j
inda su baltymy perneSimo buferiniu tirpalu ir inkubuojama ant purtyklés
kelias minutes. Ant imunobloto aparato teigiamo elektrodo buvo dedamas
vienas filtrinis popieriaus lakStas, ant jo membrana, tada gelis, o ant jo
uzdedamas antras filtrinio popieriaus lakstas. Naudojant stikling lazdelg buvo
iSstumiami susidare oro burbulai. Viskas suslegiama su imunobloto aparato
neigiamu elektrodu ir parenkamas elektros srovés stipris (I cm?-1 mA).
Baltymy pernesimas ant membranas buvo vykdomas 60 min. Po pernaSos
membrana praplaunama su PBS-T tirpalu ir tada blokuojama su blokavimo
tirpalu per naktj 4 °C temperatiiroje. Tuo tarpu poliakrilamidinis gelis buvo
praplaunamas su distiliuotu vandeniu ir daZomas baltymy dazymo tirpalu per
naktj RT, o véliau atplaunamas distiluotu vandeniu.

Po blokavimo membrana praplaunama du kartus su PBS-T tirpalu ir
inkubuojama arba su hibridomy augimo terpe (skiesta du kartus), arba su
i8grynintais MAk (galutiné koncentracija 5 ug/mL), arba su HRP zymétais
MAKk (skiestais 500 karty), arba su PAk (skiestais 1000 karty) 1 h RT ant
purtyklés. Terpés ir antikiinai skiedziami Su blokavimo tirpalu, turin¢iy 0,1 %
Tween-20. Membrana praplaunama 5 kartus su PBS-T ir po to inkubuojama
su ozkos antikiinais pries pelés IgG, konjuguotais su HRP (Biorad), skiestais
4000 karty su blokavimo tirpalu, turinéiy 0,1 % Tween-20, ir inkubuojama 1
h RT ant purtyklés. Membrana praplaunama 5 kartus su PBS-T ir rySkinama
su TMB substratu, skirtu imunoblotui ,,NeA-Blue Precipitating Substrate”
(Clinical Science Products), inkubuojant 5 min ant purtyklés. Reakcija
sustabdoma membrang plaunant kelias minutes su distiliuotu vandeniu.
Isdziovinus membrang ji yra nuskenuojama.

Tiriant Zuviai alergisky pacienty kraujo serumuose esanc¢iy IgE saveika su
zuvy ekstraktais, po blokavimo membrana buvo inkubuoja 1 h RT ant
purtyklés su serumais skiestais santykiu 1:50 su blokavimo tirpalu, turinéiy
0,1 % Tween-20. Praplovus membrang, kaip apraSyta auks$ciau, ji buvo
inkubuojama 1 h RT ant purtyklés su pelés antikiinais prie§ zmogaus IgE Fc-
HRP (SouthernBiotech) skiestais santykiu 1:1000 su blokavimo tirpalu,
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turinciy 0,1 % Tween-20. Praplovimai ir membranos ryskinimas atliktas kaip
apraSyta auksciau.

2.2.6.8. Taskinis blotas

Ant atkirptos PVDF membranos juostelés (5 x 0,5 cm), suvilgytos
metanoliu, buvo laSinami meéginiai: po 2 puL rekombinantiniy baltymy ir po 5
pL alergeny ekstrakty (galutiné koncentracija 1 pg/uL, skiesdziama su PBS).
Membrana buvo dZiovinama ~5 min RT ir po to blokuojama su imunobloto
blokavimo tirpalu per naktj 4 °C temperatiiroje. Tada membrana praplaunama
du kartus su PBS-T tirpalu ir inkubuojama 1 h RT ant purtyklés su iSgrynintais
MAKk (galutiné koncentracija 5 pg/mL) skiestais su blokavimo tirpalu, turin¢iy
0,1 % Tween-20. Praplovimai, inkubacija su oZkos antikiinais pries pelés IgG,
konjuguotais su HRP (Biorad), ir membranos rySkinimas atliktas kaip
aprasyta 2.2.6.7. skyriuje.

Atliekant taskinj blota su Zuviai alergi§ky pacienty serumo méginiais, ant
nitroceliuliozinés membranos juosteliy (5 x 0,5 cm) buvo laginami méginiai:
po 2 uL iSgryninty rekombinantiniy MBP-Cyp c 2 ir MBP baltymy (galutiné
koncentracija 1 pg/mL) ir po 2 pL denatiiruoto (virto 10 min 100 °C)
rekombinantinio MBP-Cyp ¢ 2 baltymo (galutiné koncentracija 0,1, 0,5 ir 1
ug/mL). Méginiai buvo skiesdZiami su PBS. I§dziovinus membrang (20-30
min RT), ji buvo blokuojama su blokavimo tirpalu 2 h RT ant purtyklés. Po to
membrana inkubuojama 2 h RT ant purtyklés su pacienty serumo méginiais
skiestas santykiu 1:30 su PBS-T tirpalu, turin¢iu 2 % BSA. Po keliy plovimy
su PBS-T, membrana buvo inkubuojama 1 h RT ant purtyklés su pelés
antikiinais prie§ zmogaus IgE Fc-HRP (SouthernBiotech) skiestais santykiu
1:1000 su PBS-T tirpalu, turin¢iu 2 % BSA. Atlikus plovimg su PBS-T,
membranos rySkinimas atliktas kaip aprasyta 2.2.6.7. skyriuje.

2.2.6.9. Imunoprecipitacija

100 pL sefarozés sorbento ,,rProtein A Sepharose Fast Flow* (Cytiva)
buvo plaunama 5 kartus su 0,1 mol/L Tris-HCI buferiniu tirpalu. Tarp plovimy
centrifuguojama 2 min esant 3000 x g greiciui. Po paskutinio plovimo sefarozé
suspenduojama 200 puL 0,1 mol/L Tris-HCI buferiniame tirpale, sumaiSoma
su 0,5 mg iSgryninto MAk ir 1,5 h inkubuojama ant purtyklés RT. Po
inkubacijos méginys centrifuguojamas 5 min esant 3000 x g greiciui,
supernatantas nupilmas ir nuosédos 4 kartus praplaunamos su 1 mL PBS
tirpalu, centrifuguojant 5 min esant 3000 x g grei¢iui. Po paskutinio plovimo
nuosédos suspenduojamos 200 upl. PBS, po lygiai iSdalinamos i
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mégintuvélius, kuriuose yra i$spilstyti alergeny ekstraktai (po 50 pL), ir viskas
inkubuojama per naktj 4 °C temperatiroje purtant. Po to méginiai
centrifuguojami 5 min esant 3000 x g grei¢iui 4 °C temperatiroje,
supernatantai nupilami ir nuosédos 4 kartus plaunamos su PBS. Po paskutinio
plovimo nuosédos suspenduojamos 100 upl. PBS. Paruosti méginiai
analizuojami baltymy elektroforezés ir imunobloto metodais.

2.2.7. Rekombinantiniy alergeny hidrolizé TEV proteaze

8 ug rekombinantinio alergeno buvo sumaiSoma su TEV proteaze
(santykiu 1:20) ir inkubuojama per naktj RT. ParuoStas miSinys analizuojamas
baltymy elektroforezés ir imunoblotingo metodais.

2.2.8. Alergeny ekstrakty ruosimas laboratorijos saglygomis

Skirtingy Zzuvy rusiy, vistienos ir kiaulienos alergeny ekstraktai buvo
ruoSiami i§ raumens audinio. 1-3 g raumens audinio buvo homogenizuota
atSaldytame PBS tirpale, turin¢iame 0,15 mol/L NaCl, naudojant stiklinj
Daunco homogenizatoriy (galutinis méginio taris buvo 15 mL). Gautas
méginys centrifuguojamas 15 min esant 4000 x g greiciui, supernatantas
surenkamas ir saugomas ~ 1 mén. 4 °C temperatiiroje, o ilgesniam saugojimui
laikomas —20 °C temperatiiroje.

Kepimo mieliy misinys buvo paruostas istirpinus 300 mg mieliy 1 mL PBS
tirpale, turin¢iame 0,15 mol/L NaCl. Paruostas miSinys saugomas irgi ~ 1
mén. 4 °C temperatiroje, o ilgesniam saugojimui —20 °C temperatiiroje.

Virtos ir keptos zuvies (karpio ir argentinings jiiry lydekos) ekstraktai buvo
paruosti kaip aprasyta auksciau, tik buvo ruo$iama i§ 5 min virtos arba 5 min
keptos Zuvies.

Baltymy koncentracijos paruoStuose ekstraktuose buvo nustatytos
Bradfordo metodu.

2.2.9. Baltymy koncentracijos nustatymas Bradfordo metodu

Pirmiausiai buvo paruosti skirtingos koncentracijos BSA standarto
méginiai (2; 1,5; 1; 0,75; 0,5 ir 0,2 mg/mL) ir tada tiriamieji méginiai, kurie
buvo skiesti 2, 4 arba daugiau karty su PBS tirpalu, turin¢iu 0,15 mol/L NaCl.
Paruosti méginiai buvo jneSami j IFA plokstelés Sulinélius (po 5 ul/$ul.) ir tada
ipilama po 250 pl ,,Bradfordo” reagento (Thermo Fisher Scientific). Plokstelé
inkubuojama 5 min purtant RT ir su spektrofotometru ,,Multiskan GO*
(Thermo Fisher Scientific) buvo i8$matuojamas OT esant 595 nm bangos ilgiui.
Gauti rezultatai analizuoti programa ,,Origin Pro 8.0” (OriginLab), kurios
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pagalba remiantis BSA standarto méginiy gautais OT rezultatais buvo
bréziama kalibraciné kreivé ir nustatomos baltymy koncentracios méginiuose.
Matavimai atlikti su pakartojimais.

2.2.10. Bioinformatiniai metodai

Align (https://www.uniprot.org/align) — jrankis baltymy aminoragsciy
seky palyginimui.

Benchling (https://www.benchling.com/) — internetinis jrankis vektoriy ir
1 juos jklonuoty DNR fragmenty analizei.

ExXPASy compute pl/Mw tool (https://web.expasy.org/compute pi/) —
internetinis jrankis apskaiciuoti teorinei baltymy molekulinei masei (MW) ir
jvertinti izoelektrinj taska (pl).

ExPASYy translate tool (https://web.expasy.org/compute_pi/) — internetinis
jrankis nukleotidy (DNR/RNR) sekos vertimui ] baltymo aminoriigsciy seka.

GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) — duomeny bazé
informacijai apie alergenus koduojancias DNR sekas.

GraphPad Prism 9 (GraphPad Software) — programiné jranga statistinei
analizei, duomeny apdorojimui ir vaizdavimui.

Microsoft Excel 2016 (Microsoft Office) — programa statistinei analizei,
duomeny apdorojimui ir vaizdavimui.

Multiple Primer Analyzer (https://www.thermofisher.com) — jrankis
pradmeny kiirimui ir analizei.

Nucleotide BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) — jrankis
nukleortigséiy seky palyginimui.

Origin Pro 8.0 (OriginLab) — programa statistinei analizei, duomeny
apdorojimui ir vaizdavimui.

Paint 3D (Microsoft) — programiné jranga paveiksléliy vizualizavimui ir

schemy kiirimui.

SoftMax Pro 4.0 (Molecular Devices) — programiné jranga duomeny
apdorojimui ir vaizdavimui.

WHO/IUIS alergeny nomenklatiira (http://www.allergen.org/) ir Uniprot
(https://www.uniprot.org/) — duomeny bazés informacijai apie alergenus ir jy

aminoriagsciy sekas.

Ivertinti, ar kalcio ir magnio jonai turéjo jtakos MAKk prisijungimui prie
antigeno, analizuotos méginiy grupés buvo lyginamos naudojant Stjudento t
testg. Jeigu p < 0,05, skirtumas tarp méginiy grupiy yra statistiskai
reikSmingas. Duomenys analizuoti naudojantis ,,GraphPad Prism 97
programine jranga.
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3. REZULTATAIIR JU APTARIMAS

Zuvis yra vienas i§ maisto alergeny Saltiniy, galin¢iy pacientams sukelti
Jvairius alergijos simptomus (pvz., alerging sloga, viduriavima, dilgéline) ar
net anafilaksinj Soka. Alergija Zuviai gali sukelti Zuvies mésoje, kauluose,
odoje, ikruose aptikami jvairGs alergenai: B-parvalbuminas, [B-enolaze,
aldolazé A, tropomiozinas, kolagenas ir vitelogeninas. Sio darbo metu E. coli
bakterijose buvo susintetinta kolekcija rekombinantiniy alergeny, suliety su
maltoze suriSanciu baltymu (MBP): 11 skirtingy zuvy rasiy B-parvalbuminy,
paprastojo karpio f-enolazé, Kaliforninio Sakadancio ryklio a-parvalbuminas
ir vistos o-parvalbuminas. ISgryninty naujy rekombinantiniy alergeny
alergeniSkumas buvo jvertintas naudojant Zuviai alergisky pacienty serumo
méginius.

Isijautrinusiems Zuviai pacientams patariama visiskai vengti Zuvies ir jos
produkty. Deja, kartais tai sunku padaryti, nes zuvies baltymais gali buti
uztersti kiti maisto produktai jy gamybos metu, todél pacientus gali iStikti
nepageidaujamos alerginés reakcijos. Siekiant jy i§vengti, kuriamos jvairios
analitinés sistemos, skirtos aptikti zuvy alergenams analizuojamuose
méginiuose. Tokiy sistemy kirimui gali biti naudojami rekombinantiniai
7uvies alergenai ir jiems specifiski MAK. Sio darbo metu, pasitelkus
hibridomy technologija buvo sukurti MAk prie§ atlantinés menkés f3-
parvalbuming, paprastojo karpio B-parvalbuming ir B-enolaze. Sukurti MAK
buvo apibiidinti taikant jvairius imunocheminius metodus. MAk prie$ zuvy
parvalbuminus kryzminis reaktyvumas buvo jvertintas su skirtingy Zuvy rasiy
ir viStos rekombinantiniais alergenais. Naudojant komercinius ir laboratorijos
sglygomis paruostus skirtingy zuvy rusiy ekstraktus, buvo jvertintas sukurty
MAk tinkamumas aptikti natiiralius alergenus analizuojamuose zuvies
ekstrakty méginiuose, taip pat vistienos ir kiaulienos ekstraktuose. Kadangi
MAKk prie§ zuvy parvalbuminus pasizyméjo pla¢iu kryzminiu reaktyvumu,
buvo nuspresta juos pritaikyti kuriant dviepitopg IFA, skirta parvalbuminy
aptikimui Zuvy ekstraktuose.

3.1. Rekombinantiniy alergeny sintez¢é ir gryninimas

Pirmiausia buvo susintetinti rekombinantiniai alergenai, skirti
monokloniniy antikingy (MAKk) kiirimui: paprastojo karpio B-parvalbuminas ir
B-enolazé. Rekombinantiniy alergeny sintezei buvo pasirinkta E.coli raiskos
sistema ir pET28-MBP-TEV vektorius (Addgene), kur tikslinés alergeny
aminorugsciy sekos buvo jterpiamos tarp TEV proteazés atpazinimo ir
hidrolizés srities (angl. TEV-site) ir Sesiy histidiny uodegos (angl. 6xHis-tag).
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Tokiu budu buvo susintetinami rekombinantiniai baltymai, turintys N-gale
prijungta maltoze suriSantj baltymg (MBP). MBP baltymas yra vienas i$
dazniausiai naudojamy suliejimo partneriy vykdant baltymy sinteze bakterijy
raiSkos sistemose. Pastebéta, kad suliejus norimag baltyma su MBP yra
padidinamas jo tirpumas ir yra skatinamas tinkamas baltymo strukttros
formavimas. Be to, sulietus baltymus galima gryninti afininés
chromatografijos metodu naudojant amilozés sorbenta, su kuriuo sgveikauja
MBP baltymas (Waugh, 2016; Terpe, 2003). Pavyzdziui, rekombinantiniy
berzo ziedadulkiy (Bet v 1), Zemés rieSuto (Ara h 2), brazilinio kau¢iukmedzio
(Hev b 1), gauruotosios sojos (Gly m 3) alergeny struktiros ir savybiy
tyrimams buvo susintetinti rekombinantiniai alergenai sulieti su MBP (van
Neerven et al., 1998; Mueller et al., 2011; Yeang et al., 1996; Lorenz et al.,
2001).

IS paprastojo karpio raumens buvo iSskirta iRNR, kuri buvo panaudota
kopijinés DNR (kDNR) sintezei. Naudojat sukurtus pradmenis ir KDNR buvo
susintetintos karpio B-parvalbuming (342 baziy pory (bp) ilgio) ir B-enolazg
(1317 bp ilgio) koduojancios DNR sekos, kurios po to buvo jterptos j pJET1.2
(Thermo Fisher Scientific) vektoriy. Tolimesniems darbams buvo atsirinktos
tos rekombinantinés plazmidés, kuriose jterptos alergenus koduojan¢ios DNR
sekos sutapo arba su paparastojo karpio B-parvalbumino arba [-enolazé
sekomis, t. y. sekos buvo palygintos su GenBank duomeny bazéje esanc¢iomis
paprastojo  karpio viso genomo sekomis: LHQP01000860.1 ir
LHQP01019434.1. I8 pasirinkty plazmidziy DNR fragmentai buvo iskirpti su
restrikcijos endonukleazémis (RE) ir jterpti i kirpta pET28-MBP-TEV
vektoriy, kad biity susintetinti rekombinantiniai baltymai, sulieti su MBP (3.1
pav.). Rekombinantiniy paprastojo karpio alergeny biosinteze atliko dr. Milda
Pleckaityté.

Rekombinantiniai kity zuvy rsiy parvalbuminai ir vistos a-parvalbuminas
buvo susintetinti kaip ir karpio alergenai, tik parvalbuminus koduojancios
DNR sekos buvo gautos i§ Invitrogen (JAV), t. y. jos buvo susintetintos pagal
sekas, pateiktas WHO/IUIS alergeny nomenklatiiros ir Uniprot duomeny
bazése. Sios susintetintos DNR sekos 5° gale turi BamHI, o 3° gale Xhol RE
atpazinimo sritis, ir buvo jterptos i pMA-RQ vektoriy. Naudojant RE DNR
sekos buvo iskirptos i§ pMA-RQ vektoriaus ir jterptos i pJET1.2 vektoriy
padauginimui, o tada jterptos j kirpta pET28-MBP-TEV vektoriy, kad bty
susintetinti rekombinantiniai baltymai, turintys N-gale prijungta MBP.

Sukonstruoty naujy pET28-MBP-TEV vektoriy, su jterptomis alergeny
sekomis, sekoskaita buvo atlikta VU GMC BTI Sekvenavimo centre.
Isanalizavus gautas sekas, pasirinktais konstruktais buvo transformuotos E.
coli BL21 (DE3), BL21 (DE3) Star arba Tuner (DE3) kamieno bakterijos,
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kuriuose buvo vykdoma tiksliniy baltymy raiskos indukcija (pridedant j terpe
IPTG). Rekombinantiniy alergeny sintezei naudojome trys skirtingus E. coli
kamienus, siekdami pasizitréti, kuris lemia efektyvesne alergeny sinteze. E.
coli BL21 (DE3) ir BL21 (DE3) Star kamienai turi ADE3 (rekombinantinj
faga), kuris turi T7 RNR polimerazés gena, kontroliuojamg LacUV5
promotoriaus, ir yra naudojami vektoriams, kur baltymy sintezé vyksta nuo
T7 promotoriaus. BL21 (DE3) Star kamienas nuo BL21 (DE3) skiriasi tuom,
kad turi mutacijg rnel31 gene, kas manoma padidina iRNR stabilumag ir kartu
dar padidina baltymy sintezés efektyvumg. Tuo tarpu E. coli Tuner (DE3)
kamienas turi ADE3 ir laktozés permeazés (angl. lac permease (lacY)) geno
delecija. Be to, baltymy sintezé gali biiti reguliuojama keic¢iant IPTG kieki,
kuomet yra vykdomas tiksliniy baltymy raiskos indukcija (Hayat et al., 2018).

<1 1ac1 promate.

BamHI

pET28-MBP-TEV-Cypc1

6768 bp
Xhol

3.1 pav. Sukonstruoto naujo pET28-MBP-TEV-Cypcl vektoriaus, koduojancio
rekombinantinj MBP-Cyp ¢ 1 baltyma, schema. TEV site — TEV proteazés hidrolizés
sritis; MBP — genas, koduojantis MBP baltymg; Cyp ¢ 1 — genas, koduojantis
paprastojo karpio f-parvalbuming (342 pb). Schema sukurta naudojantis ,,Benchling*
internetiniu jrankiu.

Atlikus indukcija, bakterijy lizaty méginiai buvo analizuojami pries ir po
indukcijos baltymy elektroforezé denatiiruojanéiomis sglygomis (SDS-
PAGE) metodu (3.2 pav.). Siekiant jvertinti, ar bakterijose vyko tiksliniy
baltymy raiska, teorinés rekombinantiniy alergeny molekulinés masés (MW)
buvo palygintos su nustatytomis MW i§ baltymy elektroforezés geliy
nuotrauky, pagal molekulinés masés standarta (Thermo Fisher Scientific).
Gauti rezultatai parodé, kad visuose trijuose E. coli kamienuose po indukcijos
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buvo sintetinami rekombinantiniai alergenai, sulieti su MBP, kuriy MW masé
sutapo su apskaiciuota teorine MW.

wa M1 1 2 3 4 oM 1 2 1 2 3 4
g 1
o - c— -

MBP-Cyp ¢ 2 MBP-Gal d 8 MBP-Gad m 1 MBP-Lep w 1

3.2 pav. Rekombinantiniy alergeny sintezés skirtinguose E. coli kamienuose analizé
ir baltymy tirpumo jvertinimas SDS-PAGE metodu. M — baltymy molekulinio svorio
standartas (PageRuler™ Prestained Protein Ladder, 10 to 180 kDa, Thermo Fisher
Scientific); 1 — bakterijy lizatas pries§ indukcijg; 2 — bakterijy lizatas po indukcijos; 3
— suardytos bakterijy biomasés nuosédos; 4 — suardytos bakterijy biomasés tirpus
supernatantas. Rekombinantiniy alergeny MBP-Cyp ¢ 2 ir MBP-Gad m 1 sintezé
vykdyta E. coli Tuner (DE3), MBP-Gal d 8 — E. coli BL21 (DE3) ir MBP-Lep w 1 —
E. coli BL21 (DE3) Star kamiene.

IS viso Sio darbo metu buvo susintetinta 14 rekombinantiniy alergeny,
suliety su MBP baltymu: paprastojo karpio B-enolazg, 11 skirtingy zuvy risiy
B-parvalbuminy ir du a-parvalbuminai: ryklio ir vistos (3.1 lentelé).

Pirmiausia buvo susintetinti rekombinantiniai paprastojo karpio B-
parvalbuminas (MBP-Cyp ¢ 1) ir B-enolazé¢ (MBP-Cyp ¢ 2), kurie buvo
naudojami MAK karimui. Paprastasis karpis yra viena i§ dazniausiai
vartojamy ir kartu tai yra viena i$ placiausiai tirty zuvy rusiy pasaulyje.
Ankstesniuose tyrimuose buvo parodyta, kad karpio B-parvalbuminas yra
svarbus maisto alergenas, turintis IgE epitopus, biidingus ir kity zuvy rtsiy
(pvz., tuno, menkés, lasisos) B-parvalbuminams, todél Sis alergenas galéty buti
pritaikytas diagnozuojant alergija zuviai (Bugajska-Schretter et al., 2000).
Siekiant pritaikyti §] Zuvies alergeng tyrimams, buvo susintetintas
rekombinantinis B-parvalbuminas (rCyp c¢ 1) ir net buvo kiriamas
hipoalerginis variantas imunoterapijai (Swoboda et al., 2002b, Swoboda et al.,
2007). Taciau iki $iol nebuvo atlikta jokiy tyrimy, susijusiy su karpio -
enolaze.

Po to buvo susintetinti jvairiy zuvy rasiy B-parvalbuminai. Dauguma
pasirinkty zuvy rii$iy yra vienos i§ labiausiai zinomy Zzuvy rusiy pasaulyje
(pvz., atlantiné lasisa, vaivorykstinis upétakis, siaminé pangasija). Be to,
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3.1 lentelé. Sarasas rekombinantiniy alergeny, kurie buvo susintetinti ir analizuoti Siame darbe.

Alergeno

Rekombinantinis MW, e MW, | Parvalbumino . e _ E.coli kamienas Duomeny bazé
pavadinimas . Alergeno 3altinis Rasis Biirys . R
alergenas (kDA) (u1s) (kDA) izoforma baltymy sintezei (alergeno seka)
MBP-Cyp c 2 91,7 Cypc2 47,5 B Paprastasis karpis Cyprinus carpio Cypriniformes Tuner (DE3) WHO/IUIS (Cyp ¢ 2.0101)
MBP-Cypc 1 55,7 Cypcl 11,5 Paprastasis karpis Cyprinus carpio Cypriniformes Tuner (DE3) WHO/IUIS (Cyp ¢ 1.0101)
MBP-Gad m 1 55,5 Gadm1 11,3 B Atlantiné menké Gadus morhua Gadiformes Tuner (DE3) WHO/llgllzl()G adm
MBP-Sal s 1 56,1 Sals1 11,9 B Atlantiné lasisa Salmo salar Salmoniformes BL21 (DE3) WHO/IUIS (Sal s 1.0101)
Vai kstini . . WHO/IUI
MBP-Onc m 1 56,1 Oncm1 11,9 B alvo_ry SHS Oncorhynchus mykiss Salmoniformes BL21 (DE3) Star ONIUIS (Gad m
upétakis 1.0101)
MBP-Cluh 1 55,9 Cluh1 11,7 B Atlantiné silké Clupea harengus Clupeiformes Tuner (DE3) WHO/IUIS (Clu h 1.0101)
MBP-Pan h 1 55,8 Panh 1 116 B Siaminé Pangasianodon Siluriformes Tuner (DE3) | WHO/IUIS (Pan h 1.0101)
pangasija hypophthalmus
MBP-Thu a 1 55,7 Thual 11,5 B GEISZS;J::EEQIS Thunnus albacares Scombriformes Tuner (DE3) WHO/IUIS (Thu a 1.0101)
Atlantiné .
MBP-Sco s 1 55,7 Scos1 11,5 B skumbré Scomber scombrus Scombriformes BL21 (DE3) Star | WHO/IUIS (Sco s 1.0101)
MBP-Eso lu 1 55,6 Esolul 11,4 B Europiné lydeka Esox lucius Esociformes BL21 (DE3) Star Uniprot (P02619)
Paprastasis Lepidorhombus . WHO/IUIS (Lep w
MBP-Lep w1 55,9 Lepwl 11,7 B megrimas whiffiagonis Pleuronectiformes | BL21 (DE3) Star 1.0101)
MBP-Seb m 1 55,6 Sebm 1 11,4 B Dldysvlsjunms Sebastes norvegicus Scorpaeniformes BL21 (DE3) Star WHO/UIS (Sebm
eSerys 1.0101)
Kaliforninis L I - .
MBP-Shark 56,1 - 11,9 a . . Triakis semifasciata | Carcharhiniformes | BL21 (DE3) Star Uniprot (P30563)
Sakadantis ryklys
MBP-Gal d 8 56,3 Gald8 12,1 o Vista Gallus domesticus Galliformes BL21 (DE3) WHO/IUIS (Gal d 8.0101)

MW, — apskaiciuotos teorinés rekombinantiniy alergeny, suliety su MBP, molekulinés masés.

MW, — alergeny molekulinés masés, nurodytos WHO/IUIS ir Uniprot duomeny bazése.
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rekombinantiniai atlantinés lasiSos, atlantinés menkés B-parvalbuminai buvo
susintetinti ir aprasyti ankstesniuose tyrimuose (Lindstrgm et al., 1996; Van
Do et al., 2003).

I Sig alergeny kolekcija taip pat jtraukéme ir Europinés lydekos ir
Kaliforninio $akadancio ryklio parvalbuminus, kurie dar iki Siol nebuvo
susintetinti. Kadangi skirtingy Zuvy riisiy p-parvalbuminy aminoriigsciy sekos
tarpusavyje sutampa daugiau nei 60 %, nor¢jome turéti kaip jmanoma
jvairesne kolekcija rekombinantiniy -parvalbuminy, priklausaunciy skirtingy
zuvy bariams. Sia kolekcija biity galima pritaikyti sukurty MAk apibadinimui
ir jvertinti galima jy kryZminj reaktyvuma su jvairiomis zuvy rasimis, arba
kaip tik nustatyti specifiskumg tik tam tikriems zuvy alergenams. Kadangi
ankstesni tyrimai parodé, kad zuviai alergiSsky pacienty serume esantys IgE
kryzminiskai reagavo su vistos a-parvalbuminu, mes nusprendéme susintetinti
ir §j parvalbuming (Gonzalez-de-Olano et al., 2012).
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3.3 pav. Isgryninty rekombinantiniy alergeny analizé SDS-PAGE metodu. M —
baltymy molekulinio svorio standartas (Thermo Fisher Scientific). MBP baltymas
44,2 kDa.

Tolimesniems darbams buvo reikalingi iSgryninti rekombinantiniai
alergenai. Kadangi baltymai buvo gryninami i§ suardyto E. coli bakterijy
biomasés tirpaus supernatanto, pirmiausia buvo jvertintas rekombinantiniy
baltymy tirpumas SDS-PAGE metodu, analizuojant supernatanto ir nuosédy
méginius gautus ultragarsu suardZius bakterijy biomases po indukcijos (3.2
pav.). I§ gauty rezultaty pastebéjome, kad visuose trijuose pasirinktuose E.
coli kamienuose didzioji dalis tiksliniy baltymy aptinkama bakterijy tirpioje
frakcijoje ir jy kiekis yra pakankamas, kad biity galima atlikti baltymy
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gryninimg. Rekombinantiniy alergeny gryninimg atliko dr. Mindaugas
Zaveckas ir doktorantas Vytautas Rudokas.

Taikant afininés chromatografijos metodg ir 1 mL ,MBPTrap™ HP*
kolonéle, uzpildyta ,,Dextrin Sepharose™ High Performance® sorbentu
(Cytiva), rekombinantiniai baltymai buvo gryninami i§ suardyto bakterijy
biomasés tirpaus supernatanto. Jy iSeiga buvo apie 4-6 mg i§ 300 mL bakterijy
biomasés. Atliekant baltymy elektroforeze ir iSanalizavimus iSgryninty
baltymy frakcijas nustatéme, kad nors méginiuose yra nedidelis kiekis
pasSaliniy baltymy, taCiau pagrindiniy alergeny kiekis ir grynumas yra
pakankamas tolimesniems tyrimams (3.3 pav.).

3.2. Rekombinantiniy alergeny alergeniskumo tyrimai

Svarbu jvertinti, ar sukurti rekombinantiniai alergenai pasiZymi
savybémis, budingomis natiiraliems alergenams. Netiesioginés [FA metodu
mes patikrinome, ar zuviai alergisky pacienty serume esantys IgE saveikauja
su musy sukurtais alergenais. Pirmiausia kraujo serumo méginius (PlasmaLab
International, JAV) iStyréme su rekombinantiniais paprastojo karpio
alergenais. Nustatyta, kad i 21 tirto méginio su B-parvalbuminu sgveikavo
14, o su B-enolaze tik 4 méginiai (S1, S3, S7 ir S17) (3.4 pav.).

3.0
S1 === $13
2.5 S2 S14
s S3 === S15
20 S4 = S16
e 55 $17
c = S6 S18
2 15+ — 57 S19
- m— S8 S20
'6 S9 =mmm 521
1.0 mes S10 C
S11 ==m N
0.5+ | | S$12
0.0 A I N II-II I 0 A Eami

MBP-Cyp ¢ 1 MBP-Cyp ¢ 2 MBP

3.4 pav. Zuviai alergisky pacienty kraujo serumuose esan¢iy IgE saveikos su
iSgrynintais rekombinantiniais paprastojo karpio B-enolaze (MBP-Cyp ¢ 2) ir B-
parvalbuminu (MBP-Cyp c 1) analizé netiesioginés IFA metodu. S1-S21: serumo
méginiai pacienty, kuriems patvirtinta alergija zuviai; C: serumo méginiai sveiky
pacienty; N —neigiama kontrolé¢, inkubacija be serumo meéginio, tik su antikiinais prie$
zmogaus IgE Fc-HRP (SouthernBiotech). Serumo méginiai buvo skiesti su
RotiBlock-T tirpalu santykiu 1:10. Zuviai alergisky pacienty serumo méginiy
matavimai atlikti be pakartojimy. C ir N méginy matavimai atlikti su pakartojimais.
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Be to, né vienas kraujo serumo méginys nereagavo su rekombinantiniu
MBP baltymu, kuris buvo naudojamas kaip neigiama kontrolé. Gauti
rezultatai parodé, kad keletas zuviai alergisky pacienty yra jsijautring ne tik
karpio B-parvalbuminui, kuris laikomas pagrindiniu karpio alergenu, bet taip
pat reagavo ir su f-enolaze. Rekombinantiniy paprastojo karpio baltymy
saveika su komerciniais kraujo seruo méginiais iStyré doktoranté Karolina
Bielske.

Zuvy B-enolazés tampa vis svarbesniu Zuvies alergenu. Jos aptinkamos
daugelio skirtingy zuvy rusiy ekstraktuose (pvz., juriniame unguryje,
megrime) ir keliy Zuvy B-enolazés (Gad m 2, Sal s 2, Pan h 2, Thu a 2)
WHO/IUIS alergeny nomenklatiiros duomeny bazéje yra pripazintos zuvies
alergenais (Argiz et al., 2019; Haroun Diaz et al., 2023; Kuehn et al., 2013).
Siekiant parodyti, kad paprastojo karpio B-enolazé yra potencialus Zuvies
alergenas, buvo atliktas taskinis blotas, kurio metu analizuota zuviai alergisky
pacienty serume esanciy IgE saveika su denatiiruotu (virtu 10 min 100 °C) ir
su natyviu rekombinantiniu MBP-Cyp ¢ 2 baltymu. Nustatyta, kad 3 i§ 21
kraujo serumo méginiy sgveikavo su natyvia baltymo forma (3.5 pav.).

S3 S7 S17 C1 C2
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3.5 pav. Zuviai alergisky pacienty kraujo serumuose esan¢iy IgE sgveikos su
iSgryninta rekombinantine paprastojo karpio B-enolaze analizé taskinio bloto metodu.
S3, S7 ir S17: serumo méginiai pacienty, kuriems patvirtinta alergija zuviai; C1 —
serumo méginys paciento, kuriam nustatytos kitos alergijos; C2 — serumo méginys
sveiko paciento. Taskiniame blote buvo naudojamas i§grynintas natyvus ir skirtingi
kiekiai denatiiruoto MBP-Cyp ¢ 2 baltymo, bei i$grynintas MBP baltymas Serumo
méginiai buvo skiesti santykiu 1:30 su PBS-T tirpalu, turin¢io 2 % BSA.

Apibendrinus gautus rezultatus buvo nustatyta, kad Zuviai alergiski

pacientai yra jsijautring ne tik paprastojo karpio B-parvalbuminui, bet taip pat
ir kitam karpio alergenui — B-enolazei. 2020 m. remiantis miisy grupés gautais
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rezultatais, paprastojo karpio P-enolazé¢ Pasaulio sveikatos organizacijos
sukurtoje WHO/IUIS alergeny nomenklatiiros duomeny bazés komiteto buvo
pripazinta kaip zuvies alergenas ir jtraukta j duomeny baze pavadinimu
Cyp c 2 (http://www.allergen.org/viewallergen.php?aid=1045).

Visos rekombinantiniy parvalbuminy kolekcijos apibtidinimui IFA metodu
buvo pasirinkti 4 pacienty kraujo serumo méginiai (S3, S15, S19 ir S21). I$
gauty rezultaty nustatyta, kad pacienty kraujo serumuose esantys IgE
saveikavo su visais tirtais alergenais ir buvo stebimas kryzminis reaktyvumas

ne tik tarp skirtingy zuvy riiSiy, bet ir tarp Zuvy ir viStos parvalbuminy (3.6
pav.). Be to, Sie méginiai nesgveikavo su rekombinantiniu Anisakis simplex
alergenu (MBP-Ani s 4), kuris $io eksperimento metu buvo naudojamas kaip
papildoma kontrolé siekiant patvirtinti, kad IgE atpaZjsta pric MBP baltymo
prijungtus parvalbuminus ir nesgveikauja su kitais alergenais. Taip pat Visi
serumo méginiai nereagavo su rekombinantiniu MBP baltymu, kuris buvo
naudojamas kaip neigiama kontrolé.
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3.6 pav. Zuviai alergisky pacienty kraujo serumuose esan¢iy IgE sgveikos su
iSgrynintais rekombinantiniais alergenais analizé netiesioginés IFA metodu. S3, S15,
S19 ir S21: serumo méginiai pacienty, kuriems patvirtinta alergija zuviai; C: serumo
méginiai sveiky pacienty; N — neigiama kontrolé, inkubacija be serumo méginio, tik
su antikiinais prie§ Zmogaus IgE Fc-HRP (SouthernBiotech). Serumo méginiai buvo
skiesti su RotiBlock-T tirpalu santykiu 1:10. Zuviai alergisky pacienty serumo
méginiy matavimai atlikti be pakartojimy.C ir N meéginy matavimai atlikti su
pakartojimais.

Atliktuose ankstesniuose tyrimuose taip pat buvo parodyta, kad zuviai
alergisky pacienty serume esantys IgE kryzmiskai reaguoja su jvairiy zuvy f3-
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parvalbuminais (pvz., menkés, lasisos, silkés, vilkzuvés) (Van Do et al., 1999;
Van Do et al., 2005b). Kuehn ir jos kolegy pateiktame straipsnyje buvo
aprasSyta, kad Zuviai ir viStienai jsijautrinusiy pacienty serume esantys IgE
sgveikavo tiek su vistos, tiek su zuvies alergenais, todél Zzuviai alergiski
zmonés gali buti jsijautring ir viStienos alergenams, ir atvirksciai (Kuehn et
al., 2016).

Siekiant patvirtinti, kad Siame tyrime naudotuose zuviai alergiSky pacienty
kraujo serumo méginiuose esantys IgE reaguoja su natiraliais Zuvy
alergenais, IFA ir imunoblotu metodais iStyréme 4 serumo méginiy (S3, S15,
S19 ir S21) sgveika su komerciniais karpio ir menkés ekstraktais (DST,
Vokietija) (3 priedas). Visi tirti serumo méginiai reagavo su alergeny
ekstraktais IFA metodu, taCiau tik du serumo méginiai aptiko -
parvalbuminus (MW ~11-12 kDa) imunobloto metodu. Siuo eksperimentu
parodéme, kad naudoti zuviai alergisky pacienty kraujo serumo méginiuose
esantys IgE saveikauja tiek su natiiraliais Zuvy alergenais, tiek su misy
susintetintais rekombinantiniais alergenais.

Apibendrinus $io tyrimo metu gautus rezultatus, galima teigti, kad misy
naudota baltymy raiSkos sistema, skirtingi E. coli bakterijy kamienai ir
pasirinktas suliejimo partneris (MBP baltymas) buvo tinkami naujy
rekombinantiniy alergeny sintezei ir gryninimui. Kadangi Sie baltymai buvo
atpazinti zuviai alergisky pacienty kraujo serumuose esanciy IgE, jie pasizymi
antigeninémis savybémis, biidingomis natiiraliems alergenamas ir yra tinkami
tolimesniems darbams, t. y. zuvy alergenams specifisky MAk kirimui ir
apibudinimui.

3.3. Monokloniniy antikiiny prie§ Zuvies alergenus kiirimas

MAKk buvo kuriami pries tris skirtingus zuvy alergenus taikant hibridomy
technologija. BALB/c linijos pelés buvo imunizuotos arba natiiraliu atlantinés
menkés B-parvalbuminu (nGad m 1, DST, Vokietija), arba rekombinantiniu
paprastojo karpio B-parvalbuminu, sulietu su MBP (MBP-Cyp ¢ 1), arba
rekombinantine paprastojo karpio 3-enolaze, sulieta su MBP (MBP-Cyp c 2).
Hibridinés Igstelés (hibridomos) buvo sukurtos suliejus pelés Sp2/0 mielomos
lasteles su pelés bluznies lastelémis, iSskirtomis i§ imunizuotos pelés,
turéjusios didziausiag antikliny titrg po visy atlikty imunizacijy (4 priedas).
Patikrinus peliy kraujo méginius po Il imunizacijos netiesioginés [FA metodu
nustatyta, kad MBP-Cyp c 1 baltymo atveju specifiniy antikiiny titras sieké
1:88800, MBP-Cyp ¢ 2 baltymo atveju 1:96000, o nGad m 1 1:27000. Gauti
rezultatai rodo, kad pasirinktieji antigenai yra imunogeniski. Dalis antikiiny
buvo susidarg pries rekombinantinji MBP baltyma, todél hibridizacijai buvo
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atrinktos tos pelés, kuriy antikiiny titras prie§ rekombinantinius MBP-Cyp ¢ 1
ir MBP-Cyp ¢ 2 buvo didZiausi. Peliy imunizacijas nGad m 1 baltymu atliko
dr. Martynas Simanavicius.

Hibridomy klonai, sekretuojantys antikiinus pries tikslinj antigena, buvo
identifikuoti netiesioginés IFA metodu. MBP baltymas buvo naudojamas kaip
neigiama kontrolé. Atrinkti hibridiniy Igsteliy klonai buvo perklonuoti
serijiniy skiedimy metodu ir véliau dar karta patikrinti netiesioginés IFA
metodu, siekiant jvertinti jy specifiSkuma antigenams. I§ viso pavyko sukurti
7 hibridiniy lasteliy linijas, sekretuojancias antikiinus prie§ Zuvies alergenus:
2 MAK prie$ karpio B-enolaze (klonai 14F3 ir 6E4), 1 MAKk pries karpio -
parvalbuming (klonas 3F6) ir 4 MAK pries atlantinés menkés -parvalbuming
(klonai 7B2, 2C1, 18H3 ir 16B3).

Ankstesniuose tyrimuose triusio ir pelés PAk, sukurti prie§ menkés,
lasiSos, baramudzio, pangasijos, sardinés parvalbuminus buvo naudojami
aptikti parvalbuminams jvairiuose Zuvy ekstraktuose ir tiriamuose méginiuose
(Lindstrgm et al., 1996; Faeste and Plassen, 2008; Sharp et al., 2015).
Ankséiau sukurtieji MAKk pries$ jvairiy zuvy parvalbuminus (pvz., paprastojo
karpio, australinio tuno, baltojo plaCiakakCio) arba pries zuvy ekstraktus
(Samazuvés, karibinio rifeSerio) pasizyméjo kryzminiu reaktyvumu su jvairiy
zuvy riisiy parvalbuminais ir net sgveikavo su kity gyviiny ekstraktais (pvz.,
pelés, varlés, ziurkés ir t. t.) (Celio et al., 1988; Kawase et al., 2001; Gajewski
and Hsieh, 2009; Chen and Hsieh, 2021). Siuo metu yra zinoma apie vieng
komercinj MAKk prie$ karpio parvalbuming (PV 235, Swant, Sveicarija) (Lee
et al.,, 2011). Nors ir sukurta jvairiy MAk prie§ Zuvy parvalbuminus,
literatiroje daugiausia aprasyta eksperimenty naudojant universaly MAk
PARV-19 (Merk, Vokietija). Tai pelés MAk prie§ varlés raumens
parvalbuming. Sis MAk reaguoja su skirtingy zuvy risiy parvalbuminais
(pvz., karpio, menkes, Samo, tilapijos, ryklio ir kity). Nepaisant to, kad MAk
PARV-19 pasizymi placiu kryZzminiu reaktyvumu, vieno tyrimo metu buvo
parodyta, kad antikiinas nereaguoja su geltonpelekio tuno, o kito — su
durklazuvés, ledjirio menkés ir kity zuvy ekstraktuose esanciais
parvalbuminais (Chen et al., 2006; Gajewski and Hsieh, 2009; Saptarshi et al.,
2014). Tai rodo, kad yra poreikis naujy MAk prie§ zuvy alergenus, kurie
galéty buti pritaikyti jvairiy zuvy parvalbuminy aptikimui alergeny
ekstraktuose. Sio darbo metu buvo sukurti nauji MAk pries zuvy
parvalbuminus: prie§ natdiraly atlantinés menkés B-parvalbuming ir prie$
rekombinantinj paprastojo karpio B-parvalbuming. Pasirinkti Siy zuvy rusiy
parvalbuminai, kadangi tai vieni i§ placiausiai tirty Zuvy alergeny, kuriy
aminoriigdéiy sekos sutampa daugiau nei 60 % su kity Zuvy rasiy
parvalbuminais (pvz., 1asiSos, skumbrés, silkés ir t. t.). Dél to buvo iSkelta
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prielaida, kad prie$ Siuos parvalbuminus sukurti MAK galéty pasizyméti
placiu kryZminiu reaktyvumu ir pritaikomumu.

Iki Siol néra zinoma apie MAKk prie§ zuvy -enolazes, todél miisy sukurtieji
MAk prie§ rekombinanting paprastojo karpio P-enolaze suteiks naujos
informacijos apie §j Zuvy alergena.

3.4. Monokloniniy antikiiny apibiidinimas

Taikant netiesioginés IFA ir imunobloto metodus, buvo nustatomas
antikliny poklasis, tariamoji giminingumo konstanta (Kg) ir jvertinama, ar
antiktinai sgveikauja su denatiiruotu antigenu. Eksperimenty metu buvo
naudojama arba hibridomy augimo terpé arba iSgryninti MAk. Antikiinai buvo
gryninami i§ augimo terpés afininés chromatografijos metodu ,,AKTA purifier
100 (GE Healthcare Bio-Sciences AB) chromatografijos sistema, naudojant
sefaroze su baltymu A (Cytiva). Lasteliy augimo terpéje be antikiiny yra ir
kity priemaisy (pvz., ver§iuko serumo albumino, zuvusiy lasteliy), kurios gali
turéti jtakos atlickamiems tyrimams. Be to, atlikus gryninimg darbams galima
pasiruosti Zymiai didesnés koncentracijos antiking méginius.

MAKk poklasio nustatymas reikalingas tam, kad bty parinktos tinkamos
salygos antikiny gryninimui i$ hibridomy augimo terpés. Taikant netiesioging
IFA metoda ir pelés imunoglobuliny poklasio nustatymui skirtg komercinj
rinkinj ,,BD Mouse Immunoglobulin Isotyping ELISA Kit“ (BD Biosciences)
buvo nustatyti visy sukurty MAk poklasiai ir lengvosios grandinés tipas.
Nustatyta, kad MAk prie§ karpio B-enolaze poklasis yra IgG2b, o visy kity
MAK — 1gG1. Taip pat nustatyta, kad visi MAKk turi k lengvasias grandines.
Remiantis $iais rezultatais, visiems antikinams gryninti pasirinkta sefarozé su
baltymu A, taciau kiekvienam poklasiui buvo naudoti skirtingi uznesimo ir
praplovimo buferiniai tirpalai.

Tariamoji giminingumo konstanta (Kq) parodo, kaip stipriai antikiinas
saveikauja su antigenu, t. y. kuo mazesné Ky verté, tuo didesnis antikiino
giminingumas antigenui. Didelio giminingumo antikiinais laikomi tie, kuriy
Kg verté yra intervale nuo 1x10° mol/L iki 1x10? mol/L. Kq lygi tokiai
antikino koncentracijai (mol/L), kuriai esant optinis tankis (OT) yra lygus
pusei maksimalios OT vertés. Visy MAK Ky vertés buvo nustatytos
netiesioginés IFA metodu, kai 96 Sulinéliy plokstelés buvo padengtos MBP-
Cyp ¢ 2, MBP-Cyp ¢ 1 arba nGad m 1 baltymais, priklausomai nuo tiriamo
MAK. Nustatyta, kad visy MAK, i§skyrus MAk 6E4, tariamyjy giminingumo
konstanty vertés < 1x10°mol/L, t. y. visi MAKk stipriai sgveikauja su tiksliniu
antigenu (3.2 lentele).
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3.2 lentelé. MAK savybés.

Saveika su antigenu

MAK klonas | Poklasis | Kg verté, mol/L MBP-Cyp c 2 MBP

IFA IB IFA | IB
14F3 3,04x1010 + - - -
6E4 l9G2b 7,64x10°8 + + - -

MBP-Cyp c 1 MBP

IFA IB IFA | IB

MAKk klonas | Poklasis | Kad verté, mol/L

3F6 IgG1 6,99x101* + + - -
. . nGad m1
MAK klonas | Poklasis | Kad verté, mol/L A 5
7B2 1,021x10%0 + +
2C1 4,117x10%0 + +
— IgG1 -
18H3 3,113x101° + +
16B3 5,055x101° + +
IFA — imunofermentiné analizé; IB — imunoblotas.
1T —MAK sgveikavo su antigenu; ,,-“ — MAK nesgveikavo su antigenu.

Netiesioginés IFA metodu nustatyta, kad MAK saveikauja su natyvia
baltymo forma (5 priedas, A dalis). Atlikdami imunoblotg siekéme jvertinti,
ar MAK atpazjsta denatliruotg antigeng ir jungiasi prie linijinio jo epitopo.
Imunobloto metodu tikrinome visy hibridiniy lasteliy augimo terpes su
pasirinktais antigenais. Tikrindami MAk prie§ paprastojo karpio B-enolaze ir
B-parvalbuming, kaip neigiama kontrole naudojome rekombinantinj MBP
baltyma. Visi MAK, i$skyrus MAk 14F3, atpazino linijinius antigeno epitopus
(5 priedas, B dalis). Kadangi MAk 14F3 nesgveikavo su denatiiruotu
rekombinantiniu baltymu, tai rodo, kad $is antikiinas atpazjsta konformacinj
antigeno epitopa.

Taigi, atlike iSsamy MAKk apibtidinimg nustatéme, kad visi MAK stipriai
sagveikauja su tiksliniais antigenais, atpaZjsta skirtingos konformacijos
antigeno epitopus, todél toliau buvo jvertinta, ar jie pasizymi kryzminiu
reaktyvumu su kity zuvy rasiy alergenais.

3.5. Monokloniniy antikiiny kryzminis specifiSkumas

Ankstesni tyrimai parodé, kad MAk sukurti prie§ vienos zuvies rusies
parvalbuming gali pasizyméti kryzminiu reaktyvumu ir reaguoti su kity zuvy
rasiy parvalbuminais (Kawase et al., 2001; Gajewski and Hsieh, 2009; Chen
and Hsieh, 2021). Norédami jvertinti, ar masy sukurtieji MAKk prie§ Zuvy
parvalbuminus gali sgveikauti su kity Zuvy riisiy parvalbuminais, iStyréme
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3.3 lentelé. MAKk prie§ Zuvy parvalbuminus sgveika su skirtingais rekombinantiniais parvalbuminais IFA, imunobloto (IB) ir taskinio bloto (TB)

metodais.
_ Rekombinantinis MAk 7B2 MAK 2C1 MAKk 18H3 MAk 16B3 MAKk 3F6

Barys parvalbuminas IFA 1B B IFA 1B B IFA 1B B IFA 1B B IFA 1B B
Cypriniformes MBP-Cypc 1 +++ v +++ v ++ v ++ v +++ v
Gadiformes MBP-Gad m 1 + + 4+ v ++ v i+ N v
Salmoniformes MBP-Sal s 1 S v v
Salmoniformes MBP-Oncm 1 + +++ v v
Clupeiformes MBP-Cluh 1 + N + v + N v + v it v v
Siluriformes MBP-Pan h 1 +++ v v +++ v v ++ v v ++ v v +++ v v
Scombriformes MBP-Thual St v v +++ v s v v ++ v i v
Scombriformes MBP-Sco s 1 +++ v +++ v +++ v v ++ v +++ v v

Esociformes MBP-Eso lu 1
Pleuronectiformes MBP-Lepw 1 +++ v v +++ v v ++ v v ++ v v + v v
Scorpaeniformes MBP-Seb m 1 + v v
Carcharhiniformes MBP-Shark +++ v v +++ v ++ ++ + v v
Galliformes MBP-Gal d 8 +++ v v +++ v v + v ++ v v + v v

/" — antikiinas reagavo su antigenu; tus¢ias langelis — antikiinas nereagavo.
IFA reaktyvumas: (+++) OTaso > 1,5; (++) OTas0 0,5-1,5; (+) OTaso < 0,5.
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MAK saveika su 12 Siame darbe susintetinty rekombinantiniy zuvy
parvalbuminy, suliety su MBP. Tyrimai atlikti netiesioginés IFA, imunobloto
ir taskinio bloto metodais (3.3 lentelé).

Visi MAK pasizyméjo kryzminiu reaktyvumu ir reagavo su skirtingais
rekombinantiniais parvalbuminais (3.7 ir 3.9 pav., 6 ir 7 priedai).

NN NN N PO NPT K NN N
A QS N O ot & & &
e S L i e RO T ST o SN
EPCHOS SO SADSTONE 4 S
NP EEEFEF L1 PP PERF S ST EE | 1 SR PP
e ko 100 -
& == 0.8 %
5 56- —asE&D
40- 40
2 35 3
25. %
i 15
4 1
10-
MAk 7B2 MAKk 3F6

3.7 pav. MAKk 3F6 ir 7B2 sgveikos su rekombinantiniais parvalbuminais analizé
imunobloto metodu. M — baltymy molekulinio svorio standartas (Thermo Fisher
Scientific).

MAKk 3F6 sagveikavo su visais rekombinantiniais baltymais, i§skyrus MBP-
Eso lu 1. Tikétina, kad §is antikiinas atpazjsta 3-parvalbuminy konservatyvig
aminortgséiy seka, kuri budinga beveik visy zuvy rasiy p-parvalbuminams.
Siekdami iSsiaiSkinti, kodél antikinas nereagavo su MBP-Eso lu 1, buvo
palygintos Eso Iu 1 ir Cyp ¢ 1 alergeny aminortigs¢iy sekos naudojantis
baltymy UniProt duomeny bazés ,,Align” jrankiu. Nustatyta, kad sekos
tarpusavyje sutampa 76 %. Keliy svarbiy aminortigs§¢iy nesutapimas gali
lemti, kad MAk 3F6 neatpazjsta Sio alergeno, nors buvo parodyta, kad su juo
sgveikavo zuviai alergisky pacienty serume esantys IgE.

MAK prie§ nGad m 1 reagavo su dauguma alergeny, ta¢iau nereagavo su
MBP-Eso lu 1, MBP-Sal s 1, MBP-Onc m 1 (iSskyrus MAk 16B3) ir MBP-
Seb m 1 baltymais (3.7 pav., 6 ir 7 priedai). Palyginus Gad m 1 aminortigscéiy
seka, kurig naudojome rekombinantinio MBP-Gad m 1 alergeno sintezei, su
Esolu 1, Sal s 1, Onc m 1 ir Seb m 1 alergeny sekomis, nustatéme 73 %, 65
%, 63 % ir 67 % seky homologija. Kaip ir MAk 3F6 atveju, vienos ar keliy
aminorigsciy skirtumas Zuvy parvalbuminy aminoriig§¢iy sekose gali lemti,
kad antikiinas nesgveikaus su analizuojamu alergenu.

Kadangi visi MAk nereagavo su MBP-Eso lu 1 baltymu, nusprendéme IFA
ir imunobloto metodais patikrinti PAk pries nGad m 1 saveika Su visais
rekombinantiniais alergenais (6 priedas). Gauti rezultatai parodé, kad PAk
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reagavo su visais susintetintais rekombinantiniais alergenais, taip pat ir MBP-
Eso lu 1. Tai rodo, kad dauguma epitopy yra bendri.

WHO/IUIS alergeny duomeny bazéje nurodytos keturios atlantinés
menkés B-parvalbumino izoformos (Gad m 1.0101, Gad m 1.0102, Gad m
1.0201 ir Gad m 1.0202), kurios buvo aprasytos keliuose tyrimuose (Van Do
et al., 2003; Ma et al., 2008). Rekombinantinio MBP-Gad m 1 sintezei mes
pasirinkome Gad m 1.0101 baltyma koduojanc¢ia DNR seka, kadangi butent
Sio alergeno aminortig§¢iy seka labiausiai sutapo su Cyp ¢ 1 baltymo seka
(81,65 % homologija). Tuo tarpu su Gad m 1.0102 izoforma Cyp ¢ 1 baltymo
seka sutapo 80,73 %, su Gad m 1.0201 80,73 %, o su Gad m 1.0202 tik 79,82
%. Atlikus netiesioging IFA ir taskinj blota nustatyta, kad MAk 7B2 ir 2C1
labai silpnai sgveikauja su MBP-Gad m 1 baltymu (OT vert¢ < 0,5) ir
nereaguoja su $iuo alergenu analizuojant jy saveikg imunobloto metodu. Kaip
jau buvo minéta, Sie MAk buvo sukurti prie§ natiiraly atlantinés menkes [3-
parvalbuming, kuris buvo paruostas i§ Zuvies raumens. Siame natiiraliame
parvalbumine gali biuiti keliy B-parvalbumino izoformy miSinys, kadangi
gamintojas nenurodé¢ tikslios alergeno izoformos. Tikétina, kad MAK 7B2 ir
2C1 galgjo susidaryti pries tam tikrg atlantinés menkés B-parvalbumino
izoforma ir dél to stebima silpnesné saveika su rekombinantiniu MBP-Gad m
1 baltymu.

Siame darbe susintetinti rekombinantiniai alergenai yra sulieti su MBP,
todél imunobloto metodu buvo tirta, ar MAK atpaZjsta alergena, kuris atskeltas
nuo MBP baltymo TEV proteaze (8 priedas). Eksperimentui pasirinkome
keleta alergeny, kurie buvo atpazinti visy MAKk ir keleta, su kuriais reagavo
tik dalis antikiny. MAk 7B2, 2C1, 16B3 ir 3F6 pasizymé&jo tokiu pat
kryzminiu reaktyvumu, kaip ir auksciau atlikto eksperimento metu, ir reagavo
tiek su MBP turinéiais, tiek ir atskeltais baltymais. Vienintelis MAKk 18H3
nereagavo su atskeltu Clu h 1, taciau jis gana silpnai reagavo ir su MBP-Clu
h 1 (OT < 0,5). Siuo eksperimentu parodéme, kad pavyko susintetinti
tinkamos struktiiros rekombinantinius alergenus, kurie paveikus TEV
proteaze ir atskélus nuo MBP baltymo yra atpazjstami MAK.

Nors zuvy a-parvalbuminai laikomi nealergeniskais baltymais, ta¢iau buvo
nustatyta atvejy, kuomet pacientai buvo jsijautring tam tikroms kremzlinéms
zuvims (Kalic et al., 2019). Vieno tyrimo metu buvo tiriama Zuvims alergisky
pacienty serume esanciy IgE sgveika su oa-parvalbuminais, iSskirtais i
dygliuotosios rajos ir antarktinio kiauniaryklio. Nustatyta, kad keli kaulinéms
zuvims alergiski pacientai buvo jsijautring ir Zuvy a-parvalbuminams (Sharp
et al., 2015). Mes parodéme, kad ne tik pacienty serumo méginiai sgveikavo
su rekombinantiniu ryklio a-parvalbuminu (MBP-Shark), bet ir visi sukurtieji
MAk kryzmiskai reagavo su zuvies a-parvalbuminu. Palyging S$io
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parvalbumino aminortigs¢iy seka su Gad m 1 ir Cyp c 1 baltymy aminortig§¢iy
sekomis nustatéme, kad seky homologija atitinkamai siekia tik 47 % ir 51 %.
Tai rodo, kad MAK atpazjsta zuvy a-parvalbuminy sritis, kurios reik§mingai
sutampa su B-parvalbuminy sritimis, dél to stebimas kryzminis reaktyvumas.

Apibendrinus gautus rezultatus, galima teigti, kad sukurtieji MAk
pasizymi placiu kryzminiu reaktyvumu, nes atpaZzjsta skirtingy zuvy rasiy p-
parvalbuminus ir sgveikauja su Kaliforninio S$akadancio ryklio o-
parvalbuminu.

3.6. Monokloniniy antikiiny sgveika su zuvies ekstraktais

Nustacius, kad MAk prie§ zuvy parvalbuminus geba atpazinti ir sgveikauti
su rekombinantiniais alergenais, buvo svarbu jvertinti jy galimybe aptikti ir
natralius Zuvies alergenus skirtingy Zzuvy rusiy ekstraktuose. Aprasyta
keletas tyrimy, kuriuose paruosti jvairiy kremzliniy ir kauliniy zuvy rasiy
ekstraktai buvo analizuojami su zuvy parvalbuminams specifiniais antikiinais
(Sharp et al., 2015; Faeste and Plassen, 2008). Siame darbe MAk saveika
tyréme su jsigytais komerciniais paprastojo karpio, atlantinés menkés,
atlantinés laSiSos ir atlantinés silkés ekstraktais (DTS, Vokietija), bei su
laboratorijos salygomis paruosStais 18 skirtingy Zuvy risiy ekstraktais
netiesioginés IFA, imunobloto ir taskinio bloto metodais (3.4 lentelé).

Atlikus S$iuos tyrimus, nustatéme, kad visi antikinai atpazino J-
parvalbuminus analizuotuose Zuvy ekstraktuose taikant skirtingus metodus
(3.8 ir 3.9 pav., 9-11 priedai).

Imunobloto atveju buvo stebimos 10-12 kDa dydzio baltymy juostos,
kurios sutampa su pilno ilgio B-parvalbuminais. Tik MAk 3F6 reagavo su
visais ekstraktais. MAk 7B2 ir 2C1 neatpazino alergeno stintos ekstrakte,
MAK 18H3 ir 16B3 — eserio ir piigZlio ekstraktuose. Be to, MAk 2C1 ir 18H3
nesgveikavo su parvalbuminais komerciniame lasiSos, bei laboratorijos
salygomis paruostuose lasiSos ir upétakio, o MAk 18H3 dar ir atlantinés
argentinos ekstrakte. Siekiant iSvengti galimy nespecifiniy MAk reakcijy ir
irodyti, kad antikiinai sgveikauja tik su zuvy ekstraktuose esanciais f-
parvalbuminais, iStyréme MAk 19C19, sukurto prie§ rekombinantinj MBP
baltyma, sgveikg su visais alergeny ekstraktais. MAk 19C19 nereagavo su
jokiu ekstraktu. Tai patvirtina imunobloto specifiSkuma (10 priedas, E dalis).
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3.4 lentelé. MAKk sgveika su jvairiy ziivy risiy ekstraktais IFA, imunobloto (IB) ir taskinio bloto (TB) metodais.

Bi Alergeny MAK 7B2 MAK 2C1 MAKk 18H3 MAK 16B3 MAk 3F6 MAk 6E4 MAKk 14F3

urys

” ekstraktai IFA | IB | TB | IFA | IB | TB | IFA | IB | TB IFA | IB | TB IFA | IB | TB IFA | IB | TB | IFA | TB
n Paprastojo karpio

Cypriniformes (OST) +++ | Vot | Y v + v v +HH+ | v +++ | v + v v v

Cypriniformes Paprastojo karpio | +++ | V Vo | Y v i v v +H++ |V v +++ |V v + v v

Paprastosios

Cypriniformes . +H++ |/ Vo | Y v ++ v v +H++ |V v +++ |V v + v v v
kuojos
Cypriniformes Paprastojo karsio | +++ | Vo |V VAR & S 4 v +HH+ |V v |V v ++ v v v
Atlantinés silkeés
Clupeiformes ++ N N ++ N v + N N ++ N N +++ | v + v v v
(DST)
Clupeiformes Atlantinés silkés +H++ |V Vo |V v + v v + v +++ | v + v v v
) Atlantinés lasiSos
Salmoniformes + v v + v o v + v v T v v ++ v v + v
(DST)
Salmoniformes Atlantinés lasiSos o v v + v v + v v +++ | v + v v
. VaivorykStinio
Salmoniformes + v v + v v + v v |V v + v v v
upétakio
Atlantinés menkés
Gadiformes +H++ | Vo |V Vo |/ v +HH+ |V v T v v + v v v
(DST)
Gadiformes Ledjiirio menkeés +H++ | Vo |V Vo |/ v +HH+ |V v +++ | v v v v
. Aliaskinés
Gadiformes +H++ | Vo |V Vo |/ v +HH+ |V v +++ | v v v v

rudagalvés menkés
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. Argentininés
Gadiformes +++ |/ V | |V V | |/ +++ +++
jurinés lydekos
. Juodadémés
Gadiformes +++ |/ V | |V V | |/ +++ +++ +
menkés
. Didziagalvés
Gadiformes +H++ |/ V | |V V | |/ +++ ot +
menkés
Esociformes Europinés lydekos | +++ | +H+ |/ +++ +++ o+
Osmeriformes Europiné stintos + v + v +++ | +++ +++ ++
. Atlantinés
Osmeriformes . +++ | Vv | | v 4 +4++ 4+ +
argentinos
. Paprastojo
Perciformes +++ | v +++ | v + + T+
europinio eSerio
Perciformes Paprastojo pagzlio | +++ | V Vot | Y N + + +4+ +
. Auksaspalvés
Perciformes +++ | v +++ | v ++ v +++ I
dorados
. Gelsvapelekeés
Pleuronectiformes +H++ |/ Vo | v + v ++
pleksnés

/" — antikiinas reagavo su antigenu; tus¢ias langelis — antikiinas nereagavo.
IFA reaktyvumas: (+++) OTaso > 1,5; (++) OTas0 0,5-1,5; (+) OTaso < 0,5.
DST — komercinis ekstraktas, kuris buvo jsigytas i§ DST (Vokietijos). Kiti ekstraktai buvo paruosti laboratorijoje.
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SDS-PAGE MAk 7B2 SDS-PAGE MAk 7B2
wM 9 10 11 12 M 9 10 11 12 waM 13 14 156 16 M 13 14 15 16\

SDS-PAGE MAk 7B2 ‘ SDS-PAGE MAk 7B2
oM 17 18 19 M 17 18 19 wa M 20 21 22 M 20 21 22

SDS-PAGE MAk 7B2 SDS-PAGE MAk 7B2

3.8 pav. MAk 7B2 saveikos su skirtingy zuvy risiy ekstraktais analizé imunobloto
metodu. Kairéje —SDS-PAGE; desinéje — imunoblotas su MAk 7B2. M — baltymy
molekulinio svorio standartas (Thermo Fisher Scientific); 1 — paprastojo karpio
(DST); 2 — atlantinés silkés (DST); 3 — atlantinés lasiSos (DST); 4 — atlantinés menkés
(DST); 5 — paprastojo karpio; 6 — atlantinés silkés; 7 — atlantinés lasiSos; 8 —
vaivorykstinio upétakio; 9 — ledjiirio menkés; 10 — aliaskinés rudagalvés menkeés; 11
— europinés lydekos; 12 — europinés stintos; 13 — paprastosios kuojos; 14 — paprastojo
karsio; 15 — paprastojo europinio eserio; 16 — paprastojo pligzlio; 17 — auksaspalvés
dorados; 18 — gelsvapelekés pleks$nés; 19 — argentininés jurinés lydekos; 20 —
atlantinés argentinos; 21 — juodadémés menkés; 22 — didziagalvés menkés. K —
komercinis ekstraktas, o kiti yra paruosti laboratorijoje. Rodykle nurodomas B-
parvalbuminas.
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3.9 pav. MAk 7B2 ir 3F6 sgveikos su skirtingais rekombinantiniais baltymais (A-D)
ir alergeny ekstraktais (E—H) analizé taskinio bloto metodu. 4 juotelé: MBP-Cyp c 1;
MBP-Sal s 1; MBP-Gal d 8; MBP. B juostelé: MBP-Gad m 1; MBP-Clu h 1; MBP-
Pan h 1; MBP-Thu a 1; MBP. C juostelé: MBP-Eso lu 1; MBP-Lep w 1; MBP. D
Juostelé: MBP-Onc m 1; MBP-Sco s 1; MBP-Seb m 1; MBP-Shark; MBP. E juostelé:
paprastojo karpio (DST); atlantinés silkés (DST); atlantinés lasiSos (DST); atlantinés
menkés (DST); paprastojo karpio; atlantinés silkés; MBP. F juostelé: atlantinés
lagiSos; vaivorykstinio upétakio; ledjirio menkés; aliaskinés rudagalvés menkés;
MBP. G juostelé: europinés lydekos; europiné stintos; paprastosios kuojos; paprastojo
europinio eSerio; paprastojo KkarSio; paprastojo pugzlio; MBP. H juostelé:
auksaspalvés dorados; gelsvapelekés pleksnés; argentininés jiiry lydekos; atlantinés
argentinos; juodadémés menkés; didZiagalvés menkés; MBP. DST — komercinis
ekstraktas, kiti yra paruosti laboratorijoje.

Sis tyrimas parodé, kad MAK 3F6 yra tinkamiausias aptikti parvalbuminus
lasisiniy (lot. Salmoniformes) ekstraktuose. Tuo tarpu visi MAK prie$s nGad m
1, i8skyrus MAk 18H3, stipriai sgveikauja su karpzuviy (lot. Cypriniformes)
ir pleksniazuviy (lot. Pleuronectiformes) bariams priklausanciy zuvy
ekstraktais. Taip pat pastebime, kad MAk 7B2, 2C1 ir 3F6 galéty buti
pritaikyti tiriant eSerzuviy (lot. Perciformes), o MAk 16B3, kartu su MAk
3F6, stintzuviy (lot. Osmeriformes) ekstraktams. Taigi, sukurtieji MAK
pasizymi skirtingu kryzminiu reaktyvumu ir geba atpazinti natiiraly
parvalbuming jvairiy Zuvy risiy ekstraktuose.

Taip pat siekéme jvertinti, ar MAk prie§ karpio f-enolazg gali atpaZinti
karpio ir kity zuvy rasiy ekstraktuose esancia -enolaze taikant tuos pacius
metodus. Netiesioginés IFA metodu nustatéme, kad abu MAK prie$ karpio [3-
enolaze kryzmiskai reagavo su kity zuvy rasiy ekstraktais: MAk 14F3
saveikavo su lasiSos B-enolaze, 0 MAk 6E4 aptiko 3-enolaze daugumoje tirty
ekstrakty (3.4 lentelé, 3.10 ir 3.11 pav., 9 priedas).

97



o
Vi B R/ =0
& Ay 7 @
& ) N </
Y @ S L~
(L)) j = &)
i \ = - ey \
i P \Q | i () ®©) '»\J’ —
[/ ) { 1 Py ) { ]
L ) A & = L N/

. g (A (S . ®) e :

e > - \ ) W/ ) ~
) - \ = N/

\ _/) 5 o= \/\/ N I/ N == .
i { = L b, @

- N R . —| @)
€] = @) : W/

1 &) o N =N 7N 5

. ] ' - @ ) | T

N - = < i ~ e V]

) () €) J/ i -

5 4 & B -/ ~ N >
i ~3 ( I, &

- L 'Y N/ L) L
i ez = ./ [ s
e () - .

Ry

3.10 pav. MAk prie$ paprastojo karpio B-enolaze saveikos su skirtingais alergeny
ekstraktais analizé taskinio bloto metodu. A juotelé: paprastojo karpio (DST);
atlantinés silkés (DST); atlantinés lasiSos (DST); atlantinés menkés (DST); paprastojo
karpio; atlantinés silkés; MBP. B juostelé: atlantinés lasiSos; vaivorykstinio upétakio;
ledjurio menkés; aliaskinés rudagalvés menkés; europinés lydekos; europiné stintos;
MBP. C juostelé: paprastosios kuojos; paprastojo europinio eserio; paprastojo karsio;
paprastojo ptgzlio; MBP. D juostelé: auksaspalvés dorados; gelsvapelekés pleksnés;
argentininés jiiry lydekos; atlantinés argentinos; juodadémeés menkés; didziagalves
menkés; MBP.

Imunobloto rezultatai patvirtino, kad MAk 6E4 visuose analizuotuose
ekstraktuose, i$skyrus juodadémés menkés, atpazino ir sgveikavo su pilno
ilgio B-enolaze ir su dalinai degradavusiomis jos formomis (3.11 pav.). Sie
rezultatai rodo, kad skirtingy zuvy riisiy B-enolazés turi bendrus epitopus,
kuriuos atpazjsta $is MAKk.

Tiriant MAK sgveikas su jvairiais méginiais, svarbu taikyti jvairius
metodus. Taikydami taskinio bloto metoda mes galéjome jvertinti, ar MAk
14F3 pasizymi kryzminiu reaktyvumu ir reaguoja su zuvy ekstraktais. IS gauty
taskinio bloto rezultaty nustatyta, kad §is antikiinas atpaZino B-enolaze visuose
tirtuose ekstraktuose, iSskyrus laboratorijos salygose paruosty karpio, lasiSos
ir lydekos ekstraktus. Taciau IFA metode parodéme, kad MAk 14F3 aptiko -
enolazg komerciniame laSiSos ekstrakte. Tikétina, kad laboratorijoje
paruoStuose ekstraktuose yra nepakankamas alergeno kiekis, tad bty
tikslinga optimizuoti $iy ekstrakty paruosimo protokola.

Ankstesni tyrimai rodo, kad tarp Zuvy B-enolaziy gali biti stebimos
kryzminés reakcijos (Tomm et al., 2013; Kuehn et al., 2013). Musy gauti
rezultatai patvirtino, kad sukurtieji MAk prie§ paprastojo karpio p-enolazg
gali sgveikauti su skirtingy zuvy rusiy f-enolazémis. Kadangi MAK pasizymi
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kryzminiu reaktyvumu, jie gali bati pritaikyti B-enolaziy nustatymui zuvy
ekstraktuose ir taip pagerinti ekstrakty kokybe.
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3.11 pav. MAk 6E4 saveikos su skirtingy zuvy rasiy ekstraktais analizé imunobloto
metodu. M — baltymy molekulinio svorio standartas (Thermo Fisher Scientific); 1 —
paprastojo karpio (DST); 2 — atlantinés silkés (DST); 3 — atlantinés lasiSos (DST); 4
— atlantinés menkés (DST); 5 — paprastojo karpio; 6 — atlantinés silkés; 7 — atlantinés
lasiSos; 8 — vaivorykstinio upétakio; 9 — ledjlirio menkés; 10 — aliaskinés rudagalvés
menkés; 11 — europinés lydekos; 12 — europinés stintos; 13 — paprastosios kuojos; 14
— paprastojo karSio; 15 — paprastojo europinio eserio; 16 — paprastojo pugzlio; 17 —
auksaspalvés dorados; 18 — gelsvapelekés pleksnés; 19 — argentininés jurinés lydekos;
20 — atlantinés argentinos; 21 — juodadémés menkés; 22 — didziagalvés menkés. DST
— komercinis ekstraktas, o kiti yra paruosti laboratorijoje. Rodykle nurodoma B-
enolaze.

Kadangi sukurtieji MAk atpazjsta alergenus Zzuvy ekstraktuose,
paruostuose i termiskai neapdorotos (Zalios) zuvies, buvo siekiama jvertinti,
ar i§virus ir iSkepus zuvj, MAk gebés joje aptikti alergenus. Siam darbui buvo
pasirinktos dvi Zuvy riiys: paprastasis karpis ir argentininé jiriné lydeka.
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Ekstraktai buvo paruosti i§ zalios, virtos ir keptos zuvies. MAK 3F6 ir 6E4
sgveika su $iais ekstraktais buvo iStirta imunobloto metodu (3.12 pav.).
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3.12 pav. MAk 3F6 ir 6E4 saveikos su paprastojo karpio ir argentininés jurinés
lydekos ekstraktais, paruostais i§ zalios, virtos ir keptos Zuvies, analizé imunobloto
metodu. Kairéje — SDS-PAGE; desinéje — imunoblotas su MAk 3F6 ir 6E4. M —
baltymy molekulinio svorio standartas (Thermo Fisher Scientific).

MAK 3F6 aptiko B-parvalbuminus visuose analizuotuose ekstraktuose, o
MAK 6E4 reagavo tik su B-enolaze, esancia termiSkai neapdorotuose zuvy
ekstraktuose. Literatiiroje B-parvalbuminai apraSomi kaip termostabilis, o B-
enolazés — kaip termolabiliis Zuvies alergenai (Dijkema et al., 2022; Klueber
et al., 2019). Kuehn ir jos kolegy atliktame tyrime buvo parodyta, kad
i8grynintos menkés ir tuno B-enolazés yra jautrios terminiam apdorojimui
(kaitinimui 90 °C temperatiiroje, > 1 min.) (Kuehn et al., 2013). Be to, terminis
maisto apdorojimas (pvz., konservavimas, virimas, kepimas) gali lemti jame
esanciy alergeny strukttiros pokyc¢ius ir taip sunaikinti arba suformuoti naujus
epitopus (Dasanayaka et al., 2020). Miisy gauti rezultatai patvirtino, kad tiek
keptoje, tiek virtoje Zuvyje P-enolazé néra aptinkama, kai tuo tarpu B-
parvalbuminas yra nustatomas.

3.7. Monokloniniy antikiiny sgveika su kity organizmy tiksliniais
baltymais

Enolazé aptinkama ne tik stuburiniuose gyvinuose, bet ir bakterijose,
augaluose, grybuose. Palyginus enolazés aminoriigs§¢iy seka tarp skirtingy
organizmy grupiy, nustatyta, kad enolaziy panasumas tarp gryby yra > 72 %,
tarp augaly > 86 %, o tarp gyviiny > 81 % (Morales-Amparano et al., 2021).
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Anksciau atliktais tyrimais parodyta, kad i§ Candida albicans mieliy
i§skirtos enolazés aminoriigdéiy seka panaSi j Saccharomyces cerevisiae
enolazés. Taip pat parodyta, kad rekombinantinei Hevea latekso enolazei
(rHEV b 9) jsijautrinusiy pacienty serume esantys IgE saveikavo ir su
rekombinantinémis Cladosporium herbarum grybelio (rCla h 6) ir Alternaria
alternata grybo (rAlt a 6) enolazémis (Ito et al., 1995; Wagner et al., 2000).
Kadangi skirtingy organizmy enolazés pasizymi didele aminortgsciy seky
homologija, buvo nuspresta istirti MAk 6E4 saveika su E. coli Tuner (DE3) ir
DH10B bakterijy lizatais, rekombinantine Alternaria alternata enolaze,
sulieta su MBP (MBP-Alt a 6), kepimo mieliy tirpalu ir laboratorijos
salygomis paruostais viStienos ir kiaulienos ekstraktais imunobloto metodu
(3.13 pav.).
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3.13 pav. MAk 6E4 saveikos su skirtingy organizmy enolazémis analizé imunobloto
metodu. Kairéje — SDS-PAGE; desinéje — imunoblotas su MAk 6E4. M — baltymy
molekulinio svorio standartas (Thermo Fisher Scientific); 1 — MBP-Cyp c 2 baltymas
E. coli Tuner (DE3) bakterijy lizate; 2 — MBP-AIlt a 6 baltymas E. coli Tuner (DE3)
bakterijy lizate; 3 — E. coli DH10B bakterijy lizatas; 4 — E. coli Tuner (DE3) bakterijy
lizatas; 5 — kepimo mieliy tirpalas; 6 — viStienos ekstraktas; 7 — kiaulienos ekstraktas;
8 — rekombinantinis MBP baltymas. Rodykle nurodyta enolaziy padétis
iSanalizuotuose méginiuose.

Siekiant iSvengti galimy nespecifiniy reakcijy, pasirinkti méginiai buvo
analizuojami ir su MAK 19C19 prie§ MBP (neigiama kontrolé), kad
jrodytume, jog MAk 6E4 saveikauja tik su enolaze (12 priedas). Kaip teigiama
kontrolg naudojom MBP-Cyp c 2 baltyma E. coli Tuner (DE3) bakterijy lizate.
Nustatyta, kad MAk 6E4 sgveikauja su visuose E. coli bakterijy lizatuose
esanciu tiksliniu baltymu, kurio molekuliné masé¢ ~ 46 kDa. Manoma, kad tai
yra E. coli bakterijy enolazé (Spring and Wold, 1971). Taip pat MAK 6E4
atpazino tokio pat dydzio (~ 46 kDa) tikslinj baltyma paruostame mieliy
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tirpale, bei vistienos ir kiaulienos ekstraktuose, kurie atitikty Saccharomyces
cerevisiae enolaze, bei vistos ir kiaulés f-enolaze (3.13 pav.).

Kontrolinis MAkK 19C19 reagavo tik su rekombinantinias MBP-Cyp ¢ 2,
MBP-Alt a 6 ir MBP baltymais. Sis antikiinas taip pat atpazino E. coli
lizatuose esantj natiiraly E. coli bakterijose aptikamg MBP baltyma, taciau
nereagavo nei su mieliy tirpalu, nei su paruostais gyviiny audiniy ekstraktais,
kas patvirtina eksperimento specifiSkuma. E. coli bakterijose MBP baltymas
dalyvauja maltozés ir maltodekstriny pernesime (Costa et al., 2014).

Palyginus Cyp ¢ 2 aminortagséiy sekg su E. coli (POA6P9, UniProtKB) ir
Saccharomyces cerevisiae (P00924, UniProtKB) enolaziy sekomis, buvo
nustatyta 54 % ir 65 % seky homologija. Tikétina, kad MAk 6E4 atpazjsta
konservatyvius antigeno regionus, budingus ir §iy organizmy enolazéms. Taip
pat tarpusavyje palyginome Cyp c 2 ir Alternaria alternata grybo (Alt a 6)
enolaziy aminortigsc¢iy sekas. Nors sekos tarpusavyje sutampa 64 %, taciau
tam tikry aminortigs¢iy nesutapimas galéjo lemti, kad MAk 6E4 nesaveikavo
su grybo enolaze.

Kadangi MAk 6E4 reagavo su vistienos ckstrakte esanciu tiksliniu
baltymu, pagal molekuling mase (~ 47 kDa) tai galéty bati vistos B-enolazé
(Gal d 9). Palyginus Cyp c 2 ir Gal d 9 aminorgs¢iy sekas nustatyta, kad
sekos tarpusavyje sutampa 83 %. Literatiiroje yra aprasytas Kitas kryzminis
reaktyvumas, kuris buvo stebimas tarp Gal d 9 ir atlantinés menkés B-enolazés
(Gad m 2) (Kuehn et al., 2016). Be to, jvertinome MAk 6E4 ir 14F3 saveika
su laboratorijos sglygomis paruostais viStienos ir kiaulienos ekstraktais
netiesioginés IFA ir taskinio bloto metodais (3.14 pav.).
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3.14 pav. MAk saveikos su vistienos ir kiaulienos ekstraktais analizé netiesioginés
IFA (A) ir taskinio bloto (B) metodais. A dalyje matavimai atlikti su pakartojimais. N
— IFA plokstelé padengta tik imobilizacijos buferiniu tirpalu. B dalyje juostelé:
kiaulienos ekstraktas; vistienos ekstraktas; MBP baltymas.

Abu MAKk aptiko enolazes taskinio bloto metodu, taciau tik MAk 6E4
reagavo su kiaulienos ekstraktu IFA metodu. Remiantis misy gautais
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rezultatais ir anksciau atliktu tyrimu galime teigti, kad Gal d 9 turi bendrus
epitopus su zuvy f-enolazémis. Nors §iuo metu néra informacijos apie kiaulés
B-enolazés alergeniskuma, taciau Sio darbo metu gauti rezultatai parodé, kad
tikslinga i§samiau istirti §j baltyma ir jo galima panaSuma j zuvies ir vistos f3-
enolazes.

Sukurtieji MAk pries zuvy parvalbuminus gali aptikti parvalbuminus
analizuojamuose jvairiy zuvy ekstraktuose, taciau jy saveikos su kity gyviny
parvalbuminais néra zinomos. Antikiiny kryZzminis reaktyvumas su zuvy ir
kity gyviny (varlés, krokodilo ir vistienos) parvalbuminais aptartas keliuose
ankstesniuose tyrimuose (Kawase et al., 2001; Gajewski and Hsieh, 2009;
Chen and Hsieh, 2021). Viename jy nustatyta, kad zuviai alergisky pacienty
serumo méginiuose esantys IgE reagavo su menkés, krokodilo, viStienos ir
varlés ekstraktuose esanciais parvalbuminais (Haroun-Diaz et al., 2021).
Kitame tyrime apraSoma, kad buvo nustatyti trys nauji viStienos alergenai
(parvalbuminas, aldolazé ir enolazé), kurie buvo atpazinti pacienty, kuriems
buvo nustatyta alergija zuviai ir vistienai, kraujo serumo méginiy (Kuehn et
al., 2016). Siame darbe tyréme kryzminj reaktyvuma tarp Zuvies ir vistos
parvalbuminy ir parodéme, kad Zzuviai alergisky pacienty kraujo serumo
méginiai taip pat sgveikauja su rekombinantiniu vistienos parvalbuminu,
sulietu su MBP (MBP-Gal d 8). Netiesioginés IFA, imunobloto ir taskinio
bloto metodais iStyréme sukurty MAK prie§ zuvy parvalbuminus sgveikg su
MBP-Gal d 8 ir su laboratorijos saglygomis paruostais vistienos ir kiaulienos
ekstraktais (3.9, 3.14 ir 3.15 pav., 6 priedas).
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3.15 pav. MAKk prie§ zuvy parvalbuminus saveikos su rekombinantiniu viStos
parvalbuminu, sulietu su MBP (MBP-Gal d 8), analizé imunobloto metodu. M —
baltymy molekulinio svorio standartas (Thermo Fisher Scientific Baltics).
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Visi sukurtieji MAk saveikavo su Gal d 8, nors $io alergeno aminorig§¢iy
sekos homologija su Cyp ¢ 1 alergeno seka yra tik 56 %, su Gad m 1 — 54 %.

Ankstesniame tyrime buvo parodyta, kad sukurti triusio PAK pries baltojo
baramundzio, atlantinés lasisos ir sardinés parvalbuminus nesgveikavo su
paruostais vistienos ir kiaulienos ekstraktais, todél Sie ekstraktai tame tyrime
buvo naudojami kaip neigiamos kontrolés (Sharp et al., 2015). Tuo tarpu miisy
sukurti MAKk saveikavo su ekstraktais netiesioginés IFA ir taskinio bloto
metodais, taCiau neaptiko parvalbuminy denatiruotuose ekstraktuose
imunobloto metodu. Tikétina, kad ekstraktuose yra per mazas parvalbuminy
kiekis, kad jie bty aptikti su MAKk.

Apibendrinus gautus rezultatus, galima teigti, kad MAk prie§ zuvy
parvalbuminus atpazjsta konservatyvius alergeny regionus, biidingus tiek a-,
tiek - parvalbuminams, ir gali bti pritaikyti parvalbuminy nustatymui jvairiy
zuvy ir kity gyviny ekstraktuose.

3.8. Monokloniniy antikiiny epitopy analizé

Vienas i$ svarbiy MAk apibudinimo etapy yra jy epitopy nustatymas.
Zinant antigeno sritj, kurig atpazjsta ir su kuria saveikauja sukurtieji antikiinai,
galima jvertinti jy taikymo galimybes. Atlickant MAk epitopy analize,
pirmiausia buvo sukonstruoti trys persiklojantys B-enolazés fragmentai, sulieti
su MBP baltymu: MBP-Cyp ¢ 2-C1 (1-698 aminortigstis), MBP-Cyp ¢ 2-C2
(1-622 aminortigstis) ir MBP-Cyp ¢ 2-C3 (1-543 aminorigstis) (3.16 pav.).

N-galas C-galas
1-MGSS MBP-Cypc 2 HPKL-836
1-MGSS MBP-Cyp c 2-C1 IEDP-698
1-MGSS MBP-Cyp c 2-C2 NILE-622
1-MGSS MBP-Cyp ¢ 2-C3 LAGN-543

623-NN  DP-698

MAKk 6E4
3.16 pav. MAk 6E4 epitopo lokalizacija naudojant persidengian¢ius MBP-Cyp ¢ 2
fragmentus: MBP-Cyp ¢ 2-C1 (1-698 aminortigstis), MBP-Cyp ¢ 2-C2 (1-622
aminortgstis) ir MBP-Cyp ¢ 2-C3 (1-543 aminortgstis). Pazymeéta sritis, kurig
atpazjsta MAk 6E4 (623—698 aminorugstis).

MBP-Cyp ¢ 2-C3 fragmentas buvo susintetintas kaip ir rekombinantiniai

parvalbuminai. Tuo tarpu MBP-Cyp ¢ 2-C1 ir MBP-Cyp ¢ 2-C2 fragmenty
kiirimui, susintetintos DNR sekos (2.3 lentel¢) buvo jterptos | pET28-MBP-
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TEV-Cypc 2 vektoriy, prie§ tai jkirpta su BamHI arba su Xhol RE.
Sukonstruotais naujais vektoriais buvo transformuotos E. coli Tuner (DE3)
kamieno bakterijos. Susintetinti MBP-Cyp c 2 fragmentai buvo tirti baltymy
elektroforezés metodu, analizuojant bakterijy lizatus pries ir po indukcijos, ir
tada imunobloto metu tiriant lizatus su MAK 6E4 terpe. Nustatyta, kad MAK
6E4 saveikavo su pilno ilgio rekombinantiniu MBP-Cyp ¢ 2 (91,7 kDa) ir su
MBP-Cyp ¢ 2-C1 (76,3 kDa) baltymais (3.17 pav.).

wM1 2 345 M1 2 3 45

100- - 100-
T0- - — 70-

55- " ! —-— 55-

40- 40-

-
35. 35-

25-

SDS-PAGE MAk 6E4

3.17 pav. MAk 6E4 sgveikos su rekombinantinius MBP-Cyp ¢ 2 ir jo fragmentus
sintetinan¢iais E. coli bakterijy lizatais analizé imunobloto metodu. Kair¢je: SDS-
PAGE,; desingje imunoblotas su MAk 6E4. M — baltymy molekulinio svorio
standartas (Thermo Fisher Scientific); 1 — MBP-Cyp ¢ 2 baltymas E. coli Tuner (DE3)
bakterijy lizate; 2 — MBP-Cyp ¢ 2 -C1 baltymas E. coli Tuner (DE3) bakterijy lizate;
3 — MBP-Cyp ¢ 2-C2 baltymas E. coli Tuner (DE3) bakterijy lizate; 4 — MBP-Cyp ¢
2-C3 baltymas E. coli Tuner (DE3) bakterijy lizate; 5 — iSgrynintas MBP baltymas
(neigiama kontrolg).

Palyginus sukonstruoty fragmenty aminoriigs¢iy sekas, buvo nustatyta,
kad MAk 6E4 atpazjsta 76 aminortigs¢iy ilgio fragmentg, esantj B-enolazés C-
gale, t. vy, seka nuo 623 iki 698 aminoriigsties (623-
NNEALELLKSAIEKAGYPDKIIIGMDVAASEFFKNGKYDLDFKSPDDP
KRHITGDQLGDLYKSFIKNYPVQSIEDP-698) (3.16 pav.).

Paprastojo karpio B-enolazés sritis (623—698 aminortigs¢iy seka), kuria
atpazjsta MAk 6E4, buvo palyginta su Uniprot duomeny bazéje esanciomis
kity zuvy riisiy (atlantinés menkés, atlantinés lasiSos ir siaminés pangasijos),
bei vistos ir kiaulés (Q1KYTO) B-enolazémis. Nustatyta atitinkama 91 %, 92
%, 91 %, 70 % ir 84 % seky homologija (3.18 pav.). Jdomu tai, kad karpio -
enolazés aminoriig§¢iy seka sutampa > 90 % su kity trijy zuvy risiy p-
enolaziy sekomis. Tai gali paaiskinti, kodél MAk 6E4 aptiko B-enolazes
visuose miisy tirtuose zuvy ekstraktuose. Palyging karpio B-enolazés sritj su
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vistos ir kiaulés B-enolaziy sekomis, parodéme, kad irgi stebima didele
aminorigs¢iy homologija. Tikétina, kad MAk 6E4 atpazjsta itin
konservatyvia -enolazés sritj, budinga ir kity gyviny B-enolazéms.

623 660
Cypc2 N N S E K P 0| FKN K
Gadm2/N N s EK P I 1 FKSGK
Sals2{N N T EK P 11 YKAGK
Panh2|N N S EK A 1V YR SGK
Gald9 /N H A AQ T A CRDEGR
Kiaulés N T QA P Vv YRN K

661
Cypc2D DDP KRH D@INGE D BEK s ElNKE N
Gadm2 D DDP K P EQLGDLYKx x x x N
Sals2 D DDPARY DQEGDLMKSFITKG
Panh2 D DDPKRH DQEADLMKSF I KN
Gald9 H PHTKERY EQEBGE | RGEIKD
Kiaulés D DDP SRH EKIBG EENMK S EINKN

aminortigsciy) palyginimas su atlantinés menkés (Gad m 2), atlantinés lasiSos (Sal s
2), siaminés pangasijos (Pan h 2), vistos (Gal d 9) ir kiaulés (Q1KYTO, Uniprot) -
enolazémis. ,,** — Zymimos tos aminoriig§tys, kurios sutampa tarp visy B-enolaziy.
Kuo tamsesné violetiné spalva, tuo daugiau aminortigs¢iy sutampa tarp skirtingy f-
enolaziy.

MAKL, sukurty prie§ Zuvy parvalbuminus, epitopy lokalizacijai buvo
sukonstruoti du persiklojantys Gad m 1 fragmentai, sulieti su MBP baltymu
(#1 fragmentas, 1-84 aminortgstis; #2 fragmentas, 21-110 aminoragstis) ir
du persiklojantys Cyp c¢ 1 fragmentai, taip pat sulieti su MBP baltymu (#3
fragmentas, 1-73 aminoragstis; #4 fragmentas, 30—104 aminortigstis) (3.19
pav.). Visi tiksliniy baltymy fragmentai buvo susintetinti E. coli Tuner (DE3)
kamieno bakterijose. Paruosti bakterijy lizatai buvo iSanalizuoti baltymy
elektroforezés metodu, o jy saveika su MAKk istirta imunobloto metodu (3.20
pav.).MAk 7B2 ir 2C1 sgveikavo su #4 fragmentu, t. y. su Cyp ¢ 1 baltymo
C-galine seka (30—104 aminortigstis). Tuo tarpu MAk 18H3 reagavo su #2
fragmentu, esan¢iu Gad m 1 baltymo C-gale (21-110 aminoragstis), o MAk
16B3 su #1 fragmentu ir atpazino Gad m 1 N-galing seka (1-84 aminortigstis).
Vienintelis MAk 3F6 saveikavo su dviem fragmentais, #2 ir #4, t. y. reagavo
su Gad m 1 ir Cyp c 1 baltymy C-galinémis sekomis. [Sanalizavus gautus
rezultatus buvo nustatyta, kad MAk 7B2 ir 2C1 epitopas yra iSsidéstes Cyp ¢
1 baltymo sekoje tarp 74 ir 104 aminortgsties, MAk 18H3 epitopas yra Gad
m 1 baltymo sekoje tarp 85 ir 110 aminoriigsties, MAk 16B3 epitopas — Gad
m 1 baltymo sekoje tarp 1 ir 20 aminortigsties, o MAk 3F6 epitopas — Cyp ¢
1 baltymo sekoje tarp 74 ir 104 aminoriigsties ir Gad m 1 baltymo sekoje tarp
85 ir 110 aminortgsties (3.19 pav.).
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3.19 pav. MAk prie$ zuvy parvalbuminus epitopy lokalizacijos nustatymas naudojant
rekombinantinius persiklojan¢ius Gad m 1 ir Cyp ¢ 1 baltymy fragmentus, sulietus su
MBP baltymu. Pazymétos sekos, kurias atpazjsta MAk.
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3.20 pav. MAKk prie§ Zuvy parvalbuminus sgveikos su rekombinantinius Gad m 1 ir
Cyp c 1 fragmentus sintetinanciais E. coli bakterijy lizatais analizé imunobloto
metodu. Kair¢je: SDS-PAGE; deSingje: imunoblotas su MAk. M — baltymy
molekulinio svorio standartas (Thermo Fisher Scientific); 1 — #1 fragmentas (52,9
kDa); 2 — #2 fragmentas (53,9 kDa); 3 — iSgrynintas MBP baltymas (44,1 kDa,
neigiama kontrolé); 4 — #3 fragmentas (51,9 kDa); 5 — #4 fragmentas (52,2 kDa).
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MAKk 7B2 ir MAk 2C1
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3.21 pav. Nustatytq MAKk prie§ zuvy parvalbuminus epitopy regiony aminorigséiy
seky palyginimas su rekombinantiniais parvalbuminais, su kuriais MAKk reagavo (A)
ir nereagavo (B) imunobloto metodu. ,,** — Zymimos tos aminorfgstys, kurios
sutampa tarp visy lyginamy parvalbuminy. Kuo tamsesné violetiné spalva, tuo
daugiau aminoriig§ciy sutampa tarp skirtingy parvalbuminy.
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Siekdami istirti sukurty MAk specifiskuma tam tikriems parvalbuminams,
nustatytos aminortig§éiy sekos, kurias atpaZjsta kiekvienas MAK, buvo
palygintos su Siame darbe susintetinty rekombinantiniy zuvy ir vistos
parvalbuminy sekomis, t. y. atskirai $i0s aminortigs¢iy sekos buvo lyginamos
su sekomis parvalbuminy, su kuriais antikiinas sgveikavo imunobloto metodu
ir su kuriais sgveikos nebuvo (3.21 pav.). Sis tyrimas parod¢, kad visy MAk
atveju, vienos ar keliy aminortigséiy skirtumas zuvy parvalbuminy
aminoriig§¢iy sekose gali lemti, kad antikiinas nesgveikaus su analizuojamu
alergenu. Pavyzdziui MAk 3F6 atveju, aminoriigs¢iy seky homologija tarp
Cyp c 1 baltymo C-galinés sekos ir kity parvalbuminy yra daugiau nei 65 %.
Tikétina, kad antikiinas atpaZjsta parvalbumino aminoriigs¢iy seka, biidinga
daugelio gyviiny parvalbuminams, 0 tai galéty paaiskinti $io antikino
kryzminj reaktyvumg ne tik su skirtingy Zzuvy raSiy, bet ir vistos
parvalbuminais. Taciau $is antiktinas nesgveikauja su Eso lu 1 alergenu, nors
nustatyta daugiau nei 80 % seky homologija. Tuo tarpu MAK 16B3 atveju,
palyginus Gad m 1 baltymo N-galing seka (1-20 aminortigstis) su kitais
parvalbuminais nustatytas mazesnis seky panasumas, ypa¢ su a-
parvalbuminais (30—40 %), dél to §is antik@inas yra tinkamesnis tam tikry Zuvy
rusiy (pvz., siaminés pangasijos ar gelsvauodegio tuno) B-parvalbuminy
tyrimams. Jdomu, kad palyginus Cyp ¢ 1 ir Gad m 1 baltymy C-galines
aminorigsciy sekas su Sal s 1, Onc m 1 ir Seb m 1 aminoriig§¢iy sekomis,
stebima daugiau nei 73 % seky homologija, taciau nei MAk 18H3, nei 7B2 ir
2C1 nereaguoja su Siais alergenais.

Atliktais ankstesniais tyrimais buvo parodyta, kad P-parvalbuminy
strukttra gali pasikeisti jiems prisijungus arba netekus kalcio arba magnio
jony (Kuehn et al., 2014; Fernandes et al., 2015; Rodgers, 2011). Aprasyta
keletas tyrimy, kuriy metu IFA ir imunobloto metodais buvo siekiama
i8siaiskinti kalcio jony svarbg zuvims jsijautrinusiy pacienty kraujo serume
esanciy IgE sgveikai su Zuvy parvalbuminais. Nustatyta, kad pasalinus kalcio
jonus sumazgja IgE sgveikos su parvalbuminais stiprumas. Manoma, kad taip
galéjo nutikti dél pasikeitusios parvalbuminy struktiiros (Bugajska-Schretter
et al., 1998; Swoboda et al., 2002b). Tuo tarpu Kitame tyrime buvo parodyta,
kad parvalbuminams specifisky MAk 3E1 ir PARV-19 sgveika su skirtingy
zuvy rasiy ekstraktais padidéjo pridéjus EGTA reagento, kuris suriSa kalcio
jonus ir taip sumazina jy kiekj analizuojamame tirpale. Siuo atveju saveikai
irgi turéjo jtakos kalcio jony pasalinamas, kuris 1émé uzstoty MAk epitopy
atidengima (Gajewski and Hsieh, 2009).
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3.22 pav. MAKk pries zuvy parvalbuminus sgveikos su rekombinantiniais
parvalbuminais analizé netiesioginés IFA metodu, kuomet IFA skirtos plokstelés
buvo padengtos rekombinantiniais tiksliniais baltymais, iStirpintais arba IMBT (pilki
stulpeliai), arba Ca?*-IMBT, turin¢io kalcio ir magnio jony (spalvoti stulpeliai).
Matavimai atlikti su pakartojimais. ISmatuotos OT vertés rekombinantiniy alergeny,
istirpinty IMBT be ir su metalo jonais, buvo tarpusavyje lyginamos naudojant
Stjudento t tests. ,,** Zymima ten, kur skirtumas tarp lyginamy grupiy yra statistiskai
reik§mingas (p < 0,05).
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Nustacius alergeny sritis, kurias atpazjsta sukurti MAk prie§ zuvy
parvalbuminus, buvo pastebéta, kad visi antikiinai, i§skyrus MAk 16B3,
atpazino Gad m 1 ir Cyp c 1 baltymy regionus, turinc¢ius kalcio jony suri§imo
sritis. Siekiant jvertinti, ar MAk prisijungimui prie parvalbuminy gali turéti
itakos kalcio ir magnio jonai, IFA skirtos plokstelés buvo padengtos
rekombinantiniais tiksliniais baltymais (galutiné koncentracija 5 pg/mL),
iStirpintais arba IMBT, arba Ca?*"IMBT (turin¢iame kalcio ir magnio jony),
kurios po blokavimo inkubutotos su iSgrynintais MAk (3.22 pav.). Gauti
rezultatai parodé, kad kalcio ir magnio jonai turéjo jtakos MAk 18H3 ir MAk
3F6 antikiiny sgveikai su rekombinantiniais baltymais, t. y. buvo stebimas
padidéjes antikiiny aktyvumas su rekombinantiniais alergenais (padidé¢jo OT
vertés). Tikétina, kad parvalbuminy regionai, kuriuos atpazjsta Sie du
antiklinai, tapo jiems lengviau prieinami dél jvykusiy parvalbuminy struktiiros
pokyciy, kuriuos lémé alergeny aplinkoje atsirade metalo jonai. Tuo tarpu
jokiy reikSmingy MAk 7B2, 2C1 ir 16B3 saveikos skirtumy su
rekombinantiniai alergenai, iStirpinty IMBT be ir su metalo jonais,
neuzfiksuota.

3.9. Monokloniniy antiktiny taikymas parvalbuminy i§skyrimui i$
alergeny ekstrakty

Buvo patikrintas MAk gebéjimas imunoprecipitacijos budu i§ alergeny
ekstrakty i$skirti parvalbuminus. Siam tyrimui pasirinkome MAk 3F6 ir MAk
7B2, kurie taikant IFA metoda stipriai reagavo (OT > 1,5) su parvalbuminais
daugelyje tirty Zuvy ekstrakty. Buvo jvertintas jy gebéjimas i§ karpio ir lasisos
ekstrakty (komerciniy ir i§ laboratorijos sglygomis paruosty) ,iSgaudyti
parvalbuminus. Pirmiausia MAk buvo inkubuojami su sefaroze ,,rProtein A
Sepharose Fast Flow* (Cytiva). Po to susidares antikiiny ir sefarozés
kompleksas buvo inkubuojamas su pasirinktais ekstraktais, kad antikiinai
galéty prisijungti ekstraktuose esancius parvalbuminus. Po inkubacijos
surinkti méginiai buvo analizuojami baltymy elektroforezés ir imunobloto
metodais. Naudojant krieny peroksidaze Zyméta MAk 3F6 (HRP-3F6) buvo
aptiktos ~ 10-12 kDa dydzio baltymy juostelés, kurios atitinka [-
parvalbuminus. MAk 3F6 aptiko parvalbuminus abiejy zuvy risiy
ekstraktuose, 0 MAk 7B2 i8skyré parvalbuminus tik i§ karpio ekstrakty (3.23
pav. A ir B).

Siekiant patvirtinti, kad MAk 7B2 ir 3F6 i§ alergeny ekstrakty
imunoprecipitavo parvalbuminus, kaip neigiama kontrole naudojome MAk
19C19 (pries MBP baltyma), kuris taip pat buvo pirmiausia inkubuojamaas su
sefaroze-baltymu A, tada su ekstraktais. ISanalizavus Sio antikino
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imunoprecipitacijos méginius buvo patvirtintas MAk 7B2 ir 3F6
specifiSkumas parvalbuminams (3.23 pav. C).
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3.23 pav. Parvalbuminy i$skyrimas i§ alergeny ekstrakty naudojant MAk 7B2 (A) ir
3F6 (B) ir jy nustatymas imunobloto metodu naudojant HRP zyméta MAk 3F6. M —
baltymy molekulinio svorio standartas (Thermo Fisher Scientific); 1 — MAk 7B2 ir
sefarozés kompleksas (neigiama kontrolé); 2—-3 — karpio ekstraktas; 4-5 — lasiSos
ekstraktas; 8 — MAk 3F6 ir sefarozés kompleksas (neigiama kontrol¢). 2 ir 4 —
komerciniai ekstraktai; 3 ir 5 — laboratorijos salygomis paruosti ekstraktai. MAk
19C19 pries MBP baltyma buvo naudojamas kaip neigiama kontrolé (C). Rodykle
nurodyta parvalbuminy padétis iSanalizuotuose méginiuose.

Apibendrinus rezultatus, galima teigti, kad sukurtieji MAk prie§ Zuvy
parvalbuminus atpazjsta ir natyvius parvalbuminus, tadiau tiek jy
specifiSkumas, tiek saveikos stiprumas su tam tikry Zuvy riSiy
parvalbuminams skiriasi. Abu MAk yra tinkami kandidatai alergeny ekstrakty
standartizavimui, nes sgveikauja su daugybe skirtingy zuvy rasiy ekstrakty,
bei atpazjsta tick rekombinantinius, tiek natyvius parvalbuminus jvairiy zuvy
ekstraktuose.
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3.10. Monokloniniy antikiiny taikymas parvalbuminy aptikimui
zuvy ekstraktuose

Vienas i§ pagrindiniy metody, naudojamy aptikti Zuvies alergenus
analizuojamuose méginiuose yra IFA metodas, kuris pasizymintis dideliu
jautrumu ir specifiSkumu. Literattiroje aprasyta keletas jvairiy [FA varianty,
kur naudojant PAK pries§ zuvy alergenus jvairiuose zZuvy ar maisto méginiuose
yra aptinkami alergenai (Liang et al., 2022). Triusio PAk prie§ menkeés
parvalbuming buvo panaudoti kuriant dviepitope IFA, kuri pasizyméjo
specifiskumu tik zuvy parvalbuminams ir juos aptiko 32 skirtinguose zuvy
ekstraktuose (Faeste and Plassen, 2008). Kitu atveju, dviepitopés IFA metodu,
naudojant triusio PAk prie§ japoninés skumbrés parvalbuming, Zzuvies
baltymai buvo aptikti 22 skirtinguose zuvy méginiuose ir 18 tirty komerciskai
apdorotuose maisto produktuose (pvz., Zuvies padaze, Zuvies desreléje,
surime), j kuriy sudétj jeina zuvis (Shibahara et al., 2013). Taip pat dviepitopés
IFA metodu, naudojant ozkos ir triusio PAk prie§ juros eSerio alergenus,
zuvies baltymai buvo aptikti jvairiuose maisto produktuose (pvz., juros
gérybiy tofu, surime, zuvies pirsteliuose ir t. t.) (Dasanayaka et al., 2021).
Sukurta ir keletas komerciniy IFA rinkiniy, skirty zuvy baltymy aptikimui
analizuojamuose méginiuose: ,,AgraQuant Fish ELISA kit“ (Romer Labs,
Austrija) ir ,,Common Bone Fish Antigen EIA ELISA kit“ (2 ir 3 versija,
XEMA, Rusija). Atlikti tyrimai, siekiant jvertinti §iy rinkiniy gebéjimg aptikti
jvairiy kauliniy ir kremzliniy zuvy baltymus tiriamuosiuose méginiuose.
Rinkiniai aptiko zuvy baltymus tik 12 i§ 57 tirty zuvy rii$iy ekstrakty (menkés,
karpio, upétakio ir kity). Deja, né vienas rinkinys neaptiko alergeny
kremzliniy zuvy, véziagyviy ir kity gyviiny ekstraktuose (pvz., véZzlio, vistos,
kiaulés, krokodilo ir t. t.) (Ruethers ir kt., 2020). Tai rodo, kad labai svarbu
nustatyti, kokios zuvy rusies baltymams gali buti pritaikyta turima maisto
alergeny nustatymui skirta IFA analitiné sistema, kad buty galima tiksliai
jvertinti tiriamyjy alergeny buvimg analizuojamuose méginiuose ir apsaugoti
pacientus nuo galimy alerginiy reakcijy.

Siame darbe parodéme, kad sukurtieji MAk prie§ Zzuvy parvalbuminus
pasizymi placiu kryZminiu reaktyvumu ir geba atpazinti parvalbuminus tiek
skirtingy zuvy ekstraktuose, tiek vistienos ir kiaulienos ekstraktuose. Siekiant
jvertinti 8iy MAk potencialg alergeny ekstrakty analizei, nusprendéme
pritaikyti Siuos antikiinus kuriant dviepitope IFA, skirta parvalbuminy
aptikimui analizuojamuose méginiuose. Kuriant tokig sistemg biitina parinkti
du MAK, t. y. MAk pora, kurie atpaZinty tg patj antigena, tik skirtingus jo
epitopus. Taip pat svarbu parinkti tinkamiausias eksperimento salygas (pvz.,
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optimalias antikiiny koncentracijas, buferinius tirpalus, konjugato skiedimus
irt. t.) (Sakamoto et al., 2018; Minic and Zivkovic, 2020).

Kadangi kuriant dviepitopg IFA reikalingi MAk pora, pirmiausia reikéjo
jvertinti, ar MAk prie§ nGad m 1 tarpusavyje konkuruoja dél prisijungimo prie
antigeno, ar atpazjsta skirtingus parvalbumino epitopus. Atlikus konkurencing
IFA, MAk pries nGad m 1 buvo suskirstyti j tris grupes: I grupé MAk 7B2 ir
2C1, Il — MAKk 18H3 ir Il — MAK 16B3, kuriose esantys antikiinai atpaZjsta
skirtingas antigeno sritis. Tuomet dviepitopés IFA metodu buvo tikrinamos
vairios MAk pory kombinacijos, sudarytos i§ MAk prie§ n Gad m 1 ir MAk
3F6 pries MBP-Cyp c 1, kuomet vienu i§ antikiinu yra padengiama IFA
plokstelé, o kitu antikiinu (konjuguotu su krieny peroksidaze (HRP)) yra
nustatomas tiriamasis antigenas. Toliau darbe MAk konjugatai su HRP
Zymimi ,,**. Buvo atrenkamos tos antikiiny poros, kurios tiriamajame tirpale
aptinka rekombinantinius MBP-Sco s 1 arba MBP-Cyp ¢ 1.

A

7B2-18H3*
7B2-16B3*
2C1-18H3*
2C1-16B3*
18H3-7TB2*
18H3-2C1*
18H3-16B3*
18H3-3F6*
16B3-7B2*
16B3-2C1*
16B3-18H3*
16B3-3F6*
3F6-18H3*
3F6-16B3*

OT, 450 nm

0.0 0.3 0.6 0.9 1.2 1
MBP-Sco s 1, uyg/ml

¥ttdoqndos ims

7B2-3F6"
0.06—

0.00

2C1-3F6*
3F6-7B2*

I

3F6-2C1*

OT, 450 nm

1 I I I I 1
0.0 0.3 0.6 09 1.2 1.5 1.8

MBP-Cyp c 1, pg/ml
3.24 pav. MAk poros atranka dviepitopés IFA kiirimui. A dalyje pory atrankai
naudojamas rekombinantinis MBP-Sco s 1 baltymas, o B dalyje — rekombinantinis
MBP-Cyp c 1 baltymas. Matavimai atlikti be pakartojimy. ,,*“ prie MAk pavadinimo
nurodo, kad antikiinas yra Zymétas HRP.
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Pasirinkome Siuos rekombinantinius baltymus antikliny pory atrankai,
kadangi netiesioginés IFA metodu visi MAKk su jais stipriai reagavo (OT >
1,3). I§ visy tirty pory, dvi MAK poros pasizyméjo didziausiu jautrumu (18H3-
3F6* ir 7B2-18H3*), todél jos buvo pasirinktos dviepitopés IFA
optimizavimui (3.24 pav.).

Optimizuojant buvo siekiama kuo didesnio dviepitopés IFA jautrumo,
todél buvo nuspresta patikrinti keleta IFA metody parametry ir iSrinkti
tinkiamiausig, t. y. pasirinkti IFA plokstelg (,,Thermo Fisher Scientific* arba
»Nerbe plus®), imobilizacijos buferinj tirpala (IMBT arba PBS), nustatyti
imobilizuojamo MAk koncentracija (3, 5 arba 8 pg/mL), blokavimo buferinj
tirpalg (2 % BSA, 4 % pieno milteliy arba 1xRotiBlock) ir parinkti HRP
zyméto MAk skiedimg (10-100 karty). Inkubacijy trukmés ir temperatiiros
nekeitéme. Dviepitopés IFA metodo kiirimui ir optimizavimui naudojome
rekombinantinj MBP-Sco s 1 baltyma (koncentracija nuo 8 pg/mL iki 1,35 %
10 pg/mL).

Atlikus minétus eksperimentus, kiekvienai MAK porai buvo parinktos
dviepitopés IFA salygos ir jvertintas kiekvienos poros sistemos jautrumas, t.
y. maziausia parvalbumino koncentracija, kurig gali aptikti sukurta dviepitopé
IFA sistema. Metodo jautrumas naudojant 7B2-18H3* pora buvo lygus 1,211
+ 0,022 ng/mL, o naudojant 18H3-3F6* porg — 1,857 + 0,034 ng/mL (3.5
lentelé, 3.25 pav.).

3.5 lentelé. Nustatytos optimalios salygos abiem MAk poroms.

MAK Imobilizacijos Imobilizuojamo Blokavimo HRP Zyméto
ora IFA plokstelé buferinis MAk buferinis MAKk

P tirpalas koncentracija tirpalas skiedimas
18H3- Nunc

: 800 karty
3F6* MaxiSorp .

—_ . PB 1 1xRotiBlock

7B2- (Thermo Fisher S S pgm xRotiBloc 30k
18H3* |  Scientific) arty

Vienos i§ literatliroje apraSytos dviepitopés IFA sistemos, sukurtos
naudojant triusio ir ozkos PAk prie§ zuvy parvalbuminus, jautrumas buvo 0,6
ng/mL (Liang et al., 2022). Naudojant triusio PAk prie$ menkés parvalbuming
buvo sukurta dviepitopé IFA sistema, kurios jautrumas buvo 0,11 ng/mL,
naudojant triusio PAK prie$ Japoning skumbre — 0,58 ng/m, o pritaikius ozkos
ir triusio PAk pries juros eSerj — 0,5 ng/mL (Faeste and Plassen, 2008;
Shibahara et al., 2013; Dasanayaka et al., 2021). Pastebima, kad naudojant
PAK pries zuvy alergenus yra sukuriamos didesniu jautrumu pasizyminanc¢ios
dviepitopes IFA sistemos. Nepasant to, yra zinoma, kad PAk atsargos yra
ribotos, todél tokiy sistemy kiirimui geriau bty pritaikyti MAKk.
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7B2-18H3*

[N}
1

OT, 450 nm

T T
1e-5 1e-4 0,001 0,01 0,1 1 10
MBP-Sco s 1, pg/mL

B 18H3-3F6*

OT, 450 nm

T T
1e-5 le-4 0,001 0,01 01 1 10
MBP-Sco s 1, pg/mL

3.25 pav. Optimizuotos dviepitopés IFA kalibracininés kreivés. A — dviepitopé IFA
sistema sukurta naudojant MAk pora 7B2 ir 18H3*, B — dviepitopé IFA sistema
sukurta naudojant MAK pora 18H3 ir 3F6*. Grafikai nubrézti kompiuterine programa
»SoftMax Pro 4.0 (Molecular Devices).

Sukiirus optimizuotas dviepitopés IFA sistemas, buvo jvertinta, ar jos
tinkamos parvalbuminy aptikimui jvairiy Zzuvy bei vistienos ir Kiaulienos
ekstraktuose. I8 viso tikrinome 4 komercinius ir 29 laboratorijos saglygomis
paruostus ekstraktus (3.6 lentelé). Parvalbuminy koncentracija méginiuose
buvo apskaiéiuota pagal keturiy parametry logistinés kreivés (angl. four
parameter logistic (4PL) curve) lygtj, gauta nubraizius kalibracing kreive (OT
priklausomybé nuo rekombinantinio MBP-Sco s 1 koncentracijos (nuo 8
pg/mL iki 1,35 x 10 pug/mL)).

Naudojant $ias analitines sistemas, parvalbuminy koncentracija pavyko
nustatyti daugumoje tirty ekstrakty. Tikrinant ekstraktus su MAK 18H3 ir
3F6* pora, parvalbuminai buvo aptikti 16 i§ 33 tirty ekstrakty (48 %).
Didziausios parvalbuminy koncentracijos (> 400 ng/mL) buvo nustatytos
ledjiirio menkés, europinés stintos ir juodadémés menkés ekstraktuose.
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3.6 lentelé. Nustatytos parvalbuminy koncentracijos (ng/mL) tirtuose ekstraktuose
taikant optimizuotas dviepitopés IFA sistemas, sukurtas naudojant MAK 7B2 ir 18H3*

pora arba MAK 18H3 ir 3F6* pora.

MAK pora
Ekstraktas B3 BTG | 1B
Paprastojo karpio (DST) 60,58 -
Atlantinés silkés (DST) - -
Atlantinés lasisos (DST) - -
Atlantinés menkés (DST) 38,64 103,43
Paprastojo karpio 39,66 -
Atlantinés silkés - -
Atlantinés lasisos - -
Vaivorykstinio upétakio - -
Ledjirio menkés 46,4 490,69
Aliaskinés rudagalvés menkes 19,44 33,33
Europinés lydekos 40,96 69,6
Europinés stintos - 400,7
Paprastosios kuojos 253,42 1,45
Paprastojo karsio 27,67 1,92
Paprastojo europinio eserio 18,87 3,49
Paprastojo pugzlio 2,5 1,96
Auksaspalvés dorados 86,29 -
Gelsvapelekeés pleksnés 30,44 2,59
Argentininés jiry lydekos 42,91 164,91
Atlantinés argentinos 3,3 -
Juodadémes menkés 27,45 895,1
Didziagalvés menkés 21,59 119,75
Siaurinés dryzakojés krevetés - -
Kraby lazdeliy 9,93 1,89
Siidytos atlantinés silkes - -
Konservuotos afrikinés skumbrés - -
Konservuotos atlantinés menkés - -
Konservuoto dryzojo tuno - -
Saltai ritkytos atlantinés lasisos 31 -
Saltai ritkytos atlantinés skumbreés 65,51 3,13
Rutkyty atlantiniy Sproty 2,5 2,8
Kiaulienos - -
Vistienos - -
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Tuo tarpu ekstraktus tiriant su MAK 7B2 ir 18H3* pora, parvalbuminai
buvo aptikti 20 i$ 33 tirty méginiy (61 %). Daugiausia parvalbuminy nustatyta
paprastosios kuojos ekstrakte (< 200 ng/mL). Idomu tai, kad abi MAk poros
dviepitopés IFA metodu nustato skirtingas parvalbuminy koncentracijas tame
paciame ekstrakte. Analizuodami sukurty MAk kryzminj reaktyvuma IFA
metodu mes pastebéjome, kad antiklinai pasizymi skirtingu kryzminiu
reaktyvumu ir su vieny zuvy risiy parvalbuminais sgveikauja stipriau (OT >
1,5), su kity silpniau (OT < 0,5), arba apskritai nereaguoja. Pavyzdziui, MAk
7B2 ir 18H3* pora neaptiko parvalbuminy stintos ekstrakte, tuo tarpu MAk
18H3 ir 3F6* pora — atlantinés argentinos ekstrakte. Tam galéjo turéti jtakos
tai, kad tiriant netiesioginés IFA metodu MAk 7B2 silpnai sgveikauja su
parvalbuminais stintos ekstrakte, o MAk 18H3 - atlantinés argentinos
ekstrakte.

Taip pat buvo nustatyta, kad abi dviepitopés IFA sistemos neaptiko
parvalbuminy ekstraktuose, paruostuose i§ konservuoty zuvy (skumbrés,
menkés ir tuno), bei i§ sudytos silkés. Tikétina, kad Siuose ekstraktuose MAk
neaptiko parvalbuminy dél galimy jy struktiros pokyCiy jvykusiy
konservavimo metu. Vienas ankstesnis tyrimas parodé, kad keli pacientai,
alergiski termiskai neapdorotai lasiSai, toleravo konservuota lasiSa. Manoma,
kad Konservavimo metu yra sumazinamas tam tikry Zuvy baltymy
alergeniskumas ir stabilumas (Bernhisel-Broadbent et al., 1992). Be to, né
viena dviepitopé IFA sistema nenustaté parvalbuminy vistienos ir kiaulienos
ekstraktuose.

Jdomu, kad parvalbuminy koncentracijos buvo nustatytos ekstraktuose,
paruostuose i$ rukyty zuvy (lasiSos, skumbrés, Sproty). Be to, abi antikiiny
poros aptiko parvalbuminus kraby lazdelése, | kuriy sudétj jeina 41 % surimio,
sudaryto i§ Zuvies (juros lydekos, menkés ar sardinés), kiausinio baltymo,
vandens, bulviy ir kvieCiy krakmolo, cukraus, druskos ir t. t. Siekiant
patvirtinti, kad sukurtos analitinés sistemos skirtos aptikti tik
parvalbuminams, kaip neigiama kontrol¢ naudojome laboratorijoje paruosta
krevetés ekstrakta, kuriame néra parvalbuminy.

Taigi, 8io darbo metu parodéme, kad sukurtieji MAk prie§ Zuvy
parvalbuminus gali buti pritaikyti kuriant dviepitopés IFA sistemas, skirtas
tam tikry zuvy riisiy parvalbuminy aptikimui analizuojamuose méginiuose.
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REZULTATU APIBENDRINIMAS

B-parvalbuminas ir B-enolazé — tai zuvy raumenyse aptinkami Zuvies
alergenai, galintys sukelti jvairius alergijos simptomus. Siekiant iSvengti
nepageidaujamy alerginiy reakcijy, Kuriamos jvairios analitinés sistemos,
kurios galéty aptikti zuvies alergenus tiriamuosiuose maisto produktuose.
Tokiy sistemy kiirimui ir optimizavimui gali btiti naudojami rekombinantiniai
zuvy alergenai ir jiems specifiniai MAK.

Sio tyrimo metu E. coli bakterijose buvo susintetinta ir igryninta 14
rekombinantiniy alergeny, suliety su MBP: 11 skirtingy zuvy rasiy B-
parvalbuminy, paprastojo karpio B-enolazé, Kaliforninio Sakadancio ryklio a-
parvalbuminas ir vistos a-parvalbuminas. Zuviai alergidky pacienty kraujo
serume esanciy IgE saveika su iSgrynintais rekombinantiniais alergenais
patvirtino, kad jie pasizymi antigeninémis savybémis, budingomis
natlraliems alergenamas ir gali buti pritaikyti zuvy alergenams specifisky
MAK kiirimui ir apibiidinimui. Be to, Sio darbo metu i§ paprastojo karpio
raumens klonuota ir E. coli raiSkos sistemoje susintetinta rekombinantiné
karpio B-enolazé buvo pripazinta nauju Zuvies alergenu, kuris WHO/IUIS
alergeny nomenklatiiros duomeny bazéje uzregistruotas pavadinimu Cyp c 2.

Taikant hibridomy technologija ir naudojant imunizacijai rekombinantinj
paprastojo karpio B-parvalbuming, p-enolaze bei natiiraly atlantinés menkés
B-parvalbuming, buvo sukurtos 7 hibridomy linijos, sekretuojancios auksto
giminingumo IgG klasés MAK pries Siuos baltymus. Nustatyta, kad visi MAK,
iSskyrus  MAk 14F3, atpazjsta linijinius epitopus. Taikant jvairius
imunocheminius metodus buvo parodyta, kad sukurtieji MAK pasizymi placiu
kryzminiu reaktyvumu ir geba atpazinti tiek rekombinantinius, tiek natiiralius
jvairiy zuvy rasiy raumeny ekstraktuose esancius tikslinius alergenus. Taip
pat nustatyta, kad visi MAKk atpazino Siuos alergenus tirtuose viStienos ir
kiaulienos ekstraktuose. Be to, buvo parodyta, kad MAK prie§ parvalbuminus
geba atpazinti rekombinantinius zuvies ir viStos a-parvalbuminus, o MAk
6E4, sukurtas pries karpio PB-enolaze, tirtuose E. coli ir Saccharomyces
cerevisiae méginiuose aptiko $iy mikroorganizmy enolazes. Kryzminis
specifiSkumas rodo, kad MAk atpazjsta konservatyvius tiksliniy baltymy
epitopus. Ypac¢ placiu kryzminiu specifiSkumu pasizyméjo MAk 3F6.

Atlikus epitopy analiz¢ buvo nustatyta, kad MAk 16B3 atpazjsta Gad m 1
baltymo N-galine seka, o visi kiti MAKk atpaZjsta epitopus, esancius alergeny
C-galinése sekose.

Naudojant MAKk prie§ parvalbuminus, buvo sukurtos ir optimizuotos dvi
dviepitopés IFA sistemos, kurios aptiko parvalbuminus daugumoje tirty
skirtingy zuvy rusiy ekstrakty.
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Taigi, pagrindinis $io darbo rezultatas yra nauji, i§samiai apibtudinti MAK
prie§ zuvy alergenus, kurie pasizymi placiu kryzminiu reaktyvumu ir gali
aptikti tiek zuvies, tiek kity organizmy tikslinius baltymus. Siy MAk pagrindu
sukurtieji analitiniai metodai gali buti pritaikyti alergeny ekstrakty sudéties
tyrimams ir jy standartizavimui.
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ISVADOS

E. coli raiSkos sistemoje susintetinti rekombinantiniai alergenai, sulieti
su maltoz¢ surisancéiu baltymu, yra antigeniskai panasis j nataralius
alergenus, nes reaguoja su IgE klasés antikiinais, esanciais Zuviai
alergisky asmeny kraujo serume.

Pirma karta bakterijy raiSkos sistemoje gautos rekombinantinés
paprastojo karpio B-enolazés antigeniSkumo tyrimai patvirtino, kad tai
naujas zuvies alergenas (Cyp ¢ 2).

Naudojant kaip imunogenus rekombinanting paprastojo karpio [-
enolaze, rekombinantinj paprastojo karpio B-parvalbuming ir natiiraly
atlantinés menkés B-parvalbuming, Sukurtos naujos hibridomy linijos,
sekretuojancios IgG klasés MAK, tinkamus tiksliniy alergeny
nustatymui ir tyrimams.

Atlikus i8samy MAKk apibtudinimg ir epitopy analize, nustatyta, kad
dauguma MAKk atpaZzjsta konservatyvius linijinius epitopus, esancius
skirtingos kilmés tiksliniy alergeny sekose.

Visi sukurtieji MAk pasizymi kryzminiu reaktyvumu, todél gali biiti
pritaikyti alergeny nustatymui jvairiy zuvy ir kity gyviny
ekstraktuose.

Placiausiu kryZzminiu specifiSkumu pasizymintis MAk 3F6 galéty bati
pritaikytas jvairiy Zuvy riSiy alergeny ekstrakty analizei ir
standartizavimui.
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PRIEDAI

1 priedas. Keletas alergeny $altiniy (pritaikyta pagal Stewart et al., 2012).

Alergeny grupés

Alergeny Saltiniai

Gyviny pleiskanos ir Slapimas

Katé, Suo, arklys, triusis, karve, t. t.

Pauksciy plunksnos Papiiga, balandis, vista, t. t.

Gridy miltai Kvieciai, rugiai, avizos, t. t.

Zolés Motiejukas, varputis, t. t.

Piktzolés Kietis, ambrozija, t. t.

Medziai Alksnis, berzas, lazdynas, kipras, t. t.
Dermatophagoides pteronyssinus,

Namy dulkiy erkés Dermatophagoides farinae,
Euroglyphus maynei, t. t.

Vabsdsiai fl"arakon.as, bi‘éiq 'ir vapsvy igélimai, skruzdéliy
ir uody jkandimai, t. t.

Pelésiniai grybai Aspergillus spp., Cladosporium spp., Alternaria
spp, t. t.

Kiti Lateksas, papainas, bromelainas, t. t.

Vaistai Penicilinas, sulfonamidai ir kiti antibiotikai, t. t.

Maistas Jaros gérybés, pienas, kiauSiniai, t. t.

134



2 priedas. Alergeny baltymy $eimos (pritaikyta pagal Csonka, 2021; Rudzeviéiené, 2021).

Alergeno S$altinis

ApraSymas

Stabilumas

Alergeny komponenty pavyzdziai

Berziniy ir
bukiniy Seimy
ziedadulkeés;
vaisiai; darzovés;
rieSutai

Stipriis kryzminiai
alergenai; termiskai
neapdoroti daznai
sukelia ziedadulkiy ir
maisto alergijos
sindromo simptomus

Labilus

Aln g 1 (alksnis); Api g 1 (salierai); Bet v 1
(berzas); Cas s 1 (kastainis); Cor a 1 (lazdyny
rieSutai); Dau ¢ 1 (morkos); Fag s 1 (bukas);
Gly m 4 (soja); Mal d 1 (obuoliai); Prup 1
(persikas)

Ana o 3 (anakardziy rieSutai); Arah 2, Arah 6

Riesutai, séklos,
ankstiniai augalai

Kaupimo baltymai;
daznai sukelia sunkias
alergines reakcijas

Stabilus

(zemés rieSutai); Cor a 14 (lazdyny rieSutai);
Jug r 1 (graikiniai rieSutai); Pis v 1 (pistacijos);
Ses i1 (sezamy séklos); Sin a 1 (garstyciy
séklos)

Ara h 1 (zemés rieSutai); Gly m 5 (soja); Jug r
2 (graikinis rieSutas); Ses i 3 (sezamy séklos)

Ara h 3 (zemés riesutai); Ber ¢ 2 (Brazilinés
bertoletijos); Gly m 6 (soja); Ses i 6 (sezamy
séklos)

Baltymy Seima Molekuliné
ymy masé (kDa)
PR-10

Gupstogeneze. | ¢
susijusi 10-oji
baltymy Seima)
2S albuminai 9-17
7S globulinai 63-65
(vicilinai)
118 glob_ullr.]al 5061
(leguminai)
Profilinai 14-15

Ziedadulkés,
vaisiai, darzovés,
rieSutai, lateksas

Stipriis kryzminiai
alergenai; termiskai
neapdoroti daznai
sukelia ziedadulkiy ir
maisto alergijos
sindromo simptomus

Labiliis

Api g 4 (salierai); Ara h 5 (Zemés rieSutai); Bet
v 2 (berzas); Hev b 8 (lateksas); Mal d 4
(obuoliai); Ole e 2 (alyvuoges); Phl p 12

(motiejukai);
Pru p 4 (persikai)
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Riesutai, séklos,

Act d 10 (kivio vaisiai); Api g 2 (salierai); Ara

nsLTP . . . h 9 (zemés riesutai); Art v 3 (kieciai); Cor a 8
...... vaisiai, darzovés, Apsaugo augalus nuo o e e
(nespecifiniai lipidus 9-10 .. .. . Stabilis (lazdyno rieSutai); Jug r 3 (graikiniai rieSutai);
y ) ziedadulkes, javy gryby, bakterijy ir kt. .
pernesSantys baltymai) _ Mus a 3 (bananai); Pru d 3 (slyvos); Prup 3
graduose o . .
(persikai); Sola | 3 (pomidorai)
Javy grudy kaupimo
Javy prolaminai baltymai; aptinkami tik
omega-5-gliadinas, 65, e i ; kryZmiskai . e . D .
(omega-5-g - Kvieciai, mieziai, Lose . yzn.n% al o Tri a 19 (kvie€iai); Tri a 21 (kvieciai); Tri a 26
alfa-beta-gliadinas, 30-45, 88 rugiiai nereaguoja su riesuty, Stabilis (kviediai)
didelés molekulinés g sékly ir ankstiniy v
maseés gluteninas) augaly kaupimo
baltymais
Vrzzll?ﬁzlz;?l’ Kryzminiai alergenai;
Lo o daznai sukelia sunkias o Bla g 7 (tarakonas); Der p 10 (namy dulkiy
Tropomiozinai 32-38 apvaliosios _ . . Stabiliis ) . )
. ) umines alergines erké); Peni 1 (kreveté)
kirmélés, erkés, ..
. reakcijas
tarakonai
Aloreii -
Gyviiny seilés, :ifg.‘;sisgsyﬁvuﬁms Salina Bos d 6 (karvé); Can £3 (5uo); Cav p 4 (jiry
Serumo albuminai 60-69 pleiskanos, . .J .. P . o kiaulyté); Equ c 3 (arklys); Fel d 2 (katé); Gal
kryzminiai alergenai labilus N -
serumas - . d 5 (vista); Sus s 1 (kiaulé)
(mazieji alergenai)
Aptinkami tik javuose
Bifunkciniai . kvieci ieZi . . e L
nhibitoriai 13-14,5 Javai (kvieCiuose, mieziuose, Stabilus Tri a 29 (kviec¢iai); Hor v 15 (mieziai)

ryziuose); pagrindiné

kepéjy atsmos priezastis
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Parvalbuminai

10-12

Zuvis

Koncentracijos
skirtingose zuvy risyse
zymiai skiriasi; daznos
kryzminés reakcijos su

kitos zuvies rusies
parvalbuminais; daznai
sukelia sunkias
alergines reakcijas

Stabilus

Cyp ¢ 1 (karpis); Gad c 1 (menk¢); Sal s 1
(lasisa); Thu a 1 (tunas)

Lipokalinai

20-25

Zinduoliai, erkés,
tarakonai

Alergijos gyvinams
atvejais yra svarbiausia
baltymy Seima
(pleiskanos, i§skyros).
Taip pat aptinkami
zinduoliy serume (-
laktoglobulinas)

Dalinai
labilas

Bos d 2 (karvé); Can f 1 (Suo); Can f2 (Suo);
Equ c 1 (arklys); Fel d 4 (katé)

Polkalcinai

6-8

Ziedadulkés

Kalcio jonus suriSantys
baltymai, kuriy
specifiné biologiné
funkcija dar neistirta

Labilus

Bet v 4 (berzas); Ory s 7 (ryziai); Phl p 7
(motiejukas)

137



3 priedas. Zuviai alergisky pacienty kraujo serumuose esanéiy IgE sgveikos su
menkes ir karpio ekstraktais (DST) analizé netiesioginés IFA (A) ir imunobloto (B)
metodais. S3, S15, S19 ir S21: serumo méginiai pacienty, kuriems patvirtinta alergija
zuviai; C: serumo méginiai sveiky pacienty; N: neigiama kontrolé, inkubacija be
serumo meéginio, tik su pelés antikiinais prieS zmogaus IgE Fc-HRP
(SouthernBiotech). A dalyje serumo méginiai buvo skiesti su RotiBlock-T tirpalu
santykiu 1:10. Zuviai alergisky pacienty serumo méginiy matavimai atlikti be
pakartojimy. C ir N méginy matavimai atlikti su dviem pakartojimais. B dalyje
serumo méginiai skiesti santykiu 1:50 su su blokavimo tirpalu, turin¢iy 0,1 % Tween-
2. Rodykle nurodomas B-parvalbuminas (11-12 kDa).
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4 priedas. Antigenams specifiniy antikiiny titro nustatymas hibridizacijai atrinkty
peliy kraujo méginiuose netiesioginés IFA metodu. Pelés buvo imunizuotos
skirtingais antigenais: rekombinantiniu MBP-Cyp ¢ 1 (A), rekombinantiniu MBP-
Cyp ¢ 2 (B) ir nGad m 1 (C). A ir B dalyje kraujo méginiai tikrinti ir su
rekombinantiniu MBP baltymu.
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5 priedas. MAk saveikos su antigenais analizé netiesioginés IFA (A) ir imunobloto
(B) metodais. Tikrinta su neskiestomis hibridomy augimo terpémis. A dalyje
matavimai atlikti su pakartojimais. B dalyje: kairéje — SDS-PAGE; deSinéje —
imunoblotas su MAK. M — baltymy molekulinio svorio standartas (Thermo Fisher
Scientific), MBP-Cyp ¢ 1 (55,7 kDa), MBP-Cyp ¢ 2 (91, 7 kDa), nGad m 1 (11,3
kDa).
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6 priedas. MAk prie§ zuvy parvalbuminus ir PAk prie§ nGad m 1 sgveikos su
rekombinantiniais alergenais analizé netiesioginés IFA (A) metodu. Taip pat PAK
pries nGad m 1 saveikos su rekombinantiniais alergenais analizé imunobloto (B)
metodu. A dalyje matavimai atlikti su pakartojimais.
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7 priedas. MAk 2C1, 18H3 ir 16B3 saveikos su rekombinantiniais alergenais analizé

imunobloto metodu. M — baltymy molekulinio svorio standartas (Thermo Fisher
Scientific).
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8 priedas. MAk prie§ zuvy parvalbuminus saveikos su rekombinantiniais alergenais,
inkubuotais su TEV proteaze, analizé imunobloto metodu. M — baltymy molekulinio
svorio standartas (Thermo Fisher Scientific).
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9 priedas. Visy MAk saveikos su skirtingy zuvy rasiy ekstraktais analizé netiesioginés IFA metodu. Matavimai atlikti su pakartojimais. N — IFA
plokstelé padengta tik imobilizacijos buferiniu tirpalu.
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10 priedas. MAk 2C1, 18H3, 16B3, 3F6 ir 19C19 sgveikos su skirtingy zuvy risiy
ekstraktais analizé¢ imunobloto metodu. MAk 19C19 yra sukurtas pries MBP baltyma
ir Sio eksperimento metu naudotas kaip neigiama kontrolé. Kairéje —SDS-PAGE;
desinéje — imunoblotas su MAK. M — baltymy molekulinio svorio standartas (Thermo
Fisher Scientific); 1 — paprastojo karpio (DST); 2 — atlantinés silkés (DST); 3 —
atlantinés lasiSos (DST); 4 — atlantinés menkés (DST); 5 — paprastojo karpio; 6 —
atlantinés silkés; 7 — atlantinés lasiSos; 8 — vaivorykstinio upétakio; 9 — ledjiirio
menkés; 10 — aliaskinés rudagalvés menkés; 11 — europinés lydekos; 12 — europinés
stintos.
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13 — paprastosios kuojos; 14 — paprastojo kar$io; 15 — paprastojo europinio eSerio; 16
— paprastojo puigZlio; 17 — auksaspalvés dorados; 18 — gelsvapelekés plek$nés; 19 —
argentinings jurinés lydekos; 20 — atlantinés argentinos; 21 — juodadémés menkés; 22
— didziagalvés menkés. K — komercinis ekstraktas, o kiti yra paruosti laboratorijoje.
Rodykle nurodomas B-parvalbuminas.
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11 priedas. MAk 2Cl1, 18H3 ir 16B3 saveikos su skirtingais rekombinantiniais
baltymais (A-D) ir alergeny ekstraktais (E—H) analizé¢ taskinio bloto metodu. A
juotelée: MBP-Cyp ¢ 1; MBP-Sal s 1; MBP-Gal d 8; MBP. B juostelé: MBP-Gad m 1;
MBP-Clu h 1; MBP-Pan h 1; MBP-Thu a 1; MBP. C juostelé: MBP-Eso lu 1; MBP-
Lep w 1; MBP. D juostelé: MBP-Onc m 1; MBP-Sco s 1; MBP-Seb m 1; MBP-Shark;
MBP. E juostelé: paprastojo karpio (DST); atlantinés silkés (DST); atlantinés lasiSos
(DST); atlantinés menkés (DST); paprastojo karpio; atlantinés silkés; MBP. F
Juostelé: atlantinés laSiSos; vaivorykstinio upétakio; ledjurio menkés; aliaskinés
rudagalvés menkés; MBP. G juostelé: europinés lydekos; europiné stintos;
paprastosios kuojos; paprastojo europinio eSerio; paprastojo kar$io; paprastojo
pugzlio, MBP. H juostelé: auksaspalvés dorados; gelsvapelekés pleksnés;
argentininés jiiry lydekos; atlantinés argentinos; juodadémeés menkés; didziagalves
menkés; MBP. DST — komercinis ekstraktas, Kiti yra paruosti laboratorijoje.
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12 priedas. MAk 19C19 sgveikos su skirtingy organizmy enolazémis analizé
imunobloto metodu. Kairéje — SDS-PAGE; desinéje — imunoblotas su MAk 19C19.
M — baltymy molekulinio svorio standartas (Thermo Fisher Scientific); 1 — MBP-Cyp
¢ 2 baltymas E. coli Tuner(DE3) bakterijy lizate; 2 — MBP-Alt a 6 baltymas E. coli
Tuner(DE3) bakterijy lizate; 3 — E. coli DHI10B bakterijy lizatas; 4 — E. coli
Tuner(DE3) bakterijy lizatas; 5 — kepimo mieliy tirpalas; 6 — vistienos ekstraktas; 7 —
kiaulienos ekstraktas; 8 — rekombinantinis MBP baltymas. Rodykle nurodyta
nattiralaus MBP baltymo (~ 43 kDa) padétis iSanalizuotuose E. coli lizaty méginiuose.
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SUMMARY

List of abbreviations

aa— amino acids;

Cyp ¢ 1 — common carp B-parvalbumin;
Cyp ¢ 2 — common carp B-enolase;

Clu h 1 — Atlantic herring B-parvalbumin;
ELISA — indirect enzyme-linked immunosorbent assay;
Eso lu 1 — Northern pike p-parvalbumin;
FBS — fetal bovine serum;

Gad m 1 — Atlantic cod B-parvalbumin;
Gad m 2 — Atlantic cod B-enolase;

Gal d 8 — chicken a-parvalbumin;

Gal d 9 — chicken B-enolase;

HRP — horseradish peroxidase;

IgE — immunoglobulin E;

IPTG — isopropyl 3-D-1-thiogalactopyranoside;
Lep w 1 — megrim B-parvalbumin;

MADb — monoclonal antibodies;

MBP — maltose binding protein;

MW — molecular weight;

OD - optical density;

Onc m 1 — rainbow trout B-parvalbumin;
PAb — polyclonal antibodies;

Pan h 1 — striped catfish B-parvalbumin;
PBS — phosphate buffered saline;

PBST — 0.1% Tween 20 in PBS;

PEG - polyethylene glycol;

PVDF — polyvinyldifluoride;

RT — room temperature;

Sal s 1 — Atlantic salmon B-parvalbumin;
Sco s 1 — Atlantic mackerel B-parvalbumin;
SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis;
Seb m 1 — ocean perch p-parvalbumin;
Shark — Leopard shark a-parvalbumin;

Thu a 1 — yellowfin tuna B-parvalbumin;
TMB - 3,3',5,5'-tetramethylbenzidine;

WB — Western blot.
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Introduction

Major food allergens are milk, eggs, nuts, fish, crustaceans, shellfish,
wheat and soy, that can cause various allergy symptoms and affect either the
gastrointestinal tract, respiratory tract or skin, and even lead to anaphylaxis
(Boye, 2012). Fish is a source of valuable nutrients such as high-quality
proteins and polyunsaturated fatty acids. Therefore, more and more people
include fish products in their diets. Due to an increased fish consumption,
more cases of fish allergy have been reported and studied around the world. It
is estimated that 0.1-0.4% of the general population have fish allergy
(Dasanayaka et al., 2022; Fernandes et al., 2015). Allergy symptoms (like
urticaria, rhinitis, stomach cramps and others) may occur not only after eating
fish or inhalation of fish steam during processing of fish but also by skin
contact in fish-processing environments (Dijkema et al., 2022). Patients could
be allergic to a single fish species or be sensitive to several different fish
species. This could be related to people's eating habits and their geographic
regions, where those fish species are more common (Klueber et al., 2019). To
manage fish allergy, patients are recommended to avoid eating fish and its
products. However, there are cases when patients with monosensitivity to
certain fish species could consume other fish species without any allergic
reactions (Hilger et al., 2017; Sharp et al., 2014). To ensure safety for fish
allergic consumers, it is recommended to label foods and other products that
contain materials derived from fish as their ingredients (Liang et al., 2022).
However, due to mislabeling or accidental cross-contamination during the
production of products, hidden allergens could cause adverse allergic
reactions for sensitive patients (Sharp et al., 2014). That is why various
detection methods for fish allergen detection in food and other analyzed
samples are developed, including those where recombinant fish allergens and
allergen-specific monoclonal antibodies could be used.

Fish allergens have been identified and analyzed in more than 40 different
fish species. B-parvalbumin, B-enolase, aldolase A, tropomyosin, collagen
alpha and vitellogenin are the most studied and analyzed fish proteins that are
found in fish muscle, skin, bones and roe (Matricardi et al., 2016). B-
parvalbumins are the major fish allergens, causing allergy symptoms for the
majority of fish allergic patients (> 90%) (Carvalho et al., 2020). They are 10—
12 kDa heat-stable proteins, found in the muscles of different bony fish
species (carp, herrring, catfish and others), while a-parvalbumins are present
in cartilaginous fish (Leopard shark, thornback ray) and are considered as non-
allergic proteins (Kalic et al., 2021). Studies showed, that B-parvalbumins
among different fish species (cod, salmon, carp) share high amino acid (aa)
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sequence identity (> 60%), which could explain why patients are sensitized to
several different fish species (Carvalho et al., 2020; Kalic et al., 2021). B-
parvalbumins have been identified and described in most consumed fish
species (Atlantic salmon, Atlantic cod, common carp). Several recombinant
fish parvalbumins were produced and characterized. Analyzing these
recombinant parvalbumins, not only protein structures are determined, but
also factors that could change that structure. This is important for designing
hypoallergenic derivatives of fish B-parvalbumins, that could be used for
immunotherapy of fish allergy (Van Do et al., 1999; Das Dores et al., 2002;
Swoboda et al., 2002; Swoboda et al., 2007). Moreover, there are study cases
where serum specimens of fish-allergic patients demonstrated cross-reactivity
with frog, crocodile and chicken a-parvalbumins (Haroun-Diaz et al., 2022).
Another important fish allergen is B-enolase, which is a 50 kDa thermolabile
enzyme, found in fish muscle (Fernandes et al., 2015). This allergen has been
identified in Nile perch, Atlantic cod, tilapia, tuna, salmon and other fish
species (Dasanayaka et al., 2022). Moreover, new studies demonstrate, that
more people are allergic to fish B-enolases (whiff, stipped catfish) and it is
becoming an important fish allergen (Haroun Diaz et al., 2023; Ruethers et al.,
2020).

Polyclonal and monoclonal antibodies have been generated against fish
parvalbumins, however antibodies against fish -enolase have not yet been
reported (Gajewski and Hsieh, 2008; Lee et al., 2011). Allergen-specific
monoclonal antibodies (MAb) could be applied for allergen extract
standardization by detecting specific allergen and determining its
concentration in the analyzed extract. This could ensure better protocols for
the preparation of allergen extracts and improve their quality, since prepared
allergen extracts could be used for allergy diagnosis and specific
immunotherapy (Aden et al., 1999; Lombardero et al., 1992).

The aim of the dissertation

To develop and characterize novel monoclonal antibodies against fish
allergens for detection of fish B-parvalbumins and B-enolases in allergen
extracts of different fish species.

Tasks of the dissertation:

1. To produce recombinant allergens fused to maltose binding protein
(MBP), in Escherichia coli and evaluate their antigenic properties.

2. To develop novel hybridoma cell lines secreting monoclonal
antibodies (MADbs) against fish allergens: Atlantic cod parvalbumin,

common carp B-parvalbumin and p-enolase.
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3. To characterize the MAbs by determing their affinity, mapping their
epitopes and investigating their cross-reactivity with allergens of
different fish species and other animals.

4. To evaluate the ability of MAbs to detect fish allergens in muscle
extracts of different fish species and other animals.

Scientific novelty and practical value of the study

MADbs against the particular allergen could be used either to characterize
this allergen and analyze its structure or to develop diagnostic systems for
allergen detection in biological samples. In the current study, we have
developed a new collection of MADbs against fish allergens, that demonstrated
reactivity with both recombinant and natural allergens of different fish
species. The characterized broadly cross-reactive MAbs against fish
parvalbumins could be applied for detection of this allergen in allergen
extracts and replace MAb PARV-19 against frog parvalbumin that is currently
widely used in other studies.

For the first time, MAbs against fish f-enolase were developed. These
MADbs recognized enolases not only from fish, but also from other organisms.
The Lithuanian patent (No. 509 A) and an international patent application (No.
4 056 595 Al) that describe these MAbs were filed.

In this study, we described the production and antigenic characterization
of recombinant -enolase that was isolated from the common carp muscle.
Studying its antigenicity, we determined that several serum specimens of fish-
allergic patients reacted with this protein. In 2020, based on our results, the
common carp -enolase was registered as a new fish allergen Cyp ¢ 2 by the
WHO/IUIS Allergen Database.

Collection of 13 recombinant parvalbumins of different fish species were
generated that were used for MAD characterization and studying their cross-
reactivities. Moreover, a large collection of different fish species extracts were
prepared, which included several fish species that are common in Lithuania
(European smelt and Eurasian ruffe), which had not been studied before.

Previous studies have shown that patients allergic to fish -parvalbumins
could also be sensitive to chicken a-parvalbumins. In our study, production of
recombinant MBP-fused chicken a-parvalbumin confirmed that antibodies of
fish-allergic patients may also react with chicken allergen. Studying MADb
cross-reactivities, it was shown for the first time, that MAbs against fish
allergens reacted not only with chicken, but also recognized allergens in pork
muscle extract.
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The generated novel MAbs against fish allergens are able to recognize
parvalbumins and enolases of different fish species and other organisms,
suggesting their potential value for the standardization of allergen extracts.

Defended propositions

1. Fourteen recombinant allergens were produced in Escherichia coli
cells. They have a proper antigenic structure and are suitable for the
generation and characterization of allergen-specific MADs.

2. A new allergen was identified — the common carp -enolase.

3. MADs raised against fish allergens recognize conserved epitopes and
cross-react with homologues of different origin.

4. The newly generated MADbs could be used to investigate fish allergens
and to develop immunoassays for the analysis of allergen extracts.

Materials and methods

Production and characterization of recombinant allergens fused to maltose
binding protein

The cDNA sequences, coding for the common carp (Cyprinus carpio) p-
parvalbumin and B-enolase, were derived from mRNA extracted from the
skeletal muscle of a common carp. Other fish spiecies parvalbumins and
chicken a-parvalbumin coding genes were synthesized according to sequences
available in the WHO/IUIS Allergen Nomenclature Sub-Committee and
Uniprot databases. Allergen-coding DNA fragments were inserted into the
pET28-MBP-TEV vector (Addgene plasmid #69929). The synthesis of
recombinant MBP-fused parvalbumins in E. coli BL21 (DE3), BL21 (DE3)
Star or Tuner (DE3) was induced with 0.1 mM IPTG.

An indirect enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to
evaluate the reactivity of recombinant MBP-fused allergens with IgE from
blood serum specimens of fish-allergic patients (PlasmaLab International).
96-well plates were coated with recombinant proteins (5 pg/mL), then blocked
and were incubated for 2 h at RT with diluted (1:10-1:900 in 1 x RotiBlock
supplemented with 0.1% Tween 20) serum specimens. After washing, plates
were incubated for additional 1 h at RT with diluted (1:1000) mouse anti-
human IgE Fc-HRP (SouthernBiotech). Enzymatic reaction was carried using
3,3",5,5'-tetramethylbenzidine (TMB) substrate (Clinical Science Products)
and stopped with 3.6% sulfuric acid.
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Generation of MAbs against fish allergens

MADbs were produced by hybridoma technology described previously
(Kéhler and Milstein, 1975). BALB/c mice were immunized 3 times with 50
pg of either purified recombinant common carp p-parvalbumin (MBP-Cyp c
1), or purified recombinant common carp -enolase (MBP-Cyp ¢ 2), or natural
Atlantic cod parvalbumin (nGad m 1) every 4 weeks. The maintenance of
mice and experimental procedures were performed by certified staff in
accordance with FELASA guidelines and conformed to Lithuanian and
European legislation in the Department of Biological Models (Institute of
Biochemistry, Life Sciences Center, Vilnius University). The permission to
use BALB/c mice for immunizations was obtained from the Lithuanian State
Food and Veterinary Agency (permission No. G2-117, issued 11 June 2019).
Spleen cells of immunized mice were fused with mouse myelome Sp2/0 cells
using polyethylene glycol solution (PEG-1500, Sigma-Aldrich). Target hybrid
cells were selected using growth medium supplemented with a mixture of
hypoxanthine, aminopterin and thymidine (Sigma-Aldrich) and 15% FBS.
Hybridoma growth medium was screened by an indirect ELISA for antigen-
specific antibodies using antigens and MBP protein as a negative control.
Selected positive clones were cloned by a limiting dilution assay. Later, viable
cell clones were tested again by an indirect ELISA and selected ones were
propagated, then cultivated in vitro or frozen for storage in liquid nitrogen.

Characterization of MAbs

An indirect ELISA was used to analyze blood samples of the immunized
mice, hybridoma supernatants for selection of positive clones and to
investigate MAb specificity and affinity to the antigen. Moreover, this assay
was used to analyze MADbs reactivity with recombinant MBP-fused
parvalbumins and with prepared extracts of different fish species and other
organisms. Multiwell plates were coated with purified recombinant proteins
(5 ng/mL) or with allergen extract (10 pg/mL). After blocking, plates were
incubated for 1 h at RT with either diluted (1:200-1:145800 in PBS-T) mouse
blood samples, or with the purified MAbs (5 pg/ml in PBS-T), or with
undiluted hybridoma supernatants. After washing, plates were incubated for
additional 1 h at RT with diluted (1:5000 in PBS-T) goat anti-mouse 1gG
antibody conjugated to horseradish peroxidase (HRP) (Bio-Rad). Enzymatic
reaction was carried using TMB substrate and stopped with 3.6% sulfuric acid.

Sandwich ELISA was used to detect fish parvalbumins in various fish
extracts using the pair of MAbs (one of the MADb was labeled with HRP), that
recognize different epitopes of fish parvalbumins. ELISA plates were coated
with the respective MAb (5 pg/mL), blocked and the incubated for 1 h at RT
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with allergen extract (10 pg/mL). After washing, plates were incubated for
additional 1 h at RT with diluted (1:80 or 1:800 in PBS-T) HRP-labeled MAb.
Detection of the enzymatic reaction were performed as for indirect ELISA.
Parvalbumin concentration (ng/ml) in the analyzed allergen extracts was
calculated from a four-parameter logistic calibration curve based on the
absorbance data of the standard solution.

The ability of the MAbs to recognize their target antigens and other
proteins under denaturing conditions was tested by Western blot (WB).
Recombinant and natural allergens (1 pg per lane), cell lysates (10 ul per lane)
and allergen extracts (10 ug per lane), were subjected to 12% SDS-PAGE
under reducing conditions. After SDS-PAGE, proteins were transferred to a
PVDF membrane (Carl Roth), blocked and incubated for 1 h at RT with either
diluted (1:2 in 2% milk powder in PBS-T) hybridoma supernatants or with
purified MADbs at a final concentration 5 pg/mL in 2% milk powder in PBS-
T. Following washing step, the membrane was incubated for 1 h at RT with
diluted (1:4000 in 2% milk powder in PBS-T) goat anti-mouse 1gG antibody
conjugated to HRP (Bio-Rad). After the final washing cycle, the membrane
was incubated with TMB solution for 5 min and the enzymatic reaction was
stopped by washing membranes with water. Besides that, WB method was
used to localize the epitopes of recombinant Cyp ¢ 2, Gad m1and Cypc 1
proteins, that were recognized by MAbs, using overlaping recombinant MBP-
fused fragments of Cyp ¢ 2 (MBP-Cyp ¢ 2-C1, aa 1-622, MBP-Cyp ¢ 2-C2,
aa 1-543 and MBP-Cyp ¢ 2-C3, aa 1-543), Gad m 1 (fragment #1, aa 1-84,
fragment #2, aa 21-110) and Cyp ¢ 1 (fragment #3, aa 1-73, fragment #4, aa
30-104) proteins, which were expressed in E. coli Tuner (DE3) strain.

Moreover, MAD reactivities with recombinant allergens and different fish
species and other animal extracts were investigated using the dot blot method.
Samples of purified recombinant parvalbumins (2 pl), allergen extracts (5 pl)
and MBP protein (2 pl) (a final concentration 1 pg/ul, diluted in PBS) were
spotted onto the PVDF membrane (or nitrocellulose) in a series of small dots,
blocked and incubated for 1 h at RT with purified MAb (5 pg/mL ) or diluted
(2:2 in 2% milk powder in PBS-T) hybridoma supernatants. The subsequent
membrane washing, incubation with HRP-labelled anti-mouse 1gG and
treatment with TMB solution was performed as described for WB analysis.

Preparation of in-house allergen extract
In-house allergen extracts of different fish species, chicken (Gallus
domesticus) and pork (Sus scrofa domesticus) were prepared from chilled
muscle tissues purchased from a local store. A piece of muscle tissue (1-3 g)
was homogenized in PBS supplemented with 150 mM NaCl using the glass
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Dounce homogenizer. Collected supernatant (~ 15 mL) was clarified by
centrifugation at 4000 x g for 15 min at 4°C, and stored at —20°C.

Immunoprecipitation of parvalbumins from allergen extracts

MADs against fish parvalbumins were examinated for their ability to
isolate parvalbumins from allergen extracts by immunoprecipitation method.
The rProtein A Sepharose (Cytiva) was mixed with 0.5 mg of purified MAbs
and incubated for 1 h at RT with rotation. After washing, the MADb-Sepharose
complex was incubated overnight at 4°C with rotation with selected allergen
extract (each 50 ul). Then samples were washed once again, resuspended in
100 puL PBS and analyzed by SDS-PAGE and WB, using diluted (1:500 in 2%
milk powder in PBS-T) specific HRP-labeled MAb against parvalbumin as
described for WB analysis.

Results and discussion

Production and antigenic characterization of recombinant fish allergens
fused to maltose binding protein

Recombinant allergens with N-terminal MBP were produced in E. coli. In
total, a collection of 14 recombinant fish allergens were generated: 11 fish j3-
parvalbumins, common carp B-enolase and two a-parvalbumins (shark and
chicken) (Table 1). Most of these recombinant allergens have been analyzed
in previous studies. In addition, we included common carp [-enolase,
Northern pike B-parvalbumin, Leopard shark a-parvalbumin that have not
been studied before and could be used either as immunogens for MAbs
generation or to investigate MADs specificity for fish allergens.
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Fig. 1. SDS-PAGE analysis of purified recombinant proteins. Lane M: protein
molecular weight marker (Thermo Fisher Scientific); MBP protein (44.2 kDa).
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Table 1. List of recombinant allergens produced and analyzed in this study.

Common name

E.coli strain for

Recombinant MW, Allergen MW, Parvalbumin of alleraen Species Order rotein Database for allergen
parvalbumin (kDA) | name (IUIS) | (kDA) isoform g P P . sequence
source expression
MBP-Cyp ¢ 2 91,7 Cypc2 47,5 B Common carp Cyprinus carpio Cypriniformes Tuner (DE3) WHO/IUIS (Cyp ¢ 2.0101)
MBP-Cypc 1 55,7 Cypcl 11,5 B Common carp Cyprinus carpio Cypriniformes Tuner (DE3) WHO/IUIS (Cyp ¢ 1.0101)
MBP-Gad m 1 55,5 Gadm1 11,3 B Atlantic cod Gadus morhua Gadiformes Tuner (DE3) WHO/IUIS (Gad m 1.0101)
MBP-Sal s 1 56,1 Sals1 11,9 B Atlantic salmon Salmo salar Salmoniformes BL21 (DE3) WHO/IUIS (Sal s 1.0101)
MBP-Onc m 1 56,1 Oncm1l 11,9 B Rainbow trout Oncorhynchus mykiss Salmoniformes BL21 (DE3) Star | WHO/IUIS (Gad m 1.0101)
MBP-Cluh 1 55,9 Cluh1l 11,7 B Atlantic herring Clupea harengus Clupeiformes Tuner (DE3) WHO/IUIS (Clu h 1.0101)
. . P i Lo
MBP-Panh 1 55,8 Panh1 11,6 B Striped catfish angasianodon Siluriformes Tuner (DE3) WHO/IUIS (Pan h 1.0101)
hypophthalmus
MBP-Thua 1l 55,7 Thual 11,5 B Yellowfin tuna Thunnus albacares Scombriformes Tuner (DE3) WHO/IUIS (Thu a 1.0101)
Atlanti .
MBP-Scos 1 55,7 Scos1 11,5 B m;cir:atrlecl Scomber scombrus Scombriformes BL21 (DE3) Star | WHO/IUIS (Sco s 1.0101)
MBP-Eso lu 1 55,6 Esolul 11,4 B Northern pike Esox lucius Esociformes BL21 (DE3) Star Uniprot (P02619)
MBP-Lep w 1 55,9 Lepw 1 11,7 B Megrim Li&’r:?f?i?gooﬂ?:s Pleuronectiformes | BL21 (DE3) Star | WHO/IUIS (Lep w 1.0101)
MBP-Seb m 1 55,6 Sebm 1 11,4 B Ocean perch Sebastes norvegicus Scorpaeniformes BL21 (DE3) Star | WHO/IUIS (Seb m 1.0101)
MBP-Shark 56,1 - 11,9 o Leopard shark Triakis semifasciata | Carcharhiniformes | BL21 (DE3) Star Uniprot (P30563)
MBP-Gal d 8 56,3 Gald 8 12,1 o Chicken Gallus domesticus Galliformes BL21 (DE3) WHO/IUIS (Gal d 8.0101)

MW, — calculated theoretical molecular weight (MW) of synthesized recombinant parvalbumin.

MW, — molecular weight of the allergen according to WHO/IUIS allergen and Uniprot databases.
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MBP-fused allergens were mostly found in soluble fractions of E.coli
lysates and were purified by affinity chromatography using ,, MBPTrap™ HP*
column (Cytiva) (Fig. 1).

Purified recombinant allergens were tested for IgE binding capacity by
ELISA using serum specimens of patients with diagnosed fish allergy
(PlasmaLab International). In a first step, 21 serum specimens were tested
with purified recombinant common carp allergens: MBP-Cyp ¢ 1 and MBP-
Cyp c2 proteins. 14 of them were found to be reactive with MBP-Cyp ¢ 1,
while only 4 specimens with MBP-Cyp ¢ 2 (Fig. 2 A).
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Fig. 2. The reactivities of serum IgE of fish-allergic patients with purified
recombinant proteins as determined by ELISA. S1-S21: serum specimens of patients
with confirmed fish allergy; C: negative control, serum specimens of patients with
other allergies; N: incubation without serum specimen, only with anti-human IgE Fc-
HRP (SouthernBiotech). Serum samples were diluted 1:10. OD indicates optical
density.

To characterize the rest of recombinant parvalbumins by ELISA, 4 serum
specimens of patients that were sensitized to fish allergens were used. These
analyzed serum specimens demonstrated reactivity with different fish species
parvalbumins, but also were reactive with chicken a-parvalbumin and showed
no reactivity to recombinant MBP-fused Anisakis simplex allergen (MBP-Ani
s 4) that was used as a control to confirm that serum specimens specifically
recognize parvalbumins (Fig. 2 B). All tested serum specimens showed no
reactivity with recombinant MBP used as a negative control.

In order to show that common carp B-enolase is a potential fish allergen,
the reactivity of denatured (boiled for 10 min at 100 °C) and native
recombinant MBP-Cyp ¢ 2 protein with serum specimens of fish allergic
patients was analyzed by dot blot (Fig. 3). 3 out of 21 blood serum samples
reacted with native protein. Based on all our results, the common carp f-
enolase was later registered as the new fish allergen Cyp ¢ 2 by WHO/IUIS
allergen database.
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Fig. 3. The reactivity of serum IgE of fish-allergic patients with purified recombinant
MBP-Cyp ¢ 2 determined by dot blot. As a negative control, purified MBP was used.
S3, S7 and S17: serum specimens of patients with confirmed fish allergy; C1: serum
specimen of a patient with other allergies; C2: serum specimen of a healthy (non-

atopic) individual. Different amounts of denatured and non-denatured MBP-Cyp ¢ 2
were used in dot blot (spotted onto the nitrocellulose membrane).

0000®

Since serum specimens from fish-allergic patients recognized the purified
recombinant allergens, this suggests their antigenic similarities with natural
allergens present in fish extracts.

Generation and characterization of MAbs against fish allergens

For the production of MAbs against fish allergens, BALB/c mice were
immunized with either purified recombinant MBP-Cyp ¢ 1, or purified
recombinant MBP-Cyp ¢ 2, or with natural Atlantic cod parvalbumin (nGad
m 1) (DST). Hybridomas were generated by fusion of mouse myeloma cells
with spleen cells of the immunized mice with the highest antibody response.
Then hybridoma clones were screened by an indirect ELISA using antigens
and MBP protein (as a negative control) to identify only allergen specific
clones. Selected hybrid clones were cloned by limiting dilution assay and later
tested again for their specificity for the antigen. In total, five stable hybridoma
cell lines of IgG1 subtype were developed: one MADb (clone 3F6) against
recombinant common carp B-parvalbumin and four MADs (clones 7B2, 2C1,
18H3 and 16B3) against nGad m 1, and two stable hybridoma cell lines
(clones 14F3 and 6E4) of 1gG2b subtype against recombinant common carp
B-enolase. The supernatants of these hybridomas were collected and used for
the purification of MAbs and their characterization.

All seven generated MADs were reactive with their respective antigens and
showed no reactivity to recombinant MBP protein both by indirect ELISA and
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WB, except for MAb 14F3. This antibody showed no reactivity with
recombinant target antigens under denaturing conditions, suggesting that
MAD 14F3 recognizes a conformation-sensitive epitope of B-enolase.

To determine the affinity of the generated MAbs to the antigen, the
apparent dissociation constant (Kg) values of each antibody were calculated
from the results of an indirect ELISA. All MAbs Kg values were higher than
1 x 10°, except for MAb 6E4 (Kq value 7.64 x 107%), indicating that these
MADs are of high affinity.

Monoclonal or polyclonal antibodies raised against allergens could be used
for allergen extract standardization or to develop immunoassays for allergen
detection in analyzed samples (Chapman, 1988; Jeong et al., 2017; Kiyota et
al., 2016). MAbs have been generated against common carp, southern bluefin
tuna, silver carp parvalbumins that cross-reacted with different fish species
parvalbumins. However, MAb against frog parvalbumin (PARV-19) is one of
the widely used antibody to study fish extracts (Celio et al., 1998; Kawase et
al., 2001; Zhang et al., 2021). Even though it recognizes parvalbumins of
various fish species (carp, catfish, cod, tilapia, Elephant shark and others),
there are studies where MAb PARV-19 showed no cross-reactivity with
yelowfinn tuna, swordfish, pollock and other fish species extracts (Chen et al.,
2006; Gajewski et al., 2009, Saptarshi et al., 2014). Furthermore, information
about MAbs against fish $-enolase has not yet been reported.

Common carp and Atlantic cod parvalbumins are one of the most studied
fish allergens that share high sequence similarity with other fish species,
suggesting that MADbs against these allergens could demonstrate either broad
reactivity with various or specificity to one specific fish species. In the current
study, we generated a panel of MAbs against recombinant MBP-Cyp ¢ 1,
recombinant MBP-Cyp ¢ 2 and nGad m 1 that demonstrated strongly reactive
with their target antigens.

The reactivities of MAbs with recombinant fish parvalbumins

A collection of purified recombinant MBP-fused fish parvalbumins were
used to evaluate the ability of MAbs raised against fish parvalbumins to
recognize parvalbumins of other fish species. All five MAbs cross-reacted
with recombinant allergens by ELISA, WB and dot blot, showing slightly
different pattern of reactivity (Fig. 4. Table 2).

MAD 3F6 raised against common carp B-parvalbumin demonstrated the
broadest reactivity with all tested recombinant fish B-parvalbumins, except
MBP-Eso lu 1. This suggest, that MAb 3F6 might recognize highly conserved
regions of fish parvalbumins. Four MADs raised against nGad m 1 reacted
with most of recombinant fish -parvalbumins in ELISA and dot blot, but
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were reactive only with certain proteins by WB, indicating that their epitopes
might be conformation-sensitive. Moreover, all five MAbs recognized
recombinant Leopard shark a-parvalbumin (Table 2).
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Fig. 4. The reactivity of MAb 7B2 with recombinant fish allergens by WB (A) and
with recombinant fish allergens and allergen extracts by dot blot (B). Lane M: protein
molecular weight marker. Strip A: MBP-Cyp ¢ 1; MBP-Sal s 1; MBP-Gal d 8; MBP
(negative control). Stirp B: MBP-Gad m 1; MBP-Clu h 1; MBP-Pan h 1; MBP-Thu a
1; MBP. Strip C: MBP-Eso lu 1; MBP-Lep w 1; MBP. Strip D: MBP-Onc m 1; MBP-
Sco s 1; MBP-Seb m 1; MBP-Shark; MBP. Strip E: common carp (DST); Atlantic
herring (DST); Atlantic salmon (DST); Atlantic cod (DST); common carp; Atlantic
herring; MBP. Strip F: Atlantic salmon; rainbow trout; saithe; Alaska pollock;
Northern pike; European smelt; MBP. Strip G: common roach; European perch;
common bream; Eurasian ruffe; MBP. Strip H: DST — commercial extracts from
manufacturer (DST), the others are in-house prepared extracts. Strip A-D are
recombinant proteins, while E-H fish extracts. Samples were spotted onto the PVDF
membrane from top to bottom.

All MADbs raised against fish parvalbumins showed no reactivity with
recombinant Eso lu 1, while MAbs against nGad m 1 also did not react with
Onc m 1 (except MAb 16B3), Sal s 1 and Seb m 1 parvalbumins. Aligning the
aa sequence of common carp B-parvalbumin (Cyp c 1) with Northern pike p-
parvalbumin (Eso lu 1) aa sequence and Atlantic cod B-parvalbumin (Gad m
1) aa sequence with Eso lu 1, rainbow trout g-parvalbumin (Onc m 1), Atlantic
salmon B-parvalbumin (Sal s 1) and ocean perch B-parvalbumin (Seb m 1) aa
sequences, using Uniprot Aligh tool (https://www.uniprot.org/align), high
identity levels (80%, 74%, 65%, 66% and 73%, respectively) of aa sequences
among these allergens was revealed. Despite that, the differences in certain aa
sequences may explain why MAbs did not recognize those recombinant fish
allergens.
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Table 2. Summary of MADb reactivities with recombinant parvalbumins by ELISA, Western blot and dot blot assays.

Order Recombinant MAb 7B2 MAb 2C1 MADb 18H3 MADb 16B3 MADb 3F6
parvalbumin E WB DB E WB DB E WB DB E WB DB E WB DB
Cypriniformes MBP-Cypc1 +++ v v +++ v v ++ v v ++ v v +++ v v
Gadiformes MBP-Gad m 1 + + ++ ++ v +H+ v v
Salmoniformes MBP-Sal s 1 ++ v v
Salmoniformes MBP-Oncm 1 + +++ v v
Clupeiformes MBP-Cluh 1 + v + v i v v + v +++ v v
Siluriformes MBP-Pan h 1 +++ v +++ v ++ v v ++ v +++ v v
Scombriformes MBP-Thual st v +++ v s v v ++ v T v
Scombriformes MBP-Sco s 1 +++ v v +++ v v +++ v v ++ v v +++ v v
Esociformes MBP-Eso lu 1
Pleuronectiformes MBP-Lep w 1 +++ v v +++ v v ++ v v ++ v v + v v
Scorpaeniformes MBP-Seb m 1 + v v
Carcharhiniformes MBP-Shark +++ v v +++ v v ++ v v ++ v v + v v
Galliformes MBP-Gal d 8 +++ v v +++ v + ++ + v v

/" indicate MADb reactivity with the antigen; empty space — no reactivity.
E — ELISA, WB — Western blot, DB — dot blot methods.

ELISA reactivity: (+++) ODys > 1.5; (++) ODys0 0.5-1.5; (+) ODys0 < 0.5.
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We demonstrated, that not only serum specimens of fish-allergic patients
reacted with recombinant Leopard shark a-parvalbumin, but also all our five
MADs recognized this parvalbumin, even though it shares low sequence
similarity with Gad m 1 and Cyp c 1 proteins (48-55% identity). These results
suggest that generated MADbs against fish parvalbumins are broadly-reactive
and may be used to study both isoforms of fish parvalbumins (a- and -).

MADb reactivities with extracts of different fish species

MAD ability to recognize natural allergens in extracts of different fish
species was investigated using four commercial fish extracts (carp, cod,
salmon and herring) and 18 in-house prepared fish allergen extracts by ELISA,
WB and dot blot methods. All MAbs raised against fish parvalbumins
recognized B-parvalbumins in all fish extracts, while MAb 6E4 and 14F3
detected B-enolase in the majority of analyzed fish extracts by ELISA and dot
blot (Fig. 4 and Table 3).

WB analysis of heated fish extracts with MAbs against fish parvalbumins
revealed about 10-12 kDa protein bands at positions that correspond to the
molecular weight (MW) of full-length B-parvalbumins and with MAb 6E4
revealed about 47-50 kDa protein bands at positions that correspond to the
MW of full-length B-enolase and its partially degrated forms (Fig. 5 and Table
3). MAb 3F6 detected target antigen in all extracts. MAbs 7B2 and 2C1 did
not reacted with allergen in European smelt, while MAb 18H3 and 16B3 in
European perch and ruffe extracts. Moreover, neither MAb 2C1 nor 18H3
recognized parvalbumins in Atlantic salmon and rainbow trout, while MAb
18H3 also in greater argentine extract.

In our study, we analyzed MADbs reactivity with different fish extracts,
including extracts of two fish species that are more common in our country
(European smelt and Eurasian ruff) and have not been analyzed before. MAbs
demonstrated broad-cross reactivity and were able to recognize fish allergens
in commercial and in-house prepared fish extracts, suggesting their possible
application for allergen detection in fish extracts.
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Table 3. Summary of MADb reactivities with allergen extracts determined by ELISA, Western blot and dot blot assays.

MADb 7B2 MAD 2C1 MADb 18H3 MAD 16B3 MADb 3F6 MAD 6E4 MAD 14F3
Order Allergen extract
E WB | DB E WB | DB E WB | DB E WB | DB E WB | DB E WB | DB E DB
. Common carp
Cypriniformes t++ |V v |t v v + v v |+t VAR = = V4 v + v v v
(DST)
Cypriniformes Common carp T +++ i +++ +++ +
Cypriniformes Common roach +++ N Vo N N ++ N V| v Vo v v + v v v
Cypriniformes Common bream | +++ +++ T +++ +++ ++
. Atlantic herring
Clupeiformes ++ v v ++ v v i v v ++ v Vo |V v + v v v
(DST)
Clupeiformes Atlantic herring | +++ | v |tV v o v v + v +++ |V v + v v v
. Atlantic salmon
Salmoniformes + v v + v + v + v v ++ v v |+t v v + v
(DST)
Salmoniformes Atlantic salmon + v v + v v + v VARIE - & N v + v v
Salmoniformes Rainbow trout + v v + v v + v +++ |V v + v
. Atlantic cod
Gadiformes +++ | Vo[ Y VAR = & B v Vo[ |V v it v v + v v v
(DST)
Gadiformes Saithe +++ | VAR = & V4 Vo[t | Vo[ ++ |V VARIE - & N v v v v
Gadiformes Alaska pollock +++ |V v |tV Vot | Vot Vo H+ |V v v v
Gadiformes Argentine hake +++ |V Vot |V Vo H | Vo Vo |V v v v v
Gadiformes Haddock +++ |V v |tV Vot | Vot Vo H+ |V v + v v
Gadiformes Pacific cod +++ | VAR = & V4 VAR = & v Vo[ |V v ++ v v + v v v
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Esociformes Northern pike +H++ | Vot |V Voo Voo Vo |/ v v v
Osmeriformes European smelt T v + Vo H |V V| VAR - & Vo o+ v v
Osmeriformes Greater argentine | +++ | Vot |V v i Voo Vo o+t |V v + v v v

Perciformes European perch | +++ | v |tV v + v + VAR = = V4 v v v v

Perciformes Ruffe +++ | Vot v v + v + VoV v + v v v

Perciformes Gilt-head bream | +++ | V VAR = = V4 v ++ v Voo v ++ v v v v v

Pleuronectiformes Common dab +++ | v o+ | v v + v ++ v v v v v

.~ indicate MAD reactivity with the antigen; empty space — no reactivity.
E — ELISA, WB — Western blot, DB — dot blot methods.

ELISA reactivity: (+++) ODaso > 1.5; (++) ODu4sp 0.5-1.5; (+) ODaso < 0.5.
DST — commercial extracts from DST (Germany).
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Fig. 5. The reactivity of MAb 7B2 (A) and 6E4 (B) with heated fish extracts by Western blot. Lane M: protein molecular weight marker; lane 1:
Common carp (DST); lane 2: Atlantic herring (DST); lane 3: Atlantic salmon (DST); lane 4: Atlantic cod (DST); lane 5: Common carp; lane 6:
Atlantic herring; lane 7: Atlantic salmon; lane 8: Rainbow trout; lane 9: Saithe; lane 10: Alaska pollock; lane 11: Northern pike; lane 12: European
smelt; lane 13: Common roach; lane 14: Common bream; lane 15: European perch; lane 16: Eurasian ruffe; 17: Gilt-head bream; lane 18: Common
dab; lane 19: Argentine hake; lane 20: Greater argentine; lane 21: Haddock; lane 22: Pacific cod; DST — commercial extracts, the others are in-
house prepared extracts. The positions of B-parvalbumin (A) and B-enolase (B) are indicated by an arrow.
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MADbs reactivity with allergens in other animal extracts

Enolase aa sequences share high similarity among different organisms: the
similarity of enolases among fungi is >72%, among plants >86% and among
animals >81% (Morales-Amparano et al., 2021). That is why we decided to
investigate MADb 6E4 reactivity by WB with E.coli Tuner (DE3) and E.coli
DH10B cell lysates, recombinant MBP-fused Alternaria alternata enolase
(MBP-ALt a 6), Baker’s yeasts extract, and with in-house prepared chicken
and pork muscle extracts. Results showed that MAb 6E4 reacted with enolases
from E.coli and Saccharomyces cerevisiae, as well as with B-enolase from
chicken and pork (Fig. 6). Alignment of Cyp ¢ 2 aa sequences with E. coli
(UniProtKB accession no. POAG6P9) and Saccharomyces cerevisiae
(UniProtkKB accession no. P00924) revealed 54% and 65% sequence
identities, respectively, indicating that MAb 6E4 binds to a highly conserved
aa sequence of these antigens.

2 3 4 56 7 8 9
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i-

W

SDS-PAGE MAb 6E4

Fig. 6. The reactivity of MAb 6E4 with enolases from different organisms. Left: SDS-
PAGE, right: WB with MAb 6E4. Lane 1: protein molecular weight marker; lane 2:
MBP-Cyp ¢ 2 in E. coli Tuner (DE3) cell lysate; lane 3: MBP-Alt a 6 in E. coli Tuner
(DES3) cell lysate; lane 4: E. coli DH10B cell lysate; lane 5: E. coli Tuner (DE3) cell
lysate; lane 6: the Baker‘s yeast extract; lane 7: in-house prepared chicken muscle
extract; lane 8: in-house prepared pork muscle extract; line 9: recombinant purified
MBP protein. The migration position of enolases indicated by an arrow.

Besides that, we analyzed the reactivity of MAbs raised against common
carp B-enolase with in-house prepared chicken and pork muscle extracts by
ELISA and dot blot. Both antibodies recognized -enolases in meat extracts
by dot blot, which could be explained by the high aa sequences identity (84%)
between Cyp ¢ 2 and chicken p-enolase (Gal d 9). In other studies, the cross-
reactivity was demonstrated between Gal d 9 and Atlantic cod f-enolase (Gad
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m 2) (Kuehn et al., 2016). Based on previous studies and our results, we
assume that Cyp ¢ 2 share common epitopes with -enolases of other fish
species and other animals (chicken, pork), that are recognized by our MADs.

Since MAbs against fish parvalbumins recognized fish a- and pB-
parvalbumins, we decided to determine whether these antibodies may cross-
react with parvalbumins of other animals. We investigated the reactivities of
these MAbs with recombinant MBP-fused chicken a-parvalbumin (MBP-Gal
d 8) and with in-house prepared chicken and pork muscle extracts by ELISA,
WAB and dot blot. All MAbs recognized recombinant MBP-Gal d 8 and reacted
with non-heated chicken and pork extracts (Fig 7 and Table 2).
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Fig. 7. The reactivity of MAb 7B2 and 3F6 with heated recombinant chicken a-
parvalbumin (MBP-Gal d 8) by WB (A) and with other animal muscle extracts by dot
blot (B). Lane M: protein molecular weight marker. Samples were spotted onto the
PVDF membrane from top to bottom: chicken extract; pork extract; MBP (negative
control).

Cross-reactivities between parvalbumins of fish and other animals (frog,
chicken and crocodile) have been reported in previous studies (Kuehn et al.,
2016; Haroun-Diaz et al., 2021). In our study, we showed that not only serum
samples of fish-allergic patients reacted with recombinant MBP-Gal d 8, but
also MADs against fish parvalbumins, even though Gal d 8 shares only 56%
aa sequence identity with Cyp ¢ 1 and 54% with Gad m 1. Since MAbs
detected parvalbumins in chicken and pork extracts, it shows that these
antibodies recognize epitopes common to parvalbumins not only of various
fish species but also other animals.

Localization of MAD epitopes
To determine the epitopes of recombinant Cyp c 2, Gadm land Cypc 1l
proteins recognized by the MADbs, overlapping recombinant MBP-fused
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fragments of Cyp ¢ 2 (MBP-Cyp ¢ 2-C1, aa 1-698, MBP-Cyp ¢ 2-C2, aa 1-
622, MBP-Cyp ¢ 2-C3, aa 1-543), Gad m 1 (fragment #1, aa 1-84, fragment
#2, aa 21-110) and Cyp c 1 (fragment #3, aa 1-73, fragment #4, aa 30-104)
were constructed (Fig. 8 and 9).

N-galas C-galas
1-MGSS MBP-Cyp c 2 HPKL-836
1-MGSS MBP-Cyp c 2-C1 IEDP-698
1-MGSS MBP-Cyp c 2-C2 NILE-622
1-MGSS MBP-Cyp c 2-C3 LAGN-543

623-NN  DP-698

MAb 6E4
Fig. 8. Mapping of MAb 6E4 epitope using truncated variants of MBP-Cyp ¢ 2
comprising aa 1-698 (MBP-Cyp ¢ 2-C1), aa 1-622 (MBP-Cyp ¢ 2-C2) and aa 1-543
(MBP-Cyp ¢ 2-C3) of B-enolase. The aa sequence recognized by MADb 6E4 are
indicated (aa 623-698).

Calcium Calcium
binding site binding site

Gadm 1 1-GSAFAGILADADCAAAVKACEAAESFSYKAFFAKCGLSGKSADDIKKAFFVIDQDKSGFIEEDELKLFLOVFKAGARALTDAETKAFLKAGDSDGDGAIGVDEWAVLVKA-110

# 1-GSAFAGILADADCAAAVKACEAAESFSYKAFFAKCGLSGKSADDIKKAFFVIDQDKSGFIEEDELKLFLOVFKAGARALTDAET-84

#2 18-GSEAAESFSYKAFFAKCGLSGKSADDIKKAFFVIDQDKSGFIEEDELKLFLQVFKAGARALTDAETKAFLKAGDSDG DGAIGVDEWAVIVKA-110
. ) L . J
1-GSAFAGILADADCAAAVKAC-20 85-KAFLKAGDSDGDGAIGVDEWAVLVKA-110
MADb 1683 MAb 18H3
MADb 3F6
Calcium Calcium
binding site binding site

Cypcl 1-GSMAFAGILNDADITAALQOGCQAADSFDYKSFFAKVGLSAKTPDDIKKAFAVIDQDKSGFIEEDELKLFLONFSAGARALTDAETKAFLKAGDSDGDGKIGVDEFAALVKA-111
43 1-GSMAFAGILNDADITAALQGCQAADSFDYKSFFAKVGLSAKTPDDIKKAFAVIDQDKSGFIEEDELKLFLONF-73

"4 28-GSKSFFAKVGLSAKTPDDIKKAFAVIDQDKSGFIEEDELKLFLONFSAGARALTDAETKAFLKAGDSDGDGKIGVDE-104

i
T4-SAGARALTDAETKAFLKAGDSDGDGKIGYDE-104

MAb 7B2
MAb 2C1
MADb 3F6

Fig. 9. Mapping of MADbs against fish parvalbumins epitopes using recombinant
overlapping MBP-fused fragments of Gad m 1 and Cyp c 1 proteins. The aa sequences
recognized by the respective MADbs are indicated.

Recombinant fragments were expressed in E. coli Tuner (DE3) cells and
the reactivities of MAbs with the lysates of transformed E. coli cells
expressing the respective fragments were investigated by WB (Fig. 10 and
11).
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Fig. 10. The reactivity of MAb 6E4 with recombinant overlapping MBP-fused
fragments of MBP-Cyp ¢ 2 in E. coli cell lysates analyzed by WB. Lane M: protein
molecular weight marker; lane 1: MBP-Cyp ¢ 2 (91.7 kDa); lane 2: MBP-Cyp ¢ 2-C1
(76.3 kDa); lane 3: MBP-Cyp ¢ 2-C2 (67.8 kDa); lane 4: MBP-Cyp ¢ 2-C3 (59.3 kDa);
lane 5: recombinant purified MBP as a negative control (44.2 kDa).
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Fig. 11. The reactivity of MAbs with recombinant overlapping MBP-fused fragments
of Gad m 1 and Cyp c 1 in E. coli cell lysates analyzed by WB. Lane M: protein
molecular weight marker; lane 1: fragment #1 (52.9 kDa); lane 2: fragment #2 (53.9
kDa); lane 3: recombinant purified MBP as a negative control (44.2 kDa); lane 4:
fragment #3 (51.9 kDa); lane 5: fragment #4 (52.2 kDa).

MAD 6E4 reacted with MBP-Cyp ¢ 2-C1, the C-terminal region of Cyp ¢
2. MAbs 7B2 and 2C1 recognized fragment #4, which represents the C-

terminal region of Cyp c 1, while MAb 18H3 reacted with fragment #2, the
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C-terminal region of Gad m 1. Only MAb 16B3 recognized fragment #1 the
N-terminal region of Gad m 1, while MAb 3F6 reacted both with fragment #2
and fragment #4 representing the C-terminal regions of Gad m 1 and Cyp c 1,
respectively. After analysing the results, it was concluded that the epitope of
MADs 6E4 is located between aa 623-698 of Cyp ¢ 2. The epitopes MAbs
7B2 and 2C1 are located between aa 74-104 of Cyp ¢ 1, the epitope of MADb
18H3 — between aa 85-110 of Gad m 1, the epitope of MAb 16B3 — between
aa 1-20 of Gad m 1 and the epitope of MAb 3F6 — between aa 74-104 of Cyp
¢ 1 (Fig. 8and 9).

Aligning common carp B-enolase 76 aa-long sequence (aa 623-698), that
was recognized by the MADb 6E4, with aa sequences of other fish (Atlantic
cod, striped catfish and Atlantic salmon) and chicken B-enolases, revealed
more than 90% and 70% aa sequence identity, respectively. This high aa
sequence similiarities could explain MAb 6E4 reactivity with B-enolases from
various fish species and other organisms.

The homology between the C-terminal region of Cyp ¢ 1 with other
recombinant fish parvalbumins and chicken a-parvalbumin, that were
synthesized in our study, is more than 65%. This could explain the broad
reactivity of MAb 3F6 with parvalbumins of different fish species and other
animals. In contrast, the N-terminal region of Gad m 1 (aa 1-20), recognized
by MADb 16B3, shows low sequence similiarity with other recombinant
parvalbumins, especially with a-parvalbumins (30—40%). This suggests that
MAD 16B3 could be applied only for analyzing B-parvalbumins of certain fish
species.

The use of MAbs for parvalbumin immunoprecipitation from allergen extracts

Since we showed that MAbs recognize parvalbumins in allergen extracts,
we decided to investigate their ability to isolate allergens from allergen
extracts by immunoprecipitation method. Selected commercial and in-house
prepared extracts of carp and salmon were incubated overnight with prepared
Protein A-Sepharose complex with either MAb 7B2 or 3F6. As a negative
control for immunopreciptation, we also pre-incubated MBP-specific MAb
19C19 with Protein A-Sepharose and then incubated with allergen extracts.
After overnight incubation, the sepharose-antibody-parvalbumin complex was
analyzed by SDS-PAGE and WB. Using HRP-labeled MADb 3F6 about 10-12
kDa sized protein bands corresponding to parvalbumins were identified in all
analyzed extracts. MAb 7B2 was able to immunoprecipitate fish f-
parvalbumin from carp extract, while MAb 3F6 — from both fish species
extracts. No protein bands were detected after incubation with MBP-specific
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MADb 19C19 thus confirming the specificity of the immunoprecipitation assay
(Fig. 12).
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Fig. 12. Parvalbumin immunoprecipitation from allergen extracts either using MAb
7B2 (A) or MADb 3F6 (B) and detection with HRP-labeled MAb 3F6 by WB. Lane M:
protein molecular weight marker; lane 1: Protein A-sepharose complex with MAb
7B2; lane 2-3: carp extract; lane 4-5: salmon extract; lane 8: Protein A-Sepharose
complex with MAb 3F6; lane 9: Protein A-sepharose complex with anti-MBP MAb
19C19; Lanes 2, 4 and 6: commercial extracts; lane 3, 5 and 7: in-house prepared
extracts. Anti-MBP MAb 19C19 was used as a negative control (C). The position of
parvalbumin is indicated by an arrow.

The ability of both MAbs to capture and isolate parvalbumins from extracts
demonstrates their potential use for the standardization of allergen extract.

The application of MADbs for parvalbumin detection in allergen extracts
ELISA is one of the most commonly used methods for fish allergen
detection in analyzed samples. Polyclonal antibodies against certain fish
allergens were used to develop sandwich ELISAs for fish allergen detection
in various food samples. Even though they demonstrated high method
sensitivity, they also showed limitations in detecting allergens in certain fish
species (Liang et al., 2022; Faeste and Plassen, 2008; Shibahara et al., 2013;
Dasanayaka et al., 2021). Since our MAbs against fish parvalbumins
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demonstrated broad cross-reactivity with different fish species and were able
to detect allergens in in-house prepared fish extracts, we decided to use them
to develop sandwich ELISA for parvalbumin detection in analyzed samples.

First, we selected a suitable MAb pair (one MAb to capture and the other
to detect target antigen), by performing indirect ELISA and testing different
MADb compositions. Based on this test, capture-detection antibody pairs that
detected recombinant MBP-Sco s 1 or MBP-Cyp c¢ 1 proteins in the analyzed
solutions were selected (Fig 13).
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Fig. 13. Selection of MAb pair for sandwich ELISA development. A — recombinant
MBP-Sco s 1 protein is used for pair selection, B — recombinant MBP-Cyp c 1 protein.
¥ next to the MADb name indicates that the antibody is HRP-labeled.
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Two MADb pairs (18H3-3F6* and 7B2-18H3*) that demonstrated the
highest assay sensitivity were selected for the development and optimization
of sandwich ELISA.

During the optimization, we selected several assay parameters (blocking
solution, MAD concentration, etc.) to improve its sensitivity. Two variants of
sandwich ELISA were developed. The first one is based on the 7B2-18H3*
pair and its sensitivity is 1,211 + 0,022 ng/mL, while the other is based on the
18H3-3F6* pair with a sensitivity of 1,857 + 0,034 ng/mL (Fig. 14).
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Fig. 14. Calibration curves of optimized sandwich ELISA. A — assay was developed
using 7B2-18H3* pair, B — using 18H3-3F6™ pair.
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Table 4. The determined concentrations of parvalbumins (ng/mL) in the tested
extracts using optimized sandwich ELISA systems, that were developed using either

7B2-18H3* pair or MAb 18H3-3F6* pair.

Extract MADb pair
7B2-18H3* | 18H3-3F6*
Common carp (DST) 60,58 -
Atlantic herring (DST) - -
Atlantic salmon (DST) - -
Atlantic cod (DST) 38,64 103,43
Common carp 39,66 -
Atlantic herring - -
Atlantic salmon - .
Rainbow trout - -
Saithe 46,4 490,69
Alaska pollock 19,44 33,33
Northern pike 40,96 69,6
European smelt - 400,7
Common roach 253,42 1,45
Common bream 27,67 1,92
European perch 18,87 3,49
Ruffe 2,5 1,96
Gilt-head bream 86,29 -
Common dab 30,44 2,59
Argentine hake 42,91 164,91
Greater argentine 33 -
Haddock 27,45 895,1
Pacific cod 21,59 119,75
Northern prawn - -
Crab sticks 9,93 1,89
Salted Atlantic herring - -
Canned African mackerel - -
Canned Atlantic cod - -
Canned skipjack tuna - -
Cold smoked Atlantic salmon 31 -
Cold smoked Atlantic mackerel 65,51 3,13
Smoked sprats 2,5 2,8
Pork - -
Chicken - -
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To evaluate the suitability of new ELISAs for the detection of
parvalbumins in various allergen extracts, we analyzed 4 commercial and 29
in-house prepared allergen extracts using both sandwich ELISA systems
(Table 4).

Both assays detected parvalbumins in most of the analyzed fish extracts.
Analyzing extracts with MAbs 18H3-3F6* pair, the highest fish protein
concentrations (>400 ng/mL) were determined in saithe, European smelt and
haddock, while using MAb 7B2-18H3* (>200 ng/mL) in the common roach
extract. Moreover, we noticed that MAb 18H3-3F6* pair did not detect
parvalbumins in common carp, gilt-head bream and greater argentine, while
MADbs 7B2-18H3* pair in European smelt. These results indicated that each
MAD pair could be applied to analyze allergen extracts of certain fish species.
Furthermore, no parvalbumins were detected in canned fish extracts,
suggesting that MAbs were not able to recognize target allergens due to
possible changes in parvalbumin antigenic structure during canning.
Moreover, both sandwich ELISAs showed no reactivity with chicken and pork
muscle extracts. Despite that, parvalbumin concentrations were determined in
prepared extracts of smoked fish and crab sticks.

Summarizing, in this study we have generated a collection of recombinant
allergens (n=14) fused to maltose-binding protein and a collection of broadly-
reactive MAbs (n=7) against fish allergens, characterized them by different
immunoassays, including epitope mapping, and evaluated their potential to
investigate and quantify target allergens in allergen extracts.

175



Conclusions

Recombinant allergens fused to maltose binding protein and produced
in E. coli expression system are antigenically similar to natural
allergens as proven by their reactivity with allergen-specific IgE in
the blood serum of fish-allergic patients.

Antigenicity studies of recombinant common carp -enolase, for the
first time produced in bacterial expression system, confirmed that it is
a new fish allergen (Cyp c 2).

The use of recombinant common carp [-enolase, recombinant
common carp -parvalbumin and natural Atlantic cod B-parvalbumin
as immunogens resulted in new hybridoma cell lines secreting MAbs
of 1gG isotype suitable for identification and investigation of target
allergens.

A comprehensive characterization of MAbs and epitope mapping
revealed that most MAbs recognize conserved linear epitopes present
in target allergens of different origin.

All developed MADbs are cross-reactive and could be applied to the
detection of allergens in the extracts of various fish and other animals.
The broadly-reactive MAb 3F6 could be applied for the analysis and
standardization of allergen extracts of various fish species.
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