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IVADAS

2019 metais pasaulj sukausté sunkaus Tminio kvépavimo sindromo koronaviruso 2
(SARS-CoV-2) sukeliama Koronavirusiné liga (COVID-19), privertusi zmones kardinaliai pakeisti
savo gyvenimus. Mokslininkams i$radus vakcing nuo $ios siaubingos ligos, zmonéms pavyko istrikti
i§ pandemijos gniauzty [1]. Taciau 2025 mety kovo 30 d. Pasaulio sveikatos organizacija (PSO)
paskelbé, kad COVID-19 liga i§ viso nusine$é¢ daugiau nei 7 mln. zmoniy gyvybiy 231 Salyje ir
priverte 1§ naujo susimastyti. Nepaisant to, kad didzioji dalis pasaulio gyventojy yra pasiskiepij¢ nuo
COVID-19, auky skaicius vis dar auga, todél tyrimai, susij¢ su Sia liga, iSlieka svarbus ir aktualas [2].

Pavir$iaus plazmony rezonanso (PPR) principu pagristi imuniniai jutikliai suteikia daugkartinio
panaudojimo galimybe ir galimybe atlikti daugybe analiziy per salyginai trumpg laika. Sie jutikliai
suteikia galimybe itin jautriai atlikti analiz¢ nenaudojant Zymeny [3]. Pasitelkiant PPR imuniniy
jutikliy pagalba, galime stebéti biologiniy molekuliy, tokiy kaip baltymy bei antikiiny, tarpusavio
sgveikas realiuoju laiku [4]. Galime tirti sgveiky kinetikg bei analizuoti sarySio stiprumg tarp analités
ir atpazinimo elemento. Atsizvelgiant j i§vardytus privalumus, galima daryti iSvada, kad PPR metodas
yra tinkamas buidas analizuoti SARS-CoV-2 viruso baltymus ir $iy baltymy sgveikas su specifiniais
antik@inais [3].

Darbo tikslas: sukurti PPR imuninj jutiklj specifiniy antikiiny prie§ SARS-CoV2-RBD
baltyma nustatymui, taikant skirtingus nustatymo formatus.

Darbo uzdaviniai:
1.  Patikrinti skirtingy nustatymo formaty imuniniy jutikliy veikimga.
2. ApskaiCiuoti tiriamy imuniniy jutikliy analizines charakteristikas — tiesinj intervala,
aptikimo ir nustatymo ribas.
3. Ivertinti pasirinkto imuninio jutiklio veikimg realiuose méginiuose.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. PavirSiaus plazmony rezonansas

Pavirsiaus plazmony rezonansas (PPR; angl. Surface Plasmon Resonance, SPR) — tai kvantinis
optinis-elektrinis reiskinys, pasireiskiantis dél $viesos sgveikos su aukso ar kito metalo, pavyzdziui,
sidabro, vario, titano, chromo ar / ir kito, turincio laisvyjy elektrony metalo, sluoksniu, kai yra
tenkinamos visiSkojo vidaus atspindzio (VVA) salygos. Taip pat Sis reiskinys priklauso nuo liizio
rodiklio poky¢iy prie PPR lusto pavir$iaus (1 pav.). Daznai yra naudojami PPR lustai, kurie yra
sudaryti i$ stiklo sluoksnio ir aukso sluoksnio bei substrato (tarpsluoksnio), esancio tarp stiklo ir
aukso sluoksniy, $is substrato sluoksnis, paprastai, yra chromas. Auksas yra dazniausiai naudojamas
PPR lustams gaminti, nes jis yra chemiskai inertiSkas tirpalams ir naudojamoms medziagoms
tyrimuose [3-5].

Aukso sluoksnis
Chromo sluoksnis
Stiklo sluoksnis

“ -

1 pav. PPR lusto sandara [aut.]

PavirSiaus plazmony rezonanso fenomenui sukelti dazniausiai naudojamos Kretschmann‘o
prizmés (2 pav.). Kai p-poliarizuota monochromatiné $viesa krenta per prizme¢ j PPR lustg, plonas
metalo sluoksnis, esantis ant stiklo plokstelés, atspindi Sviesg kaip veidrodis. Kai visa krintanti Sviesa
yra atspindima, tai vadinama visiSkuoju vidaus atspindziu (VVA). Keic¢iant §viesos kritimo kampa,
kartu keiciasi ir atsispindéjusios Sviesos intensyvumas, o esant tam tikram kritimo kampui,
vadinamam rezonansiniu kampu, §viesos intensyvumas yra minimalus. Esant rezonanciniam kampui,
krintancios p-poliarizuotos Sviesos elektrinio lauko energijos pakanka ir dalis Sios energijos yra
perduodama laisviesiems tauriojo metalo sluoksnio elektronams. Taip §viesos bangy suteikta energija
suzadina laisvuosius metalo elektronus ir sukelia jy kolektyvinius koherentinius virpesius, kurie
egzistuoja aukso sluoksnio ir dielektriko sgsajoje. Toks kolektyvinis koherentinis osciliavimas yra
vadinamas pavirSiaus plazmonais (PP) arba dar kitaip jvardijamas kaip pavirSiaus plazmoniniai
polaritonai (PPP). PavirSiaus plazmonai sukuria tokj elektromagnetinj lauka, kuris vadinamas greitai
nykstanéia banga. Si banga sklinda lygiagre¢iai metalo ir dielektrinés sasajos bei eksponentiskai
sunyksta nuo tauriojo metalo sluoksnio j ji supancig dielektring terpe. Greitai nykstanti banga yra
labai jautri 1GZio rodiklio poky¢iams, ties 300 nm nuo metalo sluoksnio pavirSiaus. Pasikeitus 1Gzio
rodikliui, kartu pasikeiCia ir greitai nykstan¢ios bangos sklidimo konstanta, tai lemia rezonansinio
kampo pasikeitimg. Didéjant 1Gzio rodikliui, rezonancinis kampas taip pat didéja (A8) [3-5].
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2 pav. PPR imuninio jutiklio veikimo principas [3]

Imuniniai jutikliai, pagristi pavirSiaus plazmony rezonanso reiskiniu, yra placiai naudojami
visame pasaulyje. 1990-aisiais metais pirmg kartg buvo panaudotas PPR imuninis jutiklis ir nuo $io
laiko sparéiai iSaugo mokslinis susidoméjimas PPR imuniniy jutikliy galimybémis. Sis analizinis
metodas tampa vienu i§ perspektyviausiy biologiniy anali¢iy kiekybinio nustatymo bei jvertinimo
metody [3]. Imuniniy jutikliy pagalba galime tirti jvairias biologines sgveikas, tokias kaip antikiiny
ir antigeny, baltymy ir vaisty, fermenty ir baltymy bei jvairias kitas sgveikas. Sis metodas suteikia
galimybe sgveikas stebéti realiuoju laiku nenaudojant Zymeny. Taip pat galime tirti sgveiky kinetika,
kuri suteikia informacijos apie asociacijos ir disociacijos konstantas, sarysio stipruma tarp analités ir
atpazinimo elemento. PPR imuniniai jutikliai suteikia daugkartinio panaudojimo galimybeg, todél
tinka placiai paplitusioms diagnostikos programoms ir leidzia atlikti daugybe analiziy per salyginai
trumpa laikg [3-6]. PPR jutikliai pasizymi dideliu jautrumu, leidzian¢iu aptikti analites iki
femtomolinés koncentracijos, atsiZvelgiant | konkrecias tyrimo salygas ir atpazinimo elementy
tarpusavio rySius [4]. Dél tokio didelio jautrumo, ypa¢ tiriant didelés molekulinés masés biologines
molekules, tokias kaip antikiinai, galime aptikti itin maZas koncentracijas santykinai mazame méginio
taryje. Dél gausos privalumy PPR imuniniai jutikliai vis dazniau naudojami anazinéje chemijoje,
biomedicinoje ar analitinéje toksikologijoje. Taip pat nuolat tobuléjant jutikliy technologijoms ir jy
ktrimui, PPR jutikliai duoda daug pazady toliau plésti supratimg apie biologines sistemas ir sudaryti
salygas naujoms diagnostikos bei gydymo strategijoms kovojant su klastingomis ligomis [3-6].

1.2. SARS-CoV-2 viruso baltymuy struktiira ir funkcijos

Sunkaus @iminio kvépavimo taky sindromo koronavirusas 2 (angl. Severe Acute Respiratory
Syndrome CoronaVirus 2, SARS-CoV-2) sukélé koronaviruso liga (angl. Coronavirus Disease 2019,
COVID-19), kuri pirmg kartg buvo nustatyta 2019 mety pabaigoje Kinijoje, Hubéjaus provincijoje ir
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nuo tada i$plito visame pasaulyje bei sukélé pasauling pandemija [1]. Sios ligos pagrindiniai
sunkig pneumonija, plau¢iy uzdegima, tminj kvépavimo ir / ar daugelio organy nepakankamumg ir
net mirtj [7]. 2025 mety kovo 30 d. Pasaulio sveikatos organizacija (PSO) paskelbé, kad COVID-19
liga i§ viso nusine$¢ daugiau nei 7 mln. zmoniy gyvybiy 231 Salyje. Nepaisant to, kad didzioji
dauguma zmoniy yra pasiskiepije nuo Sios klastingos ligos ir pandemija jau pamirsta, auky skaiéius
vis dar auga [2].

SARS-CoV-2 virusas priklauso Coronaviridae Seimos Betacoronavirus genciai Nidovirales
biryje [7]. Sio viruso dalelé yra pleomorfiné, kurios skersmuo yra mazdaug 60-100 nm ilgio.
SARS-CoV-2 virusas turi mazdaug 30 kilobazés dydzio teigiamai jkrautg vieng RNR granding, kuri
yra paslépta po baltyminiu apvalkalu [8]. Viruso genomas koduoja pagrindinius 4 struktirinius
baltymus: smaigalj (S), membrang (M), apvalkala (E, angl. Envelope) ir nukleokapside (N) (3 pav.),
taip pat 16 nestruktiiriniy baltymy bei keleta papildomy baltymy. Nestruktiiriniai baltymai sudaro
replikacijos-transkripcijos kompleksus ir daugiausiai dalyvauja biologiniuose procesuose, tokiuose
kaip viruso replikacija, baltymy informacijos apdorojimas, transkripcija ir baltymy skaidymas [7].

Smaigalio SARS-CoV-2 Nukleokapsidés baltymas

baltymas

Membranos
baltymas
Apvalkalo &8

baltymas 2&d ¥ RNR

o N baltymas

3 pav. SARS-CoV-2 viruso strukttira [9]

SARS-CoV-2 viruso smaigalio (S) baltymas yra transmembraninis glikoproteinas, turintis
homotrimering struktiirg. Kiekvieno homotrimero monomeras turi 1273 aminortgstis ir yra sudarytas
i§ dviejy subvienety (S1 ir S2) (4A pav.) [10, 11]. S1 subvienctas sudarytas i§ N-galo domeno ir
receptorius suriSanc¢io domeno (RBD, angl. receptor binding domain) (4B pav). Tuo tarpu, S2
subvienetg sudaro keturios struktiirinés dalys: sulietas peptidas, du heptadiniai pasikartojimo domenai
ir transmembraning sritis [10, 12]. S baltymo S1 subvienete esantis strukttrinis RBD fragmentas yra
sudarytas 1§ 273 aminortig8ciy ir atlieka esminj vaidmen;j virusinéje infekcijoje ir patogenezeje [13].
S baltymas prisijungia prie Seimininko Igsteléje esancio angiotenzing koncentruojancio fragmento 2
(ACEZ2, angl. argiotensin-converting enzyme 2) per S1 subvienete esan¢ig RBD dalj. Susidares RBD
ir ACE2 kompleksas inicijuoja viruso patekimg j Seimininko lgsteles ir viruso RNR genomo
atpalaidavima [7, 14].
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4 pav. SARS-CoV-2 viruso ir S baltymo sudedamosios dalys [10]

Ne ka maziau svarbis ir kiti koronaviruso baltymai. PavyzdZziui, M baltymas, kuris yra
sudarytas i$ penkiy pagrindiniy domeny: trumpo N-galo domeno, trijy transmembraniniy spiraliy ir
ilgo C-galo domeno (5A pav.). Visas membraninis M baltymas susideda i§ 223 aminoriig§éiy ir yra
labai imunogeniskas. M baltymas atlieka pagrindinj vaidmenj viruso morfogenezéje ir surinkime dél
sgveikos su viruso E, S ir N baltymais [15]. Tuo tarpu koronaviruso transmembraninis E baltymas
yra mazas baltymas, bet svarbus viruso gamyboje ir brendime bei gyvavimo ciklo aspektuose,
tokiuose kaip viruso surinkimas, apvalkalo formavimasis ir patogeneze. E baltymas gali susijungti |
pentamerus ir sudaryti viroporinus, kurie sukuria katijonams selektyvy kanala. Kiekvieno pentamero
monomeras yra sudarytas 1§ 75 aminortig§¢iy ilgio transmembraninés spiralés, kuri susideda i$
trumpo N-galo fragmento ir ilgesnio C-galo segmento (5B pav.) [16, 17].

A AN y ,N-galas

C- galas
3
Transmembraninés sl
it Transmembraniné
spiralés spinsls
1
N-galas
SARS-CoV-2 M baltymas 7
2 C— alas
\ g

SARS-CoV-2 E baltymo pentameras

5 pav. SARS-CoV-2 viruso M ir E baltymy struktiiros. A. M baltymo struktiira [15].
B. E baltymo struktiira [16]



SARS-CoV-2 nukleokapsidés baltymas yra labai imunogeniSkas ir susideda i§ 419
aminortugsciy [8]. N baltymga struktiriSkai galima suskirstyti j penkis domenus: N-galo domeng, RNR
suriSant] domena, serinu (Ser) ir argininu (Arg) praturtintg netvarkinga sujungimo (angl. linker)
domena, kuris palengvina molekulinius judesius sgveikos metu, taip pat dimerizacijos domeng ir
C-galo domeng (6 pav.) [9,18]. N baltymas atsakingas uz viruso RNR identifikavimg bei jvyniojima
] spiraling struktiirg (3 pav.) ir atlicka daugiafunkcinj vaidmenj koronaviruso gyvavimo cikle. Jis
prisijungia prie viruso genominés RNR ir sudaro ribonukleoproteino kompleksa. Be iSvardyty
funkcijy N baltymas atlieka ir kitus svarbius vaidmenis, tokius kaip informacinés RNR transkripcija
ir replikacija bei imuninés sistemos reguliavimas virusinés infekcijos metu [8].

e
SR

) N-galas

6 pav. SARS-CoV-2 nukleokapsidés baltymo strukttra [18]
1.3. Antikiinai ir ju saveika su antigenais

Antikiinai (Ak), taip pat dar vadinami imunoglobulinais, yra dideli ,,Y* formos glikoproteinai,
veikiantys kaip Zmogaus organizmo sargybiniai nuo infekciniy patogeny, jskaitant bakterijas ir
virusus [19]. Antikiinai gaminami kaip adaptyvaus humoralinio imuninio atsako j antigena (Ag) dalis.
Infekcijos ar imunizacijos metu T limfocitai stimuliuoja B Igsteles, kurios dalijasi ir bresta, galiausiai
virsdamos plazmine lastele. Sios i§skiria specifinj antigenui imunoglobulina, kuris patenka j limfa, o
véliau ir j kraujotakg [20]. Antikiinai specifiSkai sgveikaudami su antigenais slopina antigeno, biitino
patogeno i§gyvenimui, funkcijas ir apsaugo imuning sistema. Nors Zmogaus organizme visi randami
antiklinai yra polikloniniai, tai yra gaminami i§ skirtingy lasteliy ir atpazjsta jvairius antigenus,
terapingje veikloje dazniausiai yra naudojami monokloniniai antikiinai. Monokloniniai antikiinai, tai
tokie antikiinai, kurie yra gaunami i§ identiSky tos pacios plazmos lastelés kopijy, kurios yra
specifiSskos vienam antigenui. Taip yra pasiekiamas tikslesnis poveikis pacientui [19].

Antigenas paprastai yra laikomas medZiaga, kuri inicijuoja imuninj atsakg. Tiksliau, antigenas
apibréziamas kaip medziaga, galinti prisijungti prie antigenui specifinio antikiino [20]. Ryskiausias
antigeno ir antikiiny sgveikos bruozas yra didelis jy specifiSkumas ir giminingumas. Suri$imo
stiprumas tarp antigeno determinanto antigene (epitope) ir antigeno suriSimo vietos antikiine
(paratope) vadinamas giminingumu. Kiekvienas antikiino vienetas turi bent dvi antigeng suriSancias
vietas, todé¢l yra dvivalentis arba daugiavalentis savo antigenui. Antigeno ir antikiino sgveika vyksta
susidarant daugialypiams nekovalentiniams rySiams, tokiems kaip traukos ir stimos jégos, van der
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Waals‘o sgveika, vandeniliniai rySiai, druskos tilteliai ir hidrofobinés jégos [21]. Ak ir Ag saveika
vyksta rakto ir spynos principu, kur spynos vaidmen;j atlieka antikiino paratopai, o raktas atlicka
antigeno epitopo vaidmen;j [20].

Nors kiekvienas antigenas turi sau specifiSka antikiing, visi imunoglobulinai turi bendra
pagrinding struktiirg (7 pav.) [19]. Imunoglobulinai yra sudaryti i§ dviejy identisky lengvyjy
grandiniy (LC, angl. light chain) ir dviejy identisky sunkiyjy grandiniy (HC, angl. heavy chain).
Lengvoji ir sunkioji grandinés yra sujungtos disulfidiniais tilteliais. Lengvoji grandiné yra sudaryta
i§ dviejy domeny: pastoviojo domeno (CL, angl. constant domain) ir kintamojo domeno (VL, angl.
variable domain). Sunkioji grandiné yra sudaryta i$ keturiy domeny: trijy pastoviyjy domeny (CHI,
CH2 ir CH3) ir vieno kintamojo domeno (VH) [22]. Lengvoji grandiné asocijuojasi su VH ir CH1
domenais, sudarydama antigena surisantj fragmenta (Fab, angl. fragment antigen binding) [23]. Sio
fragmento VL ir VH domenuose yra trys sritys, vadinamos hiperkintamosiomis sritimis. Butent per
Sias sritis vyksta antikiino ir antigeno saveika. Kiekvieno antikino hiperkintamos sritys specifiskos
vienam antigenui ir atitinka kaip raktas spyna [21]. Be Fab dalies yra dar vienas segmentas, kuris
vadinamas kristaliniu fragmentu (Fc, angl. fragment crystallizable). Sis kristalinis fragmentas yra
sudarytas i§ CH2 ir CH3 domeny [23]. Fc sritis yra atsakinga uz antiktino suliejimg su lgstelémis,
vadinami vyrio sritimi [23]. Si sritis leidzia Fab fragmentams turéti didelj konformacinj lankstuma,
palyginti su Fc fragmentu [22].

COOH

7 pav. Imunoglobulino strukttira. A. Schematinis imunoglobulino vaizdas. B. Trimatis
imunoglobulino vaizdas [21]

Zmogaus serume randami j penkias klases (izotopus) suskirstyti imunoglobulinai:
imunoglobulinas G (IgG), IgM, IgA, IgE ir IgD. Serume IgG yra gausiausiai aptinkamas antikiinas,
apimantis 75 % visy antikiiny, esanc¢iy apyvartoje, po to seka IgA, kurio yra 15 %, IgM yra 10 %, o
IgD ir IgE yra maziausiai. Visi Sie antikiinai yra struktariskai skirtingi ir turi atskiras efektorines
funkcijas dél individualiy Fc receptoriy [25]. Sie imunoglobulinai skiriasi sunkiosios grandinés
pastoviy sriciy aminoriigs¢iy sekomis. IgM turi sunkias grandines, vadinamas x grandinémis, IgD
turi ¢ grandines, IgG turi y grandines, IgE turi ¢ grandines, o IgA turi o grandines. Taip pat yra skiriami
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du lengvosios grandinés tipai: x ir A grandinés [19]. IgA, IgD ir IgG ilgosios grandinés turi tris
pastovius ir vieng kintamajj domenus, o IgE ir IgM turi vieng kintamajj ir keturis pastovius domenus
[22]. IgA ir IgM izotopai turi papildomg J granding, kuri leidzia formuotis atitinkamai dimerams ir
pentamerams, todél jie yra daugiavalenciai, o Kiti izotipai yra dvivalen¢iai, monomeriniai
antik@inai [21, 22]. Imunoglobulinas G yra skirstomas j keturis poklasius ir numeruojamas pagal jy
paplitimg serume: 1gG1, 1gG2, 1gG3 ir 1gG4 [25]. Nors aminoriigséiy lygiu jie yra identiski 90 %,
remiantis jy struktiiriniais skirtumais, tokiais kaip aminoriigs¢iy seky variacija vyriy ir CH2
regionuose, Sie Fc regiony skirtumai suteikia poklasiams jvairove efektorinése funkcijose [19, 23].

1.4. Imuniniai jutikliai

Biologiniai jutikliai yra analizinés priemoneés, naudojamos aptikti specifines analites, tokias
kaip vaistiniai preparatai, maistinés medziagos, antigenai, antikinai, DNR, lgstelés, fermentai,
nukleortgstys ir daug kity. Skirtingos biologinés molekulés, tokios kaip nukleortigstys, baltymai,
angliavandeniai ir kt. gali buti taikomos kaip $iy anali¢iy biologinis atpazinimo elementas. Kiti
pagrindiniai biologiniy jutikliy elementai yra signalo keitiklis ir duomeny analizés bei vaizdinimo
priemonés [26]. Imuniniai jutikliai yra atskira biologiniy jutikliy klasé, pagrjsta antikiino ir antigeno
specifinés giminingos sgveikos nustatymu [27, 28].

Pagal naudojamus signalo keitiklius, imuniniai / biologiniai jutikliai gali buti klasifikuojami j
elektrocheminius, pjezoelektrinius, Siluminius arba optinius [26]. Elektrocheminiuose imuniniuose /
biologiniuose jutikliuose tikslinés analités aptikimas ir prijungimas prie jos specifinés biologinés
molekulés, paprastai, sukelia elektrony perdavimo greicio pasikeitima tarp tinkamai funkcionalizuoto
elektrodo pavirsiaus ir elektrolito tirpalo [29]. Siy jutikliy privalumai yra didelis analizinis jautrumas
ir specifiSkumas, greitas tyrimo protokolas, paprasta ir nebrangi jranga ir analizei naudojamas mazas
méginio kiekis [3]. Pjezoelektriniuose imuniniuose / biologiniuose jutikliuose tikslinés analités
atpazinimas bei prijungimas, paprastai, sukelia masés pokytj prietaiso jutiklio pavirsiuje. Sie jutikliai
néra taip placiai naudojami kaip elektrocheminiai ar optiniai dél tyrimo protokolo sudétingumo.
Siluminiai jutikliai yra pagristi biocheminiy reakcijy metu sugerta arba isiskirian¢ia §ilumos energija
ir labai retai naudojami diagnostikos srityje [29]. Optiniai jutikliai, tokie kaip PPR principu paremti
imuniniai jutikliai pasizymi dideliu jautrumu, specifiSkumu, greita analize, kuriai reikalingi mazi
méginio tlriai, taip pat Sie jutikliai suteikia galimybe analize atlikti realiu laiku ir be Zymeny. Nors
PPR imuniniai / biologiniai jutikliai yra gana brangi analizés priemoné, ta¢iau Sie jutikliai yra bene
placiausiai istirti ir yra sulauke didelio mokslininky susidoméjimo [3].

PPR imuniniy jutikliy yra jvairiy rii$iy: tiesioginiai, netiesioginiai, konkurenciniai bei
sluoksniuoti (dviepitopiniai) (8 pav.). 8 pav. (a) dalyje pavaizduotas PPR imuninio jutiklio tiesioginio
formato pavyzdys. Jame vaizduojama, kaip auksiniame lusto pavirSiuje yra kovalentiSkai
imobilizuotas antigenas, kurio epitopai tiesiogiai specifiSskai sgveikauja su antikiino paratopais [30].
8 pav. (b) dalyje vaizduojamas netiesioginis sgveikos formatas. Viskas atrodo labai panasu lyginant
su (a) dalimi, taciau Siame imuninio jutiklio formate dalyvauja ne tik pirminiai, bet ir antriniai
antik@inai. Pirminiai antikiinai specifiSkai sgveikauja su antigenu, imobilizuotu aukso pavirSiuje, o
antriniy antikiiny paratopai saveikauja su pirminiaiS antikiinais. Naudojant antrinius antikinus yra
padidinamas sistemos jautrumas analitei dél lusto pavirSiuje esancios didesnés masés [31]. 8 pav. (C)
dalyje vaizduojamas konkurencinis PPR imuninio jutiklio formato pavyzdys. Cia vaizduojami
skirtingi antik@inai, bet specifiki tam pac¢iam antigeno epitopui, t. y. turintys vienodus paratopus,
konkuruoja d¢l galimos specifinés sgveikos su antigeno epitopais. Tad kuo maziau prie antigeno
prisijungs vienokios raSies antikiiny, tuo daugiau prisijungs kitokios, ir atvirks¢iai [32]. 8 pav. (d)
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dalyje vaizduojamas sluoksniuotas imuninio jutiklio formatas. Cia auksiniame lusto pavirSiuje yra
imobilizuoti antikiinai, kuriy paskirtis — ,.sugauti* baltyma (antigena). Sis formatas yra dviepitopinis.
Baltymas turi skirtingus epitopus, kur vieni jy sgveikauja su imobilizuoty antikiiny paratopais
pavirsiuje. Kiti baltymo epitopai sgveikauja su kity antikiiny paratopais, kurie skirti atpazinti, aptikti
analite (antigeng) [27].

(@ ® O
Antrinis antilkunas

Pirminis antikiinas Pirminis antikinas

Ag Ag

Netiesioginis formatas

© @ @ O

Konkurencinis formatas Sluoksniuotas formatas

8 pav. Jvairiy PPR imuniniy jutikliy formaty schemos pavyzdziai. (a) Tiesioginis formatas;
(b) Netiesioginis formatas; (c) Konkurencinis formatas; (d) Sluoksniuotas formatas [30]

Vienas i§ PPR imuniniy jutikliy taikymo pavyzdziy yra 2022 metais paraSytas mokslininky is
Kinijos straipsnis, kuriame atsispindéjo jy atlikti tyrimai. Jie sukairé sluoksniuoto formato imuninj
jutiklj, skirtg specifiniam SARS-CoV-2 viruso S1 baltymui aptikti. Jutikli sudaré TisC, Makseny
nanosluoksniy modifikuotas lusto pavirsius ir polidopamido bei sidabro nanodaleliy su specifiniais
antikiinais prie§ S1 baltyma nanokonjugatai, skirti signalo stiprinimui. Jutiklis pasizyméjo placiu
tiesiniu intervalu nuo 0,0001 iki 1000 ng mL™ konjugato tirpalo koncentracijos ir Zema aptikimo riba,
kuri buvo 12 fg mL™ konjugato tirpalo koncentracijos. Analizuojant dirbtiniy seiliy ir Zmogaus
serumo méginius, Sukonstruotas imuninis jutiklis pasiZyméjo geru atkuriamumu ir dideliu
specifiskumu. Tai rodo, kad $is imuninis jutiklis gali btiti naudojamas kiino skysc¢iy analizéje [33].

Kitas pavyzdys: 2023 metais Kinijos mokslininky grupé sukiiré PPR imuninj jutiklj ir pritaiké
dvigubg signalo stiprinimo strategija, tam panaudodami aukso nanodaleles ir grafeno oksida. Tyrimo
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tikslas buvo jautriai ir efektyviai aptikti N baltyma. Sio sukonstruoto sluoksniuoto imuninio jutiklio
aptikimo riba buvo 0,083 ng mL™, o tiesiskumo intervalas buvo nuo 1 iki 1000 ng mL™? [34].

Trecias pavyzdys: 2024 metais Lietuvos mokslininky grupé isleido straipsnj, kuriame aprasé
savo atliktus tyrimus apie tiesioginio imuninio jutiklio formato pritaikyma. Sie mokslininkai
suformavo PPR imuninj jutiklj monokloniniy anti-SCoV2-rN antikiiny nustatymui. Ant PPR auksinio
lusto pavirSiaus buvo imobilizuotas nukleokapsidés baltymas (SCoV2-rN) ir tirta sgveika su
specifiniais antikiinais prie§ SCoV2-rN baltymg. Sukurto imuninio jutiklio tiesiné priklausomybé
buvo nuo 0,5 iki 50 nmol L™ koncentracijos anti-SCoV2-rN antikiino tirpalo. Aptikimo riba buvo
0,057 nmol L1, o nustatymo riba buvo 0,19 nmol L. Sukonstruotas PPR imuninis jutiklis pasizyméjo
geru atkuriamumu bei specifiSkumu, taip pat $is jutiklis tinka daugkartiniam anti-SCoV2-rN antikiiny
aptikimui [35].

Dar vienas pavyzdys: 2025 metais Lietuvos mokslininkai i$leido straipsnj apie PPR imuninio
jutiklio kiirima ir tyrima. Siame darbe jie sukonstravo imuninj jutiklj, kuris buvo skirtas jautriam
antikiiny prie§ SARS-CoV-2 RBD domeng (anti-RBD) kiekybiniam jvertinimui. Anti-RBD
kiekybiniam jvertinimui buvo naudojami tiek tiesioginis, tiek netiesioginis sluoksniuotas aptikimo
formatai. Netiesioginiam sluoksniuotam formatui buvo pritaikyta analizinio signalo stiprinimo
strategija, tam naudojant antikiny ir aukso nanodaleliy konjugatus. Imuninis jutiklis galéjo
kiekybiskai nustatyti anti-RBD antikiiny tirpalo koncentracijas nuo 0,27 iki 66,67 nmol L tiesioginio
formato atveju ir 0,043-10,66 nmol L™ netiesioginio sluoksniuoto formato atveju. Imuninio jutiklio
netiesioginio sluoksniuoto formato atveju aptikimo ir nustatymo ribos atitinkamai buvo 11,58 ir
11,64 karto maZesnés nei tiesioginio formato atveju. Sis jutiklis pasizyméjo geru pakartojamumu,
atkuriamumu ir veikimo stabilumu. Taip pat atlikus anti-RBD kiekybinio nustatymo tyrimus serumo
méginiuose, $is sukonstruotas PPR imuninis jutiklis patvirtino tinkamumag realiy méginiy
analizéje [36].
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2. EKSPERIMENTO METODIKA
2.1. Medziagos ir reagentai

SARS-CoV-2 smaigalio baltymo RBD domenas (SARS-CoV2-RBD) (Baltymas, Lietuva)
Specifiniai pelés monokloniniai antikiinai prie§ SARS-CoV2-RBD baltymg (m-anti-RBD)
(Baltymas, Lietuva)
Specifiniai triu$io polikloniniai antikiinai prie§ SARS-CoV2-RBD baltymg (p-anti-RBD)
(Thermo Fisher Scientific, JAV)
Specifiniai ozkos antriniai polikloniniai antikiinai prie§ p-anti-RBD antikiinus (anti-1gG)
(Thermo Fisher Scientific, JAV)
Druskos riigstis (HCI) (Carl Roth, Vokietija)
Glicinas (C2HsNO») (Sigma-Aldrich, Vokietija)
Natrio dodecilsulfatas (SDS) (NaC12H25S04) (Carl Roth, Vokietija)
Natrio hidroksidas (NaOH) (Carl Roth, Vokietija)
Natrio acetato trihidratas (C2HzNaO; - 3H20) (Carl Roth, VVokietija)
Acto rugstis (CH3COOH) (Carl Roth, Vokietija)
Etanolis (C2HsOH) (Honeywell, Vokietija)
N-(3-dimetilaminopropil)-N‘-etilkarbodiimido hidrochloridas (EDC) (CgH17Ns - HCI) (Carl
Roth, Vokietija)
N-hidroksisukcimidas (NHS) (C4HsNOg) (Carl Roth, Vokietija)
Etanolaminas (C2H7NO) (Sigma-Aldrich, Vokietija)
11-merkaptoundekano rugstis (11-MUR) (HS(CH2)10CO2H) (Sigma-Aldrich, Vokietija)
Vandenilio peroksidas (H202) (Carl Roth, Vokietija)
Sieros rugstis (H2SOa) (Carl Roth, Vokietija)
Fosfatinio buferio (PBS) pH 7.4 tabletés (Carl Roth, Vokietija)
Azoto dujos (N2) (ElIme Messer Gaas, Lietuva)
Konjugacijos rinkinys (Cytodiagnostics, Kanada):
e Liofilizuotos 50 nm skersmens aukso nanodalelés, aktyvuotos NHS (AuND);
e Reakcijos buferinis tirpalas;
e Reakcijos sustabdymo tirpalas;
e Baltymy praskiedimo buferinis tirpalas;
e Konjugacijos kokybés kontrolés testai;
e Praskiedimo buferinis tirpalas.
Jaucio serumo albuminas (BSA) (Carl Roth, Vokietija)
Tris-(hidroksimetil)-aminometano hidrochloridas (TRIS) (CsH11NOs - HCI) (Carl Roth,
Vokietija)
Natrio chloridas (NaCl) (Sigma-Aldrich, Vokietija)
Krieny peroksidazeés fermentas (HRP) (Santa Cruz Biotechnology, Vokietija)
Virseliy serumas (FBS) (Thermo Fisher Scientific, JAV)

2.2. Prietaisai ir priemonés

PPR prietaisas (Autolab ESPRIT, Olandija)
pH matuoklis (XS instrument, Italija)
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Centrifuga (Thermo Fisher Scientific, JAV)

Svarstyklés (Radwag, Lenkija)

Keic¢iamo tiirio mechaninés pipetés (Eppendorf, Vokeitija)
Kaitinamoji plytelé¢ (Phoenix instrument, Vokietija)
Magnetin¢é maiSyklé (Phoenix instrument, Vokietija)
Popierinis filtras (Macherey-Nagel, Vokietija)

2.3. Tirpaly gamyba
LPiranijos® tirpalas:

Koncentruotos sieros riigsties reagentas pilamas ] koncentruota vandens peroksida, kur
medziagy santykis atitinkamai yra 3:1.

1 mmol L 11-MUR (etanolyje) tirpalas:
Pasveriamas reikiamas kiekis 11-MUR reagento. Medziaga istirpinama etanolyje.

0,4 mol L't EDC tirpalas:
Pasveriamas reikiamas kiekis EDC reagento. Medziaga tirpinama distiliuotame vandenyje.

0,1 mol L™ NHS tirpalas:
Pasveriamas reikiamas kiekis NHS reagento. Medziaga tirpinama distiliuotame vandenyje.

1 mol L* etanolamino pH 8,5 tirpalas:
Paimamas reikiamo tiirio etanolamino reagentas ir skiedziamas iki reikiamo kiekio su
distiliuotu vandeniu. MaiSant gautg tirpalg yra privedamas pH iki 8,5, tam naudojant druskos riigstj.

25 mmol L NaOH + 0,5 % SDS regeneracinis tirpalas:
Pasveriami reikiami kiekiai NaOH ir SDS reagenty. Sios medZiagos tirpinamos distiliuotame
vandenyje.

10 mmol L™ natrio acetato buferis pH 5,24:
Pasveriamas natrio acetato trihidratas. Si medZiaga istirpinama ir skiedziama distiliuotame
vandenyje iki reikiamo tiirio. MaiSant tirpalg yra privedamas pH iki 5,24, tam naudojant acto ragst;.

10 mmol L™ glicino regeneracinis tirpalas pH 2,0:
Pasveriamas reikiamas kiekis glicino. Medziaga tirpinama ir skiedZziama distiliuotame
vandenyje iki reikiamo tiirio. MaiSant gautg tirpalg yra privedamas pH iki 2,0, tam naudojant druskos

rugst].

10 mmol L™* PBS pH 7.4 buferis:
Paimama viena PBS tableté ir iStirpinama 500 L tiirio distiliuotame vandenyje, kaip yra
nurodyta gamintojo rekomendacijose. Gautas tirpalas yra filtruojamas, naudojant popierin; filtra.

20 mmol L* TRIS + 150 mmol L™ NaCl pH 8,0 buferis:
Pasveriami reikiami kiekiai TRIS ir NaCl reagenty. Medziagos istirpinamos ir skiedZiamos

distiliuotame vandenyje iki reikiamo tiirio. Privedamas gauto tirpalo pH iki 8,0.
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10 % BSA tirpalas:
Pasveriamas reikiamas BSA kiekis ir iStirpinamas 10 mmol L™* PBS pH 7,4 tirpale.

10 karty skiestas FBS serumas:

Verseliy serumo 5 mL tiirio méginys iSimamas i$ Saldiklio ir atSildomas iki kambario
temperatiiros. Atsildytas méginys filtruojamas. Gautas filtratas skiedziamas 10 karty su 10 mmol L
PBS pH 7,4 tirpalu.

24. Lusto paruoSimas

Pirmiausia, auksinis lustas yra plaunamas ,,Piranijos® tirpale, Sildant 60 °C temperatiiroje
5 min., kad nuo pavirsiaus biity pasalinti ne§varumai ir galimos organinés medziagos. IStraukus lusta
1§ ,,Piranijos* tirpalo, $is yra kruopsciai nuplaunamas distiliuotu vandeniu ir jmerkiamas ] etanolj.
Lustas etanolyje i§laikomas 3 min, o praéjus laikui vél plaunamas distiliuotu vandeniu. Nuplautas
lustas yra dziovinamas azoto dujomis. ISdZiovintas lustas yra panardinamas, aukso sluoksniu j virsy,
i 4 mL tiirio 1 mmol L™ 11-MUR paruosta tirpalg 24 val. inkubacijai kambario temperatiiroje, kad
susidaryty savitvarkis monosluoksnis. Praéjus inkubacijos laikotarpiui, lustas yra plaunamas
distiliuotu vandeniu ir pamerkiamas j etanolj 3 min. Tada lustas vél plaunamas distiliuotu vandeniu
ir, galiausiai, yra nudziovinamas su azoto dujomis.

2.5. Lusto pavirSiaus stabilizavimas

Lusto pavirSiaus stabilizavimas yra reikalingas tam, kad nuo pavirSiaus pasiSalinty visi galimi
ne$varumai, susidrékinty pavirSius, ir nusistovéty matavimy aplinkos temperatira iki kambario.
Lusto pavirSiaus stabilizavimas atliekamas dviem atvejais:

1. Pries SARS-CoV2-RBD baltymo imobilizavima. Lusto pavirSiui stabilizuoti yra
naudojami 10 mmol L? natrio acetato pH 5,24 buferinis ir 25 mmol L NaOH + 0,5 % SDS
regeneracinis tirpalai. Automatizuotos programos pagalba, po vieng iS§ tirpaly, pakaitomis paimamas
reikiamas tirpalo tiris ir jpilamas ] kiuvete ant lusto pavirSiaus ir maiSomas 120 s. Praéjus 30 min.
programa yra sustabdoma.

2. Po SARS-CoV2-RBD baltymo imobilizavimo. Siuo atveju, lusto pavirsiaus
stabilizavimui yra naudojami kiti paruosti tirpalai: 10 mmol L™ PBS pH 7,4 buferinis ir 10 mmol L™
glicino pH 2,0 regeneracinis tirpalai. Naudojant automating programa, po vieng i$ tirpaly, pakaitomis
paimamas reikiamas tirpalo tiiris ir jleidZiamas } kiuvete ant lusto pavirSiaus bei maiSomas 120 s.
Praéjus 15 min. programa yra sustabdoma.

2.6. SARS-CoV2-RBD baltymo imobilizavimas

SARS-CoV2-RBD baltymo kovalentinis imobilizavimas vykdomas stadijomis ir yra
imobilizuojamas abiejuose kiuvetés kanaluose vienodomis salygomis. Pirmoje stadijoje vykdomas
200 s trunkantis pavirSiaus stabilizavimas, tam naudojamas 10 mmol L natrio acetato pH 5,24
buferinis tirpalas. Antroje stadijoje vykdomas 11-MUR karboksiliniy grupiy aktyvavimas, tam
naudojami 0,4 mol L' EDC ir 0,1 mol L™t NHS tirpalai, aktyvacijos trukmé — 600 s. Tre¢ios stadijos
metu vykdomas trumpas praplovimas, kurio metu nuo suformuoto savitvarkio monosluoksnio
pavirSiaus yra nuplaunamas EDC/NHS perteklius. Ketvirtos stadijos metu, 1800 s vykdomas
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SARS-CoV2-RBD baltymo kovalentinis imobilizavimas, tam j abu kiuvetés kanalus uzneSamas
1,56 umol L koncentracijos baltymo tirpalas sumaiSytas su 10 mmol L7 natrio acetato pH 5,24
buferiniu tirpalu. Penktoje stadijoje yra nuplaunamos neprisijungusios baltymo molekulés, tam
naudojamas 10 mmol L™ natrio acetato pH 5,24 buferinis tirpalas. Sestoje stadijoje vykdoma 600 s
trunkanti deaktyvacija, kurios metu j abu kiuvetés kanalus yra jpilamas 1 mol L™ koncentracijos
etanolamino pH 8,5 tirpalas. Etanolamino tirpalas uZblokuoja (deaktyvuoja) laisvas aktyvias
karboksilines grupes, esancias savitvarkio monosluosnio pavirSiuje. Septintos stadijos metu yra
nuplaunamas neprisijunges etanolaminas, tam naudojamas 10 mmol L natrio acetato pH 5,24
buferinis tirpalas. Astuntoje stadijoje vykdomas nekovalentiSkai prisijungusio baltymo nuplovimas,
tam naudojamas 25 mmol L™t NaOH + 0,5 % SDS regeneracinis tirpalas. Devintos stadijos metu yra
nuplaunamas regeneracinis tirpalas ir stabilizuojamas pavirsius, tam naudojamas 10 mmol L natrio
acetato pH 5,24 buferinis tirpalas.

2.7. SARS-CoV2-RBD baltymo saveika su specifiniais p-anti-RBD antikiinais prie§
SARS-CoV2-RBD baltymg

Baltymo sgveika su p-anti-RBD antikiinais yra vykdoma stadijomis. Pirmos stadijos metu,
200 s yra vykdomas pavirsiaus (lusto pavirSiuje suformuoto 11-MUR savitvarkio monosluoksnio ir
jo pavirsiuje kovalentiskai imobilizuoto SARS-CoV2-RBD baltymo) stabilizavimas, tam naudojamas
10 mmol Lt PBS pH 7,4 tirpalas. Antroje stadijoje, 900 s vykdoma SARS-CoV2-RBD saveika su
specifiniais antiktinais prieS SARS-CoV2-RBD baltyma, tam j pirmajj kanalg yra jleidziamas
reikiamos koncentracijos p-anti-RBD antikiiny tirpalas, o j antrajj kanalg yra jpilamas 10 mmol L™
PBS pH 7,4 tirpalas. Antras kanalas yra naudojamas kaip palyginamasis. Trecios stadijos metu, 200 s
vykdoma disociacija, kurios metu nuo pavirSiaus yra nuplaunamos neprisijungusios antikiiny
molekulés, tam naudojamas 10 mmol L™ PBS pH 7,4 tirpalas. Ketvirtoje stadijoje, 300 s vykdoma
regeneracija, kurios metu suardoma baltymo ir antikiino nekovalentiné sgveika, tam naudojamas
10 mmol Lt glicino pH 2,0 regeneracinis tirpalas. Toliau vykdomas regeneracinio tirpalo nuplovimas
ir pavirSiaus stabilizavimas.

2.8. p-anti-RBD ir m-anti-RBD antikiiny konkurenciné saveika su SARS-CoV2-RBD
baltymu

Pirmiausia vykdoma p-anti-RBD antikiiny (analités) tiesioginé specifiné sgveika su
SARS-CoV2-RBD baltymu, kaip aprasyta 2.7 skyrelyje. Ta¢iau, automatiné programa nutraukiama
pasibaigus treciai stadijai, jog nebiity suardyta baltymo ir p-anti-RBD antikiino nekovalentiné
sgveika. Toliau paleidziama automatiné programa m-anti-RBD antikiiny konkurencinei sgveikai su
SARS-CoV2-RBD baltymu atlikti. Jai prasidéjus, 200 s vykdomas pavirSiaus (lusto pavirSiuje
suformuoto 11-MUR savitvarkio monosluoksnio ir jo pavirSiuje kovalentiskai imobilizuoto
SARS-CoV2-RBD baltymo bei prie baltymo prisijungusiy p-anti-RBD antikiiny) stabilizavimas, tam
naudojamas 10 mmol L PBS pH 7,4 tirpalas. Toliau, 900 s vykdoma SARS-CoV2-RBD
konkurenciné saveika su specifiniais m-anti-RBD antikiinais prie§ SARS-CoV2-RBD baltyma, tam j
pirmajj kanalg jleidziamas norimos koncentracijos m-anti-RBD antik@iny tirpalas, o | antrgjj kanalg
yra jleidziamas 10 mmol L™* PBS pH 7,4 tirpalas. Antrasis kanalas naudojamas kaip palyginamasis.
Kuo daugiau prie baltymo yra prisijungusiy p-anti-RBD antikiiny, tuo maziau prie baltymo gali
prisijungti m-anti-RBD antikiiny, ir atvirk§¢iai. Toliau 200 s vykdoma disociacijos stadija, kurios
metu nuo pavirSiaus yra nuplaunamos neprisijungusios m-anti-RBD antikiiny molekulés, tam
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naudojamas 10 mmol L PBS pH 7,4 tirpalas. Ketvirtos stadijos metu, 300 s vykdoma regeneracija,
tam naudojamas 10 mmol L* glicino pH 2,0 regeneracinis tirpalas. Regeneracijos metu yra
suardomos nekovalentinés baltymo ir p-anti-RBD antikiiny bei nekovalentinés baltymo ir
m-anti-RBD antikiiny saveikos. Toliau vykdomas regeneracinio tirpalo nuplovimas ir pavirSiaus
stabilizavimas.

2.9. SARS-CoV2-RBD baltymo nespecifinés saveikos patikra

Norédami dirbti su antriniais anti-lgG antiktinais prie$ p-anti-RBD antik@inus ir dirbti su HRP
fermentu, pirmiausia turé¢jome jsitikinti, kad tarp SARS-CoV2-RBD baltymo ir $Siy komponenty néra
nespecifinés saveikos. Tuo tikslu, pirmos stadijos metu, 200 s buvo vykdomas pavirSiaus (lusto
pavirSiuje suformuoto 11-MUR savitvarkio monosluoksnio ir prie jo kovalentiSkai imobilizuoto
SARS-CoV2-RBD baltymo) stabilizavimas, tam naudojamas 10 mmol Lt PBS pH 7,4 tirpalas.
Antros stadijos metu, 900 s buvo vykdoma:

a) baltymo ir antriniy anti-IgG antikiiny nespecifiné sgveika, tam ] pirmg kanalg
jleidziamas reikiamos koncentracijos anti-IgG antikiiny tirpalas, o j antrg jleidZiamas 10 mmol L*
PBS pH 7,4 tirpalas. Antras kanalas naudojamas kaip palyginamasis.

b) baltymo ir HRP fermento nespecifiné sgveika, tam j pirmg kanalg jleidziamas reikiamos
koncentracijos HRP fermento tirpalas, o j antrg jleidziamas 10 mmol L™ PBS pH 7,4 tirpalas. Antras
kanalas naudojamas kaip palyginamasis.

Toliau, trecioje stadijoje vykdoma 200 s disociacija, kurios metu nuo pavirSiaus yra
nuplaunamos a) anti-IgG antikiino arba b) HRP fermento molekulés, tam naudojamas 10 mmol L
PBS pH 7,4 tirpalas. Ketvirtoje stadijoje yra vykdoma 300 s regeneracija, kurios metu yra suardoma
SARS-CoV2-RBD baltymo nespecifiné sgveika su a) anti-IgG antikiinu arba b) HRP fermento
molekulémis. Regeneracijai atlikti buvo naudojamas 10 mmol L™ glicino pH 2,0 regeneracinis
tirpalas. Toliau vykdomas regeneracinio tirpalo nuplovimas ir pavirsiaus stabilizavimas.

2.10. p-anti-RBD antikiiny saveika su specifiniais antriniais anti-IgG antikiinais prie§
p-anti-RBD antikiinus

Pirmiausia vykdoma p-anti-RBD antikiiny (analités) tiesioginé specifiné sgveika su
SARS-CoV2-RBD baltymu, kaip apraSyta 2.7 skyrelyje. Ta¢iau automatiné programa nutraukiama
pasibaigus treCiai stadijai, kad nebiity suardyta baltymo ir p-anti-RBD antikiiny nekovalentiné
sgveika. Toliau paleidziama automatiné programa anti-lgG antikiiny specifinei sagveikai su
p-anti-RBD antikiinais atlikti. Jai prasidéjus, 200 s vykdomas pavirsiaus (lusto pavir$iuje suformuoto
11-MUR savitvarkio monosluoksnio ir jo pavirSiuje kovalentiskai imobilizuoto SARS-CoV2-RBD
baltymo bei prie baltymo prisijungusiy p-anti-RBD antikiny) stabilizavimas, tam naudojamas
10 mmol L PBS pH 7,4 tirpalas. Antroje stadijoje, 900 s vykdoma analités ir antriniy anti-lgG
antikliny, specifisky p-anti-RBD antikinams sgveika, tam j pirmajj kanalg yra jleidziamas reikiamos
koncentracijos antriniy antikiiny tirpalas, o j antrajj yra jpilamas 10 mmol L PBS pH 7,4 tirpalas.
Antrasis kanalas yra naudojamas kaip palyginamasis. Trecioje stadijoje 200 s yra vykdoma
disociacija, kurios metu nuplaunamos neprisijungusios antriniy antikiiny molekulés, tam naudojamas
10 mmol L* PBS pH 7,4 tirpalas. Ketvirtoje stadijoje 300 s vykdoma regeneracija, kurios metu
suardomos nekovalentinés sgveikos, ant lusto pavirSiaus paliekant tik prie 11-MUR savitvarkio
monosluoksnio kovalentiskai prisijungusj SARS-CoV2-RBD baltyma. Regeneracijos metu
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naudojamas 10 mmol L™t glicino pH 2,0 regeneracinis tirpalas. Toliau vykdomas regeneracinio tirpalo
nuplovimas ir pavirSiaus stabilizavimas.

2.11. Aukso nanodaleliy konjugavimas anti-IgG antikiinais ir HRP fermentu

Pries pradedant 50 nm dydZzio aukso nanodaleliy konjugavimg buvo reikalingas pasiruoSimas
darbui. Tuo tikslu i$ Saldytuvo iSimami reagentai ir leidziama jiems susilti iki kambario temperatiiros.
Toliau buvo paruosiami 0,5 mg mL* koncentracijos anti-IgG antikiiny ir 0,2 mg mL* koncentracijos
HRP fermento tirpalai, kurie buvo maiSomi su baltymy praskiedimo buferiniu tirpalu. 40 uL
0,5mg mL? koncentracijos anti-IgG antikiiny tirpalas buvo sumai$ytas su 20 puL 0,2 mg mL*
koncentracijos HRP fermento tirpalu. Paimamas 48 pL gautas baltymy tirpalas ir sumaiSomas su
60 uL turio reakcijos buferiniu tirpalu. 90 pL $io gauto tirpalo buvo uzpilama ant buteliuke esanciy
liofilizuoty ir NHS aktyvuoty 50 nm dydZzio aukso nanodaleliy (AuND) ir gerai iSmaiSoma pipete.
Buteliukas su tirpalu 2 val. paliekamas inkubacijai su maiSymu. Praéjus Siam laikui, j buteliuka buvo
jpilama 10 pL reakcija sustabdancio tirpalo ir 5 min §is tirpalas buvo inkubuojamas, kad konjugacija
bty galutinai sustabdyta. Praéjus $iai trukmei, j buteliuka buvo jpilamas 10 % BSA tirpalas ir
paliekamas inkubacijai 5 min., kad baty uzblokuotos NHS aktyvios AuND pavirsiaus vietos. Po
inkubacijos laikotarpio, 1100 rpm grei¢iu, 30 min buvo centrifuguojami AuND, IgG antiktiny ir HRP
fermento (AuND-anti-lgG-HRP) konjugatai. Supernatantas, kuriame yra neprisijungusiy baltymuy,
i$pilamas. Ant surinkto konjugato uzpilamas 1 mL 20 mmol L* TRIS + 150 mmol L™* NaCl pH 8,0
buferis ir pakartojamas 30 min trukmés centrifugavimas. Pasalinamas supernatantas. Galiausiai, ant
surinkto AuND-anti-lgG-HRP konjugato uzpilamas 100 pL 20 mmol L TRIS + 150 mmol L NaCl
pH 8,0 buferis. Pagamintiems AuND-anti-lgG-HRP konjugatams atliekamas konjugacijos kokybés
kontrolés testas, jsitikinti ar konjugacijos reakcija buvo sékminga. Tam j 96 Sulinéliy plokstele buvo
ipilamas 75 uL praskiedimo buferinis tirpalas, o j jj 5 uL 10 mmol L™* PBS pH 7,4 tirpalu skiestas
AuND-anti-1gG-HRP konjugaty tirpalas. Supilti tirpalai gerai iSmaiSomi. | $ulinélj su paruostu tirpalu
buvo jmerkiama konjugacijos kokybés kontrolés testo juostelé ir inkubuojama 10 min. Atsiradusi
aiSkiai matomos raudonos testo linijos, buidingos konjuguotai antikiiny rtiSiai, vieta rodo sékminga
konjugacija.

2.12. p-anti-RBD antikiiny saveika su AuND-anti-IgG-HRP konjugatais

Pirmiausia vykdoma p-anti-RBD antikiiny (analités) tiesioginé specifiné nekovalentiné sgveika
su SARS-CoV2-RBD baltymu, kaip apraSyta 2.7. skyrelyje. Taciau automatiné programa
nutraukiama pasibaigus tre¢iai stadijai, kad nebiity suardyta baltymo ir p-anti-RBD antikiiny
nekovalentiné sgveika. Toliau paleidZziama automatiné programa AuND-anti-lgG-HRP konjugaty
sgveikai su p-anti-RBD antikiinais atlikti. Jai prasidéjus, 200 s vykdomas pavirSiaus (lusto pavirsiuje
suformuoto 11-MUR savitvarkio monosluoksnio ir jo pavirSiuje kovalentiskai imobilizuoto
SARS-CoV2-RBD baltymo bei prie baltymo prisijungusiy p-anti-RBD antikiiny) stabilizavimas, tam
naudojamas 10 mmol L* PBS pH 7,4 tirpalas. Antroje stadijoje 900 s vykdoma analités ir
AuND-anti-lgG-HRP konjugaty saveika, tam | pirmgji kanalg yra jleidziamas reikiamos
koncentracijos AuND-anti-IgG-HRP konjugaty tirpalas, o j antrajj yra jpilamas 10 mmol L™ PBS
pH 7,4 tirpalas. Antrasis kanalas yra naudojamas kaip palyginamasis. Trecioje stadijoje 200 s yra
vykdoma disociacija, kurios metu yra nuplaunamos neprisijungusios konjugaty molekulés, tam
naudojamas 10 mmol L PBS pH 7,4 tirpalas. Ketvirtoje stadijoje 300 s vykdoma regeneracija,
kurios metu suardomos visos nekovalentinés sgveikos, ant lusto pavirSiaus paliekant tik prie 11-MUR
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savitvarkio monosluoksnio kovalentiskai prisijungusj SARS-CoV2-RBD baltymg. Regeneracijos
metu yra naudojamas 10 mmol L™ glicino pH 2,0 regeneracinis tirpalas. Toliau vykdomas
regeneracinio tirpalo nuplovimas ir pavirsiaus stabilizavimas.

2.13. p-anti-RBD antikiiny saveika su specifiniais antriniais anti-IgG antikiinais FBS
serume

Pirmiausia vykdoma p-anti-RBD antikiiny (analités) tiesioginé specifiné saveika su
SARS-CoV2-RBD baltymu, kaip aprasyta 2.7. skyrelyje. Taciau automatiné programa nutraukiama
pasibaigus treCiai stadijai, kad nebiity suardyta baltymo ir p-anti-RBD antikiiny nekovalentiné
sgveika. Toliau paleidZziama automatiné programa anti-IgG antikiiny, esanciy verSeliy serume,
specifinei sgveikai su p-anti-RBD antikiinais atlikti. Jai prasidéjus, 200 s vykdomas pavirSiaus (lusto
pavirsiuje suformuoto 11-MUR savitvarkio monosluoksnio ir jo pavirSiuje kovalentiskai
imobilizuoto SARS-CoV2-RBD baltymo bei prie baltymo prisijungusiy p-anti-RBD antikiiny)
stabilizavimas, tam naudojamas 10 mmol L™t PBS pH 7,4 tirpalas. Antroje stadijoje 900 s vykdoma
analités ir antriniy anti-lgG antikiiny, esan¢iy FBS serume bei specifisky p-anti-RBD antikiinams
sgveika, tam ] pirmaji kanalg yra jleidziamas reikiamos koncentracijos antriniy antikiiny tirpalas,
sumaiSytas su 10 karty skiestu verSelio serumu, o j antrajj yra jpilamas 10 mmol L™ PBS pH 7,4
tirpalas. Antrasis kanalas yra naudojamas kaip palyginamasis. Trecioje stadijoje 200 s vykdoma
disociacija, kurios metu nuplaunamos neprisijungusios antriniy antikiiny molekulés, tam naudojamas
10 mmol L PBS pH 7,4 tirpalas. Ketvirtoje stadijoje 300 s vykdoma regeneracija, kurios metu
suardomos visos nekovalentinés sgveikos, ant lusto pavirSiaus paliekant tik prie 11-MUR savitvarkio
monosluoksnio kovalentiS$kai prisijungusj SARS-CoV2-RBD baltymg. Regeneracijos metu
naudojamas 10 mmol L glicino pH 2,0 regeneracinis tirpalas. Toliau vykdomas regeneracinio tirpalo
nuplovimas ir pavirSiaus stabilizavimas.

2.14. Skaiciavimai

Imobilizuoto SARS-CoV2-RBD baltymo pavir$iné koncentracija buvo apskai¢iuota pagal
tiesinj sary$j tarp PPR kampo poslinkio ir prisijungusios biologinés molekulés kiekio. 120 m°® PPR
kampo pokytis atitinka 1 ng mm-2 baltymo pavirsinés koncentracijos pokytj.

PPR kampo pokycio signalas buvo apskaiCiuotas aproksimuojant hiperboling funkcija
y = ax/(b + x), kur parametras a yra pusiausvyros kampas, m°.

PPR kampo pokycCio priklausomybé p-anti-RBD antikiiny, anti-IgG antikiing arba
AuND-anti-lIgG-HRP konjugaty koncentracijos tiesinis intervalas buvo nustatytas pagal kalibravimo
kreives, gautas aproksimuojant eksperimentinius duomenis tiesine lygtimi (y = ax + b). Taip pat tokiu
biidu buvo jvertinti nuolydis (), perkirtimo taskas (b) bei nustatymo koeficientas (R?). Aptikimo riba
(LOD, angl. Limit Of Detection) ir kiekybinio nustatymo riba (LOQ, angl. Limit of Quantification)
buvo apskaiciuotos taip:

LOD = 3,3% (1)

g

L0Q =102 )

o — atsako standartinis nuokrypis;
S — kalibravimo kreivés nuolydis.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1. SARS-CoV2-RBD baltymo imobilizavimas

Buvo atlieckamas SARS-CoV2-RBD baltymo imobilizavimas 11-MUR savitvarkiu
monosluoksniu  dengtame lusto pavirSiuje, abiejuose kiuvetés kanaluose, kaip aprasyta
2.6 skyrelyje (9 pav.). Siam tyrimui buvo naudojamas 1,56 pmol L koncentracijos
SARS-CoV2-RBD baltymo tirpalas, skiestas su 10 mmol L™ natrio acetato pH 5,24 buferiniu tirpalu.
Apskaic¢iuotas PPR kampo pokytis, imobilizuojant SARS-CoV2-RBD baltyma, buvo lygus
467,5 + 33,1 m°. Kovalentiskai imobilizuoto SARS-CoV2-RBD baltymo pavirs§iné koncentracija
buvo 3,9 *0,3 ng mm, skai¢iavimai yra paaiskinti 2.14 skyrelyje.
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9 pav. SARS-CoV2-RBD baltymo kovalentinio imobilizavimo lusto pavirSiuje, padengto
11-MUR savitvarkiu monosluoksniu, sensograma. 1, 9 — pavirsiaus stabilizavimas su 10 mmol L
natrio acetato pH 5,24 buferiniu tirpalu; 2 — karboksiliniy grupiy aktyvavimas; 3, 5, 7 — praplovimas
su 10 mmol L™ natrio acetato pH 5,24 buferiniu tirpalu; 4 — SARS-CoV2-RBD baltymo
imobilizavimas; 6 — karboksiliniy grupiy deaktyvavimas; 8 — nekovalenti$kai prisijungusio baltymo
nuplovimas su 25 mmol L™ NaOH + 0,5 % SDS regeneraciniu tirpalu [aut.]

3.2. Tiesioginis p-anti-RBD antikiiny nustatymas

Buvo tiriama kovalentiSkai imobilizuoto SARS-CoV2-RBD baltymo specifiné sgveika su
p-anti-RBD antikiinais prie§ SARS-CoV2-RBD baltyma pagal metodika aprasyta 2.7 skyrelyje.
10 paveiksle yra pateikta schema, kurioje vaizduojamas tiesioginio formato imuninis jutiklis. Aukso
pavirSiuje, padengtu 11-MUR savitvarkiu monosluoksniu, yra kovalentiSkai imobilizuotas
SARS-CoV2-RBD baltymas, prie kurio specifiskai jungiasi p-anti-RBD antikiinai.
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Triusio polikloniniai antikiinai T
2 Ties fi t
) L specifiski SARS-CoV2-RBD lesiogimis formatas

baltymui (p-anti-RBD) \

. SARS-CoV2-RBD baltymas

- s

10 pav. Tiesioginio imuninio jutiklio formato schema [aut.]

SARS-CoV2-RBD baltymo ir p-anti-RBD specifinés sgveikos tyrimas buvo atliekamas
p-anti-RBD antikiiny tirpaly koncentracijos intervale nuo 0,5 iki 400 nmol L (11A pav.). Matoma,
kad didéjant antiktiny tirpalo koncentracijai, didé¢ja ir PPR kampo pokytis. Pastebima analizinio
signalo, registruojamo p-anti-RBD antikiinams sgveikaujant su SARS-CoV2-RBD baltymu, tiesiné
priklausomybé (R? = 0,997) nuo p-anti-RBD antikiino tirpalo koncentracijy intervale nuo 0,5 iki
50 nmol L (11B pav.). 0,5 nmol L p-anti-RBD antikiiny tirpalo koncentracijos atveju, analizinis
signalas buvo lygus 3,06 + 0,21 m°, 0 50 nmol L koncentracijos atveju — 201 + 13 m°. Taip pat buvo
apskai¢iuota aptikimo riba, kuri buvo lygi 0,17 nmol L7 ir nustatymo riba, kuri buvo lygi

0,52 nmol L.
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11 pav. PPR sensogramos, jrasytos SARS-CoV2-RBD baltymo sgveikos su specifiniais p-anti-RBD
antikiinais tyrimo metu (A); tiesinés priklausomybés kreivé (B). Tyrimo salygos: 1,56 umol L
koncentracijos SARS-CoV2-RBD baltymo tirpalas, 10 mmol L glicino pH 2,0 regeneracinis
tirpalas ir 300 s regeneracijos trukme [aut.]

3.3. Konkurencinis p-anti-RBD nustatymas

12 paveiksle yra vaizduojama konkurencinio formato imuninio jutiklio schema. Joje
vaizduojama kaip analité (p-anti-RBD antiki@inai) konkuruoja su m-anti-RBD antikiinais dél galimos
specifinés saveikos su SARS-CoV2-RBD baltymu. I§ pradziy vyksta SARS-CoV2-RBD baltymo

22



sgveika su p-anti-RBD antikiinais, o véliau vykdoma SARS-CoV2-RBD baltymo sgveika su
m-anti-RBD antikiinais, kur m-anti-RBD antik@inai sgveikauja su likusiu laisvu baltymu. Kuo daugiau
prie kovalentiSkai Au—11-MUR pavirSiuje imobilizuoto SARS-CoV2-RBD baltymo prisijungs
analités, tuo maziau prie baltymo prisijungs m-anti-RBD antiktiny ir atvirksc¢iai.

Triusio polikloniniai antikiinai L.
specifiski SARS-CoV2-RBD Konkurencinis formatas
baltymui (p-anti-RBD)
Pelés monokloniniai antikiinai J
specifiski SARS-CoV2-RBD
baltymui (m-anti-RBD)
" — o 7

' SARS-CoV2-RBD baltymas

12 pav. Konkurencinio imuninio jutiklio formato schema [aut.]

p-anti-RBD nustatymas konkurencinio imuninio jutiklio formatu buvo atliekamas pagal
2.8 skyrelyje apraSyta metodika p-anti-RBD intervale nuo 0 iki 100 nmol L*. 13 paveiksle
pavaizduota PPR sensogramos, jraSytos m-anti-RBD sgveikos su SARS-CoV2-RBD baltymu,
konkurenciniu nustatymo formatu. Tyrimo metu buvo pastebéta, kad nepaisant to, kaip keiciasi
analités koncentracija, PPR kampo pokycCio signalas, registruojamas m-anti-RBD antikinams
jungiantis prie likusiy laisvy baltymy pavirsiuje, beveik nepakinta. Esant 0 nmol L* p-anti-RBD
antikiiny tirpalo koncentracijai, PPR kampo pokycCio signalas, registruojamas m-anti-RBD
antikiinams sgveikaujant su baltymu, buvo lygus 226,5 m°, o 100nmol L? analités
koncentracijai — 215 m°. Sie rezultatai rodo, kad priklausomybés nuo analités koncentracijos néra.
m-anti-RBD antikiinai jungiasi prie SARS-CoV2-RBD baltymo nepriklausomai ar lusto pavirsiuje
yra prie baltymo prisijungusiy p-anti-RBD antikiino molekuliy. Todél buvo nuspresta netgsti tyrimy
su konkurencinio formato imuniniu jutikliu.
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13 pav. PPR sensogramos, jrasytos m-anti-RBD antikiiny specifinés sgveikos su
SARS-CoV2-RBD baltymu konkurencinio formato tyrimo metu. Analizés salygos: 1,56 pmol L™
koncentracijos SARS-CoV2-RBD baltymo tirpalas, 200 nmol L koncentracijos m-anti-RBD
antikiiny tirpalas, 10 mmol L glicino pH 2,0 regeneracinis tirpalas ir 300 s regeneracijos
trukmé [aut.]
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3.4. SARS-CoV2-RBD baltymo nespecifinés saveikos patikra

Pagal 2.9 skyrelyje aprasyta metodika buvo atliktas antriniy anti-lgG antikiiny bei HRP
fermento nespecifinés sgveikos su SARS-CoV2-RBD baltymu jvertinimas. Pateiktose sensogramose,
14 paveiksle, matome, kad tarp SARS-CoV2-RBD baltymo ir antrinio anti-IgG antikiino, taip pat ir
tarp baltymo bei HRP fermento nespecifinés sgveikos néra. Sensogramoje pavaizduota analités ir
anti-IgG antiktiny sgveikos kreivé, $io tyrimo tikslas buvo patikrinti ar antriniai anti-IgG antikiinai
specifiSkai sgveikauja su p-anti-RBD antikiinais. D¢l to, kad néra nespecifinés sgveikos su
SARS-CoV2-RBD baltymu, o anti-IgG antikiinai yra specifiSki p-anti-RBD antikiinams, buvo
padaryta iSvada, kad antriniai anti-IgG antikinai ir HRP fermentas yra tinkami komponentai
konjugaty sintezei.
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14 pav. PPR sensogramos, jrasytos anti-IgG specifinés saveikos su p-anti-RBD antikiinais
metu ir anti-IgG bei HRP nespecifinés sgveikos su SARS-CoV2-RBD metu. Analizés salygos:
1,56 umol L koncentracijos SARS-CoV2-RBD baltymo tirpalas, 10 nmol L™ koncentracijos

p-anti-RBD antikiiny tirpalas, 50 nmol L™ koncentracijos anti-IgG antikiiny tirpalas, 200 nmol Lt
koncentracijos HRP tirpalas, 10 mmol L™ glicino pH 2,0 regeneracinis tirpalas ir 300 s
regeneracijos trukmeé [aut.]

3.5. p-anti-RBD nustatymas netiesioginiu formatu panaudojus anti-lgG

15 paveiksle vaizduojama netiesioginio imuninio jutiklio formato schema. Sioje schemoje
pavaizduotas lusto, padengto 11-MUR savitvarkiu monosluoksniu, pavir§iuje kovalentiskai
imobilizuotas SARS-CoV2-RBD baltymas, su kuriuo sgveikauja analité. Prie analités yra specifiskai
prisijunge antriniai anti-IgG antikiinai.

Triusio polikloniniai antikanai Netiesioginis formatas
specifiski SARS-CoV2-RBD

baltymui (p-anti-RBD) ) L ) L
Ozkos polikloniniai antriniai / \
/ antikiinai specifiski p-anti-RBD
\ antikinams
. SARS-CoV2-RBD baltymas
. S

15 pav. Netiesioginio imuninio jutiklio formato schema [aut.]
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Pagal 2.10 skyrelyje pateikta metodikg buvo tiriamas netiesioginis imuninis jutiklis, kai analités
detekcijai yra naudojami anti-IgG antiktinai. Tam tikslui buvo registruojama p-anti-RBD saveika su
Au-11-MUR-SARS-CoV-2-RBD, kurios steb¢jimas buvo nutraukiamas disociacijos stadijos metu.
Toliau buvo jpilamas 50 nmol L™ koncentracijos anti-IgG tirpalas ir registruojama jy saveika su
p-anti-RBD. Tyrimas buvo atliekamas p-anti-RBD koncentracijy intervale nuo 0,1 iki 20 nmol L™
(16A pav.). Visame tiriamame p-anti-RBD koncentracijy intervale buvo stebima analizinio signalo,
registruojamo anti-lgG prisijungimo metu, tiesiné priklausomybé (R?= 0,999) nuo p-anti-RBD
koncentracijos (16B pav.). 0,1 nmol L p-anti-RBD koncentracijos atveju analizinis signalas buvo
lygus 5,51 + 0,27 m°, 0 20 nmol L atveju — 472 + 5 m°. Tuo metu apskaic¢iuota aptikimo riba buvo
0,08 nmol L™, o nustatymo riba — 0,24 nmol L. Palyginus su tiesioginio nustatymo rezultatais abu
parametrai sumazéjo apytiksliai 2,1 karto.

500
=———10,1 nmol L! A B
j=—0,5 nmol L™
=1 nmol L'
4001 ———2 nmol L
5 nmol L =400
- 7 nmol L' -
E 10 nmol L': E
U;‘ 300 [ 20) nmol L™ m‘\
= ) E=
E} - 300 E
=} =]
=R ="
2 2
200 -
g 200 E
=z <
= =4
& 4,5+ 23,4 &
= X
100 y=o ’ L 100
R?=0,999
04 — 0
0 200 400 600 800 1000 0 5 10 15 20
. -1
Laikas, s Cp-anti-RBD’ nmol L

16 pav. PPR sensogramos, jrasytos Au—11-MUR-SARS-CoV2-RBD—p-anti-RBD saveikos su
anti-IgG antikiinais tyrimo metu (A); tiesinés priklausomybés kreivé (B). Tyrimo salygos:
1,56 umol L koncentracijos SARS-CoV2-RBD baltymo tirpalas, 50 nmol L™ koncentracijos
anti-IgG antikiiny tirpalas, 10 mmol L™ glicino pH 2,0 regeneracinis tirpalas ir 300 s regeneracijos
trukmé [aut.]

3.6. AuND-anti-IgG-HRP konjugaty taikymas p-anti-RBD antikiiny netiesioginiam
nustatymui

17 paveiksle vaizduojama kitokia netiesioginio imuninio jutiklio formato schema, kurioje
naudojami AuND-anti-lgG-HRP konjugatai. Si schema vaizduoja Au—-11-MUR pavirsiuje
kovalentiskai imobilizuota SARS-CoV2-RBD baltyma, prie kurio yra prisijungusi analité, o jos
aptikimui yra naudojami AuND-anti-lgG-HRP konjugatai.
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Triusio polikloniniai antikiinai Netiesioginis formatas
specifiski SARS-CoV2-RBD
baltymui (p-anti-RBD) | / |K //
— Py /: — . Y -~
' SARS-CoV2-RBD baltymas
7\ 7\

‘K /I AuND-anti-IgG-HRP konjugatas \
— 7= specifiskas p-anti-RBD

antikinams
7\ % —

17 pav. Netiesioginio imuninio jutiklio formato schema su AuND-anti-lgG-HRP konjugatais
analités aptikimui [aut.]

Pagal 2.12 skyrelyje pateiktg metodika buvo tiriamas netiesioginis imuninis jutiklis, kai analités
detekcijai yra naudojami AuND-anti-lgG-HRP konjugatai. Siam tikslui buvo registruojama
p-anti-RBD sgveika su Au-11-MUR-SARS-CoV2-RBD, kurios matavimas buvo nutraukiamas
disociacijos stadijos metu. Toliau buvo jpilamas AUND-anti-lgG-HRP konjugaty tirpalas ir
registruojama jy sgveika su p-anti-RBD antikiinais. Tyrimas buvo atliekamas p-anti-RBD
koncentracijy intervale nuo 0,05 iki 7 nmol L (18A pav.). Tiriamame p-anti-RBD koncentracijy
intervale nuo 0,05 iki 5 nmol L buvo stebima analizinio signalo, registruojamo anti-lgG
prisijungimo metu, tiesiné priklausomybé (R? = 0,997) nuo p-anti-RBD koncentracijos (18B pav.).
0,05 nmol L p-anti-RBD koncentracijos atveju analizinis signalas buvo lygus 12,56 + 0,13 m®, o
5nmol L atveju — 423 + 37 m°. Tuo metu apskai¢iuota aptikimo riba buvo 0,04 nmol L?, o
nustatymo riba — 0,12 nmol L. Palyginus su tiesioginio nustatymo rezultatais abu parametrai
sumazéjo apytiksliai 4,3 Karty.
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18 pav. PPR sensogramos, jrasytos Au—-11-MUR-SARS-CoV2-RBD-p-anti-RBD saveikos su
AUND-anti-lIlgG-HRP konjugatais tyrimo metu (A); tiesinés priklausomybés kreivé (B). Tyrimo
salygos: 1,56 umol L koncentracijos SARS-CoV2-RBD baltymo tirpalas, 10 mmol L™ glicino

pH 2,0 regeneracinis tirpalas ir 300 s regeneracijos trukme [aut.]
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3.7. Tyrimai realiuose méginiuose

Norint sukurti imuninj jutiklj, reikia jvertinti jo veikimg realiuose méginiuose. Siam tikslui
buvo atlikti tyrimai netiesioginio formato imuniniam jutikliui, su antriniais anti-IgG antikiinais
analités aptikimui, nustatant p-anti-RBD antikainus filtruotame verselio serume, praskestame 10 karty
su 10 mmol L PBS, pH 7,4 tirpalu. Tyrimai su paruostu 1 nmol L koncentracijos p-anti-RBD
antikiiny tirpalu buvo atliekami tris kartus. Serumo méginiy iSgavos vidurkis buvo 98,9 + 8,9 %,
atitinkamai 0,989 + 0,089 nmol L. Tai rodo, kad sukurtas netiesioginio formato imuninis jutiklis su
antriniais anti-IgG antikiinais analités detekcijai gali biiti naudojamas ir realiuose méginiuose norint
aptikti p-anti-RBD antik@inus.
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ISVADOS

1. Parodyta sukurty tiesioginio ir dvejy tipy netiesioginio nustatymo formato PPR
imuniniy jutikliy pritaikomumas nustatant specifiniy antikiing prie§ SARS-CoV2-RBD baltyma.
Pasirinktas konkurencinio formato imuninis jutiklis néra tinkamas specifiniy antikiing prie§
SARS-CoV2-RBD baltymg nustatymui.

2. Taikant tiesioginio nustatymo formatg analités aptikimui tiesinis priklausomybés
intervalas (R? = 0,997) buvo nuo 0,5 iki 50 nmol L. Nustatyta aptikimo riba buvo 0,17 nmol L?, o
nustatymo riba — 0,52 nmol L.

3. Netiesioginio formato imuninio jutiklio atveju, kai aptikimui yra naudojami antriniai
antikiinai, tiesinis priklausomybés intervalas (R? = 0,999) buvo nuo 0,1 iki 20 nmol L, o aptikimo ir
nustatymo ribos atitinkamai buvo 0,08 ir 0,24 nmol L™,

4. Taikant susintetintus AuND-anti-lIgG-HRP konjugatus netiesioginio formato imuninio
jutiklio veikimui tiesinis priklausomybés intervalas (R? = 0,997) buvo nuo 0,05 iki 5 nmol L, Kai
aptikimo ir nustatymo ribos atitinkamai buvo 0,04 ir 0,12 nmol L™,

5. Netiesioginio formato imuninis jutiklis, naudojant antrinius antikiinus, yra tinkamas
specifiniy antikiingy prieS SARS-CoV2-RBD baltymg nustatymui realiuose meéginiuose. ISgavos
vidurkis buvo lygus 98,9 + 8,9 %, nustatant antiktinus virSelio serume.

28



LITERATUROS SARASAS

1. M. O. Pohl, I. Busnadiego, V. Kufner, I. Glas, U. Karakus, S. Schmutz, and et. al.
SARS-CoV-2 variants reveal features critical for replication in primary human cells. PLoS
biology, 19(3), e3001006, (2021).

2. Pasaulio Sveikatos Organizacijos tinklapis [interaktyvus]. [ZiGréta 2025 m.
balandzio 22 d.]. Priciga per internetg: https://data.who.int/dashboards/covid19/deaths
3. A. Kausaite-Minkstimiene, A. Popov, A. Ramanaviciene. Ultra-sensitive SPR

immunosensors: A comprehensive review of labeling and interface modification using
nanostructures. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 170, 117468, (2024).

4. S. KVM, B. K. Pandey, D. Pandey. Design of surface plasmon resonance (SPR) sensors
for highly sensitive biomolecular detection in cancer diagnostics. Plasmonics, 1-13, (2024).

5. A. Kumari, A. Yadav, O. P. Singh, and P. Sharan. A review of surface plasmon
resonance (SPR) technology in biosensing: innovations, applications and future trends. Journal of
Optics, 1-9, (2024).

6. T. Tene, S. Bellucci, C. V. Gomez. SPR Biosensor Based on Bilayer MoS, for
SARS-CoV-2 Sensing. Biosensors, 15(1), 21, (2025).

7. L. Du, Y. Yang and X. Zhang. Neutralizing antibodies for the prevention and treatment
of COVID-19. Cellular & molecular immunology, 18(10), 2293-2306, (2021).

8. W. Wenbing, C. Ying, Z. Hong, S. Changzhen and Z. Shujun. The SARS-CoV-2
nucleocapsid protein: its role in the viral life cycle, structure and functions, and use as a potential
target in the development of vaccines and diagnostics. Virology Journal (Web), 20(1), 1-16, (2023).

9. N. T. Supekar, A. Shajahan, A. S. Gleinich, D. Rouhani, C. Heiss and P. Azadi.
SARS-CoV-2 Nucleocapsid protein is decorated with multiple N-and O-glycans. BioRxiv, 2020-08,
(2020).

10. X. Guan, Y. Yang and L. Du. Advances in SARS-CoV-2 receptor-binding domain-
based COVID-19 vaccines. Expert review of vaccines, 22(1), 422-439, (2023).

11. F. Peisahovics, M. A. Rohaim and M. Munir. Structural topological analysis of spike
proteins of SARS-CoV-2 variants of concern highlight distinctive amino acid substitution
patterns. European Journal of Cell Biology, 101(4), 151275, (2022).

12. K. M. Hastie, H. Li, D. Bedinger, S. L. Schendel, S. M. Dennison, K. Li and et. al.
Defining variant-resistant epitopes targeted by SARS-CoV-2 antibodies: A global consortium
study. Science, 374(6566), 472-478, (2021).

13. D. Sanyal, S. Chowdhury, V. N. Uversky and K. Chattopadhyay. An exploration of the
SARS-CoV-2 spike receptor binding domain (RBD)-a complex palette of evolutionary and structural
features. BioRxiv, 2020-05, (2020).

14, D. Ray, L. Le, and | Andricioaei. Distant residues modulate conformational opening in
SARS-CoV-2 spike protein. Proceedings of the National Academy of Sciences, 118(43),
€2100943118, (2021).

15. C. Marques-Pereira, M. N. Pires, R. P. Gouveia, N. N. Pereira, A. B. Caniceiro,
N. Rosario-Ferreira and I. S. Moreira. SARS-CoV-2 membrane protein: from genomic data to
structural new insights. International Journal of Molecular Sciences, 23(6), 2986, (2022).

16. V. S. Mandala, M. J. McKay, A. A. Shcherbakov, A. J. Dregni, A. Kolocouris and
M. Hong. Structure and drug binding of the SARS-CoV-2 envelope protein transmembrane domain
in lipid bilayers. Nature structural & molecular biology, 27(12), 1202-1208, (2020).

29


https://data.who.int/dashboards/covid19/deaths

17. B. Berta, H. Tordai, G. L. Lukacs, B. Papp, A. Enyedi, R. Padanyi and T. Hegediis.
SARS-CoV-2 envelope protein alters calcium signaling via SERCA interactions. Scientific
Reports, 14(1), 21200, (2024).

18.  J. Cubuk, J. J. Alston, J. J., Incicco, S. Singh, M. D. Stuchell-Brereton, M. D. Ward
and et. al. The SARS-CoV-2 nucleocapsid protein is dynamic, disordered, and phase separates with
RNA. Nature communications, 12(1), 1936, (2021).

19. S. Baah, M. Laws and K. M. Rahman. Antibody—drug conjugates—a tutorial
review. Molecules, 26(10), 2943, (2021).

20. M. J. Day. Introduction to antigen and antibody assays. Topics in Companion Animal
Medicine, 30(4), 128-131, (2015).

21. I. Kumagai and K. Tsumoto. Antigen—antibody binding. e LS, (2001).

22. M. L. Chiu, D. R. Goulet, A. Teplyakov and G. L. Gilliland. Antibody structure and
function: the basis for engineering therapeutics. Antibodies, 8(4), 55, (2019).

23. G. Vidarsson, G. Dekkers and T. Rispens. 1gG subclasses and allotypes: from structure
to effector functions. Frontiers in immunology, 5, 520, (2014).

24.  V.Bayer. Anoverview of monoclonal antibodies. In Seminars in oncology nursing. WB
Saunders, 35(5), p. 150927, (2019).

25. R. Vattepu, S. L. Sneed and R. M. Anthony. Sialylation as an important regulator of
antibody function. Frontiers in Immunology, 13, 818736, (2022).

26.  A.K.Singh, S. Mittal, M. Das, A. Saharia and M. Tiwari. Optical biosensors: A decade
in review. Alexandria Engineering Journal, 67, 673-691, (2023).

217. S. Q. Nascimento and F. N. Crespilho. Electrochemical Immunosensor for Diagnosis of
COVID-19. In COVID-19 Metabolomics and Diagnosis: Chemical Science for Prevention and
Understanding Outbreaks of Infectious Diseases. Cham: Springer International Publishing, 63-89,
(2023).

28. H. Kumar, R. Dhalaria, S. Guleria, R. Cimler, P. Prerna, D. S. Dhanjal and et. al.
Immunosensors in food, health, environment, and agriculture: a review. Environmental Chemistry
Letters, 22(5), 2573-2605, (2024).

29. C. E. Karachaliou and E. Livaniou. Immunosensors for autoimmune-disease-related
biomarkers: A literature review. Sensors, 23(15), 6770, (2023).

30. N. C. Japp, J. J. Souchek, A. R. Sasson, M. A. Hollingsworth, S. K. Batra and
W. M. Junker. Tumor Biomarker In-Solution Quantification, Standard Production, and Multiplex
Detection. Journal of Immunology Research, 2021(1), 9942605, (2021).

31. B. D. Mansuriya and Z. Altintas. Graphene quantum dot-based electrochemical
immunosensors for biomedical applications. Materials, 13(1), 96, (2019).

32. J. Fischer, J. O. Kaufmann and M. G. Weller. Simple Determination of Affinity
Constants of Antibodies by Competitive Immunoassays. Methods and protocols, 7(3), 49, (2024).

33. Q. Wu, W. Wu, F. Chen and P. Ren. Highly sensitive and selective surface plasmon
resonance biosensor for the detection of SARS-CoV-2 spike S1 protein. Analyst, 147(12), 2809-2818,
(2022).

34. L. Fan, B. Du, F. Pei, W. Hu, S. Feng, B. Liu and et. al. A novel SPR Immunosensor
based on dual signal amplification strategy for detection of SARS-CoV-2 Nucleocapsid
protein. Biosensors, 13(5), 549, (2023).

35. V. Lisyte, A. Kausaite-Minkstimiene, B. Brasiunas, A. Popov and A. Ramanaviciene.
Surface plasmon resonance immunosensor for direct detection of antibodies against SARS-CoV-2
nucleocapsid protein. International Journal of Molecular Sciences, 25(16), 8574, (2024).

30



36.  A. Kausaite-Minkstimiene, A. Giniunaite, A. Popov and A. Ramanaviciene. Gold
nanoparticle-assisted SPR immunosensor for quantification of SARS-CoV-2 anti-RBD
antibodies. Sensors and Actuators B: Chemical, 432, 137465, (2025).

31



SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

GABIJA AGASARJANAITE
PPR imuninis jutiklis specifiniy antikiiny prie§ SARS-CoV-2 viruso RBD baltyma
nustatymui

SARS-CoV-2 viruso sukeliamos COVID-19 ligos pandemija baigési ir daugelis zmoniy
pasiskiepijo nuo Sios klastingos ligos, ta¢iau mirtingumo rodikliai auga toliau. Tod¢l vis dar svarbu
atlikti tyrimus bei analizes, susijusias su SARS-CoV-2 virusu.

Sio darbo tikslas buvo sukurti PPR imuninj jutiklj specifiniy antikiiny prie§ SARS-CoV2-RBD
baltyma nustatymui, taikant skirtingus nustatymo formatus. Buvo parodyti tiesioginio ir dviejy tipy
netiesioginio nustatymo formato PPR imuniniy jutikliy pritaikomumas analités detekcijai.
Tiesioginio nustatymo formato atveju, analités aptikimo tiesinis priklausomybés intervalas buvo nuo
0,5 iki 50 nmol L%, apskaiciuotos aptikimo ir nustatymo ribos atitinkamai buvo 0,17 ir 0,52 nmol L.,
Netiesioginio nustatymo atveju, kur analités detekcijai buvo naudojami antriniai anti-IgG antiktinai,
tiesinis priklausomybés intervalas buvo nuo 0,1 iki 20 nmol L. Apskai¢iuotos aptikimo ir nustatymo
ribos buvo 2,1 karto maZesnés nei tiesioginio nustatymo formato imuninio jutiklio atveju. Kitu,
netiesioginio nustatymo formato imuninio jutiklio atveju, kai analités aptikimui buvo naudojami
susintetinti AuUND-anti-lgG-HRP konjugatai, tiesinis priklausomybés intervalas buvo nuo 0,05 iki
5nmol L. Apskai¢iuotos aptikimo ir nustatymo ribos buvo 4,3 karty maZesnés nei tiesioginio
nustatymo formato atveju. Taip pat buvo patvirtintas netiesioginio imuninio jutiklio su antriniais
antiktinais analités detekcijai tinkamumas analités nustatymui realiuose méginiuose.
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SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF CHEMISTRY AND GEOSCIENCES

GABIJA AGASARJANAITE
SPR Immunosensor for the Detection of Specific Antibodies Against SARS-COV-2
Virus RBD Protein

The COVID-19 pandemic caused by the SARS-COV-2 virus has ended and many people have
been vaccinated against this insidious disease, but mortality rates continue to rise. Therefore, it is still
important to conduct research and analysis related to the SARS-COV-2 virus.

The aim of this work was to develop a SPR immunosensor for the detection of specific
antibodies against SARS-COV2-RBD protein using different detection formats. The applicability of
SPR immunosensors of direct and two types of indirect detection formats for analyte detection was
demonstrated. In the case of the direct detection format, the linear dependence range of analyte
detection was from 0.5 to 50 nmol L, the calculated detection and quantification limits were 0.17
and 0.52 nmol L%, respectively. In the case of indirect detection, where secondary anti-lgG antibodies
were used for analyte detection, the linear dependence range was from 0.1 to 20 nmol L. The
calculated detection and quantification limits were 2.1 times lower than in the case of the direct
detection format immunosensor. In another case, an indirect immunosensor, where synthesized
AuND-anti-IgG-HRP conjugates were used for analyte detection, the linear dependence range was
from 0.05 to 5 nmol L. The calculated detection and quantification limits were 4.3 times lower than
in the direct detection format. The suitability of the indirect immunosensor, with secondary antibodies
for analyte detection, for analyte detection in real samples was also confirmed.
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