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SANTRUMPOS

11-MUR - 11-merkaptoundekano rigtis

ACE2 — angiotenzing konvertuojantis fermentas 2 (angl., angiotensin-converting enzyme 2)

EDC — N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimido hidrochloridas

MERS-CoV — Artimyjy Ryty respiracinis sindromas koronavirusas (angl., Middle East respiratory
syndrome-related coronavirus)

NHS — 0.1 M N-hidroksisukcinimidas

PBS — fosfatinio buferio tirpalas

PPR — pavirSiaus plazmony rezonansas

RBD - receptoriaus prisijungimo domenas (angl., receptor binding domain)

RBM - receptoriaus prisijungimo motyvas (angl., receptor binding motif)

S — spyglys

SAM - savitvarkis monosluoksnis (angl., self-assembled monolayer)

SARS-CoV —sunkaus timinio respiracinio sindromo koronavirusas (angl., severe acute respiratory
syndrome coronavirus)

SARS-CoV-2 — sunkaus tminio respiracinio sindromo koronavirusas 2 (angl., severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2)

SARS-CoV-2-0S — SARS-CoV-2 Omikron S

SV —signalo vienetai

VOC — nerimg keliantys variantai (angl., variants of concern)

VOI - susidom¢jimg keliantys variantai (angl., variants of interest)

VUM - stebimi variantai (angl., variants under monitoring)

VVAE - visi$ko vidaus atspindZio elipsometrija

WHO — Pasaulin¢ sveikatos organizacija (angl., World Health Organization)



IVADAS

Sunkaus Uminio respiracinio sindromo koronavirusas 2 (SARS-CoV-2) priklauso dvi
epidemijas sukélusiai Coronaviridae virusy Seimai, kurios nariai iSsiskiria savo kartinos forma,
matoma per elektroninj mikroskopa (Amanat & Krammer, 2020). Déka tyrimy, pradéty po pirmojo
karto, kai pasaulis susidiiré su sunkaus @iminio respiracinio sindromo koronavirusu (SARS-CoV)
(Roper & Rehm, 2009), buvo greitai iSvystytos vakcinos, kurios suformavo imuninj atsaka pries
SARS-CoV-2 spyglio baltyma. Taciau laikui bégant buvo stebimas didelis mutacijy skaicius biitent S
baltyme, kuris yra pagrindinis antikiiny taikinys (Greaney, Starr, ir kt., 2021). Siekiant apsaugoti
visuomeng ir biiti pasiruosg ateityje, yra biitini tyrimai (Plikusiene, Maciulis, Juciute, Maciuleviciene,
ir kt., 2022), padedantys geriau suprasti Zzmoniy imuninj atsaka pries besikeiciancius virusus.

Spyglio (S) baltymas, susidedantis i§ dviejy (S1 ir S2) subvienety, yra transmembraninis
homotrimeras, aptinkamas ant viruso pavirSiaus. S1 subvienete esantis receptoriaus prisijungimo
domenas yra atsakingas uz prisijungimg prie angiotenzing konvertuojanc¢io fermento 2 (ACE2)
receptoriaus, kas lemia tolimesnj viruso patekimg j Igstele ir replikacijg (Xia, 2021). Mutacijos,
ivykusios Siame domene, ne tik padidino afiniSkumg ACE2 receptoriui, bet ir padéjo iSvengti
imuninio atsako, kurio metu antikiinai galéty neutralizuoti virusa (Jangra ir kt., 2021; Lupala ir kt.,
2022). Savo paplitimu labiausiai i8siskyré Omikron variantas, kuris turéjo net 15 mutacijy RBD (He
ir kt., 2021).

Pagal duomenis, gautus iki 2024 mety balandZio 15 dienos, buvo panaudota vir§ 15 milijardy
vakcinos doziy ir pilnai paskiepyta vir§ 60% pasaulio gyventojy (Mathieu ir kt., 2021). Pirmaisiais
ménesiais po vakcinacijos, antikiinai geba veiksmingai neutralizuoti SARS-CoV-2 virusa, taiau
pragjus pusmeciui yra stebimas staigus §io veiksmingumo sumaz¢jimas (Ssentongo ir kt., 2022).
Atsiradus SARS-CoV-2 Omikron variantui, Zymiai padidéjo uzsikrétusiyjy skaicius ir greitis, kuriuo
plito virusas. Lyginant su kitais variantais, vakcinacijos ir persirgimai turéjo mazesn¢ jtakg SARS-
CoV-2 Omikron gebe¢jimui iSvengti zmogaus imuninio atsako (McLean ir kt., 2022; Planas ir kt.,
2022).

Vakciny efektyvumas prie§ SARS-CoV-2 Omikron variantg gali buti jvertintas jvairiais
metodais (Araf ir kt., 2022; Gram ir kt., 2022; Karim & Karim, 2021). Vienas i§ metody, kurio metu
galima jvertinti sgveikas tarp jvairiy molekuliy yra visisko vidaus atspindzio elipsometrija (VVAE).
Tai yra optinis matavimo biidas, kuris pasizymi dideliu jautrumu, nereikalauja papildomy molekuliniy
zymiy ir yra atliekamas realiu laiku. Kovalentiskai imobilizuojant SARS-CoV-2 Omikron S (SARS-
CoV-2-0S) baltymg ant modifikuoto aukso pavirSiaus galima stebéti kaip tiriami antikinai sgveikauja
su juo (Plikusiene, Maciulis, Juciute, Maciuleviciene, ir kt., 2022). Optinis modelis gali biiti
pritaikytas gautiems eksperimento duomenims ir gauti optiniai parametrai yra panaudojami kinetikos
bei termodinamikos skai¢iavimuose. Si informacija gali biti toliau naudojama lyginant saveikas bei
afiniSkuma su ankstesniais arba naujai atsiradusiais variantais, kuriant imuninius jutiklius bei
atliekant klinikinius tyrimus.



Darbo tikslas:

Raliu laiku istirti sgveikg tarp kovalentiSkai imobilizuoto SARS-CoV-2-0S baltymo ir
polikloniniy antikiiny, esan¢iy kraujo serumuose, paimtuose i§ persirgusio COVID-19 liga ir
paskiepyto individy.

Darbo uZdaviniai:

1. Parinkti sglygas kovalentiniam SARS-CoV-2-0S baltymo imobilizavimui.

2. VVAE metodu nustatyti elipsometriniy parametry pokycius polikloniniams antikiinams
sgveikaujant su SARS-CoV-2-0S baltymu.

3. Pritaikyti optinj modelj ir apskaiciuoti pavirSiaus masés tankius po polikloniniy antikiiny
sgveikos su SARS-CoV-2-o0S.

4. Pritaikyti dviejy zingsniy modelj ir apskaiciuoti kinetinius parametrus bei termodinamika po
polikloniniy antikiiny sgveikos su SARS-CoV-2-0S.



1. LITERATUROS ANALIZE

1.1 Optiniai biosensoriai

Biosensoriai gali biiti skirstomi j skirtingas grupes priklausomai nuo to, koks fizikocheminis
keitiklis yra naudojamas. Pagrindinés keturios biosensoriy grupés yra jvardijamos kaip: optiniai,
elektrocheminiai, termometriniai, pjezoelektriniai arba magnetiniai biosensoriai, o i§ $iy iSvardinty
grupiy dazniausiai aptariami yra optiniai biosensoriai. Optinis biosensorius yra kompaktiskas
analitinis prietaisas, kuris analizés metu naudoja bioreceptoriy su integruota optinio keitiklio sistema.
Pagrindiné optinio biosensoriaus funkcija yra sukurti signalg, kuris biity proporcingas matuojamos
analités koncentracijai. Analizés metu kaip bioreceptoriai gali biiti naudojami fermentai, antikiinai,
antigenai, receptoriai, nukleortigstys, lastelés ir audiniai, dél to naudojant optinius biosensorius gali
buti atlieckami jvairls tyrimai sgveikaujant biologinéms molekuléms (1 pav.). Toliau optiniai
biosensoriai gali buti i$skirstomi pagal tai, ar yra naudojamos Zymos, ar ne. Nenaudojant zymy,
gaunamas signalas yra sukuriamas analitei tiesiogiai sgveikaujant su bioreceptoriumi, o naudojant
Zymas, optinis signalas yra sukuriamas kolorimetrijos, fluorescencijos arba liuminescencijos metody
metu. Zymos yra pritaikomos aptinkant paprastas molekules, tokias kaip gliukozé, ir vienas i§
Zinomiausiy komerciniy pritaikymy yra rankinis gliukomatis, kuris yra naudojamas asmeny serganciy
diabetu. Komercinio pritaikymo biosensoriy yra ir nenaudojanciy zymy. Vienas svarbus pavyzdys
yra hemometrai, kurie naudoja kolorimetrijos biosensoriy jvertinti hemoglobulino koncentracija
kraujyje. Technologijos tampa vis labiau prieinamos ir kompaktiSkos, Siomis dienomis paprastas
optinio biosensoriaus funkcijas gali atlikti net iSmanusis telefonas, panaudojant jame esanc¢ig kamera
(Meng ir kt., 2023).

Fermentai
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Analité l Bioreceptorius l Optinis keitiklis lléeinantis signalas

1 pav. Absorbcijos, pralaidumo, rezonanso ir liuminescencijos pokytis gali biiti aptinkamas
panaudojant specifines nanomedZiagas ir toliau konvertuojamas j iSmatuojama kiekj panaudojant
optinius rodmenis. (Lakhera ir kt., 2022, p. 21).

Receptoriai

Lastelés

Didelis pokytis optiniuose tyrimuose jvyko po staigaus pavir§iaus metody, tokiy kaip pavirSiaus
plazmony rezonanso (PPR), pavirSiaus sustiprintos Ramano sklaidos bei interferencijos vystymosi.
De¢l tiksliy rezultaty bei gebéjimo atlikti tyrimg realiu laiku ir nenaudojant zymy, PPR metodas
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1Sskirtinai yra laikomas kaip vienas i§ svarbiausiy analitiniy jrankiy tiriant biomolekulines sgveikas
(Yadav ir kt., 2012). Kai p-poliarizuota Sviesa (poliarizacija jvyksta paraleliai bangos sklidimo
plokstumai), esant visiSko vidaus atspindzio saglygoms, atsimusa j plono metalo sluoksnj, elektronai,
esantys metalo pavirSiuje, yra suzadinami ir yra stebimi laisvyjy elektrony kolektyviniai virpéjimai
bei pavirSiaus plazmony formavimasis. PavirSiaus plazmonai plinta palei plono metalo sluoksnj ir
kerta Salia esancig terpe, dél to liizio rodiklio pokyciai, jvykstantys Salia plono metalo sluoksnio,
lemia pavirSiaus plazmono grei¢io pokytj (Piliarik ir kt., 2009). Kai pavirSiaus elektronai yra
suzadinami, stebima Sviesos absorbcija ir sklaida zymiai padidéja lyginant su identisku pavirSiumi,
kuriame néra stebimas plazmono susidarymas (Pillai ir kt., 2007). PPR fenomenas jvyksta, kai yra
jam buidingas $viesos kritimo kampas ir Sviesos bangos ilgis, ties kuriais yra stebimas atsispindéjusios
Sviesos minimalus intensyvumas. Metodo metu, plono sluoksnio metalai yra parenkami pagal
gebéjimg sukelti astry PPR atsaka. Tokie metalai kaip sidabras ir varis, nors ir sukelia astrius PPR
atsakus ir yra pigesni uz auksa, turi bendrg neigiama savybe — lengva pavirsiaus oksidacija. Tokiu
atveju yra naudojami papildomi dielektriky sluoksniai, kurie ne tik apsaugo pavirSiy nuo oksidacijos,
bet ir suastrina PPR atsakg (Kumar ir kt., 2021; Taya ir kt., 2023). Dauguma PPR sensoriy naudoja
Kretschmanno prizmés konfigiiracija (2 pav.), kurioje metalo sluoksnis yra tiesiogiai patalpinamas
ant prizmés nepaliekant tarpo (Ramanaviéius, 2007). Si konfigiiracija lemia efektyvesnj pavirsiaus
plazmony rezonanso sukeélimg.

Sviesos banga

Metalo sluoksnis

Analité

2 pav. PavirSiaus plazmony (PP) suzadinimas naudojant Kretschmanno prizmeés konfigtiracija
(Piliarik ir kt., 2009).

Nuo pirmojo karto, kai 1983 m. Liedbergas pritaiké PPR fenomeng tirti biologinius procesus
(Liedberg ir kt., 1983), PPR sensoriai pritrauké dideli démesi ivairiose sferose: vaisty atradime
(Lawson, 2015), nukleoriigsciy aptikime (Boozer ir kt., 2006), maisto saugoje (Zhou ir kt., 2019) ir
aplinkos monitoringe (C.-W. Huang ir kt., 2023). Tyrimai parodeé, kad atsispindéjusios Sviesos faze
keiciasi daug drastiskiau negu intensyvumas (Halpern ir kt., 2011; Yu ir kt., 2007; Yuan ir kt., 2006;
Kabashin ir kt., 2009). D¢l to PPR biosensoriai, analizuojantys Sviesos fazg, yra jautriausi
biomolekulines sgveikas stebintys biosensoriai. AukSto daznio Sviesos virpesiai negali buti stebimi
tiesiogiai, dél to yra naudojamos kompleksinés optinés konfigiiracijos uzfiksuoti PPR sukeltus fazés
poky¢ius. Tarp metody jvertinti fazés pokycius yra naudojama heterodiny detekcija, elipsometrija ir
jvairios interferometrijos technikos (Y. h. Huang ir kt., 2012).



1.1.1  Spektrin¢ elipsometrija

Spektriné elipsometrija yra optinis matavimo biuidas, skirtas nustatyti bandinio optines savybes
ir gebantis pritaikyti matavimuose PPR fenomeng. Matavimo metu poliarizuota Sviesa yra
nukreipiama j bandinj arba pro jj praleidziamas ir iSmatuojamas jos atspindys. Tokiu biidu yra
nustatomas §viesos poliarizacijos biisenos pokytis. Zodis ,.elipsometrija“ kilo i§ fakto, kad tiesiskai
poliarizuotai Sviesai atsispindéjus nuo bandinio, ji tampa eliptiSkai poliarizuota, tai reiskia, kad
Sviesos bangos elektrinis vektorius sklisdamas erdvéje brézia elipse (Fujiwara, 2007). Gauti rezultatai
tiesiogiai neapibiidina analités optiniy savybiy, tod¢l norint suzinoti optinius parametrus (liizio rodiklj
ir ekstinkcijos koeficientg), reikia sukonstruoti optinj modelj, apraSantj eksperimentinius rezultatus.
Sis modelis leidzia jvertinti analizuojamy sluoksniy storj ir susiformavusig pavir§iaus mase.
Matavimams yra naudojami prietaisai vadinami elipsometrais. Pagrindinis elipsometro tikslas yra
nustatyti du elipsometrinius parametrus: ¥ ir A. Jie parodo Sviesos bangos amplitudés santykj — ¥ ir
fazeés skirtumg — A (Tompkins & Irene, 2005). Naudojant spektring elipsometrijg, yra parenkamas
Sviesos kritimo kampas ir yra nustatoma W ir A priklausomybé nuo bangos ilgio (spektras).
Atsizvelgiant j kas yra tiriama, matavimai yra atliekami jvairiuose spektro ruozuose (Fujiwara, 2007).

Nuo to laiko, kai Drude 1887 metais apras¢ elipsometrija, atlickamy tyrimy greitis ir tikslumas
progresyviai augo dél pazangiy technologijy. Spektriné elipsometrija yra gerai tinkamas biidas norint
suzinoti jvairiy plony sluoksniy optines savybes. Taip pat, $is metodas gali biiti taikomas ir matuojant
optinj atsaka realiuoju laiku. Dabar realaus laiko stebéjimai buina atliekami ne tik plono sluoksnio
augimo charakterizavimui, bet ir diagnozavimui tokiy procesy kaip ésdinimas ir terminé oksidacija.
Atliekant matavimus elipsometru yra svarbu atsizvelgti | bandinio savybes — meéginiy pavirSiaus
SturkStumas turi buti salyginai mazas, bandinys turi atspindéti arba praleisti Sviesa. Elipsometrijos
matavimas tampa sudétingas, jei Sviesa iSsklaidoma dél pavirSiaus SiurkStumo, kuris taip pat Zymiai
sumazina atspindinios Sviesos intensyvuma, reikalingg jvertinti poliarizacijos biisenos pokyt]
(Fujiwara, 2007). Dabar elipsometrijos tyrimai yra pritaikomi nuo puslaidininkiy fizikos iki
mikroelektroniky ir biologijos (Tompkins & Hilfiker, 2015).

Panaudojant spektring elipsometrijg visiSko vidaus atspindzio sglygomis ir taip ja jungiant su
PPR reiskiniu, galima tirti kaip formuojasi sluoksniai i§ biologiSkai aktyviy molekuliy realiu laiku
(Gauglitz, 2020; Plikusiene, Maciulis, Ramanavicius, ir kt., 2022). Adsorbuojant organinéms
molekuléms arba vykstant reakcijoms organiniame sluoksnyje ant metalo pavirSiaus, jvyksta
atspindzio minimumo pokytis spektre arba kritimo kampe (Bombarova ir kt., 2015). Biomolekuliy
sgveikos tyrimams elipsometrija gerai tinka, nes tai yra dideliu jautrumu pasizymintis, neardantis,
molekuliy zyméjimo nereikalaujantis metodas (Schubert, 2004).

1.1.2  Spektrinés elipsometrijos tyrimo eiga

Iprastai plonas aukso sluoksnis, esantis ant stiklo, yra patalpinamas } mazo tiirio tékmés celg,
per kurig skystas tirpalas yra praleidZziamas. Norint aptikti analités molekulés prisijungima prie
receptoriaus molekulés, daznai pirmiau yra imobilizuojama receptoriaus molekulé ant sensoriaus
pavirSiaus ir tada analités molekulé yra jleidZziama pro tekmes celg. IS lazerio Saltinio poliarizuota
Sviesa yra nukreipiama per prizm¢ i pavirSiy, esantj po aukso sluoksniu, kuriame esant kritiniui
Sviesos kritimo kampui susidaro pavir§iaus plazmonai. Si pavir§iaus §viesos absorbcija yra
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1zvelgiama dél atsispindéjusios Sviesos intensyvumo sumazéjimo (Cooper, 2004). Realaus laiko PPR
eksperimento atsakas yra dazniausiai pateikiamas sensogramos forma. Jeigu jvyksta sgveika tarp
imobilizuotos receptoriaus molekulés ir analités, aplinkos lizio rodiklis pasikei€ia ir tai yra matoma
kaip signalo intensyvumo padidéjimas (Besenicar ir kt., 2006). Eksperimento pradzioje visos
imobilizuotos molekulés dar nesgveikauja su analite ir signaly vienety (SV) reikSmé yra lygi
pradiniam kritiniam kampui a (3 pav.). lleidus analites | tékmés cele, jeigu jos sgveikauja su
imobilizuotomis receptoriaus molekulémis, yra asociacijos fazé, per kurig prisijungimo vietos yra
uzimamos, ir kreivés forma gali biiti naudojama apskaiciuoti molekuliy asociacijos greitj (ko.). Kai
yra pasiekiama pastovi faz¢, tada (SV) parodo maksimaliai pasikeitusj kritinj kampa . Si maksimali
(SV) verté yra proporcinga imobilizuotoms ir analizuojamoms molekuléms ir gali biiti panaudota
apskaiciuoti disociacijos konstantg (kq). Kai analités molekulés yra paSalinamos i§ pastovios t€kmes,
ivyksta disociacijos faz¢, kurios metu prisijungimo vietos yra atlaisvinamos ir pasikeitusi kreivés
forma gali biiti panaudota apskaiCiuojant disociacijos greitj (k,z). PavirSius toliau gali buti
regeneruojamas ir kritinis kampas a yra grazinamas ] prading verte, i§ naujo pradéti eksperimenta
(Mozsolits ir kt., 2003). PPR eksperimento metu maziausia aptinkama koncentracija priklauso nuo
daugelio veiksniy, kurie apima molekuling mase¢, optinius parametrus, analités molekulés
prisijungimo afiniSkuma ir receptoriaus molekuliy pavirSiaus padengima. PPR atsakas koreliuoja su
masés koncentracijos pokyciu ant sensoriaus pavirsiaus ir dél to priklauso nuo analités molekulinés
maseés kartu su galimy prisijungimo viety ant sensoriaus pavirSiaus skai¢iumi (Patching, 2014).

A
b
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e
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Laikas

3 pav. [prasto PPR eksperimento jvertinti saveika tarp analités molekulés ir receptoriaus
molekulés schematiné iliustracija (Patching, 2014).

1.2 Kinetikos sgveikos modeliai

Langmuir adsorbcijos izoterma yra vienas i§ daZniausiai naudojamy modeliy nustatant
adsorbuotos medziagos kiekj ant adsorbento pavirSiaus. 1916 metais Irving Langmuir pristaté §j

modelj junginiams, adsorbuojantiems ant paprasty pavirsiy kartu su hipoteze, kad pavir$ius turi ribotg
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kiekj lygiaveréiy prisijungimo viety, prie kuriy junginiai gali prisijungti per sorbcijos procesa. Sis
modelis turi keturis neatsiejamus reikalavimus, kurie gali biti apibendrinti taip (Latour, 2015):

o Prisijungimo vietos privalo buti homogeniskos;

. Kiekviena adsorbcijos vieta sgveikauja su individualia tirpale esancia molekule;

. Eksperimento metu yra pasiekiama dinamiska grjztama pusiausvyra;

o Ant pavirSiaus molekulés negali tarpusavyje saveikauti, tokiu biidu pakeiciant

adsorbcijos elgseng (Langmuir, 1916).

Baltymy adsorbcijos izotermos labai daznai atrodo kaip Langmuir izoterma, taciau retai
Langmuir modelio reikalingos salygos btina iSpildomos (Latour, 2015). Tiriant saveikas tarp baltymy,
kinetikos skaiciavimai gali neatitikti Langmuir modelio, dél susidariusiy stipriy negriztamy saveiky
tarp receptoriaus ir analités molekuliy arba analitei sgveikaujant su keliomis receptoriaus
molekulémis (Plikusiene, Maciulis, Vertelis, ir kt., 2023). Tokiu atveju gali buti pritaikyti kiti
skai¢iavimai kaip dviejy zingsniy modelis, kuris yra daZznai naudojamas jvertinti antikiiny ir antigeny
imuniniy kompleksy formavimasi.

[Ab] + [Ag] l‘% [Ab/Ag]® = [Ab/Ag] (1)

Pirmasis Zingsnis apraso antikiino ir antigeno komplekso [Ab/Ag] formavimasi. Sio komplekso
formavimosi greitj ir afiniSkumg tarp [Ab] ir [Ag] apibudina asociacijos grei¢io konstanta (ka).
Susiformavus kompleksui, saveika tarp [Ab] ir [Ag] gali buiti negrjztama ir apibiidinama stabiliy
imuniniy kompleksy formavimosi greicio konstanta (k;) arba molekulés gali nutolti viena nuo kitos,
ka parodo disociacijos grei¢io konstanta (kq). Antikiino ir antigeno sgveikos procesas yra dalinai
negriztamas ir del to yra naudojamas dviejy zingsniy modelis. Laiko tarpas, per kurj antikiino ir
antigeno kompleksas spontaniSkai disocijuoja, yra daug ilgesnis negu asociacijos greitis, kas yra
buidinga tarp didelio afiniSkumo antikiiny ir antigeny (Galanti ir kt., 2016; Plikusiene, Maciulis,
Vertelis, ir kt., 2023).

1.3 SARS-CoV-2 kilmé

Koronavirusai yra plati grupé virusy, galinCiy uzkrésti daugel; skirtingy gyviiny ir Zmonése
sukelti viduting arba sunkig kvépavimo taky infekcija. Sie virusai buvo aptikti keliuose paukiciy
Seimininkuose, taip pat ir jvairiuose zinduoliuose, jskaitant kupranugarius, SikSnosparnius,
himalajines civetas, peles, Sunis ir kates (Su ir kt., 2016). Atitinkamai 2002 ir 2012 metais paplito du
gyvininés kilmés labai patogeniSki virusai: SARS-CoV ir Artimyjy Ryty respiracinis sindromas
koronavirusas (MERS-CoV). Prie§ aptinkant Siuos virusus buvo manoma, kad koronavirusai gali
sukelti tik nesunkias infekcijas (Ksiazek ir kt., 2003), taciau jie ne tik sukélé mirtinas kvépavimo taky
ligas, bet ir paverté atsirandancius koronavirusus XXI a. visuomenés sveikatos problema (Cui ir kt.,
2019). Pirmg kartg uzfiksuotas 2019 mety gruodj Kinijoje, Uhane, naujasis virusas, kuris sukrété visg
pasaulj ir kurio padarinius galime jausti iki Siandienos, buvo pavadintas SARS-CoV-2 ir liga, kurig
Sis virusas sukelia, yra gerai Zinoma kaip COVID-19 (Wu ir kt., 2020).

Kinijoje mokslininkai apie niekad ankS¢iau nematyta betakoronavirusg paskelbé 2020 mety
sausio ménesio pradzioje (Zhu ir kt., 2020) ir dar to paties ménesio pabaigoje Pasauliné sveikatos
organizacija (WHO) Sio viruso plitimg jvardijo kaip reikalaujantj tarptautinio susiriipinimo dél
grésmes visuotinei sveikatai (Eurosurveillance editorial team, 2020). SARS-CoV-2 gebéjimas lengvai
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plisti tarp zmoniy ir didelé gausa tarptautiniy kelioniy lémé greita COVID-19 paplitimg visame
pasaulyje. Pragjus beveik ménesiui po epidemijos Kinijoje, 2020 mety kovo 11 dieng WHO oficialiai
jvardijo COVID-19 plitima kaip pandemija (World Health Organization, 2020).

SARS-CoV-2 priklauso Coronaviridae virusy Seimai, kuri pasizymi viengrandziu, teigiamos
prasmés RNR genomu, kurio ilgis varijuoja nuo 26 iki 32 kilobaziy ir yra didziausias Zinomas
genomas tarp RNR virusy (Sabert ir kt., 2018; Su ir kt., 2016). Kinijoje atliktas pilnas genomo tyrimas
ir filogenetiné analizé¢ (zr. 1 priedg) parodé, kad SARS-CoV-2 galimai kilo i$ SikSnosparniuose
anksciau aptikty virusy: bat-SL-CoVZC45 ir bat-SL-CoVZXC21, kurie pasizymi atitinkamai 87,99%
ir 87,23% sekos tapatumais (Lu ir kt., 2020). Penkiuose geny regionuose i$ trylikos buvo nustatyti
geny seky tapatumai, virSijantys 90%, o i$ $iy penkiy didZiausias nustatytas tapatumas, kuris sieké
98,7%, buvo tarp geny, koduojanciy viruso apvalkalg. Svarbus skirtumas, turéjes jtakos SARS-CoV-
2 greitam plitimui, yra nustatytas maziausias sekos tapatumas, kuris sieké tik 75% tarp geny,
koduojanciy spyglio (S) baltyma. Tarp zinomy koronavirusy: SARS-CoV-2, SARS-CoV, MERS-CoV
ir SikSnosparniuose aptikty panasiy 1 SARS koronavirusy, buvo nustatytas skirtumas S baltyma
koduojancio geno ilgyje. Lyginant su kitais Zinomais koronavirusais, SARS-CoV-2 turi Zymiai ilgesnj
S baltyma koduojanti geng (Lu ir kt., 2020). D¢l didelio evoliucinio tarpo tarp SARS-CoV-2 ir
giminingiausiy gyviinuose esan¢iy virusy néra uztikrinta, kad buvo tiesioginis SARS-CoV-2
peréjimas i§ SikSnosparniy ] Zmones. Yra tikétina, kad peré¢jimas jvyko lokacijoje, kurioje didelio
gyventojy tankumo populiacija kontaktuoja su gyvais gyviinais galinciais neSioti SARS-CoV-2,
taciau giminingi SikSnosparniy virusai nebuvo aptikti Uhano gyviiny turguje, kuri yra laikoma
pandemijos pradzia ir iki Sios dienos néra iSaiskintas tikslus peréjimo jvykis (Pagani ir kt., 2023).

1.3.1 SARS-CoV-2 patekimas | Igsteles

Pagrindinis SARS-CoV-2 patekimo j Igsteles biidas yra prisijungiant prie ACE2 (Shang ir kt.,
2020). Dar 2003 metais ACE2 buvo nustatytas kaip SARS-CoV receptorius reikalingas patekti j
Seimininko Igstele ir replikuotis (Li ir kt., 2003). ACE2 yra cinko metalofermentas bei
karboksipeptidazé ir kaip transmembraninis fermentas yra randamas ant endotelio Igsteliy
(Tanzadehpanah ir kt., 2023). Sis fermentas yra neatsiejamas renino-angiotenzino sistemos,
palaikanc¢ios normaly kiino kraujospudj, dalis. Sergantiems COVID-19 Zmonéms SARS-CoV-2
sukelia kvépavimo taky sutrikimus, taciau sveikuose Zmonése buvo nustatytas mazas ACE2 kiekis,
esantis kvépavimo taky Iastelése, nors pagrindinis §io viruso patekimo btidas yra per ACE2 (Y. Wang
ir kt., 2020). Galimas paaiSkinimas yra, kad ACE2 genai yra aktyvinami virusy arba uzdegiminiy
citokiny (Zhuang ir kt., 2020), kas lemty tolimesnj viruso plitimg kvépavimo taky organuose.

SARS-CoV-2 virionas susideda i§ nukleokapsidés, membranos, apvalkalo ir S baltymy. Viruso
patekimas ] lastele, tai yra prisijungimas prie Seimininko Igstelés ir lastelés membranos susiliejimas
vyksta tarpininkaujant S glikobaltymams. Sie baltymai yra surenkami j homotrimerus ir jy kopijos
yra jterpiamos ] viriono membrang, suteikiant karting primenancig iSvaizdg. Dar biosintezés metu
infekuotuose Igstelése S baltymas yra skaidomas proproteino konvertaziy, tokiy kaip furinas, j S1 ir
S2 subvienetus, kurie tarpusavyje lieka susijunge nekovalentisku biidu (Hoffmann ir kt., 2020). Ivykti
SARS-CoV-2 infekcijai yra reikalingas didelis afiniSkumas ir sgveika su ACE2 esanciu lgsteleés
membranoje. Pirmiausia prie ACE2 receptoriaus 1 heliksés (Lys31. Tyr41) ir 5 heliksés (Lys353)
prisijungia S1 subvienetas ir po to seka S2 subvieneto prisitvirtinimas prie lastelés membranos
(Tanzadehpanah ir kt., 2023). Kad galéty tarpininkauti membrany susiliejimui S2 subvienetas turi
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susiliejimo peptidg ir kitus biitinus darinius (Fehr & Perlman, 2015). Patekimui j lastelé yra labai
svarbiis konformaciniai poky¢iai, atsirandantys S1 ir S2 subvienetuose, kai S baltymas sgveikauja su
receptoriumi. SARS-CoV-2 issiskiria nuo SARS-CoV papildoma skaidymo vieta (S2'), kuri yra pacio
S2 subvieneto viduje. S2' vieta yra prieinama fermentams, virusui sgveikaujant su ACE2
receptoriumi. Yra du skirtingi patekimo j Iastele keliai: endosominis ir lastelés pavirSiaus. Patekimo
kelias pro Igstelés pavirSiy priklauso nuo to, ar membranoje yra S2’ vietg skaidanti transmembranine
proteazé, serinas 2 (Shulla ir kt., 2011). Kitu atveju, virusas patenka j lastele endosominiu keliu ir
katepsinas L yra reikalingas skaidyti S2' vieta (Huang ir kt., 2006). Abejais atvejais, suskaidzius S2’
vieta, yra paleidziamas susiliejimo peptidas, kuris formuoja susiliejimo porg, pro kurig virusinis
genomas patenka j Iastelés citoplazma (Jackson ir kt., 2022).

1.3.2 SARS-CoV-2 variantai

SARS-CoV-2 variantai ir mutantai atsirado dél evoliucijos ir adaptacijos Seimininkuose,
aplinkos veiksniy, genomo mutacijy, kurios apima geny insercijas arba delecijas, amino rigsc¢iy
modifikacijy ir rekombinacijy, jvykstanciy viruso genome. Dauguma Siy varianty geba greitai plisti
tarp daugelio Saliy (El-Shabasy ir kt., 2022; Wahid ir kt., 2021). Pagal naujausig paskelbta WHO
klasifikacija, SARS-CoV-2 variantai yra klasifikuojami j tris kategorijas: stebimi variantai (VUM),
susidoméjimg keliantys variantai (VOI) ir nerimg keliantys variantai (VOC). Graiky abécélés raidés
yra paskiriamos VOC, o VOI yra naudojamos Nextstrain ir Pango mokslinés nomenklattiros sistemos.
Su $iais pakeitimais, SARS-CoV-2 Alfa, Beta, Gama, Delta, taip pat ir Omikron tévin¢ linija yra dabar
laikomi ank$Giau cirkuliavusiais VOC. Siuo metu Omikron subvariantai yra individualiai
klasifikuojami esantys VUM arba VOI (World Health Organization, 2023).

Virusy variantai atsiranda esant nukleotidy pokyc¢iams, kurie jvyksta virusinio genomo
replikacijos metu ir yra Zinoma, kad Sie poky¢iai jvyksta didesniu dazniu RNR virusuose nei DNR
virusuose (Lauring & Hodcroft, 2021). Taciau koronavirusai, kurie pasizymi didZiausiu genomo
dydziu, koduoja fermenta, galint] iStaisyti klaidas, atsiradusias replikacijos metu, ir d¢l to yra Zymiai
mazesnis nukleotidy poky¢iy daznis koronavirusuose lyginant su kitais RNR virusais (Denison ir kt.,
2011). SARS-CoV-2 koduoja nestruktiirin] baltymag 14 (nsp14), kuris pasizymi egzoribonukleaziniu
aktyvumu, tai yra geb¢jimu replikacijos metu istaisyti nukleotidy klaidas. Taip pat buvo nustatyta,
kad Sio baltymo inaktyvacija yra zalinga SARS-CoV-2 ir MERS-CoV replikacijai (Moeller ir kt.,
2022; Ogando ir kt., 2020). Esant natiiraliai atrankai, padidéja genomo mutacijy, kurios yra palankios
viruso replikacijai, transmisijai ir imuninei evazijai, daznis. Imuniné evazija jvyksta, kai genomo
poky¢iai pavercia imuninj atsaka neveiksny dél negebéjimo atpazinti ir paSalinti virusg. Palankias
mutacijas lemia ir jvairlis gydymo budai bei aplinkos veiksniai, kurie veikia kaip selektyviis
postlimiai naujiems variantams, prisidedant prie jy i$silaikymo (Mascola ir kt., 2021).

Pirmasis SARS-CoV-2 variantas, aptiktas 2020 mety rugs¢jo pabaigoje ir klasifikuotas kaip
keliantis nerima, buvo B.1.1.7 (Alfa). Sis variantas turéjo didelj skai¢iy mutacijy, lémusiy jo
paplitimg. Viruso transmisijos padid¢jimg lémé N501Y aminortigsties pakeitimas, kuris padidino S
baltymo afiniSkuma sgveikaujant su ACE2 (Chan ir kt., 2021), taip pat prisidé¢jo ir P618H
aminorugsties pakeitimas, esantis Salia furino skaidymo vietos (Peacock ir kt., 2020). Delecijos,
ivykusios 69 ir 70 S baltymo pozicijose, lémé naudojamy testy neveiksminguma aptikti S baltymo
geng. Sis S baltymo geno trilkumas buvo panaudotas kaip specifinis biomarkeris, nustatant
teigiamuose polimerazinés grandininés reakcijos (PGR) testuose Alfa linijos virusus (Bal ir kt., 2021;
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Volz ir kt., 2021). Kaip ir Alfa variantas, B.1.351 (Beta) variantas, kuris buvo aptiktas 2020 mety
spalio ménesj, turéjo taskines mutacijas receptoriaus prisijungimo domene (RBD), jskaitant ir NSO1Y
mutacijg. Atlikti tyrimai parodé, kad atsirade nauji K417N ir E484K aminortigs¢iy pakeitimai kartu
su jau Alfa variante aptikta N501Y mutacija toliau didino S baltymo afiniSkuma prisijungiant prie
ACE2 (Nelson ir kt., 2021; Zahradnik ir kt., 2021). Panagias genomo mutacijas turéjo P.1 (Gama)
variantas, kuris buvo aptiktas 2021 sausio ménesj. Nuo Beta varianto iSsiskyré K417T aminoriigSties
pakeitimu, esanciu RBD (Fujino ir kt., 2021). MasiSkai padidings uzsikrétusiyjy skaiciy, B.1.617.2
(Delta) variantas, kuris buvo aptiktas 2020 mety gruodzio ménesj, tur¢jo L452R ir E484Q
aminortugsciy pakeitimus RBD. Buvo nustatyta, kad P681R aminoriigSties pakeitimas, esantis furino
skaidymo vietoje, padidino S1 ir S2 subvienety skaidyma (Cherian ir kt., 2021; Ferreira ir kt., 2021).
Uzkrec¢iamiausiu SARS-CoV-2 variantu laikomas B.1.1.529 (Omikron) mutacijy skai¢iumi aplenke
Delta variantg (Arabi ir kt., 2023). Pirmoji Sios atmainos infekcija buvo nustatyta méginyje paimtame
Piety Afrikoje 2021 lapkricio 9-tg dieng, o lapkri¢io 26-tg dieng WHO klasifikavo $ig atmaing kaip
susiriipinimg  kelianc¢ig (World Health Organization, 2021). Atlikus SARS-CoV-2 originalios
atmainos ir Omikron atmainos S geno seky palyginimg buvo nustatytos 39-i0s skirtingos mutacijos.
Tarp $iy mutacijy 27-i0s nebuvo aptiktos Delta atmainoje. DrastiSkiausios mutacijos buvo aptiktos
S1 ir S2 subvienety furino skaidymo vietoje RBD ir jame esan¢iame receptoriaus prisijungimo
motyve (RBM). Tarp 15-o0s mutacijy RBD, 10 i$ jy buvo aptikta kritiskai svarbiame RBM, kai Delta
atmainoje buvo aptiktos tik dvi mutacijos Siame motyve. Omikron buvo nustatytas 760 karty didesnis
mutacijy daznis RBM palyginus su visu S genu, kas galéty paaiskinti greitg viruso plitimg (Kim ir
kt., 2021). Omikron atmainos dominuojantj plitima galé¢jo lemti S447N, Q498R ir N501Y
aminoriigs§ciy pakeitimai, kurie jau ank§¢iau buvo Zinomi kaip gebantys padidinti afiniSkuma ACE2
receptoriui (L. Wang & Cheng, 2022).

1.3.3  Vakciny ir infekcijy sukelti antikiinai prie§ SARS-CoV-2 S baltyma

Plazminiy lasteliy sukurti cirkuliuojantys antikiinai, esant pakankamai aukstai koncentracijai
gali uzkirsti kelig infekcijai, o atminties B limfocitai turi ilgalaikius antigenam specifinius B
limfocitus, kurie yra atsakingi uz ilgai iSliekancig greita reakcijg 1 Sig infekcijg (Victora &
Nussenzweig, 2012). SARS-CoV-2 infekcijos metu susidaro antikiinai prie§ S ir N baltymus (Okba
ir kt., 2020), taciau tik S baltymui specifiniai antikiinai yra neutralizuojantys ir atsakingi uz apsauginj
imuninj atsaka prie§ SARS-COV-2 (Deng ir kt., 2020; Stephens & McElrath, 2020). Taip pat S
baltymas kaip antigenas vakciny vystymo metu buvo pasirinktas dél savo lokacijos, kuri yra laisvai
prieinama antikiinams ir imunologinéms lgsteléms (Ravichandran ir kt., 2020) ant viruso pavirSiaus.
Vakciny ir infekcijy sukelty neutralizuojanciy antikiiny veiksmingumas yra siejamas su sumazéjusiu
SARS-CoV-2 uzsikrétimy skai¢iumi (Chodick ir kt., 2021; Hanrath ir kt., 2021), taciau Sis
veiksmingumas per keleta ménesiy stipriai sumaZzéja, nors ir antikiinai iSlieka aptinkami kraujo
serumuose (Dan ir kt., 2021; Rodda ir kt., 2021).

Po vakcinacijos arba uzsikrétimo SARS-CoV-2 virusu susidaro plazmos IgM, IgG ir IgA
antik@inai prie§ S baltymg ir RBD. Buvo nustatyta kad, IgG kiekiai yra didesni negu IgM ir IgA.
Taciau iSsiskiriantis skai¢ius yra tarp vakcinuoty ir persirgusiy zmoniy IgG ir IgM antikiiny, kuriy
kiekis yra reik§mingai didesnis vakcinuoty zmoniy grupéje (Z. Wang ir kt., 2021). Sie antikiinai gali
biti kategorizuojami i keturias klases, priklausomai nuo antiktiny taikiniy, esan¢iy RBD. Tarp Siy, 1
ir 2 klasés antikiinai yra laikomi veiksmingiausiais ir taip pat jy yra aptinkama daugiausiai (Brouwer
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ir kt., 2020; Gaebler ir kt., 2021; Z. Wang ir kt., 2021). Siy antikiiny taikiniai yra epitopai, kurie
persidengia ir taip pat yra artimai susij¢ su RBD esanciomis K417, E484 ir N501 aminortgstimis.
Dél savo selektyvumo, jie yra labai jautriis mutacijoms (Weisblum ir kt., 2020). Neutralizacijos
tyrimai parodé, kad nauji variantai, turintys mutacijas RBD, Zymiai sumazina plazmos neutralizavimo
veiksmingumg (Z. Wang ir kt., 2021). Tokie rezultatai buvo matomi tiriant tiek sirgusiy, tiek
vakcinuoty zmoniy kraujo plazmas (Greaney, Loes, ir kt., 2021; Li ir kt., 2020; Wibmer ir kt., 2021).
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

2.1 Medziagos ir prietaisai

1 lentelé. Tyrimo metu naudotos medziagos ir prietaisai

Medziaga Gamintojas, Salis
11-merkaptoundekanoiné rigstis (11-MUR) Sigma-Aldrich, JAV
Etanolamino hidrochloridas Sigma-Aldrich, JAV
Fosfatinio buferio tirpalas (PBS) Roth, Vokietija
Glicinas Roth, Vokietija

Luzio rodiklj atitinkantis skystis Cargille, JAV
Metanolis Honeywell, Pranciizija

N-(3-dimetilaminopropil)-N‘-etilkarbodiimido Roth, Vokietija
hidrochloridas (EDC)

N-hidroksisukcinimidas (NHS) Sigma-Aldrich, JAV
SARS-CoV-2-0S Baltymas, Lietuva

Prietaisas Gamintojas, Salis

Borosilikatinio stiklo BK7 prizmé Cargille, JAV

Spektrinis elipsometras M-2000X J.A.Woollam, JAV

Stiliné BK7 plokstele, padengta Cr-Au XanTec bioanalytics GmbH, Vokietija

2.2 Metodai
2.2.1 Aukso PPR lusto modifikacijos

SARS-CoV-2-0S kovalentin¢ imobilizacija ant aukso (Au) lusto pavirSiaus buvo atlikta
panaudojant 11-merkaptoundekano rigties (11-MUR) savitvarkj monosluoksnj (SAM). Pirmiausia,
Au lustas, kurj sudaré 1 mm storio borosilikatinis stiklas BK7 padengtas Chromo-Au sluoksniu, buvo
nuvalomas, ijmerkiant 3 min. j ultragarsinéje voneléje esant] metanolj. Metanoliui iSgaravus, Au lustas
buvo jmerktas j 1 mM 11-MUR metanolyje tirpala. Au lustas buvo laikomas 18 val., kad pilnai
susiformuoty ant aukso pavirSiaus SAM.

Norint kovalentiskai imobilizuoti SARS-CoV-2-0S ant SAM, pirmiausiai buvo aktyvuojamos
11-MUR esancios karboksi grupés, jleidus 3 kartus po 5 min. j elipsometrijos matavimy cel¢ tirpala,
kurj sudaro 1:1 santykiu 0.1 M N-hidroksisukcinimidas (NHS) ir 0.4 M N-(3-dimetilaminopropil)-
N’-etilkarbodiimido hidrochloridas (EDC). Po aktyvavimo, celé buvo nuplaunama jleidziant PBS
tirpalg (pH=7,4). Po nuplovimo, buvo jleidziamas 333 nM SARS-CoV-2-0S tirpalas PBS tirpale ir
laikomas 45 min. Po SARS-CoV-2-0S imobilizacijos, pavirSius buvo nuplaunamas PBS tirpalu ir
likusios aktyvios karboksi grupés buvo blokuojamos jleidziant 10 min. 1 M etanolamino tirpala
(pH=8.,5).

Po SARS-CoV-2-0S imobilizacijos seké pavirSiaus sgveika su monokloniniais ir polikloniniais
antik@inais. Prie§ jleidziant antikinus, buvo jleidZziamas PBS tirpalas, norint ilaikyti ir stabilizuoti
bazing linijg. Po SARS-CoV-2-0S ir antikiiny sgveikos, pavirs$ius buvo nuplaunamas naudojant PBS
tirpalg. Po nuplovimo pavir§ius buvo regeneruojamas naudojant 10 mM glicino tirpalg ir
eksperimentas kartojamas su kitomis antikiiny koncentracijomis.
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2.2.2  VVAE matavimai

Elipsometriniai matavimai buvo atlikti naudojant elipsometra J.A. Woollam M200X (Lincoln,
NE, USA). Visi VVAE eksperimentai buvo atlikti esant 70° kritimo kampui 200-1000 nm spektre.
BK7 prizmé buvo prijungta prie komercinio PPR Au lusto naudojant imersing¢ alyva ir toliau buvo
jtaisyta ] VVAE celg, kurios diametras yra 5 mm. VVAE eksperimentinéje dalyje matavimams buvo
naudojama pusiau pratekanti sistema su i§ teflono pagaminta cele, o tirpalai jleidziami Svirksto
pagalba. Po kiekvienos pavirSiaus modifikacijos buvo jraSomas spektras elipsometriniy parametry:
Y(A) ir A(L). Tyrime apskaiciuojant pavirSiaus mas¢ buvo naudojamas ¥ parametras dél didesnio
jautrumo esant skirtingoms serumo koncentracijoms. Regresijos analizei buvo naudojama Complete
EASE programa is J. A. Woollam Company. Jos pagalba buvo apskaiciuota i§ molekuliy susidariusiy
monosluoksniy storiai ir luzio rodikliai laike, toliau panaudojant juos pavirSiaus masés
skaiCiavimuose.

2.2.3  Skirtingy koncentracijy serumy paruo$imas

Zmogaus kraujo serumai buvo surinkti i§ dviejy savanoriy: persirgusio ir skiepyto. Persirges
asmuo sirgo COVID-19 pries atsirandant Omikron variantui, o skiepytas asmuo buvo skiepytas
Comirnaty vakcina. Visas kraujas buvo surinktas j vakuuminj mégintuvélj, kuriame yra 3.5 mL CAT
serumo separatoriaus kres¢jimo aktyvatoriaus, Tavo Klinika laboratorijoje. Serumai buvo gauti
centrifuguojant 15 min. 5000x g. Atliekant kinetinius matavimus buvo naudotas 1:35 skiedimas,
gautas skiedZiant PBS (pH=7,4) tirpalu. Pradinés persirgusio ir skiepyto individy polikloniniy
antikiiny prie§ RBD koncentracijos buvo atitinkamai 152 nM ir 137.5 nM.

2.2.4 Dviejy Zingsniy matematinio modelio pritaikymas apskaiciuojant kinetinius ir
termodinamikos parametrus

Ivertinti sgveikos tarp imobilizuoto SARS-CoV-2-0S baltymo ir polikloniniy antikiiny
kinetinius parametrus bei termodinamikg buvo panaudotas dviejy Zingsniy negriztamo prisijungimo
matematinis modelis. Atlikus elipsometrinio parametro A laike duomeny normalizavimg buvo
pritaikytas modelis apskaiciuojant asociacijos greicio, disociacijos greicio ir sulaikymo konstantas.
IS Siy rezultaty toliau buvo apskaiciuota: asociacijos konstanta (Ka), disociacijos konstanta (Kp) ir
Gibso laisvoji energija (AG). R yra dujy konstanta, kuri yra lygi 8.314 J K'mol™!, o T yra reakcijos
temperatiira lygi kambario temperatiirai iSreikStai kelvinais.

kq
K, = o (2)
ka
Kb =+ 3)
AG = —RTInK, 4)
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3. REZULTATAI

3.1 SARS-CoV-2-0S kovalentiné imobilizacija

Tyrimas, kurio metu buvo kovalentiskai imobilizuojami SARS-CoV-2-0S baltymai ant 11-
MUR SAM sluoksnio ir toliau formuojami imuniniai kompleksai tarp SARS-CoV-2-oS ir
polikloniniy antikiiny, buvo vykdomas VVAE salygomis. SARS-CoV-2-0S 333 nM tirpalo
koncentracija buvo pasirinkta pagal apskaiCiuotag ant 11-MUR SAM sluoksnio esant] maksimaly
prisijungimo viety skaiciy. Jleistas SARS-CoV-2-0S tirpalas cel¢je buvo laikomas 45 min., kol
nusistovi bazin¢ linija, ir nuplovimas vykdomas naudojant PBS tirpala. Vykdant analizg, bangos ilgis,
kuriame yra stebimas elipsometrinio parametro pokytis laike, buvo parenkamas pagal tai, kad biity
kuo ar¢iau PPR bangos ilgio ir kad jame biity stebimas mazas triuk§mas. Apskai¢iuojant pavir§iaus
masg, susidariusia po SARS-CoV-2-0S imobilizacijos ir po sgveikos su polikloniniais antikiinais,
analizé¢ buvo vykdoma pagal A(t) parametrg 666 nm ilgio bangoje. Kinetika, kuri buvo jvertinta
naudojant dviejy zingsniy modelj, buvo analizuojama pagal A(t) parametra 661 nm ilgio bangoje. Po
SARS-CoV-2-0S imobilizacijos, didesnis poslinkis, kurio dydis buvo 17.19 nm, spektre buvo ¥
parametro (4 pav.), A poslinkio dydis buvo 15.8 nm (5 pav).

— PBS
—— SARS-CoV-2-0S
40 -
o
=Y
20 -
9Mm
0O+ T
620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720
A, nm

4 pav. Elipsometrinio parametro ¥ pokytis spektre SARS-CoV-2-0S imobilizacijos ant 11-
MUR SAM modifikuoto PPR aukso lusto pavir§iaus metu.
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5 pav. Elipsometrinio parametro A pokytis spektre SARS-CoV-2-0S imobilizacijos ant 11-
MUR SAM modifikuoto PPR aukso lusto pavir§iaus metu.

3.2 Imuniniy kompleksy formavimasis tarp kovalentiSkai imobilizuoto SARS-CoV-2-0S ir
polikloniniy antikiiny.

Tyrimo metu buvo jvertinta sgveika tarp polikloniniy antikiiny ir imobilizuoto SARS-CoV-2-
oS baltymo. Kraujo serumai, kuriuose buvo nustatyta koncentracija polikloniniy antikiiny pries
SARS-CoV-2 receptoriaus prisijungimo domeng, buvo paimti 1§ dviejy individy: persirgusio, bet
neskiepyto ir skiepyto, bet nesirgusio COVID-19 liga. Skiepytas individas buvo skiepytas Comirnaty
vakcina. Kitas individas buvo persirges to paties varianto sukelta COVID-19 liga. Kraujo serumai
buvo praskiesti 35 kartus naudojant PBS tirpalg. Polikloniniy antikiiny prie§ SARS-CoV-2 RBD
koncentracija kraujo serume paimtame i§ persirgusio individo buvo 4.34 nM, o paimtame i§ skiepyto
individo buvo 3.93 nM. Atliekant matavimus, ] VVAE celg praskiesti serumai buvo jleidziami 30
min., kol nusistovi baziné linija. Po sgveikos, celé buvo praplaunama naudojant PBS tirpalg. [vertinti,
ar jvyko sgveika tarp SARS-CoV-2-0S ir polikloniniy antikiiny, buvo stebimas ¥ ir A poslinkis
spektre. Susidarius ant pavirSiaus antikiiny sluoksniui tiek po skiepyto, tiek po persirgusio individy
praskiesty kraujo serumy jleidimy buvo matomi panasis ¥ ir A poslinkiai. Po persirgusio asmens
kraujo serumo jleidimo buvo matomas 3.07 nm ¥ poslinkis spektre, o po skiepyto asmens kraujo
serumo jleidimo — 3.15 nm poslinkis spektre (6 pav.). Stebint A elipsometrin] parametra, atitinkamai
buvo nustatyti 3.23 nm ir 3.19 nm poslinkiai spektre (7 pav).
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—— SARS-CoV-2-0S
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6 pav. Elipsometrinio parametro ¥ pokytis spektre sgveikaujant persirgusio (A) ir skiepyto
(B) individy polikloniniams antikiinams (pAb) su imobilizuotu SARS-CoV-2-0S baltymu.

8009 A —— SARS-CoV-2-0S 0078 —— SARS-CoV-2-0S
250 /‘ —— PAD-SARS-CoV-2-0S| | /‘ —— pAb-SARS-CoV-2-0S
200 —/ 200 —/
150 150
. 100 °. 1004
~ 1 <+ 3.23nm N L .13.19 nm
50 50
0 0
-50 l/ -50 V
-100 -100
AL B B L L L IR IR UM B B B LI I BLRLRLL IR |
660 665 670 675 680 685 690 695 700 660 665 670 675 680 685 690 695 700
A, nm A, nm

7 pav. Elipsometrinio parametro A pokytis spektre sgveikaujant persirgusio (A) ir skiepyto (B)
individy polikloniniams antikiinams (pAb) su imobilizuotu SARS-CoV-2-0S baltymu.

3.3 SARS-CoV-2-0S ir polikloniniy antikiiny kinetiné analizé

Ivertinti pAb-SARS-CoV-2 pavirSiaus masés tankj po sgveikos su SARS-CoV-2-0S buvo
sukonstruotas optinis modelis pagal gautus W ir A elipsometrinius parametrus spektre. Gauti rezultatai
elipsometrijos duomeny analiz€je buvo pritaikyti optiniame modelyje naudojant Complete EASE
programing jrangg. IS Sio optinio modelio buvo apskaiciuoti liZio rodikliai ir susiformavusiy
sluoksniy storiai, kurie toliau buvo naudoti apskai¢iuojant pavirSiaus masés tankius, pritaikius de
Feijter formulg:

_ d(Nsiuoksnis—Mbuferis)
r= s x 100 )
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Sioje formuléje susiformavusio SARS-CoV-2-0S arba pAb sluoksnio storis yra Zymimas raide
d, o An/Ac yra luzio rodiklio priklausomybé nuo baltymo koncentracijos (0.18) (Plikusiene, Maciulis,
Juciute, Ramanavicius, ir kt., 2022; Zhao ir kt., 2011). Grafikuose yra vaizduojamas pavirSiaus masés
I" pokytis laike (8 pav. ir 9 pav.). Tai yra sausa masé, j kurig nejeina PBS buferis, esantis tarp pavirsiuje
prisijungusiy molekuliy. Nustatant pavirSiaus masés tankj, grafikuose buvo stebimas pavirSiaus
maseés tankis likes po nuplovimo PBS buferiu. Po persirgusio asmens pAb sgveikos su SARS-CoV-
2-0S susiformavo sluoksnis, kurio pavirsiaus masés tankis sieké 81.4 ng/cm?. Didesnis pavirsiaus
masés tankis, kuris sieké 91.3 ng/cm?, buvo nustatytas po saveikos su skiepyto asmens pAb.

600

r 496 ng/cm?

po nuplovimo

500

2

400 +

300 H

200

I'sars-covz-oss NG/CM

100 +

—— SARS-CoV-2-0S

T T 7T rr-rr-rr -1 r°-r°-r 111
5 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Laikas, min

8 pav. SARS-CoV-2-0S baltymo pavirSiaus mases tankio I" pokytis laike imobilizacijos ant
MUR-11 SAM pavirsiaus metu.

1A 1 B
160 4 180 ]
o 4 o
160
§ 140- g ]
> 1 S 1404
< 120 c ]
) ] @ 120 -
& 100 & 1
E ] L g 100 ]
¢ 80+ 4 804 r - =91.3 ng/lcm?
_ 2 I -5 Ng
% 1 rpo nuplovimo_81'4 ng/cm % ] po nuplovimo
9 60 2 60+
3 1 < T
(- 40 4 (- 40
20 ] 20
] —— pAb-SARS-CoV-2-0S 0] —— pAb-SARS-CoV-2-0S
0 ]
T T T T T T T T 1 '20 T T T T T T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30
Laikas. min Laikas. min

9 pav. Persirgusio (A) ir skiepyto (B) individy polikloniniy antikiiny pavirSiaus masés tankio
I" pokytis laike sgveikaujant su SARS-CoV-2-0S baltymu.
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Eksperimento metu gauti A pokyciai laike buvo normalizuoti ir pritaikyti negrjztamame dviejy
zingsniy matematiniame modelyje. IS §io modelio buvo apskaiciuota asociacijos grei¢io konstanta
(ka), disociacijos grei¢io konstanta (kq), stabiliy imuniniy kompleksy formavimosi greicio konstanta
(kr), pusiausvyros asociacijos ir disociacijos konstantos (Ka ir Kp) ir Gibso laisvoji energija (AG).
Normalizuoti A poky¢iai laike po SARS-CoV-2-0S baltymy imobilizacijos ir polikloniniy antikiiny
prisijungimo buvo grafiSkai pavaizduoti (10 pav. ir 11 pav.) kartu su pritaikytu negrjztamu dviejy
zingsniy modelio nubrézta kreive.

1.0+
2
5 05
£
<;:
<
=  SARS-CoV-2-0S
Dviejy zingsniy modelis
0.0
T T T T T T T
0 1000 2000 3000
Laikas, s

10 pav. Normalizuoto A parametro pokytis laike SARS-CoV-2-0S imobilizacijos ant MUR-
11 SAM pavirSiaus metu. Kvadratéliais yra Zymimi eksperimento metu gauti duomenys, o kreivé
Zymi pritaikyta matematinj modelj.

1.0 - 1.0 -
0.8 1 0.8 1
%3 0.6 4 0.6
: E
£ T
2 0.4- £ 04
| : <
< 3
0.2 1 0.2 1
o pAb-SARS-CoV-2-0S 1 o pAb-SARS-CoV-2-0S
ood ¥ Dviejy Zingsniy modelis 0.0 4 & Dviejy Zingsniy modelis
T T T T T T T 1 T T T T T T T T 1
0 500 1000 1500 2000 0 500 1000 1500 2000
Laikas. s Laikas. s

11 pav. Normalizuoto A parametro pokytis laike sgveikaujant persirgusio (A) ir skiepyto (B)
individy polikloniniams antikiinams (pAb) su SARS-CoV-2-0S baltymu. Kvadratéliais yra zymimi
eksperimento metu gauti duomenys, o kreivé Zymi pritaikyta matematinj model;.
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Analizés metu buvo nustatyta, kad tiek, skiepyto tiek persirgusio individy polikloniniy antikiiny
sgveikos su SARS-CoV-2-0S baltymu greicio konstantos yra tos pacios eilés (2 lentel¢). Skiepyto
asmens pAb asociacijos grei¢io konstanta (ko = 2.67x10° Ms1) buvo didesné negu persirgusio
asmens pAb (k.= 1.53x10” Ms™?). Ta¢iau nustatyta persirgusio asmens pAb disociacijos greigio
konstanta (kg = 2.97x10° s1) buvo beveik 2 kartus maZesné negu skiepyto asmens pAb (kg = 7.47x103
s). Lyginant pusiausvyros konstantas, persirgusio asmens disociacijos konstanta (Kp = 0.195 nM)
buvo apie 14 karty maZesné negu skiepyto asmens pAb (Kp = 2.8 nM), 0 asociacijos konstantos buvo
atitinkamai Ka = 5.14x10° M ir Ka = 3.58x10° M. Saveikos tarp skiepyto asmens polikloniniy
antikiiny ir SARS-CoV-2 baltymo apskai¢iuota Gibso laisvoji energija yra lygi -53.63 kJ/mol, o
persirgusio asmens — -54.5 kJ/mol.

2 lentelé. Polikloniniy antikiiny ir SARS-CoV-2-0S saveiky kinetiniai parametrai ir Gibso energija

ke (M5 [k (5D | ka(sD) Ka(MD [ Ko (M) | AG (ki/mol)
PAD-SARS-COV-2-05 | 5 o0 107 | 2.48x10% | 7.47x107 | 3.58x10° | 2.8x10° | -53.63
skiepyto asmens
PAD-SARS-COV-2-0S | | oo 107 | 1.48x10% | 2.97x107 | 5.14x10° | 1.95%100 | 545
perS”gUSlO asmens
SARS-COV-2-0S 5.00x10% | 3.27x10% | 2.64x10* | 1.93x10° | 5.18x10° | -46.5
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4. REZULTATU APTARIMAS

Darbo metu buvo tiriamos sgveikos tarp SARS-CoV-2-0S baltymo ir polikloniniy antikiiny,
esanciy kraujo serumuose, paimtuose i$ skiepyto Comirnaty vakcina ir persirgusio COVID-19 liga
individy. VVAE budu gauti elipsometriniy parametry pokyciai buvo panaudoti apskaiciuojant
pavirSiaus masés tankius, kinetikg ir termodinamika.

Eksperimento metu panaudojant VVAE metoda buvo jvertintos sgveikos tarp SARS-CoV-2-0S
baltymo ir polikloniniy antikiiny, esan¢iy dviejuose skirtingose kraujo serumuose, paimtuose i$
skiepyto ir persirgusio individy. Tam padaryti pirmiausiai buvo atliktos PPR lusto modifikacijos,
kuriy metu ant pavirsiaus esanc¢io 11-MUR SAM buvo atlikta SARS-CoV-2-0S baltymy nekryptinga
imobilizacija. Sgveikos tarp antikiiny prie§ RBD ir SARS-CoV-2 S baltymo yra aptinkamos
nepriklausomai nuo S baltymo orientacijos ant modifikuoto aukso lusto pavirSiaus (Cardoso ir kt.,
2022; Drobysh ir kt., 2022; Plikusiene, Maciulis, Juciute, Maciuleviciene, ir kt., 2022) ir
eksperimento metu nustatyti elipsometriniy parametry ¥ (17.19 nm) ir A (15.8 nm) poslinkiai spektre
parod¢é, kad imobilizacija naudojant 11-MUR SAM buvo sékminga. AfiniSkumas tarp tirty
polikloniniy antiktiny ir SARS-CoV-2-0S baltymo buvo jvertintas apskaiciuojant polikloniniy
antikliny pavir$iaus masés tankius ir pritaikant dviejy Zingsniy modelj gauti kinetinius parametrus bei
Gibso laisvaja energija. Zinant, kad lizio rodiklis yra plataus koncentracijy diapazono linijiné
funkcija, pritaikius de Feijter formule (De Feijter ir kt., 1978) buvo apskaiCiuotas absoliutus
pavirSiaus maseés tankis. Tikslios sgveikos, lemiancios imuniniy kompleksy tarp polikloniniy antiktiny
ir SARS-CoV-2-0S baltymo formavimasi, néra Zinomos ir ankstesni SARS-CoV-2 baltymy ir
antikiny tyrimai (Plikusiene ir kt., 2021; Plikusiene, Maciulis, Juciute, Maciuleviciene, ir kt., 2022)
parode, kad Siy sgveiky kinetika ir termodinamika negali biiti jvertinama panaudojant vieno Zingsnio
Langmuir modelj, dél to buvo pritaikytas negrjztamas dviejy Zingsniy matematinis modelis, kuris ]
skai¢iavimus jtraukia papildomg sulaikymo k; konstantg.

Plikusiene, Maciulis, Juciute, ir kt., 2023 atliktame tyrime po SARS-CoV-2 wild-type S (SARS-
CoV-2-wtS), SARS-CoV-2 alfa S (SARS-CoV-2-aS) ir SARS-CoV-2 beta S (SARS-CoV-2-fS)
saveikos su polikloniniais antikiinais, esanCiais kraujo serume, paimtame i§ asmens, skiepyto
Comirnaty vakcina, buvo nustatyti pavirSiaus masés tankiai. Po antikiiny sgveikos su SARS-CoV-2-
wtS, VVAE metodu nustatytas pavir§iaus masés tankis sieké 297 ng/cm?, po saveikos su SARS-CoV-
2-aS — 281 ng/cm? ir po saveikos su SARS-CoV-2-BS — 249 ng/cm?. Laboratoriniai ir in silico tyrimai
parode, kad mutacijos, jvykusios S baltymo RBD, lémé S baltymo didesnj afiniSkumg ACE2
receptoriui (Barton ir kt., 2021; Mungmunpuntipantip & Wiwanitkit, 2022; Vogt ir kt., 2022) ir
imuning evazija, dél kurios yra sumazéjes polikloniniy antikiiny afiniskumas S baltymui. Sio darbo
metu po SARS-CoV-2-0S saveikos su polikloniniais antikiinais, esanciais kraujo serume, paimtame
1§ asmens, skiepyto Comirnaty vakcina, buvo nustatytas pavirSiaus masés tankis, kuris sieké 91.3
ng/cm?. Nustatytas pavirSiaus masés tankis buvo net apie 3 kartus maZesnis, lyginant su tankiu,
nustatytu po antikiiny saveikos su SARS-CoV-2-wtS, SARS-CoV-2-aS ar SARS-CoV-2-BS. Sis
skirtumas galéty paaiSkinti Omikron varianto dominavimg ir greitg paplitimg (Arabi ir kt., 2023),
Zinant, kad mutacijos lémé ne tik didziausig afiniSkumg ACE2 receptoriui (Kim ir kt., 2022), bet ir
gebe¢jimg iSvengti imuninio atsako. Jdomu pasirodé tai, kad nustatytas pavirSiaus masés tankis, kuris
sieké 81.4 ng/cm?, po sgveikos su polikloniniais antikiinais, esanciais kraujo serume, paimtame i$
asmens, sirgusio COVID-19, buvo maZesnis. Tyrimo, kuriame buvo jvertintas jvairiy kraujo serumy
efektyvumas neutralizuoti SARS-CoV-2 Omikron varianta, rezultatai parod¢, kad serumai, paimti i$
asmeny, persirgusiy COVID-19 liga, yra veiksmingesni uz tik pasiskiepijusiy viena doze asmeny
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kraujo serumus (Ozono ir kt., 2021). Sie rezultatai atitinka ir tolimesng tyrime apskai¢iuota kinetika
ir termodinamika, o didesnis nustatytas pavirSiaus masés tankis po sgveikos su polikloniniais
antik@inais, esanciais kraujo serume, paimtame i§ asmens, paskiepyto Comirnaty vakcina, gal¢jo biiti
del negriztamy molekuliniy sgveiky.

Kitame Plikusiene, Maciulis, Juciute, Maciuleviciene, ir kt., 2022 tyrime buvo jvertinti
kinetiniai parametrai, gauti po polikloniniy antikiiny, esanc¢iy kraujo serume, paimtame i§ asmens,
skiepyto Comirnaty vakcina, sgveikos su SARS-CoV-2-wtS, SARS-CoV-2-aS ir SARS-CoV-2-f3S.
Kinetikos tyrimo metu gautos asociacijos (ki) ir disociacijos (kq) grei¢io konstantos, pusiausvyros
asociacijos (Ka) ir disociacijos (Kp) konstantos ir sulaikymo konstanta (k;) yra pateikiamos 3
lenteléje. Sio tyrimo metu skiepyto asmens polikloniniy antikiiny asociacijos greitis saveikaujant su
SARS-CoV-2-0S baltymu sické 2.67x10" M~ 's™!, kas yra 5.5 karty daugiau negu saveikaujant su
SARS-CoV-2- BS ir 8.4 karty daugiau negu sgveikaujant su SARS-CoV-2-wtS baltymais. IS tyrimo
metu gauty ir ankstesniy rezultaty yra matoma tendencija, kad didéjant mutacijy skaiciui, did¢ja ir
asociacijos greitis. Panasi tendencija yra matoma ir su kitais Kinetiniais parametrais. Didéjant
mutacijy skai¢iui, didéja ir disociacijos grei¢io konstanta. Sio tyrimo metu nustatyta antikiiny
disociacijos grei¢io konstanta (k¢=7.47x10° s!) saveikaujant su SARS-CoV-2-0S baltymu buvo net
228 kartus didesné negu sgveikaujant su SARS-CoV-2-BS ir 725 kartus didesné negu saveikaujant su
SARS-CoV-2-wtS baltymais. Toks didelis skirtumas parodo, kad antiktinai sudaro zymiai silpnesnes
sgveikas su SARS-CoV-2-0S baltymu, kas lemia greita disociacijg ir atitinka tai, kad mutacijos, kurios
keicia prisijungimy viety afiniSkuma, pagrinde veikia tik kq, 0 ka yra tik nezymiai paveikiamas (Agius
ir kt., 2013). Antiktiny afiniSkumas SARS-CoV-2-0S baltymui atsizvelgiant | pusiausvyros
disociacijos konstanta (Kp=1.68%10"° M) buvo 5217 karty maZesnis negu SARS-CoV-2-wtS ir 3071
karty maZesnis negu SARS-CoV-2- BS baltymams. Zymiis afiniskumo skirtumai atitinka Zinoma
dideli efektyvumo sumazéjima skiepyty ir neskiepty asmeny polikloniniams antikiinams
neutralizuojant SARS-CoV-2 Omikron virusus (Schubert ir kt., 2022). Lyginant $iame darbe gautus
skiepyto ir persirgusio individy polikloniniy antikiiny saveikos su SARS-CoV-2-0S Kinetinius
parametrus, persirgusio asmens antikiiny asociacijos grei¢io konstanta buvo (ka=1.53x10" M's™)
mazesné nei skiepyto asmens antikiiny. Disociacijos grei¢io konstanta (k¢=2.97x102 s!) buvo 2
kartus mazesné, o afiniSkumas SARS-CoV-2-0S baltymui buvo net apie 14 karty zemesnis. Didesnis
sirgusio asmens polikloniniy antiktiny afiniSkumas SARS-CoV-2-0S baltymui atitinka kity tyrimy
rezultatus, kurie parodé, kad reikSmingas vakciny poveikis prie§ SARS-CoV-2 Omikron yra matomas
tik po trijy vakcinavimy (Dulovic ir kt., 2022; Schubert ir kt., 2022). Atsizvelgus i saveikos laisvaja
energija yra matomas panasus skiepyto (AG=-53.63 kJ/mol) ir persirgusio (AG=-54.5 kJ/mol)
individy polikloniniy antikiiny afiniskumas SARS-CoV-2-0S baltymui. Abejais atvejais
polikloniniams antikinams yra termodinamiskai palanku su SARS-CoV-2-0S formuoti imuninj
kompleksa.

3 lentelé. Polikloniniy antikiiny specifiniy sgveiky su SARS-CoV-2 variantais kinetiniai parametrai
(Plikusiene, Maciulis, Juciute, Maciuleviciene, ir kt., 2022).

SARS-CoV-2-wtS SARS-CoV-2-aS SARS-CoV-2-BS
ka (M7's™) 3.19 x 10° 5.01 x 10° 5.92 x 10°
ka (™) 1.03 x 107 1.97 x 107 3.27x 107
Ka (M) 3.09 x 10 2.54 x 10 1.81 x 10%*
Kp (M) 3.22x1071° 3.93-1071° 5.47 x 10710
ki (s™) 5.05 % 10°° 1.48 x 107 1.33x 107
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Ivertinus polikloniniy antikiiny sgveikas su SARS-CoV-2 S baltymais yra matoma tendencija,
lemianti prastesnj imuninj atsaka prie§ didesnj kiekj mutacijy RBD turin¢ius SARS-CoV-2 variantus.
ReikSmingam imuniniui atsakui neuztenka dviejy doziy Comirnaty vakcinos ir yra butinas
papildomas skiepijamasis.
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ISVADOS

1. Kovalentiné SARS-CoV-2-0S imobilizacija buvo atlikta ant 11-MUR modifikuoto aukso
PPR lusto pavirSiaus.

2. VVAE eksperimento metu buvo gauti elipsometriniy parametry pokyc¢iai parodé, kad SARS-
CoV-2-0S imobilizacija buvo sékminga ir jvyko sgveika su polikloniniais antikiinais.

3. Pritaikius optinj modelj buvo apskaiciuoti pavirSiaus mases tankiai ir nustatyta, kad po
SARS-CoV-2-0S saveikos su polikloniniais antikiinais, esanciais kraujo serume, paimtame
i§ asmens skiepyto Comirnaty vakcina, buvo didesnis pavir§iaus masés tankis — 91.3 ng/cm?,
negu po saveikos su persirgusio COVID-19 asmens polikloniniais antikiinais — 81.4 ng/cm?

4. Pritaikius dviejy zingsniy matematinj modelj buvo nustatyta, kad polikloniniais antikiinai,
esantys kraujo serume, paimtame i$ asmens skiepyto Comirnaty vakcina, jungiasi 1é¢iau prie
SARS-CoV-2-08, taciau disocijuoja 2 kartus lé¢iau uz polikloninius antikiinus, esancius
kraujo serume, paimtame i§ persirgusio COVID-19 asmens, kurie taip pat turi 14 karty
didesnj afiniSkuma SARS-CoV-2-0S baltymui ir termodinamiskai palankiau formuoja
imuninj kompleksa.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

MANTVYDAS USVALTAS
SARS-CoV-2 spyglio baltymo omikron varianto ir polikloniniy antikiiny sgveikos tyrimas
taikant realaus laiko visiSko vidaus atspindZio elipsometrijos metoda

Tyrimo metu buvo istirta sgveika tarp kovalentiskai imobilizuoto SARS-CoV-2-0S baltymo ir
polikloniniy antikiiny, esanciy kraujo serumuose, paimtuose i§ persirgusio COVID-19 liga ir
paskiepyto Comirnaty vakcina individy. Parinkus tinkamas salygas SARS-CoV-2-0S baltymo
kovalentiniam imobilizavimui, buvo panaudotas realaus laiko visiSko vidaus atspindzio
elipsometrijos metodas nustatyti elipsometriniy parametry pokycius polikloniniams antiklinams
sgveikaujant su SARS-CoV-2-0S baltymu. Saveiky jvertinimui buvo pritaikyti matematiniai
modeliai: optinis modelis, su kuriuo buvo apskaiciuotas pavir§iaus masés tankis, ir dviejy zingsniy
modelis, su kuriuo buvo apskai¢iuoti kinetiniai parametrai bei termodinamika. Nustatyta, kad po
SARS-CoV-2-0S baltymo sgveikos su polikloniniais antikfinais, esanciais kraujo serume, paimtame
i§ asmens skiepyto Comirnaty vakcina, susiformuoja didesnis pavir§iaus masés tankis. Siy antikiiny
asociacijos greitis yra didesnis uz polikloniniy antikiiny, esan¢iy kraujo serume, paimtame i§ COVID-
19 liga persirgusio asmens, greit], ta¢iau disociacijos greitis yra zemesnis. Taip pat, polikloniniai
antiklinai, esantys kraujo serume, paimtame i§ COVID 19 liga persirgusio asmens, turi 14 karty
didesn; afiniskumg SARS-CoV-2-0S baltymui ir termodinamiskai palankiau formuoja imuninj
kompleksa.
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SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF CHEMISTRY AND GEOSCIENCES

MANTVYDAS USVALTAS
Investigation of SARS-CoV-2 Spike Omicron Protein Interaction with Polyclonal Antibodies
by Real Time Total Internal Reflection Ellipsometry

During the study, the interaction between covalently immobilized SARS-CoV-2-0S protein and
polyclonal antibodies present in blood sera obtained from individuals who had recovered from
COVID-19 and those vaccinated with the Comirnaty vaccine was investigated. After selecting
suitable conditions for the covalent immobilization of the SARS-CoV-2-0S protein, real time total
internal reflection ellipsometry method was employed to determine changes in ellipsometric
parameters upon interaction of polyclonal antibodies with the SARS-CoV-2-0S protein. Mathematical
models were applied for the evaluation of interactions: an optical model was used to calculate the
surface mass density, and a two-step model was utilized to calculate kinetic parameters and
thermodynamics. It was found that after interaction of the SARS-CoV-2-0S protein with polyclonal
antibodies present in blood serum obtained from an individual vaccinated with the Comirnaty
vaccine, a higher surface mass density was formed. The association rate of these antibodies is higher
than that of polyclonal antibodies present in blood serum obtained from an individual who had
recovered from COVID-19, however, the dissociation rate is lower. Additionally, polyclonal
antibodies present in blood serum obtained from an individual who had recovered from COVID-19
exhibit a 14-fold higher affinity to the SARS-CoV-2-0S protein and thermodynamically favour the
formation of an immune complex.
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1. 1 priedas. Sekos tapatumas tarp wild-type SARS-CoV-2 ir lentel¢je nurodyty koronavirusy
genomy.
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