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SANTRUMPOS

ACT — AmpC tipo B-laktamazé (angl., AmpC-type-lactamase);

AMR - antimikrobinis atsparumas (angl., antimicrobial resistance);,

Ar. — aminorugstis;

AST — jautrumo antimikrobinéms medziagoms nustatymas (angl.,
antimicrobial susceptibility testing);

BLDB - B-laktamaziy duomeny bazé (Beta-Lactamase DataBas);

BSA —jaucio serumo albuminas;

B-ME — B-merkaptoetanolis;

CDR1-3 — hipervariabiliosios sritys (angl., complementarity-determining
regions 1-3,);

CHAPS — 3-((3-cholamidopropil) dimetilamonio)-1-propanosulfonatas;
CLSI - Klinikiniy laboratoriniy standarty institutas (angl., Clinical
Laboratory Standards Institute);

CMY - cefamicing hidrolizuojanti B-laktamazé (angl., CephaMYcin-
hydrolyzing-lactamase);

DHA — Dahrano ligoninés Saudo Arabijoje B-laktamazé (angl., Dhahran
Hospital in Saudi Arabia-lactamase);

DHA-177-93— DHA-1 B-laktamazés homologiskas 77-93 ar. regionas;
DMEM - Dulbecco modifikuota Eagle terpé (angl., Dulbecco s Modified
Eagle Medium);,

DMSO - dimetilsulfoksidas;

DTT — ditiotreitolis;

EDC — 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimidas;

ESBLs — padidinto spektro B-laktamazés (angl., extented-spectrum p-
lactamases);

FVS — fetalinis versSelio serumas (angl., foetal calf serum);

HAT — hipoksantinas, aminopterinas ir timidinas;

HRP — krieny peroksidazé (angl., horseradish peroxidase);

HT — hipoksantinas ir timidinas;

IFA — imunofermentiné analizé;

IgG — imunoglobuliny G klasés antikiinai;

IPTG — izopropil-p-D-tiogalaktopiranozidas;

Kq — tariamoji disociacijos konstanta;

kDNR — kopijiné¢ DNR;

KT — kambario temperatiira;

LB — Luria Bertani mitybiné terpé;

MAKk — monokloninis antikiinas;

MAK-Au — MAK ir aukso nanodaleliy konjugatas;

MAKk-HRP — MAKk ir krieny peroksidazés konjugatas;



MBL — metalo B-laktamazé (angl., metallo-f-lactamase);

MBP — maltoze suriSantis baltymas (angl., maltose binding protein);,
MIC — minimali augimg slopinanti koncentracija (angl., minimum inhibitory
concentration);

NDM — Naujojo Delio metalo B-laktamazé (angl., New Delhi metallo-f-
lactamase);

NFA — nepilnas Freundo adjuvantas;

OT - optinis tankis;

PBP — su penicilinu besijungiantis baltymas (angl., penicillin binding
protein);

PBS — fosfaty buferinis tirpalas;

PBST — fosfaty buferinis tirpalas su 0,1 % Tween-20;

PDC — angl. trump. Pseudomonas-Derived Cephalosporinases;

PEG — polietilenglikolis;

PFA — pilnas Freundo adjuvantas;

PMSF — fenilmetilsulfonilfluoridas;

PSO — Pasaulio sveikatos organizacija;

PVDF - polivinildifluoridas;

rACT-14 — rekombinantiné ACT-14 B-laktamazé;

RAk — rekombinantiniai antiktinai;

rCMY-34 — rekombinantiné CMY-34 B-laktamazg;

rDHA-1 — rekombinantiné DHA-1 B-laktamazé;

RE - restrikcijos endonukleazé;

rMBP-ADC-144 — su maltoze suriSanciu baltymu sulieta rekombinantiné
ADC-144 B-laktamazé;

rNDM-1 — rekombinantiné NDM-1 -laktamazé;

rPDC-195 — rekombinantine PDC-195 B-laktamazeé;

SDS-PAGE —angl. trump. Sodium Dodecyl! Sulfate-PolyacrylAmyde Gel

Electrophoresis;

SPR — pavir$iaus plazmony rezonansas (angl., surface plasmon resonance);
Sulfo-NHS — N-hidroksisulfosukcinimidas;

TAE — Tris-acetatinis buferinis tirpalas;

TEMED - tetrametiletilendiaminas;

TK — timidinkinazé;

TMB - 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidinas;

TPX — dviejy fotony suzadinimo mikrofluorimetriné technologija (angl.,
two-photon microlfluorometric technology);

VH - sunkiosios grandinés variabilioji sritis;

VL — lengvosios grandinés variabilioji sritis.



IVADAS

Bakterijy atsparumas antimikrobiniams vaistams, remiantis Pasaulio
sveikatos organizacijos (PSO) duomenimis, yra viena didZiausiy S§io amziaus
grésmiy Zzmogaus sveikatai pasaulyje. Siuo metu apie apie 4,95 mln. miréiy
per metus yra siejamos su antibiotikams atspariy bakterijy sukeltomis
infekcijomis. Prognozuojama, kad §is skaicius iki 2050 m. iSaugs iki 10 min.
ir virSys $iuo metu daugiausiai gyvybiy nusinesSancio vézio sukeliamy mirciy
skai¢iy. Visuomenéje, sveikatos priezitiros jstaigose bei Zemés iikyje placiai
naudojant antimikrobinius preparatus, bakterijos sparCiai jgyja naujus
atsparumo antibiotikams mechanizmus. Problemg taip pat didina naujy ir
veiksmingy antibiotiky triikumas bei sudétinga jy paieska ir licencijavimas.
Todél bakterijy jgyjamas atsparumas antibiotikams lemia Siy vaisty
neveiksminguma ir kelia grésmg placiai paplitusiy infekciniy ligy iSgydymo
galimybei. Ateityje antimikrobinio atsparumo (AMR) problema gali lemti
sunkiai valdomus bakteriniy infekcijy protriikius.

Siekiant spresti AMR problemg, remiantis PSO rekomendacijomis,
reikalingi inovatyviis ir veiksmingi atsparumo antibiotikams tyrimai ir
diagnostiniai jrankiai. Siuo metu sveikatos prieziiiros sistemoje apie 60 %
naudojamy antibiotiky sudaro B-laktaminiai antibiotikai, todél diagnostiniais
taikiniais gali biiti pasirenkami §iuos antibiotikus hidrolizuojantys bakterijy
atsparumo antibiotikams veiksniai — p-laktamazés. Pazangiy diagnostiniy
sistemy kirimui, kaip molekuliniai jrankiai, gali bati naudojami j-
laktamazéms specifiski monokloniniai antikiinai (MAk). MAk taikymas
imunologiniams detekcijos metodams leisty greitai, nesudétingai ir atrankiai
nustatyti B-laktamazes antibiotikams atspariy bakterijy méginiuose. Sie
antiklinais paremti [-laktamaziy nustatymo testai gali buti taikomi
epidemiologiniams ar atsparumo antibiotikams mechanizmy tyrimamas.

Siame darbe, remiantis PSO pateiktu prioritetiniy antibiotikams atspariy
patogeny sarasu, pagal aktualumg ir svarbg buvo atrinkti diagnostiniai
taikiniai — bakterijy atsparuma antibiotikams lemiancios AmpC ir metalo -
laktamazés. MAk kurimui buvo pasitelktos dvi strategijos. Taikant pirmaja,
panaudojant Escherichia coli susintetintas ir i§grynintas rekombinantines 3-
laktamazes, hibridomy technologija buvo sukurtos 4 MAk kolekcijos pries
ACT-14, NDM-1, PDC-195 ir CMY-34 pB-laktamazes. Taikant antraja
strategijg, sukurta placiu reaktyvumu AmpC B-laktamazéms pasizyminciy
MAKk kolekcija, kurios kiirimui imunogenu buvo panaudotas rekombinantinis
chimerinis nanovamzdelius formuojantis bakteriofago baltymas gp39 su
iterpta dideliu konservatyvumu tarp AmpC pasizymin¢ia DHA-1 -
laktamazés 17 aminoriig§ciy ilgio seka. Sukurty antikiiny kolekcijos buvo
detaliai apibudintos, nustatant jy giminingumg antigenams, reaktyvumag su
natyviomis P-laktamazémis bakterijy izoliatuose, jvertinant $iy antikiiny
kryZzmines reakcijas bei identifikuojant atpazinimo regionus antigenuose.
Atrinkti dideliu giminingumu antigenams pasizymintys MAKk iSbandyti
jvairiose imunologinése analitinése sistemose, tokiose kaip: kiekybiné
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dviepitopé imunofermentin¢ analiz¢, greitasis imunochromatografinis testas ir
dviejy fotony suzadinimo technologija paremta sistema. Siems metodams
pritaikyty MAk diagnostinis potencialas buvo patvirtintas, juos testuojant su
natiiralias B-laktamazes produkuojanciais bakterijy izoliatais.

Darbo tikslas: sukurti antikinus ir imunologinius analitinius metodus
bakterijy atsparumg antibiotikams lemian¢iy veiksniy — [-laktamaziy —
nustatymui ir juos iSbandyti su biologiniais méginiais.

Uzdaviniai:

1. Sukurti monokloninius antikiinus (MAk) prie§ rekombinantines
Escherichia coli bakterijose susintetintas [-laktamazes: ACT-14,
NDM-1, PDC-195 ir CMY-34.

2. Sukurti plad¢iu reaktyvumu AmpC p-laktamazéms pasiZymincius
MAKk, naudojant mielése susintetinta chimerinj bakteriofago baltyma
su jterpta konservatyvia AmpC B-laktamaziy seka.

3. ISsamiai apibudinti sukurtuosius MAk — istirti jy specifiSkuma,
gimininguma, epitopy lokalizacija, taikant imunocheminius, fizikinius
ir bioinformatinius tyrimo metodus.

4. Atrinkti tinkamomis savybémis pasizymincius MAKk ir juos pritaikyti
kuriant [B-laktamaziy nustatymui skirtus imunologinius analizés

metodus.

5. Jvertinti MAk diagnostinj potencialg, taikant sukurtus imunologinius
metodus B-laktamazes produkuojanciy bakterijy izoliaty analizei.
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MOKSLINIS NAUJUMAS

Dél netinkamo ir perteklinio antibiotiky naudojimo medicinoje ir
gyvulininkystéje, bakterijos sparciai jgyja naujus atsparumo antibiotikams
mechanizmus. Todél bakterijy atsparumo antibiotikams veiksniy — [-
laktamaziy — nustatymas bakterijy izoliatuose yra svarbus klinikinei
diagnostikai, epidemiologiniams ir atsparumo antibiotikams mechanizmy
tyrimams. AmpC B-laktamazés vis dazniau aptinkamos sveikatos prieziiiros
Istaigose, gyvuliy iikiuose ar i§ laukiniy gyviiny izoliuotose gramneigiamose
bakterijose [1]. Nepaisant to, Klinikiniy laboratoriniy standarty institutas
(angl., Clinical Laboratory Standards Institute) iki $iol néra patvirtings AmpC
detekcijai skirty metodiniy rekomendacijy. Todél AmpC B-laktamazéms
specifiski MAk ir jy taikymas Siy baltymy nustatymui turi potencialig
diagnosting verte. Atsizvelgiant j problematikg, Siame darbe buvo sukurtos ir
detaliai apibiidintos 4-ios AmpC priklausan¢ioms ACT-14, PDC-195 ir CMY-
34 B-laktamazéms specifiSky MAk kolekcijos. Taip pat, kaip diagnostinis
taikinys, MAk kirimui pasirinkta placiai pasaulyje iSplitusi metalo [-
laktamazé — NDM-1. Svarbu ir tai, jog MAk prie§ ACT-14, PDC-195 ir CMY-
34 iki Siol nebuvo apraSyti.

Siame darbe buvo kryptingai sukurti ir detaliai apibadinti plataus
reaktyvumo MAKk prie§ unikalia DHA [-laktamaziy Seimos fermentams
biidingg aminoriigd¢iy seka. Si seka pasizymi dideliu konservatyvumu tarp
AmpC B-laktamaziy, todél sukurti MAk, kaip universaltis molekuliniai
jrankiai, turi didele diagnostine verte. Siuo metu identifikuota daugiau nei 63
AmpC B-laktamaziy $eimy, kurias sudaro daugiau nei 6780 Siy fermenty
aleliniy varianty, o i§ jy daugiau nei 37 priklauso DHA Seimai [2]. Plataus
reaktyvumo MAKk taikymas -laktamaziy nustatymui suteikty galimybe vienu
molekuliniu jrankiu nustatyti didele AmpC baltymy jvairove. Siame darbe,
antikingy kiirimo procese imunizacijai panaudotas mielése susintetintas
chimerinis, multimering struktiira formuojantis bakteriofago vB_EcoS NBD?2
uodegélés baltymas gp39 su jterpta konservatyvia AmpC B-laktamaziy seka.
Ankstesniais  tyrimais parodyta, jog mielése susintetintas gp39
oligomerizuojasi ir sudaro stabilias nanovamzdeniy struktiiras bei sukelia
stipry imuninj atsakg laboratorinéms peléms. Dél Siy ypatybiy,
nanovamzdeliai, kaip neSikliai, gali biiti panaudoti tiksliniy baltymy,
pavyzdziui, B-laktamaziy, fragmenty eksponavimui [3], [4]. Taigi, Siame
darbe apraSytas metodas parodo chimeriniy nanovamzdeliy taikymo
kryptingam MAKk kirimui galimybes. Svarbu pabrézti, kad iki Siol plataus
reaktyvumo MAK prie§ B-laktamazes, ju kurimo strategija ir taikymas Siu
fermenty nustatymui nebuvo aprasyti.
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GINAMIEJI TEIGINIAI

E. coli susintetintos rekombinantinés p-laktamazés ir mielése
susintetintas chimerinis bakteriofago baltymas gp39 su jterpta
konservatyvia B-laktamaziy seka sukelia stipry imuninj atsaka
laboratorinéms peléms ir yra tinkami antigenai MAk kiirimui, taikant
hibridomy technologija.

Sukurti MAk prie§ B-laktamazes pasizymi dideliu giminingumu ir
specifiSkumu antigenams bei geba atpazinti natyvias P-laktamazes
bakterijy izoliatuose.

MAKk prie§ ACT, NDM, PDC ir CMY B-laktamazes gali buti pritaikyti
kuriant imunologinius analitinius metodus, skirtus B-laktamaziy

kokybiniam arba kiekybiniam nustatymui bakterijy izoliatuose.

Plataus reaktyvumo MAk pries AmpC B-laktamazes gali biti pritaikyti
imunojutikliy, skirty $iy B-laktamaziy nustatymui, kirimui.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1. Atsparumas antimikrobiniams junginiams

Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO) duomenimis, antimikrobinis
atsparumas (angl., antimicrobial resistance, AMR) yra viena didziausiy
gréesmiy zmogaus sveikatai [5]. Antimikrobinés medziagos, tokios kaip
antibiotikai, prieSvirusiniai, prieSgrybeliniai ar prieSparazitiniai vaistai, placiai
naudojamos medicinoje ir Zemés wikyje jvairiy infekciniy ligy gydymui ar jy
prevencijai. AMR atsiranda, kai bakterijos, virusai, grybeliai ar pirmuonys
iSvysto atsparumo mechanizmus antimikrobiniams vaistams. Todél
antibiotikai ar kiti antimikrobiniai junginiai tampa nebeveiksmingi, o tai
sumazina infekciniy ligy iSgydymo galimybes. Iprastos medicininés
procediiros, tokios kaip: chirurginés operacijos ar vézio chemoterapija, tampa
rizikingesnémis, kyla ligy plitimo, pacienty negalios ir mirties rizika [5].
Nustatyta, jog 2019 m. apie 4,95 mln. miciy pasaulyje buvo siejamos, o i8 jy
1,27 mln. buvo tiesiogiai susijusios, su antibiotikams atspariy bakterijy
sukeltomis infekcijomis (1.1 pav.) [6].
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1.1 pav. 2050 m. prognozuojamas zmoniy mir¢iy, siejamy su AMR, skaiius per
metus jvairiuose pasaulio regionuose. Modifikuota pagal [7].

Atsparumg antibiotikams lemia bakterijy jgyjami atsparumo Siems
junginiams mechanizmai, apsaugantys bakterijas nuo antibiotiky poveikio.
Antibiotikams atspariy mikroorganizmy sukelty infekcijy gydymas yra
sudétingas ir ilgai trunkantis procesas [8], [9]. Remiantis AMR epidemiologija
vertinantinanciy ir i§ bendradarbiaujanciy Saliy sudaryty tinkly EARS-Net
(angl., European Antimicrobial Resistance Surveillance Network) ir CAESAR
(angl., Central Asia and Eastern European Surveillance of Antimicrobial
Resistance) informacija, antibiotikams atspariy bakterijy paplitimas per
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pastaraji deSimtmetj Zenkliai iSaugo [10]. Remiantis Ligy kontrolés ir
prevencijos centry informacija, kiekvienais metais vien tik Jungtinése
Amerikos Valstijose apie 2 mln. Zmoniy susiduria su antibiotikams atspariy
bakterijy sukeltomis infekcijomis, o i§ jy — 23 tikst. mirSta. Vertinant Sios
problemos masta, prognozuojama, kad kiekvienais metais apie 700 tiikst.
mir¢iy pasaulyje bus susijusios su AMR. Manoma, kad iki 2050 m. Sis
skaiCius gali iSaugti iki 10 mln. mir¢iy per metus (1.1 pav.) [9]. Svarbu ir tai,
kad antibiotikams atspariy bakterijy, pavyzdziui, plac¢iam antibiotiky spektrui
atspariy Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
aureus, sukelty infekcijy gydymas reikalauja ilgesnés pacienty
hospitalizacijos ir didesniy sveikatos prieziiiros sistemos resursy, todél
papildomai didina nasta sveikatos priezitiros sistemai ir valstybés ekonomikai
[9].

AMR yra natiraliai gamtoje sutinkamas procesas, laikui bégant
patogenuose besivystantis dél jgaunamy pokyciy jy genetinéje medziagoje.
Taciau, naujy AMR mechanizmy vystymasi ir paplitimg spartina zmoniy
veikla [5]. Patogeny jgyjamas atsparumas antibiotikams siejamas su didelio
masto ir neatsakingu antimikrobiniy preparaty naudojimu medicinoje,
zemdirbystéje, gyvulininkystéje ir pramonéje [11]. Skaiciuojama, kad
pasaulyje per metus profilaktiniais ir gydymo tikslais vien tik gyvulininkystéje
sunaudojama apie 60 000 tony antimikrobiniy preparaty [5].
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(! KLIMATO KAITA

ANTIMIKROBINIY
PREPARATY NAU DOJIMAS*

INFEKCINES
LIGOS ’@
ZMONIY
SVEIKATA f S\/EIKATA
ZMONIY __ VETERINARINE
MIGRACIA *’ MEDICINA
. INTENSYVI

' GYVULININKYSTE

__ ANTMIKROBINIY
' PREPARATY NAUDOJIMAS*

1.2 pav. ,,Vienos sveikatos principo, pagal kurj zmoniy, gyviiny ir juos supancios
aplinkos sveikatos yra glaudziai susijusios, vizualizacija. Paveiksle pateikiama po
keleta Zzmoniy, gyviiny ir aplinkos sveikata veikianCiy veiksniy pavyzdziy.
Modifikuota pagal [12].

Taigi, AMR yra kompleksiné problema, kurios sprendimui reikalingi
konkretiis veiksmai zmoniy sveikatos, maisto gamybos, gyviny ir
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aplinkosaugos sektoriuose. Vis dazniau akcentuojamas ,,Vienos sveikatos*
(angl., One Health) integruotas ir jvairius sektorius, disciplinas bei
bendruomenes telkiantis pozidris. Siuo principu pabréZiama, kad Zmoniy,
naminiy ir laukiniy gyviiny, augaly bei mus supacios aplinkos sveikata yra
glaudziai susijusi (1.2 pav.) [13]. Iniciatyva siekiama sumazinti naudojamy
antibiotiky kiekj ir subalansuoti zmoniy, gyviiny ir ekosistemy sveikatg AMR
problemos kontekste.

1.1.1. Kovos su antimikrobiniu atsparumu veiksmy planas

AMR yra pasaulinio masto problema, todél jos sprendimui reikalingi
koordinuoti ir strategisSkai suplanuoti veiksmai. Remiantis PSO, S§iuo metu yra
prioritizuojami keli $ios problemos sprendimo keliai. Vienas i$ jy — infekciniy
ligy prevencijos uZztikrinimas, siekiant sumazinti netinkamo antibiotiky
vartojimo mastg. Taip pat skatinamas prieinamumo prie moderniosios
diagnostikos ir tinkamo infekciniy ligy gydymo uZtikrinimas bei AMR
stebésena ir inovacijy uztikrinimas, pavyzdziui, AMR paplitimo ir
antimikrobiniy preparaty naudojimo stebésena, naujy vakciny, diagnostiniy
metody ir vaisty kiirimas [5].

Sprendziant AMR problemg, reikalingi kompleksiski veiksmai medicinos,
maisto pramonés, gyviiny ir kituose su antibiotiky naudojimu susijusiuose
sektoriuose. Siuos veiksmus papildo ne tik anks¢iau minétas ,,Vienos
sveikatos® principas, bet ir kuriami visuotiniai veiksmy planai, buriamos
pasaulinés asambléjos, rengiami informaciniai renginiai. 2023 m. 178
pasaulio Salys buvo jpareigotos parengti nacionalinius AMR veiksmy planus,
kuriais remiantis, Salys turi sukurti ir inegruoti daugiasektorinj AMR valdymo
mechanizma, prioritetizuoti kovos su §ia problema veiksmus bei sutelkti
turimus iSteklius $io plano jgyvendinimui [5].

Vis daugiau démesio pasaulyje skiriama tinkamam ir veiksmingam
infekciniy ligy gydymo uztikrinimui. AMR kontekste siekiama Sviesti ir
skatinti sveikatos jstaigas remtis moksliniais tyrimais paremtomis antibiotiky
ir kity antimikrobiniy preparaty skyrimo ir vartojimo rekomendacijomis.
Siekdama pagerinti gydymo pricinamumg bei sumazinti netinkamo
antibiotiky naudojimo masta, PSO iSleido AwaRe (angl., Access, Watch,
Reserve) — iS$samiai antibiotikus, jy dozes, skyrimg ir vartojimg apraSantj
informacinio pobudzio leidinj [5].

Dédama pastangas inicijuoti ir tinkama linkme nukreipti naujy
antimikrobiniy preparaty, diagnostiniy metody ir vakciny kiirimg bei tyrimus,
2017 m. (su 2023 m. papildymu) PSO isleido antimikrobiniams preparatams
atspariy prioritetiniy bakteriniy patogeny ir 2022 m. — prioritetiny grybeliniy
patogeny, sarasus [14], [15].

Nepaisant dedamy globaliy pastangy, sprendziant AMR problemas,
reikalingas aktyvesnis $aliy jsitraukimas, didesnés inovacijos bei investicijos
1 AMR epidemiologinius tyrimus.
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1.1.2. Efektyviy antibiotiky tritkumo problema

Atradus ir placiai pradéjus naudoti antibiotikus, vystosi ir plinta bakterijy
atsparumo antibiotikams mechanizmai. Sis procesas — nesibaigiantis ciklas,
kuriame sukurty ir patvirtinty antibiotiky poveikis palaipsniui susilpninamas
naujai atsirandanciy ir iSplintanciy atsparumo antibiotikams mechanizmy
bakterijose. Iprastais atvejais, atsizvelgdama | §ig padétj, farmacija ripinasi
nenutriikstamu visuomenés apripinimu naujais ar anks¢iau sukurtais, taciau
modifikuotais ir pagerintomis antimikrobinémis savybémis pasiZyminciais,
antibiotikais. Taciau §iuo metu dél spartaus AMR iSplitimo pasaulyje Sis
ciklas yra sutrikdytas [16]. SkaiCiuojama, kad 2020 m. pabaigoje, pirmoje,
antroje ir tre¢ioje klinikiniy tyrimy stadijose bei galutinio patvirtinimo lauké
tik 43 nauji antibiotikai (1.3 pav.).

A B
Spektras Tipas Gram-
@ Platus @ Naujas O Jau egzistuojantis Patvirtinti

@® Siauras @Taikinys -PSO prioritetiniai patogenai

Gram+ Gram-

(n=10)
Klinikiniuose tyrimuose

(n=19)
O B-laktamai/
B-laktamaziy slopikliai
@ Chinonai
O Tetraciklinai
@ Aminoglikozidai
@ Ansamicinai

OFazé 1 [DFazé 2 [ Fazé 3 @ Polimiksinai
B Laukiama patvirtinimo W Patvirtinta ® Nauji

1.3 pav. Naujy antibiotiky kiirimo ir testavimo klinikiniuose tyrimuose etapai. (A)
2014-2020 m. laikotarpyje tirti ir patvirtinti antibiotikai. Antibiotikai skirstomi pagal
jy veikimo spektrg, cheminés struktiiros naujumg ir veiksminguma prie§ pasaulio
sveikatos organizacijos (PSO) atrinktus prioritetinius bakterinius patogenus. (B)
Patvirtinti arba klinikiniuose tyrimuose esantys nauji antimikrobiniai junginiai, skirti
gramneigiamy bakterijy sukelty infekcijy gydymui. Modifikuota pagal [16].

Palyginimui 2020 m. $iose tyrimy stadijose buvo vertinama daugiau nei
1300 priesvéziniy vaisty [16]. Pavyzdziui, laikotarpiu nuo 2018 iki 2022 m.
rugpjucio buvo patvirtinti tik 5 nauji antibiotikai (1.4 pav.) [17].
Skai¢iuojama, kad net trys ketvirtadaliai kuriamy antibiotiky yra jau
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egzistuojanciy antibiotiky pirmtakai, o likusig dalj sudaro naujos cheminés
struktiiros ar prie$ naujus taikinius kuriami preparatai [16].

Antibiotikai Kiti vaistai 226

174 177
140
124 128
. I 105
L 10 7 ! 2 U 5
1983-1987  1988-1992  1993-1997  1998-2002  2003-2007  2008-2012  2013-2017  2018-2022/08

1.4 pav. Laikotarpyje nuo 1983 iki 2022 m. rugpjucio mén. patvirtinti nauji
antibiotikai ir kiti vaistai. Modifikuota pagal [17].

Naujy ir veiksmingy antibiotiky paieskos ir kiirimo procesas $iuo metu
susiduria su inovacijy tritkumu bei mokslo ir tyrimy, ieSkant naujy antibiotiky
kandidaty, i$$iikiais, kurie siejami su per mazu tyrimy finansavimu (1.4 pav.).
rizikg farmacijos jmonéms. Naujy ir kliniSkai reik§Smingy antibiotiky kiirimg
ir taikyma riboja per mazas farmacijos jmoniy susidoméjimas ir ribotas
antibiotiky ktrimo bei jy klinikiniy tyrimy finansavimas [17].

Siekdama kovoti su AMR problema ir veiksmingy antibiotiky trikumu,
2017 m. (su 2023 m. papildymu) PSO paskelb¢ prioritetiniy antibiotikams
atspariy bakterijy sarasa, sudaryta i§ 12 didziausia grésme¢ pasaulyje Zzmoniy
sveikatai kelian¢iy bakterijy Seimy. Siuo sarasu siekiama suteikti gaires
mokslui ir jo vystymui naujy vakciny, diagnostiniy sistemy ir antibiotiky
kirimo procese. Pagal naujy antibiotiky poreikio svarba, patogenai sarase
suskirstyti j auksciausio, auksto ir vidutinio prioriteto grupes (1.5 pav.) [15].

Remiantis PSO, auks$Ciausio prioriteto patogenai kelia didele grésme
ligoniniy ir slaugos namy pcientams. Didelés rizikos grupe sudaro pacientai,
kuriy gydymui reikalingas dirbtinio kvépavimo palaikymas ar gydymui
naudojami kateteriai. AukSciausiam prioritetui priskiriamos bakterijos gali
sukelti sunkias ir daZnai mirtinas infekcijas, tokias kaip: kraujo uzkrétimas ar
pneumonija. Sioms bakterijoms yra biidingas atsparumas pla¢iam antibiotiky
spektrui, jskaitant ir §iuo metu daugybiniu atsparumu pasizyminéiy bakterijy
sukelty infekcijy gydymui naudojamiems karbapenemams ar naujausios
kartos cefalosporinams [15].

Auksto ir vidutinio prioriteto grupéms priskiriamos bakterijos, kurios
sukelia placiai paplitusias infekcines ligas, tokias kaip gonoréja ar salmoneliy
sukeltas apsinuodijimas maistu. Tarp Siy bakterijy taip pat sparciai plinta
atsparumo antibiotikams mechanizmai [15].
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AUKSCIAUSIAS AUK3TAS VIDUTINIS
PRIORITETAS PRIORITETAS PRIORITETAS
Acinetobacter baumanii Enterococcus faecium Haemophilus influenzae

Atsparumas karbapenemams

Atsparumas vankomicinui

Atsparumas ampicilinui

Staphylococcus aureus
Atsparumas meticilinui ir
vankomicinui

OO —

Shigella sp.
Atsparumas fluorochinonams

Enterobacteriaceae

Helicobacter pylori

Streptococcus pneumoniae

Atsparumas karbapenemams ir
treios kartos cefalosporinams

Pseudomonas aeruginosa
Atsparumas karbapenemams

@h

Atsparumas klaritromicinui Nejautrumas penicilinui

Camphylobacter sp.
Atsparumas fluorochininams

Salmonella sp.
Atsparumas fluorochinonams

Neisseria gonorrhoeae
Atsparumas fluorochinonams ir
trecios kartos cefalosporinams

OO0 O OO —

1.5 pav. PSO sudarytas antibiotikams atspariy prioritetiniy bakteriniy patogeny
sarasas. ,,— nurodo gramneigiamas bakterijas; ,,+* nurodo gramteigiamas bakterijas.
Parengta pagal [15].

Sprendziant AMR problema, reikalingi ne tik nauji ir veiksmingi
antibiotikai, taciau svarbu imtis infekciniy ligy prevencijos veiksmy. Todél,
reikalingas tinkamo antibiotiky skyrimo ir vartojimo uztikrinimas bei
racionalus naujy ir biisimy antibiotiky taikymas gydymui [18].

1.1.3. Antibiotikai ir jy klasifikavimas

Antibiotiky atradimas XX a. pradzioje ir jy taikymas infekciniy ligy
gydymui yra vienas svarbiausiy laiméjimy medicinos istorijoje. Siy vaisty
déka padidéjo infekciniy ligy iSgydymo tikimybé, todél pageréjo zmoniy
gyvenimo kokybé bei trukmé. Antibiotikai placiai naudojami bakterijy sukelty
infekcijy gydymui ar prevencijai medicinoje ir gyvulininkystéje [18].

Pagal cheming struktiirg antibiotikai skirstomi j Sias klases: P-laktamai,
makrolidai, tetraciklinai, aminoglikozidai ir chinonai. Dél savo efektyvumo -
laktamai sudaro du tre¢dalius medicinoje naudojamy antibiotiky. Siy
antibiotiky cheminei strukttrai biidingas B-laktaminis Ziedas. Skirtingoms
klaséms priklausantys B-laktaminiai antibiotikai savo struktiiroje gali turéti
papildomas Sonines grupes ar heterociklinius ziedus (1.6 pav.). B-laktamams
priklauso penicilinai (btidingas tiazolidino ziedas ir papildoma Soniné grupé),
cefalosporinai (turi dihidrotiazino Zieda ir dvi papildomas Sonines grupes),
karbapenemai (struktiiroje yra modifikuotas tiazolidino Ziedas) ir
monobaktamai (biidingas -laktaminis Ziedas be papildomy gretimy Soniniy
grupiy) [19].
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1.6 pav. Skirtingy klasiy B-laktaminiy antibiotiky cheminés struktiiros. Modifikuota
pagal [19].

Didelé antibiotiky struktiiros jvairové lemia skirtingus §iy junginiy
veikimo mechanizmus. Siais remiantis, antibiotikai gali bti klasifikuojami
pagal bakterijy dalijimuisi svarbiy molekuliniy procesy slopinima. Tai gali
buti Iastelés sienelés, baltymy ar nukleoriigsciy sintezés ar Igstelés sienelés
funkcijy palaikymo sutrikdymas [20]. Antibiotiky klasifikavimas pagal jy
veikimo mechanizma pateiktas 1.1 lenteléje.

1.1 lentelé. Pagrindinés antibiotiky klasés ir jy skirstymas pagal veikimo
mechanizma. Parengta pagal [21]

Veikimo mechanizmas Antibiotiky klasés
Lastelés sienelés sintezés Penicilinai, cefalosporinai, karbapenemai,
slopinimas daptomicinas, monobaktamai, glikopeptidai

Tetraciklinai, aminoglikozidai,
Baltymy sintezés slopinimas oksazolidononai, streptograminai, ketolidai,
makrolidai, linkozamidai

DNR sintezés slopinimas Fluorochinonai
Folio ruigsties sintezés Sulfonamidai
slopinimas
RNR sintezés slopinimas Rifampinai
Kiti Metronidazolas

Pavyzdziui, B-laktaminiy antibiotiky veikimo mechanizmas yra pagrjstas
bakterijy sienelés sintezés sutrikdymu, Siam antibiotikui kovalentiskai
jungiantis transpeptidazes, dar kitaip vadinamos su penicilinu besijungianciu
baltymu (ang., penicillin binding protein, PBP), aktyviajame centre. PBP
dalyvauja galutiniuose peptidoglikano sintezés etapuose, kryzmiskai
tarpusavyje sujungiant peptidoglikano molekules (1.7 pav.). Skirtingoms
bakterijy rusims budingi joms specifiski PBP baltymai. Paprastai, rtsiai
priklauso 3-8 §io baltymo variantai. Peptidogligano sluoksnio sintezé yra
gyvybiskai svarbi gramneigiamy ir gramteigiamy bakterijy augimui ir
dalijimuisi [22]. B-laktamai, prisijungdami PBP aktyviajame centre, imituoja
natliraly transpeptidazés substrata — D-Ala-D-Ala dipeptida, todél PBP
fermentinis aktyvumas yra nuslopinamas, sutrinka peptidoglikano sinteze,
pazeidziamas lastelés sienelés integralumas ir lastelés zaiva (1.7 pav.) [22].
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Peptidoglikano sintezés
Peptidoglikano sintezé slopinimas

Bakterijos
sienelé

1.7 pav. B-laktamy veikimo mechanizmo gramneigiamose bakterijose schematinis
vaizdas. p-laktamo molekulé jungiasi su penicilinu besijungianéio baltymo (PBP)
aktyviajame centre, todél sutrikdoma peptidoglikano sintezé, pazeidziamas bakterijos
sienelés integralumas ir Igstelé ztiva. NAG — N-acetilgliukozaminas, NAM — N-
acetilmuramo riigstis. Modifikuota pagal [18].

Pagal veikimg antibiotikai gali biiti grupuojami j plataus ir siauro veikimo
spektro antibiotikus. Plataus veikimo spektro antibiotikai, pavyzdziui,
ampicilinas, amoksicilinas, eritromicinas, yra veiksmingi tiek prie§
gramteigiamas, tiek prie§ gramneigiamas bakterijas. Tuo tapu siauro veikimo
spektro antibiotikai, tokie kaip: penicilinai, cefalosporinai, vankomicinas ir
kiti, yra nukreipti tik prie§ gramteigiamas arba gramneigiamas bakterijas.
Siauro spektro antibiotikai yra specifiSkesni, todél jy taikymas gydymui
mazina naujy atsparumo antibiotikams mechanizmy atsiradimo rizikg. Dél
Sios priezasties, lyginant su plataus spektro antibiotikais, Sie antibiotikai yra
laikomi tinkamesniais antimikrobiniais agentais bakteriniy infekcijy gydymui
[21], [23].

Taigi, antibiotikai yra gyvybiSkai svarbi Siuolaikinés medicinos dalis,
taCiau jy poveikj silpnina bakterijy jgyjami ir sparciai tarp Siy patogeny
plintantys atsparumo antibiotikams mechanizmai.

1.1.4. Bakterijy atsparumo antibiotikams mechanizmai

Pagrindiniai antibiotiky veikimo ir bakterijy atsparumo antibiotikams
mechanizmai yra detaliai iStyrinéti. Siekdamos i§vengti antibiotiky poveikio,
bakterijos pasitelkia jvairius atsparumo antibiotikams mechanizmus. Vieni i$
$iy mechanizmy gali bati koduojami bakterijy chromosomose lokalizuotuose
genuose, todel, esant antibiotiky poveikiui, gali buti tiesiogiai panaudoti
apsaugai ir iSgyvenimui. Kiti mechanizmai gali baiti jgyti i§ bakterijas
supanc¢ios aplinkos mobiliyjy genetiniy elementy pagalba, pavyzdziui,
plazmidémis, kurios, aplinkoje atsiradus antibiotiko, Siuos genetinius
elementus turin¢ioms bakterijoms suteikia i§gyvenimo pranasuma.
Pagrindinius bakterijy atsparumo mechanizmus apibendrinanti schema
pateikta 1.8 paveiksle [8].

Dauguma antimikrobiniy vaisty taikiniy yra lokalizuoti bakterijy
citoplazmoje, todél, prie§ patekdami j lgstelés vidy, Sie junginiai turi pereiti
lastelés sienelg. Antibiotiky transportas per lastelés sienelg yra itin svarbus
gramneigiamy bakterijy atveju, kadangi iy mikroorganizmy sienelé sudaryta
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i§ dviejy membrany ir tap jy esancio peptidoglikano sluoksnio. Dél Siy
ypatybiy, gramneigiamy bakterijy sienelé yra santykinai nepralaidi
antibiotikams ir saugo Sio tipo bakterijas nuo daugumos pries$ gramteigiamas
bakterijas nukreipty antibiotiky poveikio [8]. Bakterijos, keisdamos sienelés
struktira, pavyzdziui, keiCiant poriny atrankuma, modifikuodamos
fosfolipidy ir riebaly rugsciy sastata citoplazminéje membranoje, sutrikdo
antibiotiky patekimg j lastelg [24]. Pavyzdziui, K. pneumoniae atsparumas
karbapenemams yra i§ dalies nulemtas OmpK35 ir OmpK36 poriny stuktiiros
poky¢iy, kurie susilpnina pralaidumg karbapenemams [25].
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1.8 pav. Pagrindiniai bakterijy atsparumo antibiotikams mechanizmai. Modifikuota
pagal [8].

Bakterijos geba ne tik apsisaugoti nuo antibiotiky patekimo j lastele, bet ir
aktyviai juos Salinti i§ lgstelés, naudojant iSnaSos mechanizmus. Bakterijy
sieneléje lokalizuotos iSnaSos pompos gali biti efektyviai naudojamos i$
citoplazmos atgal j aplinkg vykdomam antibiotiky transportavimui. Sios
pompos gali pernesti jvarios chemings struktiiros antibiotiky molekules, todeél
prisideda prie daugybiniu atsparumu pasizyminciy bakterijy, tokiy kaip: E.
coli, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria gonorrhoeae ir A. baumannii,
atsiradimo [26], [27].

Bakterijos geba iSvengti antibiotiky poveikio keisdamos ir
modifikuodamos antibiotiky taikinius. Paprastai antibiotikai slopina lastelei
gyvybiskai svarbias funkcijas, dideliu giminingumu jungdamiesi prie savo
taikiniy — bakterijos komponenty. Siuo biidu slopinamas bakterijy augimas
arba jos Ziiva [28]. Jei antibiotiky taikinio struktiira pakinta ar taikinys yra
chemiskai modifikuojamas, sumazinamas antibiotiky jungimosi prie taikiniy
giminingumas ir slopinimo efektyvumas, todél bakterijos igyja atsparuma
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Siems antibiotikams. PavyzdZziui, jungdamiesi Salia lastelei gyvybiskai svarbiy
topoizomeraziy aktyviojo centro, chinonams priklausantys antibiotikai
slopina $iy fermenty aktyvuma. Aminortgs¢iy pasikeitimai antibiotiky
jungimosi srityje, iSsugo topoizomeraziy fermentinj aktyvuma, taciau
sumazina chinony jungimosi efektyvuma [29]. Antibiotiky taikiniy cheminis
modifikavimas gali erdviSkai apsunkinti antibiotiko molekuliy patekima ir
jungimasi prie reikiamos taikinio srities. Vienas i§ pavyzdziy — atsparumo
makrolidams mechanizmas, kuriam esant, metiltransferazé metilina
antibiotiky taikinj — 16S rRNR — tokiu biidy apsaugodama rRNR nuo
antibiotiky jungimosi, o bakterijos tampa atspariomis $io tipo antibiotikams
[30].

Kitas placiai tarp antibiotikams atspariy bakterijy paplites atsparumo
mechanizmas — antibiotiky modifikavimas arba inaktyvavimas [8]. Siuo
atveju atsparumas yra uztikrinamas panaudojant paciy bakterijy susintetintus,
antibiotikus inaktyvuojancius fermentus. Todél, siekiant i§vengti antibiotiky
poveikio, bakterijoms nereikalingi lastelei svarbiy komponenty ir procesy
poky¢iai. Vienas dazniausiai identifikuojamy $io tipo atsparumo mechanizmy
yra antibiotiky inaktyvavimas, pavyzdziui, juos hidrolizuojant [31]. Vienas i§
pavyzdziy — B-laktamaziy vykdoma pB-laktamy hidrolizé. Sie fermentai
bakterijas apsaugo nuo B-laktaminiy antibiotiky poveikio, hidrolizuodami ir
tokiu biidu inaktyvuodami antibiotiky struktiiroje esantj B-laktaminj zieda
[32]. Bakterijos taip pat iSvengia antibiotiky poveikio chemiskai
modifikuodamos jy molekules. Identifikuoti aminoglikozidus, makrolidus ir
kitus antibiotikus modifikuojantys fermentai [8]. Nustatyta, kad bakterijy
acetiltransferazeés, fosfotransferazés ar nukleotidiltransferazés,
modifikuodamos antibiotiko hidroksi- ar aminogrupes, sumazina $iy agenty
jungimosi prie taikinio gimininguma [33], [34].

Bakterijos apsisaugo nuo antibiotiky poveikio antibiotiky taikinius
pakeisdamos kitais alternatyviais komponentais, kurie atlieka panasig ar ta
padia funkcija lasteléje. Sio mechanizmo iSsivystymas yra sicjamas su
bakterijy jgyjamais naujais alternatyviais genais, koduojanciais antibiotiko
taikinio alternatyva, kurios funkcija, kitaip nei taikinio, néra slopinama [35].
Vienas geriausiai iStyrinéty pavyzdziy — S. aureus atsparumas meticilinui. -
laktaminiai antibiotikai, tokie kaip meticilinas, jungiasi priec PBP baltymo,
slopindami baltymo aktyvuma, todé¢l iSreguliuojama lastelés sienelés sintezé.
Mobiliyjy genetiniy elementy pagalba S. aureus gali jgyti PBP2a koduojantj
mecA gena. Sos bakterijos tampa atsparios antibiotikams ne dél p-laktamaziy
sintezés, bet dél i§ kity mikroorganizmy jgyto papildomo PBP baltymo
varianto — PBP2a — produkavimo. Antibiotikai prie PBP2a baltymo jungiasi
zemesniu giminingumu, todél S. aureus jgyja atsparuma visai B-laktaminiy
antibiotiky klasei [8], [36].

Taigi, jgaudamos jvairius atsparumo antibiotikams mechanimus,
bakterijos geba prisitaikyti ir iSvengti placiai infekciniy ligy gydymui
naudojamy antibiotiky poveikio. Siy mechanizmy identifikavimas, jy
supratimas ir detalus tyrinéjimas yra itin svarbis kuriant naujas infekciniy ligy
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gydymo strategijas, veiksmingus antibiotikus, kitus antimikrobinius junginius
ar jy kombinacijas.

1.1.5. B-laktamazés

B-laktamazés yra p-laktaminj zieda molekulgje turinCius junginius,
pavyzdziui, B-laktaminius antibiotikus, hidrolizuojantys fermentai, aptinkami
jvairiy riiSiy bakterijose. Tai natiiraliai gamtoje sutinkami baltymai, kuriy
atsiradimas  sicjamas su Dbakterijy gynybos mechanizmais pries
mikroorganizmus, gaminanéius B-laktamus. Sie fermentai gali biiti koduojami
bakterijy chromosomose arba mobiliuosiuose genetiniuose elementuose
lokalizuoty geny [37]. Nesubrendusios ir neaktyvios P-laktamazés (pre-f3-
laktamazés) yra sintetinamos bakterijy citoplazmoje, N-gale prijungiant
signaling seka (1.9 pav.).
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1.9 pav. B-laktamaziy biogenezés gramneigiamose bakterijose schematinis vaizdas.
Sec ir Tat — translokacijos sistemos. Modifikuota pagal [38].

Sios sekos motyvai yra atpazjstami Sec sekrecijos sistemos arba Tat
translokacijos komponenty, kurie pre-f-laktamazes perneSa | periplazma
gramneigiamose bakterijose (1.9 pav.) arba, gramteigiamy bakterijy atveju,
sekretuojamos j uzlasteling erdve [39]. Subrende fermentai geba inaktyvuoti
B-laktaminius antibiotikus (1.9 pav.), hidrolizuodami B-laktaminiame Ziede
esantj amidinj rysj [40]. Payzdziui, hidrolizuodamos penicilina, B-laktamazés
ji vercia j biologiskai neaktyvig penicilino riigstj (1.10 pav.).

Detaliis B-laktamaziy tyrinéjimai pradéti 1940 m. Nuo tyrimy pradzios
bakterijose identifikuoty ir apibiidinty B-laktamaziy sgrasas Zenkliai iSsiplété
[8]. Remiantis B-laktamaziy duomeny baze (Beta Lactamase DataBase,
BLDB), , siuo metu identifikuota daugiau nei 11 530 B-laktamaziy aleliniy
varianty (pagal 2025 m. rugpjicio mén. duomenis) [2]. Dazniausiai, [-
laktamazés klasifikuojamos pagal ar. sekos panaSumus, remiantis Ambler
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klasifikacija. Pagal §ig klasifikacija, B-laktamazés skirstomos i A, B, C ir D
klases (1.11 pav.) [41].
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1.10 pav. B-laktamazés katalizuojama penicilino hidrolizés reakcija. Modifikuota
pagal [42].

Skirtingoms klaséms priklausantys fermentai evoliucionavo ir keitési
nepriklausomai, todél kiekvieng klas¢ sudaro didelé jvairové filogenetiskai
skirtingy B-laktamaziy grupiy [38]. A, C ir D klasiy filogenetinés analizés
pavyzdys pateiktas 1.12 paveiksle. 1§ identifikuoty daugiau nei 11 530
jvairioms Seimoms prilausanciy B-laktamaziy varianty, A klasei priklauso
daugiau nei 2110 fermenty, B — daugiau nei 990, C — daugiau nei 6780 ir D —
daugiau nei 1425 atstovy (pagal 2025 m. rugpjii¢io mén. duomenis) [2].

B-laktamazeés
]

Aktyvusis centras Serino Metalo (Zn)
¢ { } B
Klasé c A D (B1, B2, B3)
Funkciné grupé 1 2 2d 3
Pavyzdziai CMY TEM OXA NDM
ACT SHV IMP
PDC CTX-M VIM
DHA KPC

1.11 pav. B-laktamaziy skirstymas pagal struktiirg ir funkcines grupes. Modifikuota
pagal [43].

Pagal B-laktaminio ziedo hidrolizés mechanizmo pobidj, p-laktamazés
klasifikuojamos | serino [-laktamazes, aktyviajame centre turincias
konservatyvig Ser ar. lickana. Siai grupei priskiriamos A, C ir D klasés -
laktamazés (1.11 pav.), kurios taip pat pasizymi dideliu panasumu PBP
baltymams. B klasés B-laktamazés priskiriamos metalo B-laktamaziy grupei
(1.11 pav.). Siy baltymy fermentinio aktyvumo palaikymui aktyviajame
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centre papildomai reikalingi vienas ar du Zn(Il) jonai [38], [44], [45], [46].
Struktiiriniai serino ir metalo B-laktamaziy skirtumai lemia ir skirtingus $iy
fermenty katalizés mechanizmus (1.13 pav.), nuo kuriy priklauso -
laktamaziy substraty jvairové ir sgveika su B-laktamaziy slopikliais, kurie
paprastai pasitelkiami -laktaminiy antibiotiky poveikio sustiprinimui [38].
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1.12 pav. A, C ir D klaséms priklausanciy B-laktamaziy filogenetinis medis.
Modifikuota pagal [38].

Serino B-laktamaziy katalizuojama fermentiné reakcija vyksta dviem
etapais: pradzioje substratas yra acilinamas, dalyvaujant aktyviajame centre
esanciai Ser ar. liekanai (1.13 pav. A, B). Kitame zingsnyje, panaudojant
vandens molekule, vykdomas deacilinimas, susidarant neaktyviai substrato
formai [47]. Tuo tarpu metalo [-laktamaziy fermentiniam aktyvumui
reikalingi Zn(Il) jonai, kurie aktyviajame centre yra koordinuojami
konservatyviy His ar. liekany (1.13 pav. C, D). Zn(Il) jonai koordinuoja
substratg fermento aktyviajame centre ir jj pozicionuoja nukleofilinéje
atakoje, susidarant neaktyviai substrato formai.

Pagal substraty profilj B-laktamazés gali biiti skirstomos j siauro spektro
(angl., narrow-spectrum) B-laktamazes, padidinto spektro [-laktamazes
(angl., extented-spectrum p-lactamases, ESBLs) ir karbapenemazes. Siauro
spektro B-laktamazés hidrolizuoja penicilinus bei pirmos ir antros kartos
cefalosporinus. Tuo tarpu ESBLs geba hidrolizuoti daugumg [-laktaminiy
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antibiotiky, iSskyrus naujausios kartos karbapenemus [38]. Identifikuoti
infekcijas sukeliantys mikroorganizmai, gaminantis keliy skirtingy plataus
spektro B-laktamaziy kombinacijas. O $iy bakterijy sukelty infekcijy gydymas
tampa itin sudétingas. Si problema daznai sutinkama gydant oportunistinio
patogeno Stenotrophomonas maltophilia sukeltas cistine fibroze serganciy
pacienty infekcijas. Chromosomose koduojamy ESBL L2 ir B klasei
priklausancios karbapenemazés L1 koevoliucija Siose bakterijose léme
atsparuma visiems klinikoje prieinamiems -laktaminiams antibiotikams [48].
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1.13 pav. B-laktamaziy struktiira ir katalizés mechanizmai. (A) (Kairéje) Serino B-
laktamazés (KPC-2, PDB 6QW9) aktyviojo centro ir substrato (slopiklio relebaktamo,
roziné spalva) kompleksas. Svarbios katalizéje dalyvaujancios ar. yra nuspalvintos
(Ser™ zalsvai mélynai, Lys” mélynai, Glu'®® raudonai). (DeSingje) Serino B-
laktamazés (KPC-2) katalizuojamos B-laktamo hidrolizés mechanizmas. (B) Serino
B-laktamazés (KPC-2) ir relebaktamo (roziné spalva) komplekso struktiira. (C)
Metalo B-laktamazés (L1-1, PDB 6UAF) ir substrato (imipenemo, roziné spalva)
komplekso struktara. L1-1 B-laktamazeés atveju, Zn(II) jonai (zalsvai mélynos sferos)
yra koordinuojami His!'®, His''3, His'?!, His'*® ir His?*® ar. (pazyméta mélynai) ir
Asp'? (pazyméta raudonai). (D) (Kairéje) Metalo B-laktamazés (L1-1) aktyviojo
centro ir imipenemo (roziné spalva) kompleksas. Zn(II) jonai pazyméti zalsvai
mélynomis sferomis. Modifikuota pagal [38].
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Remiantis Bush-Jacoby-Medeiros klasifikacija, B-laktamazés gali buti
skirstomos j funkcines grupes: 1, 2, 2d ir 3, (1.11 pav.) [37]. Pastarojoje
fermentai skirstomi pagal fermentinj aktyvuma bei sgveikos su slopikliais
profilj, todél §i sistema laikoma informatyvesne nei Ambler klasifikacija,
taCiau ir Zenkliai sudétingesne [38].

1.1.6. AmpC B-laktamazés

C klasei priklausancios P-laktamazés, dar kitaip vadinamos AmpC B-
laktamazémis, sudaro daugiausiai B-laktamaziy aleliniy varianty turincia klase
[2]. AmpC geba hidrolizuoti penicilinus, cefalosporinus (iSskyrus ketvirtos
kartos) ir monobaktamus. Klasikiniai B-laktamaziy slopikliai, pavyzdziui,
klavulano riigitis, AmpC tipo B-laktamaziy atveju néra veiksmingi [1]. Siuo
metu yra identifikuotos 63 AmpC priklausancios B-laktamaziy Seimos [2]
(pagal 2025 m. rugpjucio mén. duomenis). Tai homologiski ir polimorfiski
baltymai, tarpusavyje pasizymintys nedideliais aminortgsciy sekos
skirtumais, nuo kuriy priklauso jy fermentinis aktyvumas ir substraty jvairoveé
[8]. Pavyzdziui, AmpC priklausanc¢iy CMY, PDC, DHA ir ACT Seimy
atstovai pasizymi dideliu polimorfiskumu. Siy B-laktamaziy naujy aleliniy
varianty skai¢ius bakterijose, i§ kuriy dalis PSO priskiriamos prioritetiniams
patogenams, sparciai auga [8].

Pirmieji AmpC produkuojantys bakterijy izoliatai identifikuoti XX a.
devintajame deSimtmetyje. Véliau dél izoliaty iSplitimo ir horizontaliosios
Sias P-laktamazes koduojamy geny pernaSos (dazniausiai dél plazmidése
koduojamy AmpC), Siuos fermentus produkuojancios bakterijos nustatytos
visame pasaulyje. Remiantis -laktamaziy kilme, iSskiriamos kelios mobiliyjy
AmpC koduojanciy geny linijos. Dalies jy kilmé siejama su natiiraliai AmpC
produkuojanciomis bakterijomis, pavyzdziui, Enterobacter grupe (biidingos
MIR, ACT B-laktamaziy Seimos), C. freundii grupe (CMY-2 tipo, LAT, CFE),
Morganella morganii grupe (DHA), Hafnia alvei grupe (ACC), Aeromonas
grupe (CMY-1 tipo, FOX, MOX) ir A. baumannii grupe (ADC). Placiausiai
iSplite yra CMY-2 tipo fermentai, taciau fiksuojamas spartéjantis
indukuojamos DHA-1 tipo ir kity AmpC B-laktamaziy plitimas pasaulyje [1],
[49].

Dauguma Enterobacteriaceae bakterijy natiraliai gamina AmpC -
laktamazes. AmpC koduojamy geny raiSka gali bati silpna, taciau pastovi
(pavyzdziui, E. coli, Shigella spp.) arba indukuojama (pavyzdZziui,
Enterobacter spp., C. freundii, M. morganni, P. aeruginosa). Padidéjusi
nattiraliai koduojamy AmpC raiska yra siejama su jvairiais genetiniais
bakterijy pokyc€iais ir lemia auk$to lygio atsparumg cefalosporinams ir
peniciliny bei B-laktamaziy slopikliy kombinacijoms [1], [49].

Enterobacteriaceae bakterijos geba ne tik natiiraliai sintetinti AmpC -
laktamazes, taCiau ir jgyti Siuos fermentus koduojancius genus kartu su
mobiliaisias genetiniais elementais, dazniausiai plazmidémis. Igyty AmpC
raiSka yra pastovi, o atsparumo profilis panasus j natiraliai AmpC
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produkuojanciy bakterijy mutanty su padidinta AmpC raiSka atsparumo
profilj [1], [49].

AmpC produkuojanciy bakterijy atsparumo lygis priklauso nuo
susintetinty p-laktamaziy kiekio Igstelése bei kity papildomy atsparumo
mechanizmy. AmpC negeba efektyviai hidrolizuoti karbapenemy, todél Sie
antibiotikai iSlieka vienu pagrindiniy pasirinkimy AmpC produkuojanciy
bakterijy sukelty infekcijy gydymui. Kita vertus, mutacijos gramneigiamy
bakterijy iSorinés membranos porinus koduojanciuose genuose leidzia Sioms
bakterijoms iSvengti ir karbapenemy poveikio. Siekiant spresti problema,
sukurti nauji veiksmingi agentai, tokie kaip cefalosporinas, ceftolozanas ir -
laktamaziy slopiklis tazobaktamas, kurie ilaiko savo antimikrobinj poveikj,
esant AmpC, poriny ir pernaSos pompy s3stato pokyciams bakterijose [40],
[50].

Antibiotikams atsparios AmpC produkuojancios bakterijos, pavyzdziui, E.
coli, yra placiai iSplitusios ne tik Zzmogaus gyvenamojoje aplinkoje, taciau ir
gyvulininkystés bei augalininkystés sektoriuose [51], [52]. Tai kelia grésme
antibiotikams atspariy bakterijy kontrolés uztikrinimui ir Zmoniy sveikatai
visame pasaulyje [40]. Antibiotikams atspariy bakterijy iSplitimas kuria
palankias salygas zoonotiniam patogenisky bakterijy perdavimui per
uzkréstus maisto produktus. Tokiu biidu inicijuojamas griztamojo rysio
procesas naujy atsparumo antibiotikams geny evoliucijai ir atrankai [53].

Vienos i§ AmpC atstoviy — CMY (angl. trump., cephamycin-hydrolyzing-
lactamase) Seimos P-laktamazés pirma kartg idetifikuotos i§ paciento zaizdos
izoliuotame K. pneumoniae izoliate Piety Koréjoje 1988 m. [54]. Sios P-
laktamazés sutinkamos Enterobacteriaceae Seimai priklausanCiose K.
pneumoniae, E. coli, C. portucalensis ir kitose bakterijose. Dazniausiai, CMY
yra koduojamos plazmidése, Siy fermenty raiska yra pastovi bei suteikia
atsparumg penicilinams ir cefalosporinams [55]. Remiantis B-laktamaziy
duomeny baze BLDB, CMY Seima sudaro 181 identifikuoti ir patvirtinti
fermentai, o CMY-2 identifikuojama kaip Siuo metu labiausiai paplitusi
AmpC B-laktamazé (pagal 2025 m. kovo mén. duomenis) [2]. CMY-2 j3-
laktamazés struktiiros pavyzdys pateiktas 1.14 A paveiksle.

AmpC priklausanc¢ios PDC (angl. trump., Pseudomonas-derived
cephalosporinases) $eimos [-laktamazés geba hidrolizuoti cefalosporinus,
monobaktamus ir karbapenemus bei yra identifikuojamos Pseudomonas
genties bakterijose. Pirmg karta PDC B-laktamazé nustatyta klinikiniame P.
aeruginosa izoliate Pranciizijoje, 2000 m. [56]. Chromosominiy geny
koduojamy PDC sintezé yra pagrindinis P. aeruginosa atsparumo [3-
laktamams mechanizmas. P. aeruginosa yra oportunistinis patogenas,
sukeliantis sunkias hospitalines infekcijas, tokias kaip: pneumonija, §lapimo
taky infekcijos ar bakteremija, ir yra viena pagrindiniy cistine fibroze
serganciy pacienty mirties priezas¢iy [57]. PDC fermentai pasizymi dideliu
polimorfiskumu, kuris yra siejamas su atsparumu didelei B-laktamy jvairovei.
Remiantis BLDB duomeny baze, $iuo metu identifikuota daugiau nei 570
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PDC aleliniy varianty (pagal 2025 m. kovo mén. duomenis) [2], [57]. Vieno
i§ PDC varianty — PDC-3 — struktiiros pavyzdys pateiktas 1.14 B paveiksle.
AmpC priskiriamos DHA (angl. trump., Dhahran Hospital in Saudi
Arabia-lactamase) Seimos [-laktamazés yra koduojamos plazmidése ir,
dazniausiai, identifikuojamos Enterobacteriaceae bakterijose. Sie fermentai
lemia atsparumga cefamicinams ir cefalosporinams. Pirmg kartg DHA tipo B-
laktamazé identifikuota i§ plauciy karcinoma sergan¢io paciento iSmaty
izoliuotose Salmonella spp., Saudo Arabijoje 1997 m. [58]. Po dvejy mety
DHA-1 produkuojancios ir i§ paciento §lapimo izoliuotos K. pneumoniae
bakterijos aptiktos JAV. [59]. Siuo metu DHA produkuojantys izoliatai yra
nustatomi visuose pasaulio regionuose [60]. Priesingai nei kity plazmidése
koduojamy B-laktamaziy, DHA raiska yra indukuojama, o raiSkos stiprumas
priklauso nuo antibiotiko ir nuo jo koncentracijos. Remiantis BLDB duomeny
bazés duomenimis, identifikuota daugiau nei 37 DHA variantai, i$ jy DHA-1
nustatomas dazniausiai (pagal 2025 m. rugpjii¢io mén. duomenis) [2].

1.14 pav. AmpC B-laktamaziy CMY-2 ir PDC-3 kristalinés strukttros. (A) CMY-2 ir
citrato molekulés kompleksas (PDB 1ZC2). (B) PDC-3 ir slopiklio LP-06 kompleksas
(PDB 8SDR).

ACT (angl. trump., AmpC-type-f-lactamase) Seimos B-laktamazes pirma
kartg identifikuotos klinikinivose K. pneumoniae ir E. coli izoliatuose JAV,
1997 m. [61]. ACT gali biiti koduojamos chromosominiuose genuose, o jy
raiSka indukuojama antibiotikais, arba koduojamos plazmidése esanciy geny.
Pastarajam atvejui biidinga pastovi ir auksto lygio B-laktamaziy raiska. ACT
tipo P-laktamazés suteikia atsparuma cefamicinams, cefalosporinams,
penemams ir karbapenemams [8]. Remiantis BLDB duomeny baze, Siuo metu
identifikuota daugiau nei 190 ACT aleliniy varianty (pagal 2025 m. kovo mén.
duomenis) [2].
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1.1.7. Metalo B-laktamazés

Metalo B-laktamazés (angl., metallo-f-lactamase, MBL) yra B klasei
priklausan¢ios metalohidrolazés. Siy fermenty aktyvumui papildomai
reikalingas Zn(II) jony koordinavimas aktyviajame centre [8]. MBL fermentai
pasizymi didele hidrolizuojamy antibiotiky, tokiy kaip penicilinai,
cefalosporinai ir karbapenemai, i§skyrus monobaktamus, jvairove [62]. MBL
fermentinis aktyvumas néra slopinamas jprastai medicinoje naudojamy [-
laktamaziy slopikliy [63]. KliniSkai reikSmingiausios yra mobiliuosiuose
genetiniuose elementuose koduojamy NDM (angl. trump., New Delhi MBL),
VIM (angl. trump., Verona Imipenemase) ir IMP (angl. trump., imipenem-
resistant Pseudomonas) $eimy P-laktamazés [8]. Remiantis BLDB duomeny
baze, $iuo metu identifikuoti daugiau nei 75 NDM, 90 VIM ir 105 IMP
aleliniai variantai (pagal 2025 m. kovo mén. duomenis) [2].

Vienos i3 kliniskai reik§mingiausiy MBL — NDM tipo B-laktamazés. Sie
fermentai pirma karta apibadinti 2009 m. Svedijoje, K. pneumoniae
bakterijose, izoliuotose i§ Indijos ligoninése apsilankiusio paciento meéginiy
[64]. Vienas dazniausiai identifikuojamy NDM $eimos p-laktamaziy — NDM-
1, kurios struktira pateikta 1.15 paveiksle. NDM-1 biudinga nedidelé
aminoriig§¢iy sekos homologija su kitomis Enferobacteriaceae nustatomomis
MBL B-laktamazémis. Didziausia aminortgs¢iy homologija NDM-1
pasizymi su VIM-1 B-laktamaze, kuri siekia 32,4 % [65].

1.15 pav. Metalo B-laktamazés NDM-1 ir hidrolizuoto penicilino komplekso
kristaliné struktira (PDB 8GPD).

2012-2014 m. laikotarpiu 40-yje Saliy atlikto tyrimo duomenimis, NDM
tipo B-laktamazés sudaré 44,2 % visy Enterobacteriaceae nustatyty MBL
[66]. Daugiau nei 80 % NDM produkuojanciy E. coli yra izoliuojama Azijos
Salyse, o 1§ jy daugiausiai — Indijoje ir Kinijoje [67]. Skai¢iuojama, kad nuo
pirmyjy NDM nustatymo atvejy pra¢jus maziau nei deSimtmeciui, NDM-1
spéjo i8plisti po visg pasaulj. NDM-1 koduojantis genas (bl/axpm-1) nustatytas
dideléje jvairovéje Zarnyno mikrobiotos bakterijy, maisto produktuose
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aptiktose Shigella spp. ir Vibrio cholerae, taip pat identifikuotas A. baumannii
ir P. aeruginosa izoliatuose [43], [66]. NDM-1 sintetinantys bakterijy izoliatai
pasizymi daugybiniu atsparumu antibiotikams, o blaxpm-1 perduodamas tarp
bakterijy kartu su kitas P-laktamazes koduojanciais genais ar atsparumo
antibiotikams mechanizmais [43]. Aprasyti NDM produkuojanciy
Enterobacteriaceae protriikkiai Graikijos, Meksikos ir Olandijos ligoninése
[68], [69], [70].

1.2. Bakterijy atsparumo antibiotikams klinikiné diagnostika

Gydant bakterijy sukeltas infekcines ligas, klinikingje praktikoje
informacija apie patogeny jautrumg antimikrobiniams junginiams yra biitina.
Siekiant parinkti gydymui tinkamus antimikrobinius vaistus, klinikinése
laboratorijose atliekamas mikroorganizmy identifikavimas ir jautrumo
antimikrobinéms medziagoms tyrimas (angl., antimicrobial susceptibility
testing, AST). AST tyrimai yra svarbiis ne tik gydant infekcines ligas, bet ir
leidzia identifikuoti skirtingoms $alims ar jy regionams biidingg AMR profilj
ir parinkti tam regionui tinkama infekciniy ligy gydymo strategija.
Pavyzdziui, jei daugiau nei 20 % tirty bakterijy izoliaty yra atsparis
konkrec¢iam antibiotikui, rekomenduojama pacienty gydymui $io vaisto i§ viso
nebenaudoti [71]. Netaikant AST tyrimy, infekciniy ligy gydymas yra
neefektyvus ir, pabréztina, prisideda prie naujy atsparumo atibiotikams
mechanizmy vystymosi ir plitimo [72]. Medicinos jstaigose AST atlickami
vadovaujantis Klinikiniy laboratoriniy standarty instituto (angl., Clinical
Laboratory Standards Institute, CLSI) ir Europos jautrumo antimikrobinéms
medziagoms tyrimy komiteto (angl. European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing, EUCAST) parengtomis gairémis [72], [73].

Zingsniai Méginio  \fikroskopavimas  Bakterijy identifikavimas  Bakterijy augimu paremtas
surinkimas AST testavimas
Dakirss 0 MALDI-TOF, Neautomatizuotas
Y Q/of NAAT, arba automatizuotas
Gramo budu imunodiagnostiniai : e
& A disky difuzijos ar
begnio ar hibridizacijos mikroskiedimy metodas
paruosimas metodai OO 4
@
= —— 1% ‘woao‘

Padidinamas bakterijy  Izoliuojamos Patogeno Mic Rezultatai
Rezultatas skaigius kolonijos identifikavimas ~ nustatymas 36-72h

| Identifikavimas

I Praturtinimas ” 13séjimas ” AST |

1 diena 2 diena 3 diena
1 1 1

1.16 pav. Klinikinéje diagnostikoje naudojamo bakterijy atsparumo antibiotikams
nustatymo eiga. NAAT — nukleorfig§¢iy pagausinimo metodai. MIC — minimali
augima slopinanti antibiotiko koncentracija. Modifikuota pagal [74].
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Remiantis EUCAST ir CLSI rekomendacijomis, patikimam
antimikrobinio atsparumo nustatymui AST tyrimai turi biiti kombinuojami
kartu su fenotipiniais testais, kurie leidzia eksperimentiskai jvertinti
mikroorganizmo augima, esant antibiotikui. Pastarieji metodai yra efektyviis
nepaisant mikroorganizmo atsparumo mechanizmo bei suteikia atsakymus |
praktinius klausimus: kuris antibiotikas yra veiksmingas ir kokia jo dozé turi
biiti naudojama gydymui. Klinikinése laboratorijose AST tyrimai paprastai
atlickami su gryny mikroorganizmy kultiry izoliatais, todél jautrumo
antibiotikams tyrimai atlieckami keliais zingsniais (1.16 pav.). Pirmiausia,
kultivuojami, siekiant iSgauti grynus bakterijy izoliatus. Kitame etape
atlieckamas patogeno identifikavimas, tam dazniausiai pasitelkiama MALDI-
TOF masiy spektrometrija. Galiausiai, remiantis EUCAST ir CLSI standartais
ir rekomendacijomis, vykdomas AST testavimas. Visas tyrimo procesas
uztrunka kelias dienas [40], [74].

Viena i§ AST tyrimy grupiy — fenotipiniai AST metodai, kuriais
nustatomas fenotipinis bakterijy jautrumas antibiotikams, vertinant bakterijy
augima su Siais junginiams. Taikant $iuos metodus, rezultatai paaiskéja per 1—
2 paras. Vieni dazniausiai diagnostikoje naudojamy fenotipiniy AST metody
— disky difuzijos testas ir mikroskiedimy arba antibiotiky gradiento metodai
(1.17 pav.) [75].

[ AST metodai ]

I l
Nauja ystomi

Skiedimo PGR eSS - Mikroskys€iai
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(48 h) A o s Tekmes \/

Antibiotiky 9 . kPGR  TTEIEII = Cltomf]trua i )
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gradiento (48 h) 6 (>1h) u_;m;‘m« = ml (2h) ;¢

Chromogeninés )
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tyrimas (iki 20 h) ‘ X V0 .

1.17 pav. Pagrindiniai klinikinéje diagnostikoje naudojami ir naujai vystomi AST
tyrimy metodai. Skliaustuose nurodoma vidutiné metodo atlikimo trukme
Modifikuota pagal [72].

Vienas i§ placiausiai naudojamy fenotipiniy AST metody — disky difuzijos
testas (1.18 pav. A). Atlickant §j tyrimg, testuojamas bakterijy izoliaty
jautrumas skirtingiems antibiotikams. Siuo metodu vizualiai vertinamas
bakterijy augimas ant agarizuotos terpés su antibiotikais impregnuotais
diskais. Antibiotikai i§ disko difunduoja | augimo terpe, sukurdami

33



koncentracijos gradientg ir atitinkamoje zonoje, priklausomai nuo antibiotiko
koncentracijos, slopina bakterijy augimg. Skaidrus, aplink diskg susiformaves
ziedas (inhibiciné zona) ir jo skersmuo nurodo bakterijy augimo slopinima bei
jautrumo antibiotikui lygj. Jei poveikio bakterijy augimui néra, bakterijy
izoliatas néra jautrus tiriamajam antibiotikui ir $is néra tinkamas gydymui
[73], [76].

Kitas diagnostikoje naudojams fenotipis AST testas — mikroskiedimy
metodas. Jo metu mégintuvélivose su skysta bakterijy augimo terpe
atlickamas serijinis antibiotiky skiedimas (pavyzdziui, 16, 8, 4, 2 pg/mL
konc.), véliau inokuliuojant ant neselektyvios agarizuotos augimo terpés
izoliuotas bakterijas iki galutinés 5-10° CFU/mL koncentracijos. Bakterijy
augimas mégintuvélivose vertinamas po 24 h inkubacijos. Minimali
antibiotiko koncentracija, ties kuria bakterijy augimas yra nenustatomas,
identifikuojama kaip minimali augimg slopinanti (angl., minimum inhibitory
concentration, MIC) antibiotiko koncentracija [77].

Diagnostikai taip pat placiai naudojamas antibiotiky gradiento metodas
(1.18 pav. B). Tyrimui naudojamos juostelés su antibiotiko koncentracijos
gradientu, kurios dedamos ant agarizuotos terpés su i$sétu mikroorganizmu.
Bakterijos auginamos per naktj, MIC nustatoma vizualiai vertinant augimo
slopinimo zong [78].

P
S
o
0t d
o
o
L' d
o
>
D>
|
>
<D
D
>
g2

1.18 pav. Disky difuzijos ir antibiotiky gradiento testai. (A) Disky difuzijos testu
vertinto antibiotikams atsparaus P. aeruginosa izoliato rezultatai. (B) Antibiotiky

gradiento metodu testuoto Enterococcus spp. izoliato rezultatai. Modifikuota pagal
[83].

Tobuléjant technologijoms, klinikinei diagnostikai vis placiau naudojami
automatizuoti AST metodai. Tyrimy automatizavimas yra itin svarbus didelio
nasumo laboratorijy veiklai, kuriose Sie tyrimai gali biiti vykdomi greiciau ir
papraséiau. Siuo metu diagnostikoje sékmingai naudojamos tokios sistemos
kaip: VITEK2 (bioMerieux, Prancizija), BD Phoenix Automated
Microbiology System (BD Diagnostics, JAV) ir Sensititre ARIS 2X (Trek
Diagnostic Systems, JAV) [72], [79].
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AST diagnostikai gali biiti pasitelkiami genotipiniai metodai, kurie yra
peremti atsparumg antibiotikams lemian¢iy geny, jy mutacijy arba geny
raiSkos nustatymu bakterijose. Dazniausiai Sie metodai kombinuojami kartu
su fenotipiniais AST metodais, rec¢iau naudojami kaip pastaryjy alternatyva,
kadangi nemaza dalis genotipiniy metody yra greitesni nei anks¢iau minétieji
klasikiniai bakterijy kultivavimu paremti metodai [80]. Genotipiniai AST
metodai skirstomi j kelias kategorijas: pagausinimu, hibridizacija ir sekoskaita
paremtus metodus (1.19 pav.). Pagausinimo metodai, tokie kaip polimerazés
grandininé reakcija (PGR) ir kiekybiné PGR (kPGR) yra vieni i§ efektyviausiy
bei grei¢iausiy molekuliniy jrankiy, naudojamy bakterijy atsparumo
antibiotikams geny kokybiniam ir kiekybiniam nustatymui bei profiliavimui.
Pavyzdziui, OpGen (JAV) sukurta multipleksiné PGR sistema Acuitas® AMR
Gene Panel, gebanti nustatyti 28 genetinius AMR zZymenis Enterobacterales,
P. aeruginosa ir Enterococcus faecalis bakterijose [81].

{ Mikrobiomas } [Pilnas genomas]
() Genetiné analizé
{ Sekoskaita }
00000000 ( o )
Jeece-ece ‘ Analizé ‘
/Pagausinimasl Wbridizacija :.Eg e L
‘ Anotavimas ‘
Pavieniy genlﬂ ; ) { Multipleksinis ‘ Atsparumo geny
nustatymas genq nustatymas | duomeny bazé |

Atsparumo profilis

1.19 pav. Genotipiniai AST metodai ir tyrimy eiga. Modifikuota pagal [80].

AMR tyrimams sé¢kmingai pritaikyta patogeny transkriptomo analizé
[84]. Lyginant su jprasty AST metody naudojimu diagnostikoje,
transkriptomo analizés taikomumg riboja ilga tyrimo trukmé, informacijos
apie naujus patogeny atsparumo mechanizmus trikumas bei dideli §io tyrimo
kastai [85].

AST tyrimams taip pat gali biiti tatkomas DNR mikrogardeliy metodas.
Specifinés DNR sekos nustatomos naudojant ant kietos fazés imobilizuotus
Sioms sekoms komplementarius oligonukleotidus. Naudojant mikrogardeles,
vienu metu patogiai galima identifikuoti skirtingus patogenus ir didelj kiekj
atsparumg lemianciy geny [80]. Pavyzdziui, Verigene system (Luminex
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Corporation, JAV) sukurta ir komercializuota sistema Blood Culture
Multiplex  Microarray-Based Molecular assay, kuri yra skirta 12
gramteigiamy ir 9 gramneigiamy bakterijy rusiy bei joms budingy atsparumo
antibiotikams geny, pavyzdziui, mecA, vanA, vanB, blakec, blanom, blap,
blayi nustatymui [82].

Patogeny atsparumo tyrimams gali buti pasitelkiama pilno genomo
sekoskaita. Sekoskaitos rezultatus bioinformatiskai galima lyginti su
ankstesniy tyrimy ir duomeny baziy duomenimis, todél tai — perspektyvus
metodas. Pradéjus placiai sekoskaitg taikyti diagnostikai, atsirasty galimybé
identifikuoti visus patogenui biidingus su AMR susijusius genus, tokiu biidu
jvertinant patogeno atsparumo antimikrobiniams vaistams profilj [72].

Siekiant tobulinti AST diagnostika, kuriami nauji ir inovatyvus atsparumo
antibiotikams nustatymo metodai. Pavyzdziui, mikroskys¢iy metodas
s¢kmingai pritaikytas bakterijy jautrumo antibiotikams tyrimams [86]. Taip
pat, apraSytas tekmes citometrijos, bioluminescencijos ir MALDI-TOF
metody pritaikymas ir panaudojimas AST nustatymui [87], [88], [89].

1.2.1.AmpC ir metalo B-laktamaziy klinikin¢ diagnostika

Klinikin¢je diagnostikoje B-laktamaziy detekcijai dazniausiai naudojami
disky difuzijos ir MIC testai. Paprastai laboratorijos neatlieka rutininiy AmpC
nustatymo tyrimy, o Siy pasirinkimas priklauso nuo specifiniy gydymo
jstaigos poreikiy. Siuo metu CLSI néra patvirtines AmpC nustatymui
bakterijose skirty metody, tatiau EUCAST yra pateikegs rekomendacinio
pobudzio gaires $io tipo B-laktamaziy detekcijai (1.20 pav.) [49], [90].

Nustatytas E. coli, K. pneumoniae,
P, mirabilis, Salmonella spp., Shigella spp.
atsparumas cefotaksimui ar ceftazidimui
ir cefoksitinui

Nustatyta sinergija su Sinergija su
kloksacilinu kloksacilinu nenustatyta

E. coliir Shigella spp.: PGR
metodu identifikuojamas
AmpC kodavimas
chromosominiuose arba
plazmidése esanciuose
genuose

K. pneumoniae, P. mirabilis,
Salmonella spp.:
chromosominiai AmpC genai S ¢
néra bidingi, todél nustatytos (pavyzdziui, poriny
plazmidése koduojamos AmpC netekimas)

Kiti atsparumo
mechanizmai

1.20 pav. EUCAST rekomenduojama AmpC nustatymo schema. Modifikuota pagal
[49].
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Rekomendacijoje teigiama, kad nustatytas atsparumas cefoksitinui (MIC
> 8 mg/L, inhibiciné zona < 19 mm) kartu su atsparumu ceftazidimu ir/arba
cefotaksimui gali biiti naudojamas, kaip fenotipinis AmpC produkuojanciy
Enterobacteriaceae nustatymo kriterijus [49]. Taciau, §i metodika néra pajégi
identifikuoti plazmidése koduojamos AmpC B-laktamazés ACC-1, kadangi $i
nehidrolizuoja cefoksitino [91]. Vertinant tyrimo rezultataus, turi buti
atsizvelgta ir | kitus atsparumo antibiotikams mechanizmus, pavyzdZziui,
atsparumg cefoksitinui gali lemti poriny kiekio sumaz¢jimas bakterijose [1].

Fenotipiniai patvirtinamieji AmpC testai paprastai grindziami Siy p-
laktamaziy slopinimu, naudojant kloksaciling arba boro riigSties junginius
(1.20 pav.) Taciau boro riigSties junginiai taip pat slopina A klasei
priklausancias karbapenemazes bei kai kurias A klasés penicilinazes,
pavyzdziui, Klebsiella oxytoca budingas K1 Seimos B-laktamazes [49]. Nors
duomeny apie Siy metody tiksluma ir efektyvuma néra daug, taciau juos
papildo naujos literattiroje aprasytos metodikos [92], [93] bei komercializuoti
testai, tokie kaip: AmpC Detection Disc Set (Mast, jautrumas 96—100 %,
specifiskumas 98-100 %) [94], AmpC gradiento testas (bioMerieux,
jautrumas 84-93 %, specifiSkumas 70—-100 %) [95] ir testas su cefotaksimu-
kloksacilinu bei ceftazidimu-kloksacilinu impregnuotais diskais (Rosco,
jautrumas 96 %, specifiskumas 92 %) [96]. E. coli ir Shigella spp. bakterijy
atveju, patvirtinamieji AmpC testai nediferencijuoja jgyty AmpC ir
chromosominiuose genuose koduojamy bei hiperekspresuojamy AmpC. Siuo
atveju, jgytos AmpC gali buti papildomai tvirtinamos PGR [97], [98] ar
mikrogardeliy metodais [98] (1.20 pav.).

Enterobacteriaceae atsparumas

meropenemui (< 28 mm arba MIC
> 0.125 mg/mL)

|

Sinergija su slopikliais
nenustatyta

Sinergija tik su
boronine riigstimi

Sinergija su boronine
rigstimi ir kloksacilinu

Papildomas

AmpC (chromosominé = 5l
o 2 Papildomas atsparumas temocilinui
= arb? kodut_ua ) atsparumas temocilinui S: padidinto spektro
karbapenemazeés plazmldes;) ir poriny R: OXA-48 [ ——
netekimas .

netekimas

1.21 pav. EUCAST rekomenduojama karbapenemaziy nustatymo schema.
Modifikuota pagal [49].

Karbapenemaziy nustatymui, tarp jy ir MBL, EUCAST rekomenduoja
gramneigiamy bakterijy izoliaty tyrimams naudoti disky difuzijos testa [49].
Siuo metu yra prieinami keletas komerciniy $io testo varianty (Mast, Rosco),
kuriuos sudaro meropenemu ir jvairiais B-laktamaziy slopikliais impregnuoti
diskai [99]. Testuose naudojama boroniné riigStis slopina A Kklasés
karbapenemazes, dipikoliné rtigstis ir EDTA — B klasés karbapenemazes.
Papildomai testuose naudojamas AmpC [-laktamaziy slopiklis —
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kloksacilinas, kuri leidZzia diferencijuoti AmpC hiperprodukuojancias bei
poriny netekusias bakterijas ir karbapenemaziy producentus [49]. Tyrimo su
B-laktamaziy slopikliais rezultaty interpretavimo schema pateikta 1.21
paveiksle.

CLSI yra oficialiai patvirtings rekomendacijas karbapenemaziy nustatymui
[90]. Remiantis CLSI, izoliatai, kuriems biidinga >23 mm skersmens
inhibiciné zona, juos testuojant su imipenemu, meropenemu ir doripenemu
arba > 22 mm inhibiciné zona su ertapenemu bei yra atsparts trecios kartos
cefalosporinams yra identifikuojami kaip karbapenemaziy producentai [100].

1.2.2. MAk ir jy taikymas

Antikiinai yra imuninés sistemos lasteliy — B limfocity — gaminami
imunoglobulinai (Ig), susidare prie§ organizmui svetimus antigenus,
pavyzdziui, virusy ar bakterijy baltymus, toksinus. Antikiinams yra biidingos
bendros molekulinés struktiiros savybés, taCiau didziausi skirtumai
identifikuojami antigeng suriSanciose srityse. Remiantis uz efektorines
funkcijas atsakingos antikiino Fc (angl., fragment crystallizable) dalies
skirtumais, antikiinai grupuojami j IgA, IgD, IgE, IgG ir IgM klases. Zmogaus
IgA ir IgG papildomai skirstomi j IgA1l, IgA2 ir IgG1, IgG2, IgG3 bei IgG4
poklasius, o pelés IgG klasés antikiinai skirstomi j IgG1, IgG2a, IgG2b ir [gG3
poklasius. Antiktino molekulés struktira sudaro keturios tarpusavyje
disulfidiniais rysiais sujuntos polipeptidinés grandinés, i§ kuriy po dvi
formuoja sunkiasias ir lengvasias grandines (1.22 pav.). Sios grandinés turi
pastoviuosius ir kai¢iuosius domenus [101].
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1.22 pav. IgG klaseés antikiino struktiiros schematinis vaizdas. Lengvoji grandiné yra
sudaryta i§ pastoviojo (Cyr) ir variabilaus (Vr) domeny, sunkioji grandiné — i§ trijy
pastoviyjy (Cui—Chs) ir vieno variabilaus (Vi) domeny. Fab — uz antigeno suriSima
atsakinga antikiino dalis, Fc — uz efektorines funkcijas atsakinga antikiino dalis, Ag —
antigenas. Modifikuota pagal [102].
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1975 m. G. Kohlerio ir C. Milsteino sukurta bei apraSyta hibridomy
technologija yra vienas i§ daZniausiai moksliniais ir terapiniais tikslais
monokloniniy antikiiny (MAk) kiirimui naudojamy metody (1.23 pav.) [103].
Pirmajame Sios technologijos zingsnyje, i§ antigenu, prie§ kurj norime sukurti
MAKk, imunizuoto gyvino (dazniausiai pelés) bluznies izoliuotos B lastelés
yra suliejamos su mielomos lasteliy linija (1.23 pav.). Po suliejimo lastelés
auginamos selektyviose salygose, kuriose mielomos ir bluznies lgstelés Ziiva.
ISgyvenusios hibridinés lastelés yra vadinamos hibridomomis, i§ kuriy
kiekviena sekretuoja konkreCios klasés ir specifiskumo MAk. Toliau
vykdoma hibridiniy Iasteliy klony, sekretuojanciy tiksliniam antigenui
specifiSkus MAk atranka ir klonavimas. Atrinkti klonai pagausinami,
kriokonservuojami, 0 MAk gryninami i$ hibridomy augimo tespés ir toliau
naudojami tyrimams [101].

MAKk placiai naudojami medicinoje ligy gydymui, jy diagnostikai bei
moksliniams tyrimams (1.24 pav.). MAk yra svarbiis medicinoje naudojamy
diagnostiniy testy komponentai, kuriais nustatomi organizmo ar patogeny
(bakterijy, virusy, grybeliy, parazity) antigenai [104].

Imunizuotos pelés
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1.23 pav. Monokloniniy antikiing (MAk) kiirimo, taikant hibridomy technologija,
proceso schematinis vaizdas. HAT — hipoksantinas, aminopterinas ir timidinas.
Modifikuota pagal [101].

/

MAKk  sékmingai naudojami  daugybei  diagnostiniy = metody:
imunofermentinei analizei, imunoblotingui, imunochromatografijai, tékmés
citometrijai, imunohistochemijojai, radioimuninei analizei, fluorescencinei ar
konfokalinei mikroskopijai. Keli i§ MAKk taikymo diagnostikoje pavyzdziy —
imunochromatografijos metodu paremti COVID-19 bei gripo virusy antigeny
bei néStumo testai, dar kitaip vadinami greitaisiais testais [104].

Vis plac¢iau medicinoje MAk naudojami vézio gydymui ir imunoterapijai.
Pavyzdziui, vézio gydymui sékmingai pritaikyti MAk paremti vaistai:
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Trastuzumab (Herceptin), skirtas kities vézio, Rituximab (Rituxan) — B
lasteliy limfomos ir Pembrolizumab (Keytruda) — jvairiy véZiniy susirgimy
gydymui [105], [106], [107]. Chimeriniais antigeny receptoriais (angl.,
chimeric antigen receptor, CAR) paremtoje T lasteliy terapijoje panaudojant
MAk, genu inzinerijos metodais konstruojamos prie§ vézines Iasteles
nukreiptos véziu sergancio paciento imunings lastelés.

( )

[ Diagnostiniai testai ) ( Imunoterapija )

{ Vézio terapija J[ Autoimuniniy ligy gydymas J

[ Infekciniy ligy gydymas ) {jrankiai moksliniams tyrimams)

( Vakciny karimas ]

1.24 pav. Pagrindinés MAk taikymo sritys. Parengta pagal [104].

MAKk pagrindu sukurti vaistai naudojami autoimuniniy ligy, tokiy kaip
reumatoidinis artritas ar psoriazé gydymui. MAk gali buti pritaikyti ir
infekciniy ligy gydymui. Pavyzdziui, prie specifiniy viruso baltymy prisijunge
MAk gali sutrikdyti viruso patekima | lastele Seimininke, taip ji
neutralizuojant. Moksliniuose tyrimuose MAk taikomi molekuliy
identifikavimui ir apibiidinimui ir yra svarbiis jrankiai baltymy sgveikos,
lasteliy signaliniy keliy, geny raiskos ir kituose tyrimuose. Taip pat Sie
antiktinai atlieka svarby vaidmenj vakciny kiirimo procese. Pastarieji
naudojami identifikuojant potencialius vakcinos kandidatus, apibiidinant
antigenus ar naudojami kituose vakcinos kiirimo etapuose [104].

1.2.3. Imunochromatografijos testo taikymas diagnostikai

MAKk placiai taikomi greitojoje diagnostikoje naudojamy testy, tokiy kaip
imunochromatografijos testas (angl., lateral flow immunoassay), kirimui.
Pastarajame deSimtmetyje Sie testai tapo vienu placiausiai greitojoje
diagnostikoje naudojamy tyrimy metody. Sie testai daZniausiai naudojami
patogeni$ky mikroorganizmy ar organizme susidariusiy jiems specifisky
antikiing nustatymui, seroepidemiologiniams tyrimams, identifikuojant
toksiskus junginius maiste bei placiai naudojami veterinarijoje ir
augalininkystés sektoriuose. Tyrimui gali biiti naudojami sudétingi biologiniai
méginiai, pavyzdziui, kraujas, plazma, serumas, §lapimas, gleivés, prakaitas,
iSmatos ar kiti [108].

Siuo metu yra sukurti, aprasyta ir komercializuota keli B-laktamaziy
nustatymui antibiotikams atspariose bakterijose skirti imunochromatografijos
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testai. Pavyzdziui, multipleksiniai testai, skirti penkiy pagrindiniy
karbapenemaziy (NDM, IMP, VIM, OXA-48 ir KPC) nustatymui ir
diferencijavimui: NG-Test CARBA-5 (NG Biotech, Prancuzija), O.K.N.V.1.
RESIST-5 (Coris BioConcept, Belgija) ir KN.ILV.O. K-Set (Era Biology,
Kinija) [109], [110], [111]. Taip pat, komercializuotas pagrindines CTX-M (-
laktamazes nustatantis testas NG-Test CTX-M MULTI (NG Biotech) [112].
Taciau, tokio tipo greitieji testai, gebantys nustatyti AmpC p-laktamazes, iki
Siol néra aprasyti.

Slapimas, iSmatos, kiti még. ‘ Selektyvi augimo terpé (18-24 h)
4 B o NG-Test CARBA 5
(5 15 min
Méginio paruosimas =
10 min

Bakterijy testavimo procedira
‘ 4 100t
Bakterijy
kolonija
@ Q@ ®

1.25 pav. NG-Test CARBA-5 (NG Biotech) imunochromatografijos testas ir jo
atlikimo principas [113].

Atsparumo antibiotikams nustatymui taikant imunochromatografijos testa,
testavimas paprastai atlickams naudojant i§ tiriamyjy méginiy (iSmaty,
Slapimo, kraujo ar kity kiino skysé€iy) izoliuotas ir identifikuotas bakterijy
kulttras. Sukurta greityjy testy, kurie yra pritaikyti tiesioginiam p-laktamaziy
nustatymui kraujo méginiuose, kuomet testavimas atlickamas tiesiogiai
testuojant kraujo méginj. 1.25 paveiksle pateiktas méginiy tyrimo auksc¢iau
aprasytu NG-Test CARBA-5 imunochromatografijos testu procediiros
schematinis vaizdas. Atliekant testavima, kelios i§ méginio izoliuoty bakterijy
kolonijos suspenduojamos lizés tirpale. Paruostas méginys uzneSamas ant
testo kasetés. Pra¢jus 15 min, rezultatai vertinami vizualiai [113].

B-laktamaziy nustatymui skirty imunochromatografijos testy rezultaty
kombinavimas kartu su klinikine informacija ir papildomomis diagnostinémis
procediiromis, gydymo jstaigoms gali padéti pasirinkti tinkamg antimikrobinj
gydyma bei greitai priimti sprendimus dél infekcijy kontrolés [113].

1.2.4. Dviejy fotony suzadinimo technologijos (TPX) taikymas
diagnostikai

Pastaraisiais metais greitosios diagnostikos tyrimams pradéta taikyti dviejy
fotony suzadinimo mikrofluorimetrine technologija (angl., two-photon
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microlfluorometric technology, TPX) paremti diagnostiniai testai. Si
technologija sékmingai pritaikyta kvépavimo taky ir virSkinamojo trakto
infekcijy sukéléjy in vitro diagnostikai, kuri paremta imunocheminiais bei
fermentinés reakcijos matavymy principais [114], [115], [116], [117]. Tiriant
meéginius, detekcinio prietaiso pagalba realiu laiku matuojamas
fluorescencijos intensyvumas bei vertinama reakcijos kinetika. Si
technologija sékmingai pritaikyta mariPOC® SARS-CoV-2 sistemoje (ArcDia
International Ltd, Suomija) koronaviruso testavimui nosies tepinélio
meéginiuose (1.26 pav.) [117].
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1.26 pav. MariPOC® SARS-CoV-2 diagnostinés sistema ir jos veikimo principas. (A)
Nosies tepinélio méginys suspenduojamas reakcijos buferiniame tirpale, mégintuvélis
su meéginiu talpinamas | analizatoriy, meéginys ispilstomas j reakcijos Sulinélius,
atlickama automatizuota méginio analizé. (B) Analités detekcija yra paremta
dviepitopés imunologinés sistemos ir TPX metodo principais. Pilka sfera nurodo
polistireno rutuliukus, ant kuriy imobilizuoti iSgaudantys antikiinai. Zalia sfera
vaizduoja analite. Raudona Zaigzdé nurodo fluoroforu Zymeéta detektuojantj antikiina.
Modifikuota pagal [117].

Atliekant tyrimg, nosies tepinélio méginys testuojamas automatizuotu
prictaisu. Analités detekcijai pasitelkiamas dviepitopés imunologinés
sistemos principas: ant kietosios fazés — polistireno rutuliuky — imobilizuoti
analitei specifisSki antikiinai iSgaudo méginyje esancig analite, o susidariusiy
kompleksy detekcijai naudojami fluoroforu zyméti ir su iSgaudanciu antiktinu
dél prisijungimo prie analités nekonkuruojantys detektuojantys antikiinai.
Vykstant reakcijai, nustatytais laiko momentais pavieniai rutuliukai yra
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apSvieciami lazeriu (A =1064 nm) ir fluorescencijos signalas atitinkamais
laiko momentais yra matuojamas individualiai (1.26 pav.). Tyrimo rezultatai
paaiskéja per 15-20 min. [117]. Si TPX technologija sékmingai pritaikyta ne
tik COVID-19 nustatymui, taciau ir jautrumo antimikrobinéms medziagoms
diagnostingje sistemoje mariAST" (ArcDia International Ltd) [118].

1.2.5. Biojutikliy taikymas diagnostikai

Optiniai, elektrocheminiai ir akustiniai biojutikliai, imunojutikliai ir
imunoanalitinés sistemos gali buti taikomos jvairiy biologiniy molekuliy,
pavyzdziui, virusiniy antigeny, antikiiny ar kity kliniSkai svarbiy biozZymeny,
nustatymui ir apibtdinimui [119], [120]. PaZangiais fizikiniais metodais —
spektrine elipsometrija ir kvarco kristalo mikrogravimetrija su disipacija —
paremti biojutikliai pasizymi dideliu jautrumu, o jy konstravimui
nereikalingas papildomas molekuliy Zyméjimas detekcinémis zZymémis, o
biomolekuliy saveika, atlickant tyrima, gali biiti vertinama realiu laiku.
Tokios sistemos gali bliti automatizuotos ir pritaikytos vienos analités ar
multipleksiniam keliy taikiniy nustatymui méginiuose [121]. Pastaruoju metu
tokio tipo sistemy taikymas diagnostikai issipléte. Si metodika naudojama
maisto produkty analizei bei jy kokybés uztikrinimui, gyvenamosios aplinkos
tyrimams ir gamybiniy procesy sekimui [122].

Analite suriSancios molekulés
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1.27 pav. Elektrocheminio biojutiklio schematinis vaizdas. Analités suriSimui ant
elektrodo pavirSiaus gali buti imobilizuojamos nukleortigstys, aptamerai, antiktinai,
fermentai, peptidai, lektinai ar glikanai. Modifikuota pagal [123].
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Biojutiklj sudaro elektrodas, kurio pavirSiuje imobilizuojamos analite
suriSan¢ios molekulés, pavyzdziui, nukleortig§tys, aptamerai, antikiinai ar kiti
baltymai, peptidai, lektinai, glikanai ir kitos molekulés (1.27 pav.). Sioms
molekuléms prisijungus prie tiriamajame méginyje esancios analités, jvyksta
elektrocheminiai pokyciai, kurie yra proporcingi analités koncentracijai
méginyje. Gali biiti matuojami ir analizuojami tokie parametrai kaip:
adsorbcija, liozio rodiklis, sklaida, atspindys, poliarizacija ar
fotoliuminescencija [121], [123].

ApraSytas sékmingas spektrinés elipsometrijos ir kvarco kristalo
mikrogravimetrijos su disipacija metody taikymas antikiny ir antigeno
saveikos nustatymui. Pavyzdziui, §ie metodai pritaikyti SARS-CoV-2 spyglio
baltymo ir po vakcinacijos ar persirgimo COVID-19 infekcija susidariusiy
antikiny zmogaus kraujyje saveikos tyrimams [124]. Taip pat $i metodika
sékmingai panaudota galvijy leukemijos viruso antigeno gp51 nustatymui
[125].

1.2.6. Bakteriofago baltymas gp39 ir jo taikymas chimeriniy
baltymy konstravimui

Bakteriofago vB EcoS NBD2 baltymas gp39 [126] yra savaime
susirenkantis ir multimerines ilgy bei lanks¢iy nanovamzdeliy struktiiras
formuojantis baltymas (1.28 pav.). Baltymas gp39 gali buti susintetintas
mieliy ar E. coli baltymy sintezei skirtose sistemose, o formuojami
nanovamzdeliai gali biiti nesudétingai iSgryninti per sacharozeés gradienta.
Sios oligomerinés struktiiros yra stabilios jvairiuose buferiniuose tirpaluose,
pavyzdziui, karbonatiniuose, fosfatiniuose, Tris, acetatiniuose ar citratiniuose
tirpaluose, ir yra atspartis pH svyravimams (pH 3,2-9,6) bei Silumai (stabilts
iki 37 °C) [4].

1.28 pav. Bakteriofago baltymo gp39 formuojamy nanovamzdeliy elektroninés
mikroskopijos nuotrauka [3].
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Rekombinantinio gp39 baltymo formuojama nanovamzdeliy strukttra
pasizymi morfologiniais panaSumais j nattiraliai sutinkamy virusy strukttiras.
Parodyta, jog Sie nanovamzdeliai sukelia stipry lgstelinj ir humoralinj atsakg
laboratorinéms peléms. Todél, sickiant padidinti tiksliniy baltymy
imunogeniskuma, §ios multimerinés struktiros, kaip neSikliai, gali biiti
panaudotos svetimy baltymy fragmenty eksponavimui [3], [4]. Tokiu bidu
gali buti eksponuojami trumpi baltymy fragmentai, kurie jprastai dél savo
mazos molekulinés masés stipraus imuninio atsako organizme nesukelty.
Siame darbe §i strategija buvo pritaikyta bakteriofago vB EcoS NBD2
baltyma gp39 suliejant su DHA-1 [-laktamazés 17 aminoriigsciy ilgio
fragmentu ir sukonstruotg chimerinj baltyma, kaip imunogeng, panaudojant
kryptingam MAKk prie§ B-laktamazes kiirimui.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMU METODAI
2.1. Medziagos
2.1.1. Reagentai

Fetalinis verSiuko serumas (FVS, angl., fetal bovine serum, Biochrom); L-
glutaminas (Roth); gentamicino sulfatas (Roth); hipoksantinas, aminopterinas,
timidinas (HAT, Sigma-Aldrich); hipoksantinas, timidinas (HT, Sigma-
Aldrich); pilnas Freundo adjuvantas (PFA) ir nepilnas Freundo adjuvantas
(NFA, Thermo Fisher Scientific), polietilenglikolis (PEG, Sigma-Aldrich);
dimetilsulfoksidas (DMSO, Roth); jaucio serumo albuminas (BSA, angl.,
bovine serum albumine, Roth); 3,3°,5,5’-tetrametilbenzidinas (TMB)
imunoblotingui Liquid Substrate System for Membranes (Sigma-Aldrich),
TMB imunofermentinei analizei NeA-Blue Tetramethylbenzidine Substrate
(Clinical Science Products), tetrametiletilendiaminas (TEMED, Roth);
polivinilidenfluorido (PVDF) membrana (Roth).

2.1.2. Buferiniai tirpalai ir terpés

Imunofermentinéje analizéje naudoti tirpalai:

Imobilizacijos buferinis tirpalas: 0,05 M NaHCOs (Roth), pH 9,5.

Fosfaty buferinis tirpalas (PBS): 137 mM NaCl (Roth), 2,7 mM KCI
(Roth), 8,1 mM Na,HPO4 (Roth), 1,5 mM KH,PO4 (Roth).

Fosfaty buferinis tirpalas su detergentu Tween-20 (PBST): PBS su 0,1 %
Tween-20 (v/v) (Roth).

Blokavimo tirpalai: PBS su 2 % (w/v) BSA; 1 x Roti-Block® tirpalas
(Roth); PBS su 2 % (w/v) pieno milteliy (Roth) ir 0,5 % Tween-20.

Ryskinimo tirpalas: NeA-Blue Tetramethylbenzidine Substrate.

Baltymuy elektroforezéje denatiiruojanciomis salygomis naudoti tirpalai:

Akrilamido-bisakrilamido tirpalas: 30 % (w/v) akrilamido (Roth), 0,8 %
N,N-Metilenbisakrilamido (Roth).

1,5 M Tris-HCI (Roth) tirpalas, pH 8,8.

0,5 M Tris-HCl tirpalas, pH 6,8.

10 % (w/v) amonio peroksosulfato tirpalas (Roth).

10 % (w/v) natrio dodecilsulfato (SDS, angl. sodium dodecyl sulfate, Roth)
tirpalas.

4% koncentruojamasis gelis: 4 % (v/v) akrilamido-bisakrilamido,
125mM Tris-HC1 (pH 6,8), 0,1 % (v/v) SDS, 0,05% (v/v) amonio
peroksosulfato, 0,1 % (v/v) TEMED.

12 % skiriamasis gelis: 12 % (v/v) akrilamido-bisakrilamido, 0,4 M Tris-
HCI (pH 8,8), 0,1 % (v/v) SDS, 0,05 % (v/v) amonio peroksosulfato, 0,1 %
(v/v) TEMED.

Baltymy elektroforezés buferinis tirpalas: 24,7 mM Tris-HCI, 192 mM
glicino, 3,5 mM SDS, pH 8,3-8,6.
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Baltymus redukuojantis uznesimo buferinis tirpalas Pierce Lane Marker
Reducing Sample Buffer (Thermo Fisher Scientific).

Gelio dazas Page Blue Protein Staining Solution (Thermo Fisher
Scientific).

DNR ir RNR elektroforezése naudoti tirpalai:

0,5 M NaOH (Roth) tirpalas.

Tris-acetatinis buferinis tirpalas (TAE) (Thermo Fisher Scientific).

Méginiy uznesimo dazai: TriTrack DNA Loading Dye, RNA Gel Loading
Dye (Thermo Fisher Scientific).

DNR dazas: GelRed Nucleic Acid Gel Stain (Biotium).

Imunoblotinge naudoti tirpalai:

Baltymy pernesimo buferinis tirpalas: 25 mM Tris, 150 mM glicino, 10 %
(v/v) metanolio.

Blokavimo tirpalas: PBS su 2 % (w/v) pieno milteliy.

Plovimo buferinis tirpalas: PBST.

Antikiiny skiedimo buferinis tirpalas: blokavimo tirpalas su 0,1 % (v/v)
Tween-20.

Ryskinimo tirpalai: PBS su 0,05 % (v/v) 4-chlornaftolio (Sigma-Aldrich),
16 % (v/v) metanolio (Roth), 0,02 % (v/v) H,O» (Roth); Liquid Substrate
System for Membranes.

Imunochromatografijoje naudoti tirpalai:

Zalias dazas — ProClin300 (Roth) santykiu 1:40 skiestas su PBS, 3,3 mM
Orange G (Roth), 0,56 mM ksileno sianolio (Roth).

Zydras dazas — 3,7 mM bromfenolio mélynojo dazo (Roth).

Me¢élynas dazas — Remazol Brilliant Blue R (Roth), kuris yra Zymétas BSA.

Blokavimo tirpalas: PBS su 2 % (w/v) BSA.

Konservavimo tirpalas: 10 % (w/v) sacharozés (Roth), 10 mM kalio
fosfato, pH 7,4.

Méginiy uznesimo tirpalas: 0,5 % (w/v) BSA, 0,5 % Tween-20, 1%
detergento  3-((3-cholamidopropil)  dimetilamonio)-1-propanosulfonato
(CHAPS, Roth), 0,5 x PBS.

Antikiiny Zyméjimui aukso nanodalelémis naudoti tirpalai:

10 mg/mL 1-etyl-3-(3-dimetilaminopropyl) carbodiimido (EDC, Roth)
tirpalas.

10 mg/mL  N-hidroksisulfosukcinimido (sulfo-NHS, Sigma-Aldrich)
tirpalas.

50 % (w/v) hidroksilamino chlorido (Roth) tirpalas.

Dializés tirpalas: 10 mM kalio fosfatinis buferinis tirpalas, pH 7,4.

Reakcijos tirpalas: 5mM kalio fosfato (pH7.4), 0,5% (w/v)
polietilenglikolio (PEG) Mr 8000 (Roth).

Saugojimo tirpalas: 0,1 x PBS, 0,5 % (w/v) BSA, 0,5 % (v/v) Tween-20,
0,05 % (w/v) natrio azido (Roth), pH 8.

Antikiiny Zyméjimui krieny peroksidaze naudoti tirpalai:

Natrio karbonatinis buferinis tirpalas: 0,2 M NaHCO; (Roth), 0,2 M

Na,COs (Roth), pH 9,5.
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4 mg/mL NaBHy (Roth).

0,2 M NalO4 (Roth).

1 M natrio acetatinis buferinis tirpalas, pH 4,5.
Antikiiny gryninimui naudoti tirpalai:

Uznesimo buferinis tirpalas (IgG1 gryninimui): 1,5 M glicino (Roth), 3 M
NaCl, pH 8,9.

Uznesimo buferinis tirpalas (IgG2a/b gryninimui): 0,1 M Tris-HCI, pH 8.

Koncentruotas 1 M Tris-HCI buferinis tirpalas, pH 8.

Eliucijos tirpalas: 0,1 M glicino, pH 3.

20 % (v/v) etanolio tirpalas.
Rekombinantiniy baltymu gryninimui nikelio chelatinés
chromatografijos metodu naudoti tirpalai:

Uznesimo buferinis tirpalas: 20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 0,15 M NaCl,
20 mM imidazolo (Roth), 10 mM B-merkaproetanolio (B-ME, Roth).

Plovimo buferinis tirpalas: 20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 0,15 M NacCl, 80—
100 mM imidazolo, 10 mM B-ME.

Eliucijos buferinis tirpalas: 20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 0,15 M NaCl,
500 mM imidazolo, 10 mM B-ME.

Biomasés ardymo buferinis tirpalas: uzneSimo buferinis tirpalas su 1 mM
fenilmetilsulfonilfluorido (PMSF, Sigma-Aldrich).
Rekombinantiniy baltymy gryninimui jony mainy chromatografijos
metodu naudoti tirpalai:
e rACT-14, rPDC-195 ir rtCMY-34 gryninimui:

UZznesimo buferinis tirpalas: 50 mM Na;HPO4 (Roth), pH 7.,4.

Eliucijos buferinis tirpalas: 1 M NaCl, 50 mM Na,HPOs, pH 7.,4.

Baltymy saugojimo buferinis tirpalas: 20 mM Tris-HCI (pH 7,4), 150 mM
NacCl, 2 mM ditiotreitolio (DTT, Roth).
e rNDM-1 gryninimui:

Uznesimo buferinis tirpalas: 20 mM Tris-HCI, pH 8.

Eliucijos buferinis tirpalas: 1 M NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 8.

Baltymy saugojimo buferinis tirpalas: 20 mM Tris-HCI (pH 8), 150 mM
NaCl, 2 mM DTT.
Darbui su bakterijomis naudoti tirpalai ir terpés:

Transformacijos NaCl tirpalas: 5 mM Tris-HCI (pH 8), 5 mM MgCl,
(Roth), 100 mM NacCl.

Transformacijos CaCl, tirpalas: 5 mM Tris-HCI (pH 8), 5 mM MgCl,,
100 mM CaCl; (Roth).

Luria-Bertani (LB) terpé Lennox (Roth).

Agarizuota LB terpé Lennox (Roth).

30 mg/mL kanamicino tirpalas (Sigma-Aldrich).

100 mg/mL ampicilino tirpalas (Sigma-Aldrich).

100 mM PMSEF tirpalas.

Izopropil-p-D-tiogalaktopiranozidas (IPTG, Thermo Fisher Scientific).

Biomasés praplovimo buferinis tirpalas: 20 mM Tris-HCl (pH 7,4),
200 mM NacCl.
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Darbui su Zinduoliy 1asteliy kultiiromis naudoti tirpalai ir terpés:

50 mg/mL gentamicino tirpalas (Sigma-Aldrich).

200 mM L-glutamino tirpalas (Sigma-Aldrich).

Hibridomy ir Sp2/0 augimo terpé: Dulbecco modifikuota Eagle terpé
(DMEM, angl. Dulbecco's Modified Eagle Medium) su 2 mM L-glutamino,
200 pg/mL gentamicino ir 10-15 % (v/v) FVS.

Terpé be serumo: DMEM su 2 mM L-glutamino, 300 pg/mL gentamicino.

Konservavimo terpé: FVS su 10 % DMSO.

HAT terpé: hibridomy augimo terpé su HAT (1 mM hipoksantino, 0,4 pM
aminopterino, 16 uM timidino).

HT terpé: hibridomy augimo terpé su HT (1 mM hipoksantino, 16 uM
timidino).

2.1.3. Rekombinantiniai baltymai

Darbui naudoti rekombinantiniai baltymai, kurie buvo sukonstruoti,
susintetinti £. coli bakterijose ir iSgryninti Vilniaus universitete, Gyvybés
moksly centre, Biotechnologijos institute (VU GMC BTI) Eukarioty geny
inzinerijos (EGIS) ir Imunologijos skyriuose (ILS):

e Rekombinantinés su maltozg suriSanciu baltymu (MBP) sulietos -
laktamazés: rADC-144-MBP, rIMI-1-MBP, rIMP-1-MBP; rKPC-2-
MBP, rOXA-48-MBP, rOXA-134-MBP, rfSHV-42-MBP, rfSME-3-MBP;

e Rekombinantinis MBP baltymas.

Saccharomyces cerevisiae susintetintas chimerinis, multimerinius
vamzdelius formuojantis gp39m baltymas, sulietas su DHA-177-93
aminoriig§ciy (ar.) (GenBank nr. AEP68014.1) fragmentu (gp39m J DHA),
gautas i§ VU GMC BTI EGIS.

2.1.4. Antikunai

Krieny peroksidaze (HRP, angl. horseradish peroxidase) zyméti ozkos
polikloniniai antikiinai (PAk) pries pelés IgG Goat Anti-Mouse IgG (H+L)-
HRP (BioRad), ozkos PAk prie§ pelés 1gG Goat Anti-Mouse I1gG (H+L)
(SouthernBiotech).

Izotipinéms kontroléms naudoti anks¢iau VU GMC BTI ILS sukurti MAk:
IgG1 poklasio MAk 18E4 prie§ namy dulkiy erkiy alergeng Der p 23; IgG2a
poklasio MAk 20G11, IgG3 poklasio MAk 20D1 ir IgG1 poklasio MAk 3D7
pries SARS-CoV-2 spyglio baltyma.

2.1.5. Rinkiniai

Plazmidinés DNR gryninimo rinkinys GeneJET Plasmid Miniprep Kit,
PGR produkty ir DNR fragmenty gryninimo i§ agarozinio gelio rinkiniai:
Gene JET Gel Extraction Kit, GeneJET PCR Purification Kit; RNR gryninimo
rinkinys GeneJET RNA Purification Kit; kopijinés DNR (kDNR) sintezés
rinkinys Revertdid RT Kit, DNR fragmenty ir PGR produkty klonavimo
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rinkiniai: Rapid DNA Ligation Kit ir CloneJET PCR Cloning Kit; baltymy
koncentracijos nustatymo rinkinys Pierce Bradford Protein Assay Kit
(Thermo Fisher Scientific).
Pelés antikiny klasés ir poklasio nustatymo rinkinys Mouse
Immunoglobulin Isotyping ELISA Kit (BD Biosciences).
Imunochromatografinio testo kostravimui skirtas rinkinys Lateral Flow
Material Starter Kit (nanoComposix).

2.1.6. Fermentai, zymés

Klonavimo darbuose naudoti fermentai: Fast Digest BamHI, Fast Digest
Xhol restrikcijos endonukleazés (RE), FastAP temperaturai jautri Sarminé
fosfataze, dsDNase (Thermo Fisher Scientific).

Polimerazés grandininéje reakcijoje naudoti reagentai: Phusion Flash
High-Fidelity PCR Master Mix, DreamTaq Green PCR Master Mix (Thermo
Fisher Scientific).

Antikiinai Zyméti su: HRP (Merck); 40 nm aukso nanodalelémis BioReady
40 nm Carboxyl Gold (nanoComposix).

2.1.7. Molekulinés masés standartai

DNR/RNR fragmenty ilgio standartai: GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder,
GeneRuler 50 bp DNA Ladder, RiboRuler High Range RNA Ladder (Thermo
Fisher Scientific).

Baltymy molekulinés masés standartai: PageRuler Prestained Protein
Ladder, PageRuler Unstained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific).

2.1.8. Pradmenys, genai ir vektoriai

Pradmenys buvo susintetinti Eurofins Genomics. 2.1 lenteléje pateikti
pradmenys naudoti -laktamaziy persidengian¢iy fragmenty kiirimo
darbuose. Tiesioginis pradmuo 5’-gale turi BamHI, o atvirkstinis — Xhol RE
hidrolizés sritis. Atvirkstinis pradmuo papildomai koduoja STOP kodona
(TAA).

2.1 lentelé. Persidengianciy ACT-14, NDM-1, PDC-195 ir CMY-34 baltymy
fragmenty konstravimui naudoti pradmenys

Sritis

Fragmentas Pradmuo Pradmens seka® (5°-3°) baltyme,
ar.
ACT-14
ACT-14 1 ACT_1_F ACAGGATCCATGATGAAGAAGAGCCTG 1-175
- ACT_1_R ACACTCGAGTTAAATACTGGCATTGGCATAC
ACT-14 2 ACT 2 F ACAGGATCCGCCGTGATCTATCAGGGT 51-175
= ACT 2 R ACACTCGAGTTAAATACTGGCATTGGCATAC
ACT-14 3 ACT 3 F ACAGGATCCGCCGTGATCTATCAGGGT 51-251
- ACT_ 3 R ACACTCGAGTTAGGCCATATCCTGAACATTG
ACT 4 F ACAGGATCCAAACCGCTGAAACTGGATC
ACT-14.4 ACT 4 R ACACTCGAGTTATTTATGCACCCAGCTTGC 200-335
ACT 5 F ACAGGATCCAAACCGCTGAAACTGGATC
ACT-14_5 ACT 5 R ACACTCGAGTTACTGCAGGGCATC 200-381
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Sritis

Fragmentas Pradmuo Pradmens seka® (5°-3°) baltyme,
ar.
NDM-1
NDM.I 1 NDM_1_F ACAGGATCCATGGAACTGCCGAATATTATG 119
- NDM_1_R ACACTCGAGTTAGGTAACCACGGCCAGTG N
NDM.I 2 NDM_2_F ACAGGATCCAATGTGTGGCAGCATACC $7180
- NDM 2 R ACACTCGAGTTATAACGGGCCGAAGTTCG
NDM_3_F ACAGGATCCAATGTGTGGCAGCATACC
NDM-1_3 - 57-270
- NDM_3 R ACACTCGAGTTAGCGCAGTTTATCTGCC
PDC-195
PDC-195 1 PDC_I_F ACAGGATCCATGCGCGATACCCGCTTC 1-108
- PDC_I_R ACACTCGAGTTATTTATCCTGGGCCAGTG
PDC-195 2 PDC_2_F ACAGGATCCCTGGCAGTGGCCATTAG 53139
— PDC 2 R ACACTCGAGTTAGGTATAGGTGGCCAGATC .
PDC 3 F ACAGGATCCGCCGGTTATGCACTGGC
PDC-1953 PDC 3 R ACACTCGAGTTACAGGCCCTGGGTCATATC 100-296
PDC-195 4 PDC_4_F ACAGGATCCAGCATTGGCCTGTTCGG 181296
- PDC 4 R ACACTCGAGTTACAGGCCCTGGGTCATATC
PDC 5_F ACAGGATCCGTGGATGCAAATCTGCATC
PDC-1955 PDC 5 R ACACTCGAGTTAGCGTTTCAGCGGCACT 262-397
PDC_6_F ACAGGATCCCTGGGTTGGGAAGCATATG
PDC-195_6 PDC 6 R ACACTCGAGTTAGCGTTTCAGCGGCACT 295-397
CMY-34
CMY34 1 CMY_1_F ACAGGATCCATGATGAAAAAAAGCCTGTG 1-135
- CMY 1 R ACACTCGAGTTAATCACCACCTAAAACACC
CMY-34 2 CMY_2_F ACAGGATCCGCAGCAAAAACCGAACAG 22135
e CMY_2 R ACACTCGAGTTAATCACCACCTAAAACACC
CMY34 3 CMY_3_F ACAGGATCCGTTGCAGTTATTTATCAGGGT 50-135
o CMY 3 R ACACTCGAGTTAATCACCACCTAAAACACC
CMY-34 4 CMY_4_F ACAGGATCCATTGCCCGTGGTGAAATC 98-292
e CMY_4 R ACACTCGAGTTATTCCCAACCTAAACCTTG
CMY_5_F ACAGGATCCATTGGTCTGTTTGGTGC
CMY-34.5 CMY_5_R ACACTCGAGTTATTCCCAACCTAAACCTTG 175-292
CMY34 6 CMY_6_F ACAGGATCCATTGGTCTGTTTGGTGC 175-381
- CMY_6_R ACACTCGAGTTACTGCAGTTTTTCCAGAATAC B

*Pabrauktos RE hidrolizés sritys; TTA — STOP kodonas

2.2 lenteléje pateikti pradmenys buvo naudoti MAk variabiliyjy sunkiosios
(VH) ir lengvosios (VL) grandiniy seky nustatymui. Pradmenys parinkti
remiantis literattira [127], [128].

2.2 lentelé. Pradmenys naudoti MAk VL ir VH seky nustatymui

Pradmuo Pradmens seka

IgGl 5>-TTAATAGACAGATGGGGGTGTCGTTTTGGC-3"

1gG2a 5’-TTACTTGACCAGGCATCCTAGAGTCA-3’

1gG3 5’>-TTAAGGGACCAAGGGATAGACAGATGG-3’

MH1 5’~-CATATGSARGTNMAGCTGSAGSAGTC-3’

VHIFOR 5>-TGAGGAGACGGTGACCGTGGTCCCTTGGCCCCAG-3’
VHIBACK 5>-AGGTSMARCTGCAGSAGTCWGG—3’

Kc 5>-TTAGGATACAGTTGGTGCAGCATC-3’

Mk 5>~ CATATGGAYATTGTGMTSACMCARWCTMCA-3’

Pradmenys, pateikti 2.3 lenteléje, buvo naudoti j vektorius jklonuoty
fragmenty sekoskaitai ir jy vertinimui kolonijy PGR metodu.

2.3 lentelé. Sekoskaitai ir klonavimo darbuose naudoti pradmenys

Pradmuo Pradmens seka

T7prom-fw 5>-TAATACGACTCACTATAGGG-3’
T7term-rev 5>~-GCTAGTTATTGCTCAGCGG-3’

pJET1.2 F 5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’
pJET1.2 R 5’~-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’
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Pradmenys, pateikti 2.4 lentel¢je, naudoti B-laktamazes koduojanciy geny
nustatymui bakterijy izoliatuose. Pradmenys parinkti remiantis literatiira
[129].

2.4 lentelé. Pradmenys naudoti B-laktamazes koduojanciy geny nustatymui

Pradmuo Pradmens seka

ACT-F2 5’-TNAGNAAAACCTTCACCGGC-3’
ACT-R2 5’-NACNGGCCAGTTGAGCATC-3’
NDM-F 5’-GGGGATTGCGACTTATGC-3”
NDM-R 5’-AGATTGCCGAGCGACTTG-3’
PDC-F 5’>-NCTGTTCGGCTATCTCNCC-3’
PDC-R 5’-ANCCGGTCTTGTTCAGCA-3’
CMY-F1 5’-MTGGGGKAAAGCCGATATC-3’
CMY-RI 5’-AGTTCAGCATCTCCCANCC-3’

B-laktamazes koduojantys genai buvo susintetinti /nvitrogen. ACT-14
koduojanti seka — GenBank nr.JX440354.1, NDM-1 - GenBank
nr. KJ018857.1, PDC-195 — GenBank nr. CP007147.1, CMY-34 — GenBank
nr. EF394370.1, DHA-1 — GenBank nr. IN638038.1.

Rekombinantiniy B-laktamaziy ir sutrumpinty baltymy fragmenty sintezei
naudotas pET28a(+) vektorius (Merck), MAk VH ir VL koduojanciy seky
nustatymo darbuose naudotas pJET1.2/blunt vektorius (Thermo Fisher
Svientific).

2.1.9. Sintetiniai peptidai
Visi darbe naudoti sintetiniai peptidai buvo susintetinti SB-Peptide ir
GenScript. MAk pries CMY-34 epitopy nustatymui naudoti sintetiniai
peptidai, kurie N-gale jungtuku (SGSG ar.) prijungti prie biotino, pateikti 2.5

lenteléje.

2.5 lentelé. MAk 9D2 pries CMY-34 epitopy nustatymui naudoti sintetiniai peptidai

Peptidas Seka® CMY-34 regionas, ar.
PO SGSGAKTEQQIADIVNRTITPLMQEQAIPGMA 22-49
Pl SGSGEQQIADIVNRTITPLMQEQAIPGMA 25-49
P2 SGSGIADIVNRTITPLMQEQAIPGMA 28-49
P3 SGSGIVNRTITPLMQEQAIPGMA 31-49
P4 SGSGRTITPLMQEQAIPGMA 34-49
P5 SGSGTPLMQEQAIPGMA 3749
P6 SGSGMQEQAIPGMA 4049
P7 SGSGQAIPGMA 43-49
P8 SGSGPGMA 4649
P9 SGSGAKTEQQIADIVNRTITPLMQEQAIP 22-46
P10 SGSGAKTEQQIADIVNRTITPLMQEQ 22-43
P11 SGSGAKTEQQIADIVNRTITPLM 22-40
P12 SGSGAKTEQQIADIVNRTIT 22-37
P13 SGSGAKTEQQIADIVNR 22-34
P14 SGSGAKTEQQIADI 22-31
P15 SGSGAKTEQQI 22-28
P16 SGSGAKTE 22-25

2Peptido N-gale jungtuku (SGSG) prijungtas biotinas
bPagal pilno ilgio CMY-34 ar. sekg GenBank nr. ABN51006.1
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MAKk pries DHA-177.03 epitopy nustatymui naudoti sintetiniai DHA-1 77—
93 ar. (GenBank nr. AEP68014.1) apimantys persidengiantys peptidai (2.6
lentel¢). Sintetiniai peptidai, naudoti MAk pries DHA-17793 kryzminio
reaktyvumo tyrimuose yra pateikti 2.7 lenteléje. Siy peptidy N-galas jungtuku
(SGSG ar.) prijungtas prie biotino.

2.6 lentelé. MAk pries DHA-177_903 epitopy nustatymui naudoti sintetiniai peptidai

Peptidas Seka DHA-1 regionas, ar.*
PO TLFELGSVSKTFTGVLG 77-93
P1 FELGSVSKTFTGVLG 79-93
P2 LGSVSKTFTGVLG 81-93
P3 SVSKTFTGVLG 83-93
P4 SKTFTGVLG 85-93
P5 TLFELGSVSKTFTGV 77-91
P6 TLFELGSVSKTFT 77-89
P7 TLFELGSVSKT 77-87
P8 TLFELGSV 77-84

2Pagal pilno ilgio DHA-1 ar. seka GenBank nr. AEP68014.1

2.7 lentelé. MAk prieS DHA-177-93 kryZzminio reaktyvumo nustatymui naudoti
sintetiniai peptidai

Peptidas Seka®

P 1 SGSGFEIGSLSKTFT

P2 SGSGFEVGSLSKTFT
P3 SGSGFEIGSVSKVFT
P 4 SGSGFEIGSVSKTYT
PS5 SGSGFEIGSVSKTLT
P 6 SGSGFEIGSVSKPLT
P 7 SGSGFEVGSVSKPLT
P 8 SGSGFEIGSLSKPFT

P9 SGSGFEVGSLSKTFA

aPeptido N-gale jungtuku (SGSG) prijungtas biotinas
2.1.10. Lasteliy linijos

Hibridomy kiirimui naudota pelés mielomos Sp2/0 lasteliy linija (CRL-
1581, ATCC). Sios lastelés nesintetina imunoglobuliny ir dél i§veiklinty
timidinkinaz¢ (TK) ir hipoksantinguaninfosforiboziltransferaze (HGFET)
koduojanéiy geny, $i lasteliy linija neauga selektyvioje HAT terpéje [130].

2.1.11. Eksperimentiniai gyviinai

Hibridomy kiirimo darbuose naudotos BALB/c linijos pelés, kurios buvo
veisiamos ir laikomos VU GMC Biochemijos instituto, Biologiniy modeliy
skyriaus patalpose. Eksperimentai su laboratoriniais gyvinais buvo atlikti
pagal Lietuvos ir Europos teisés aktus. Valstybinés maisto ir veterinarijos
tarnybos leidimas laboratoriniy peliy naudojimui polikloniniy ir
monokloniniy antikiiny kiirimui nr. G2-117. Eksperimentus atliko VU GMC
BTI Imunologijos skyriaus darbuotojai (dokt. Karolina Bielské ir dr. Indré
Kucinskaité-Kodz¢), turintys iSduotg pazyméjima, suteikiantj teis¢ dirbti su
laboratoriniais gyviinais Lietuvos Respublikoje.
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2.1.12. Geny inzinerijos darbams naudoti bakterijy
kamienai

E. coli DH10B klonavimo kamienas (Novagen) naudotas B-laktamazes
koduojanciy geny, trumpinty baltymy fragmenty ir MAk variabiliyjy seky
klonavimui.

E. coli Tuner(DE3) raiskos kamienas (Novagen) naudotas rekombinantiniy
B-laktamaziy sintezei, BL21(DE3) kamienas (Novagen) — trumpinty baltymy
fragmenty sintezei.

2.1.13. Bakterijy izoliatai

MAk apibudinimo ir imunocheminiy tyrimo metody kirimo darbams
naudoti antibiotikams atspariy bakterijy izoliatai su zinomu koduojamy [-
laktamaziy profiliu pateikti 2.8 ir 2.9 lentelése. 2.8 lentel¢je nurodytas
Citrobacter portucalensis izoliatas gautas i§ A. Hammerum ir kolegy [131],
like lenteléje pateikti bakterijy izoliatai gauti i§ Culture Collection University
Of Gothenburg (Svedija) kolekcijos.

Izoliatai pateikti 2.9 lentel¢je gauti i§ Turku universitetinés ligoninés
(TYKS), Klinikinés mikrobiologijos laboratorijos (Suomija). Sie izoliatai
testuoti TPX technologija paremta sistema ir imunochromatografiniu testu.

2.8 lentelé. MAk apibiidinimo ir taikymo darbuose naudoti patogenisky bakterijy
izoliatai

Eil. Nr.  Identifikacijos Nr. Bakteriju rusis p-laktamaziy profilis
1 3826708 Citrobacter portucalensis CMY-34
2. CCUG60138 Klebsiella pneumoniae NDM-1, CMY-4*
3. CCUG68728 Klebsiella pneumoniae NDM-1, CMY-4*
4 CCUG74036T Acinetobacter chinensis NDM-1
S. CCUG74037 Acinetobacter chinensis NDM-1

%lacmy nustatytas PGR metodu, CMY alelinis variantas identifikuotas po PGR
produkto sekoskaitos

2.9 lentelé. MAk diagnostinio potencialo vertinimui testuoti patogenisky bakterijy
izoliatai. NDM tipo ir CMY tipo B-laktamazés pabrauktos

E]: Identifikacijos Nr. Bakterijy ruis B-laktamaziy profilis

1. 50627996 Klebsiella pneumoniae NDM-1, CMY-6, OXA-1, CTX-M-15, SHV-11
2. 50639799 Escherichia coli CMY-4, OXA-1, VIM-29, CTX-M-15

3. 50664164 Proteus mirabilis NDM-1, CMY-16, OXA-10

4. 50664179 Escherichia coli NDM-5, SHV-12, TEM-1B

5. 50677418 Citrobacter sp. NDM-1

6. 50694638 Escherichia coli CMY

7. 50816743 Escherichia coli CMY-2, OXA-48, OXA-1, CTX-M-15, TEM-1B
8. 50700924 Klebsiella pneumoniae OXA-48, SHV-11

9. 50531633 Klebsiella pneumoniae 0OXA-48, CTX-M-15, SHV-76, TEM-1B

10. 50884375 Klebsiella pneumoniae OXA-162, CTX-M-15, SHV-28/-100, TEM-1B
11. 50793946 Proteus mirabilis Neigiamas

12. 50796520 Klebsiella aerogenes Neigiamas
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2.2. Metodai
2.2.1. MAKk kurimui naudoti metodai

MAk kirimo etapai: BALB/c linijos peliy imunizacija, Sp2/0 linijos
lasteliy kultivavimas, hibridizacija, hibridiniy lasteliy atranka ir klonavimas.

2.2.1.1. Imunizacija

Imunizacijai naudotos 6—8 savai¢iy BALB/c linijos pelés, kurios buvo
laikomos VU GMC Biochemijos institute, Biologiniy modeliy skyriuje. Su
rACT-14, fNDM-1, rPDC-195, rCMY-34 ir gp39m J DHA baltymais
imunizuota po 3 laboratorines peles. Imunizacija atlikta po 3 kartus, kas 28
dienas suleidziant antigena pelei po oda. Pirmos imunizacijos metu buvo
suleista po 50 pg baltymy PBS buferiniame tirpale, tirio santykiu 1:1 (v/v)
sumaisyty su PFA. Po 28 dieny pelés pakartotinai imunizuotos su 50 pg
antigeno, tirio santykiu 1:1 (v/v) sumaiSytu su NFA. Pragjus 56 dienoms po
pirmos imunizacijos, tokia pacia tvarka, vietoje adjuvanto naudojant PBS,
pelés imunizuotos trecigjj kartg. Prie$ kiekvieng imunizacijg i§ uodegos venos
surinkti kraujo méginiai, kurie buvo naudoti antigenui specifisky polikloniniy
antikliny titro nustatymui netiesioginés imunofermentinés analizés (IFA)
metodu su rACT-14, INDM-1, rPDC-195, rCMY-34 ir rDHA-1. Trys dienos
pries hibridizacija peléms, kuriy antigenui specifisky antikiiny titras kraujyje
buvo didziausias, papildomai suleista po 50 pg su PBS skiesty baltymy.

2.2.1.2. Hibridomy kiirimas

Hibridomy kiirimui naudota Sp2/0 mielomos lasteliy linija. Pries
hibridizacijg lgstelés auginamos DMEM terpéje su 10 % FVS 75 cm?
flakonuose. Pries hibridizacijg lastelés persé¢jamos taip, kad hibridizacijos
dieng biity eksponentingje augimo fazéje.

Hibridizacijos dieng i§ paaukotos pelés steriliai iSimama bluznis ir
sutraiSkoma 10 mL DMEM terpéje be serumo. Bluznies lasteliy suspensija
centrifuguojama 200 x g 7 min, Igstelés suspenduojamos 10 mL terpés be
serumo. Mielomos Igstelés suspenduojamos ir centrifuguojamos 200 x g
5 min. Nusédusios mieclomos Igstelés suspenduojamos 30 mL terpés be
serumo. Toliau atliekamas lasteliy skai¢iavimas, naudojant Burker lasteliy
skaiC¢iavimo kamerg. Bluznies ir mielomos lgtelés sumaiSomos santykiu 5:1,
centrifuguojamos 200 X g 7 min ir suliejamos naudojant PEG-1500 suliejimo
agenta. Suspensija skiedziama su 50 mL terpés be serumo ir centrifuguojama
200 x g 5 min. Lastelés suspenduojamos hibridomy augimo terp¢je su HAT
reagentu ir i§sé¢jamos j 96 Sulinéliy ploksteles po 250 tiikst. 1asteliy j Sulinélj.
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2.2.1.3. Maitinamojo makrofagy sluoksnio paruosimas

Hibridomy auginimui naudotas maitinamasis pelés makrofagy sluoksnis.
Makrofagai gamina hibridomy augima skatinancius veiksnius ir fagocituoja
zuvusias lasteles bei jy nuolauzas [132]. Makrofagai renkami i§ paaukotos
pelés pilvo ertmés, praduriant pilvapléve ir pilvo ertme praplaunant su 10 mL
DMEM terpés be serumo. Surinkta lgsteliy suspensija centrifuguojama
200 x g 5 min, Igstelés skai¢iuojamos ir iSs¢jamos hibridomy augimo terpéje
i lasteliy auginimui skirtus indus 1000—4000 Igst./cm? tankiu.

2.2.1.4. Pelés polikloniniy antikiiny surinkimas

IS paaukoty imunizuoty peliy kriitinés lastos surenkamas kraujas, lasta
praplaunant su 2 mL PBS. Centrifuguojama 200 X g 10 min, supernatantas
sumaisomas su so¢iu amonio sulfato tirpalu tiirio santykiu 1:1 ir inkubuojama
16 h 4 °C. I$sodinti polikloniniai antiktinai (PAk) centrifuguojami 10 000 x g
5 min, nuosédos suspenduojamos PBS ir santykiu 1:1 sumaiSomos su sociu
amonio sulfato tirpalu. Paruosti PAk saugomi 4 °C.

2.2.1.5. Hibridomy atranka ir klonavimas

Pragjus 7 dienoms nuo hibridizacijos, i§ Sulinéliy nusiurbiama pusé
hibridomy augimo terpés ir uzpilama sviezia hibridomy augimo terpe su HT
reagentu. Po 3 dieny augimo terpé i§ Sulinéliy, kuriuose auga hibridomy
klonai, testuojama netiesioginés IFA metodu su antigenais. Kaip teigiama
kontrolé naudojami hibridizacijos dieng surinkti imunizuotos pelés PAk.
Augimo terpé i Sulinéliy, kuriuose klonai neuzaugo, naudojama kaip
neigiama kontrolé. Atrenkami teigiami klonai, kuriy testuotos augimo terpés
optinis tankis (OT) buvo didesnis uz neigiamos kontrolés OT. Atrinkus
teigiamus klonus, hibridomos stabilizuojamos, jas iSklonuojant. Lastelés
klonuotos 96 Sulinéliy plokstelése su maitinamuoju makrofagy sluoksniu,
atliekant serijinius skiedimus. Po 6—7 dieny atrenkami Sulinéliai, turintys po
vieng lgsteliy klong. Atrinkty Sulinéliy augimo terpé testuojama netiesioginés
IFA metodu su antigenu. Atrinkti i$ vienos lgstelés kile ir MAk sekretuojantys
teigiami klonai kriokonservuojami.

2.2.1.6. Lasteliy kriokonservavimas ir atSildymas

Atrinktos ir stabilizuotos hibridomos, esanc¢ios eksponentingje augimo
fazéje buvo kriokonservuojamos. Siuo tikslu, i3 lasteliy augimo indy surinktos
hibridomos centrifuguojamos 200 x g 5 min ir skai¢iuojamos. Toliau lastelés
suspenduojamos 1 mL kriokonservavimo terpés 1-10°-5-10° Iast./mL tankiu
ir supilamos j kriomégintuvélj. Mégintuvéliai patalpinami j Saldymui skirtas
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dézutes ir saugomi parg —70 °C, véliau ilgesniam saugojimui perkeliami j
skysta azota.

Atsildant lasteles, jos atplaunamos nuo Saldymo terpés ir iSs¢jamos ant
maitinamojo makrofagy sluoksnio.

2.2.2. MAk apibiidinimo ir baltymy tyrimy metodai
2.2.2.1. MAKk gryninimas

MAKk 1§ hibridomy augimo terpés gryninti afininés chromatografijos
metodu, naudojant sefarozés su S. aureus rekombinantiniu baltymu A,
sorbentg. Gryninimas atliktas naudojant AKTA4 start chromatografine sistema
su 1 mL turio sorbentu uZzpildyta kolonéle HiTrap Protein A HP (Cytiva).
Kolong¢l¢ kalibruojama su 10 mL uzneSimo buferinio tirpalo. Toliau uzneSama
per 0,2 um filtra filtruota hibridomy augimo terpé, santykiu 1:2 (gryninant
IgG1 poklasio antikiinus) sumaiSyta su uznesimo buferiniu tirpalu. Gryninant
IgG2a, 1gG2b poklasio antikiinus, augimo terpé skiedziama su 1 M Tris-HCI
(pH 8) tirpalu iki galutinés 0,1 M Tris koncentracijos. Po uznesimo kolonélé
plaunama su 10 mL uznes$imo buferinio tirpalo. Toliau vykdoma M Ak eliucija
su 10 mL eliucijos buferinio tirpalo. | atskirus meégintuvélius, po 500 pL i
meégintuvélj, renkamos iSgryninty antikiiny frakcijos. Po eliucijos kolonélé
regeneruojama su 10 mL eliucijos buferinio tirpalo, tuomet su 10 mL
uzne$imo buferinio tirpalo ir plaunama su 10 mL distiliuvoto vandens.
Kolonélé uzpildoma 20 % (v/v) etanolio tirpalu ir saugoma 4 °C.
Spektrofotometru, esant 280 nm bangos ilgiui, iSmatuojama iSgryninty IgG
klasés antiktiny koncentracija. Atlickama frakcijy, kuriose nustatyta
didziausia antikiiny koncentracija, dializé pries PBS (1 mL antiktiny frakcijos
dializei naudojamas 1 L PBS), dializ¢ vykdant per naktj 4 °C temperattroje.
Po dializes MAK filtruojami per 0,2 pm filtrg ir saugomi 4 °C.

2.2.2.2. MAk zym¢jimas

Siekiant MAk apibidinti ir taikyti jvairiuose IFA formatuose, MAk buvo
zyméti HRP fermentu, taikant natrio perjodatinj metoda [133]. ISgryninti
MAKk (5 mg/mL) dializuojami prie§ natrio karbonatinj tirpala (pH 9,5). HRP
tirpinama vandenyje iki 5 mg/mL koncentracijos, jneSama 250 pL natrio
perjodato tirpalo, inkubuojama 20 min kambario temperatiiroje (KT), maiSant.
Tirpalas dializuojamas prie§ natrio acetatinj buferinj tirpala. Po dializés su
1 M natrio karbonato tirpalu koreguojamas HRP tirpalo pH, kol pH pasiekia
9,5. Tuomet jneSami MAK, inkubuojama 2 h KT, mai$ant. Toliau jneSama
natrio borhidrido tirpalo, inkubuojama 2 h 4 °C. Konjugatas per nakt]
dializuojamas pie§ PBS. Po dializés | MAKk tirpalg jnesama 2 % (w/v) BSA ir
50 % (v/v) glicerolio, saugoma —20 °C.
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Imunochromatografinio testo kiirimui MAkK Zyméti BioReady 40 nm
Carboxyl Gold aukso nanodalelémis (nanoComposix) pagal gamintojo
rekomendacijas. ISgryninti MAk (50 pg, 1 mg/mL konc.) dializuojami pries
dializés tirpalg. Toliau visos inkubacijos atlitos KT, maiSant. | 1 mL
nanodaleliy suspensijos jneSama 20 uL. EDC ir 40 puL sulfo-NHS tirpaly,
inkubuojam 30 min. Centrifuguojama 3 800 x g 10 min. Nuosédos
suspenduojamos 1 mL reakcijos tirpalo, jneSami MAKk ir inkubuojama 1 h. Po
inkubacijos jnesama 10 pL hidroksilamino chlorido tirpalo, inkubuojama
10 min. Po inkubacijos susidare kompleksai 2 kartus praplaunami su reakcijos
buferiniu tirpalu. Nuosédos suspenduojamos 1 mL saugojimo tirpalo ir
paruosti aukso nanodaleliy konjugatai (MAk-Au) saugomi 4 °C.

2.2.2.3. Netiesioginé imunofermentiné analizé (IFA)

Antigenas imobilizuojamas 96 Sulinéliy polistireno ploksteléje,
imobilizacijos tirpale su 3—5 pg/mL konc. i§gryninto antigeno arba 10 pg/mL
lizato baltymy, inesant 50 puL/Sul. Inkubuojama 16 h 4 °C. Toliau inkubacijos
vykdomos 1h KT, purtant (250 rpm), o plokstel¢ plaunama su PBST.
Sulinéliai bokuojami su blokavimo tirpalu, jnesant 250 pL/$ul. Po inkubacijos
plokstelé 2 kartus praplaunama, pilami su PBST skiesti tiriamieji méginiai
(2.10 lentelé), S50 pL/Sul. Plokstelé 4 kartus praplaunama. Antikiino ir
antigeno sgveikos identifikavimui toliau pilami PBST skiesti antriniai
antiktinai (2.10 lentelé), 50 puL/Sul. Po inkubacijos plokstelé 6 kartus
plaunama su PBST ir 2 kartus dejonizuotu vandeniu. | Sulinélius iSpilstoma
po 50 pul HRP substrato NeA-Blue Tetramethylbenzidine Substrate, rySkinama
10-15 min tamsoje. Fermentiné reakcija stabdoma su 3,6 % (v/v) sieros
rugsties tirpalu, 25 pul/Sul. OT matuojamas spektrofotometru Multiskan GO
(Thermo Fisher Scientific), esant 450 nm ir palyginamajam 620 nm §viesos
bangos ilgiams.

MAK tariamosios disociacijos konstantos (Kg) nustatytos netiesiogine IFA.
Kq savo skaitine verte atitinka tokig antikiiny koncentracija, kuriai esant
antik@inai prisijungia prie pusés tirpale esancio antigeno, t.y. OT sumazéja
pusiau. Nustatant Kq, rekombinantinés p-laktamazés (5 pg/mL) buvo
imobilizuotos 96 Sul. plokstel¢je. Po blokavimo, MAk plokstel¢je skiesti
atliekant serijinius skiedimus nuo 2-10 pg/mL, po tris pakartojimus. Kqg
apskaiiuojama remiantis netiesioginés IFA rezultatais, braizant OT
priklausomybés nuo antikiiny koncentracijos titravimo kreive.

MAKk klasé, poklasis ir lengvosios grandinés tipas nustatyti naudojant IFA
metodu paremtg Mouse Immunoglobulin Isotyping ELISA Kit rinkinj pagal
gamintojo rekomendacijas.
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2.10 lentelé. Méginiy ir antriniy antikiny darbiné koncentracija, naudota
imunocheminiuose metoduose

Skiedimas (kartai)/koncentracija

Meéginys
IFA 1B
Pelés kraujas 200 x -
Pelés PAk 200 x -
Hibridomy augimo terpé Neskiesta, 50 x -
I8gryninti MAk 2—-15 pg/mL 2-5 ug/mL
MAKk 6C2 prie§ Hise-zyme 11(31(P)ngl/hni 1;\1(11;(1)316) 2 pg/mL
Detektuojantys antikiinai IFA 1B
HRP zyméti ozkos PAk pries pelés IgG
Goat enti-Mowse 1gG (HAL)HRP 5000 x 4000 x
MAk 7B6-HRP pries ACT-14 500 x -
MAKk 5E2-HRP prie§ NDM-1 150 x 80 x
MAk 16F6-HRP pries PDC-195 1000 x -
MAk 9D2-HRP pries CMY-34 150 x 200 x
Antikiinai Imunochromatografinis testas
MAKk-Au 10x
Imobilizuoti MAk 0,3-1 mg/mL
Imobilizuoti ozkos PAk pries pelés IgG 0.2 mg/mL

Goat anti-Mouse IgG (H+L)
MAKk-HRP — krieny peroksidazés ir MAk konjugatas; MAk-Au — MAKk ir aukso nanodaleliy
konjugatas

2.2.2.4. Tiesioginé IFA

Tiesioginé IFA naudota HRP konjuguoty MAk (MAk-HRP) tyrimams.
Antigeno imobilizavimas, plokstelés blokavimas ir plovimas atliekami pagal
2.2.2.3 skyriuje nurodyta metodika. Po blokavimo plokstelé praplaunama. |
Sulinélius pilami santykiu 1:100 skiesti MAk-HRP, 50-100 pL/Sul. Ir
atliekami serijiniai skiedimai. Inkubuojama 1 h KT, purtant. Tuomet plokstelé
praplaunama ir rySkinama, kaip nurodyta 2.2.2.3 skyriuje.

2.2.2.5. Konkurenciné IFA

Konkurenciné IFA naudota dél prisijungimo prie antigeno
nekonkuruojan¢iy MAk pory atrankai. Antigeno imobilizavimas, plokstelés
blokavimas, plovimas, inkubacijos salygos ir ryskinimas atlickami kaip
apraSyta 2.2.2.3 skyriuje. Po blokavimo j Sulin¢lius jneSama po 50 uL
nezyméty MAk 5-10 pg/mL konc. Po inkubacijos MAk i§ plokstelés
neiSpurtomi, i Sulinélius jneSama po 50 uL. MAk-HRP, kuriy skiedimas
parenkamas pagal tiesioginés IFA rezultatus. Toliau plokstelé plaunama ir
ryskinama.

2.2.2.6. Dviepitop¢ IFA

Taikant dviepitopés IFA formata, antigenas yra nustatomas su dviem

skirtingas antigeno sritis atpazjstanciais MAk. [FA atlikimo Zingsniai, tirpalai,
praplovimas ir inkubacijos sglygos atitinka 2.2.2.3 skyriuje apraSytg
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metodikg. PlokSteléje imobilizuojami MAKk (iSgaudantys MAK) 2,5—
10 ug/mL, 100 uL/3ul. Kita dieng plokstelé blokuojama ir atlieckami serijiniai
antigeno (nuo 1-0,01 ng/mL) ar bakterijy lizato, kurio baltymy koncentracija
yra Zinoma, skiedimai (nuo 5 pg/mL), 100 uL/Sul. Po inkubacijos jneSami
MAK-HRP (detektuojantys MAKk), kuriy skiedimas yra parenkamas pagal
tiesioginés IFA rezultatus, 100 pL/Sul. Toliau plokstel¢ plaunama, rySkinama,
1 Sulinélius jneSant po 100 pL substrato, ir stabdoma su 50 pL/Sul. sieros
rugsties tirpalo.

Dviepitopés IFA metodai, skirti B-laktamaziy nustatymui, ir jy atlikimo
salygos yra pateikti rezultaty 3.1.10 skyriuje. Sukurty sistemy jautrumas
nustatytas pagal anksciau apibuidinta metodika [134].

2.2.2.7. MAk epitopy nustatymas [FA metodu

Dviepitopés IFA metodas naudotas MAk epitopy nustatymui, tiriant MAk
saveika su E. coli susintetintais trumpintais B-laktamaziy fragmentais. IFA
atlikimo zingsnisi yra tapatis 2.2.2.3 ir 2.2.2.6 skyriuose aprasytai metodikai.
96 sulin¢liy ploksteléje imobilizuoti MAk 6C2 prie§ Hisg-Zyme (2.10 lentelé).
Kita dieng, po blokavimo ir plovimo, i Sulinélius uznesami E. coli lizaty
méginiai. RuoS$iant lizatus, 1 mL kultiros centrifuguojama, lastelés
suspenduojamos 0,3 mL PBS su 1 % (v/w) SDS ir verdamos 100 °C 10 min.
ISvirti lizatai 20 x skiedziami su 2 % (w/v) BSA PBST tirpalu. Ploksteléje
atliekami paruosty méginiy serijiniai skiedimai. Po inkubacijos ir praplovimo
pilami tiriamieji MAk-HRP, kuriy skiedimas nustatytas tiesioginés I[FA
metodu. Véliau plokstelé plaunama ir rySkinama.

MAKk epitopy nustatymui ir patikslinimui buvo naudoti sintetiniai, N-gale
biotinu zyméti peptidai. Atliekant IFA, ploksteléje imobilizuojamas Pierce
avidinas (Thermo Scientific) (5 ug/mL, 50 uL/sul.). Kitg dieng, po plokstelés
blokavimo, ] Sulinélius jnesami su PBST skiesti sintetiniai peptidai
(10 pg/mL, 100 pL/8ul.). Po inkubacijos ir praplovimo Zingsnio i Sulinélius
ineSami tiriamieji MAk (5 pg/mL, 100 pL/8ul.). Po inkubacijos jneSami ozkos
PAKk pries pelés IgG, 100 pL/Sul. (2.10 lentel¢). Ryskinimas atlieckamas pagal
2.2.2.3 metodika.

2.2.2.8. Baltymy elektroforezé denatiiruojanc¢iomis
salygomis

Analizuojami baltymai frakcionuoti denatliruojanciomis salygomis
poliakrilamidiniame gelyje (SDS-PAGE), sudarytame i skiriamojo ir
koncentruojamojo gelio daliy. Gelio kasetés statomos | elektroforezés
buferiniu tirpalu uzildytg elektroforezés aparatg (Biometra). | gelio Sulinélj
jneSama 0,5-1 pg iSgryninty ar 7-10 ug lizato baltymy. Meéginiai
elektroforezei ruoSiami su Reducing Sample Buffer, juos verdant 100 °C
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10 min. Elektroforezé vykdoma 80 V jtampoje, baltymams numigravus |
skiriamajj gelj, tesiama 140 V. I$frakcionuoti baltymai gelyje dazomi su
Coomassie Brilliant Blue dazu (Thermo Fisher Scientific), véliau gelis
blukinamas distiliuotu vandeniu.

2.2.2.9. Imunoblotingas (IB)

Elektroforezés denattiruojanc¢iomis salygomis metodu iSfrakcionuoti
baltymai i8 poliakrilamidinio gelio pernesami ant PVDF membranos. Gelis ir
filtrinio popieriaus lakStai merkiami j baltymy perneSimo buferinj tirpala,
membrana merkiama ] etanolj, tuomet j baltymy pernesimo buferinj tirpala.
Atliekamas pusiau sausas baltymy perneSimas ant membranos. Ant katodinio
baltymy perne$imo aparato pado (Biometra) dedamas iSmirkytas filtrinio
popieriaus lakstas, paeiliui dedama membrana, gelis ir ant virSaus Kkitas
filtrinio popieriaus laksStas. Uzdedamas anodinis perneSimo aparato padas.
Baltymy pernesimas vykdomas 45 min, esant pagal gelio plota nustatytam
srovés stipriui (1 mA tenka 1cm? gelio ploto). Membranos plovimui
naudojamas PBST, méginiai ir antriniai antikiinai skiedziami 2 % pieno
milteliy (w/v) PBST tirpalu, inkubacijos vykdomos po 1 h KT. Po pernesimo
membrana praplaunama ir blokuojama su blokavimo buferiniu tirpalu. Véliau
membrana praplaunama ir uzne$amas tiriamasis méginys (2.10 lentelé). Po
inkubacijos membrana praplaunama ir uzneSami su HRP Zyméti antriniai
antiktinai (2.10 lentel¢). Toliau membrana praplaunama ir ryskinama su
rySkinimo tirpalu. Reakcija stabdoma membrang praplaunant distiliuotu
vandeniu.

2.2.2.10. Imunoprecipitacija (IP)

IP metodu tirta MAk saveika su rekombinantinémis ir nattraliomis -
laktamazémis. Visos inkubacijos atliktos KT, maisant. 125 uL »Protein G
Sepharose Fast Flow sorbento (Cytiva) 4 kartus praplaunama su 0,1 M Tris-
HCI (pH 8), po kiekvieno plovimo centrifuguojant 12 000 x g 30s.
Blokuojama su Roti Block®™ 1h. Praplaunama su 0,1 M Tris-HCI (pH 8),
ineSami 25 pg MAKk ir inkubuojama 1 h. Susidar¢ kompleksai 4 kartus
praplaunami PBST ir padalijami j 5 atskirus mégintuvélius. IneSami tiriamieji
méginiai (40 pg lizato baltymy arba 5 pg rekombinantinio baltymo),
inkubuojama 1,5 h. Tuomet 4 kartus praplaunama PBST ir susiformave MAKk-
antigeno kompleksai eliuojami su 0,1 M glicino (pH 3) tirpalu. Eliucijos
frakcijos analizuojamos SDS-PAGE ir IB metodais. Atliekant IB, detekcijai
naudoti HRP zyméti MAk prie§ -laktamazes (2.10 lentelé).
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2.2.2.11. Imunochromatografinis testas

Imunochromatografinio testo kostravimui naudotas rinkinys Lateral Flow
Material Starter Kit, kurj sudaro testo komponentai: membranos, konjugato,
meéginio bei Siuksliy padai bei lipnus pagrindo padas. Darby metu atrinkti ir
optimizuoti testo komponentai yra pateikti rezultaty 3.1.11 skyriuje.

Atliekant testo konstravimg, pirmiausia, atskirose zonose ant membranos
imobilizuojami MAKk pries atitinkamas B-laktamazes (2.10 lentel¢) (testavimo
zona) ir ozkos PAk prie§ pelés IgG (2.10 lentelé) (kontroliné zona). Zona
sudaranti linija yra formuojama i§ atskiry tasky i kuriuos automatizuotu
prietaisu sciFLEXARRAYER S3 (Scienion), sulaSinama po 21,6 nL antikiiny
meéginio. Zony vizualizavimui, j MAk tirpalg papildomai jneSama su PBS
santykiu 1:10 (v/v) skiesto nusiplaunancio Zalio dazo. Kontrolinés zonos
vizualizavimui naudojamas nusiplaunanti zydros spalvos dazas, kuris
santykiu 1:20 yra skiedziamas su PBS. Naudojant nenusiplaunantj mélyna
dazg, ant membranos papildomai suformuotos kontiiro linijos. Po antikiiny
imobilizavimo, membrana dziovinama 37 °C 1 h, tuomet sandariai laikoma su
desikatoriumi per nakt] KT. Paruosiamos testo komponenty juostos, kuriy
ilgis 30 cm, plotis: 1,5 cm (méginio padas), 1 cm (konjugato padas), 1,8 cm
(Siuksliy padas). Méginio padas blokuojamas su blokavimo tirpalu 30 min,
KT. Po blokavimo, padas plaunamas distiliuotu vandeniu ir merkiamas j
konservavimo tirpala, inkubuojant 30 min KT. Véliau padas dziovinamas
37 °C 1 h. Konjugato padas 10 min mirkomas konservavimo tirpale KT. Ant
pado uzneSamas (25 pL/cm?) su konservavimo tirpalu skiestas MAk-Au
miSinys (2.10 lentelé). MAk zyméjimo nanodalelémis protokolas nurodytas
metody 2.2.2.2 skyriuje. Inkubuojama 1 h KT, véliau dziovinama 37 °C 4—
5 h. Surenkama testo juosta: ant lipnaus pagrindo pado suklijuojami paruosti
testo komponentai taip, kad jie paeiliui persidengty 1 mm. Suklijuota juosta
sukarpoma j 3 mm plocio juosteles, paruostos testo juostelés toliau saugomos
sandariai su desikatoriumi ir yra paruostos testavimui.

Atliekant testavima, bakterijy izoliatai kultivuojami ant agarizuotos LB su
antibiotiku (16 ug/mL ceftazidimo arba meropenemo) 30 °C 20-24 h.
Bakterijy kolonija suspenduojama 150 pL méginio uznesimo tirpalo, gerai
sumaiSoma. 100 pL méginio uzneSama ant testo méginio pado, rezultatai
vizualiai vertinami po 15-20 min.

2.2.2.12. Dviejy fotony suzadinimo (TPX) technologija

MAK prie$ B-laktamazes testuoti dviejy fotony suzadinimo technologija
(TPX) ir diagnostiniu prietaisu (ArcDia International Ltd, Suomija), kurie yra
taikomi komerciniame mariPOC® teste (ArcDia International Ltd) [117],
[135]. MAk aktyviai ir pasyviai zyméti polistireno mikrorutuliukais bei
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konjuguoti su fluorescencine zyme ArcDiaTM BF530, remiantis anks¢iau
aprasyta metodika [136]. Testavimui naudotos Sio darbo metu susintetintos
rACT-14, INDM-1, rPDC-195 ir tCMY-34 B-laktamazés ir bakterijy izoliatai,
kuriy apibuidinimas pateiktas 2.1.12 skyriaus 2.9 lenteléje. Rekombinantiniai
baltymai ir bakterijos, atliekant jy serijinius skiedimus, skiesti su reakcijos
buferiniu tirpalu R-B0! (ArcDia International Ltd). lzoliaty testavimui
bakterijos kultivuotos ant kraujo agaro 30 °C 24 h. Bakterijy kolonija
suspenduota imunochromatografininiame teste (2.2.2.11 skyrius) naudotame
meéginiy uzneSimo tirpale, gauta suspensija papildomai skiesta su R-B0I.
Paruosti rekombinantiniy baltymy ir bakterijy méginiai sumaiSyti su testo
reagenty misiniu ir analizuoti diagnostiniu prietaisu.

2.2.3. Geny inzinerijos ir molekulinés biologijos metodai

2.2.3.1. Kompetentiniy E. coli bakterijy paruosimas ir
transformacija

I 5mL sterilios LB uZséjama atitinkamo kamieno E. coli bakterijy
kolonija. Auginama 37 °C purtant (220 rpm) iki 16 h. Kita dieng, naktiné
kultiira santykiu 1:100 (v/v) inokuliuojama j 5 mL LB ir auginama apie 2-3 h
37 °C purtant, kol pasiekiama eksponentin¢ bakterijy augimo fazé. Lastelés
centrifuguojamos 3 000 x g Smin 4 °C, tuomet suspenduojamos 5 mL
atSaldyto transformacijos NaCl tirpalo, suspensija centrifuguojama.
Nusédusios lastelés suspenduojamos 3 mL S$alto transformacijos CaCl,
tirpalo, inkubuojama 30 min lede. Nucentrifuguotos lastelés suspenduojamos
300 uL CacCl, tirpalo. Kompetentinés Iastelés saugomos 4 °C ir yra tinkamos
transformacijai apie 24 h.

Atliekant transformacija, j sterily atSaldyta mégintuvelj pilama 50 pL
kompetentiniy lasteliy ir 5 uL ligato (ligato paruoSimo protokolas pateiktas
2.2.3.2 skyriuje) ar apie 100 ng plazmidinés DNR. Inkubuojama 30 min lede,
véliau atlieckamas temperatiirinis Sokas, mégintuvélj inkubuojant 1,5 min
42 °C, po to atSaldant lede. Toliau jpilama 1 mL LB ir inkubuojama 1 h 37 °C.
Lastelés centrifuguojamos 3 000 x g 5 min, suspenduojamos 200 uL. LB ir
iSséjamos ant agarizuotos LB su atitinkamu antibiotiku (ampicilinu
100 pg/mL ar kanamicinu 30 pg/mL). Inkubuojama per naktj 37 °C. Kita
dieng transformanty kolonijos testuojamos kolonijy PGR (2.2.3.11 skyrius) ar
naudojamos plazmidinés DNR gryninimui (2.2.3.13 skyrius).

2.2.3.2. DNR hidrolizé restrikcijos endonukleazémis

pET28a(+) wvektorius ir PGR produktai su RE hidrolizés sritimis
hidrolizuoti su FastDigest BamHI ir Xhol RE pagal gamintojo
rekomendacijas. ] vektoriaus hidrolizés reakcijos miSinj papildmai jnesta
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temperattirai jautrios Sarminés fosfatazés FastAP (1 U/ul), remiantis
gamintojo rekomendacijomis. Po hidrolizés vektorius ir PGR produktai i$
reakcijos misinio gryninti pagal 2.2.3.13 skyriaus metodika.

2.2.3.3. Klonavimas

Konstruojant rekombinanines [-laktamazes ar persidengianCius [-
laktamaziy fragmentus, RE hidrolizuoti DNR fragmentai klonuoti |
pET28a(+) vektoriy, naudojant Rapid DNA Ligation Kit pagal gamintojo
pateiktas rekomendacijas.

MAKk variabiligsias sritis koduojanc¢iy seky nustatymui, iSgryninti PGR
produktai tiesiogiai klonuoti j pJET1.2/blunt vektoriy su CloneJET PCR
Cloning Kit, remiantis gamintojo rekomendacijomis.

Chimerinio gp39m J DHA baltymo konstravimg atliko dr. Aliona
Aviziniené ir dr. Rasa Petraityté-Burneikien¢ (VU GMC BTI EGIS).
Konstravimo metodika apraSyta Bielské et al., 2025 publikacijoje [137].

2.2.3.4. Rekombinatiniy baltymy sintezé

Rekombinantiniy [-laktamaziy sintezei naudoti E. coli Tuner (DE3)
kamieno, transformuoto pET28a(+) su jterptu f-laktamaze koduojanciu genu,
producentai. Naktiné kultura santyku 1:100 (v/v) inokuliuojama j LB
(naudotos 1L tirio kolbos su 200 mL LB) su kanamicinu (30 pg/mL).
Auginama 37 °C, purtant (220 rpm), kol lagsteliy kaltiros OT ties 600 nm
bangos ilgiu pasiekia 0,6. Tuomet atlickma baltymy sintezés indukcija su
0,2 mM IPTG 25 °C 4 h. Kultura centrifuguojama 3 000 x g 15 min 4 °C,
nusédusios Iastelés praplaunamos su biomasés praplovimo buferiniu tirpalu ir
suspenduojamos baltymy gryninimui skirtame uzne§imo buferiniame tirpale
su 1 mM PMSF. Iki baltymy gryninimo biomas¢ saugoma —70 °C.

Chimerinio gp39m_J DHA baltymo sintezg ir gryninimg atliko dr. Aliona
Aviziniené ir dr. Rasa Petraityté-Burneikiené (VU GMC BTI EGIS), kurie
apraSyti [137] ir [138].

2.2.3.5. Rekombinantiniy baltymy gryninimas nikelio
chelatinés chromatografijos metodu

Uzsaldyta bakterijy biomasé atitirpinama lede, jneSama uZneSimo
buferinio tirpalo su 1 mM PMSF. Lastelés mechaniskai ardomos ultragarsiniu
dezintegratoriumi, esant 50 % amplitudei, 3 kartus po 5 min, rezimu: 15s
ardymas, 15s pauzé. Po ardymo suspensija centrifuguojama 15000 x g
20 min 4 °C. Supernatantas filtruojamas per 0,2 pm filtra, skiedziamas su
uzneS§imo buferiniu tirpalu ir toliau naudojamas rekombinantiniy -
laktamaziy gryninimui. Baltymai gryninti naudojant AKTA start
chromatografing sistema ir 1 mL turio kolonéle HisTrap HP (Cytiva).
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Atliekant gryninima, kolonélé plaunama su 5 mL dejonizuoto vandens, po to
kalibruojama su 5 mL wuZneSimo buferinio tirpalo. Toliau uzneSamas
supernatantas, po uznesimo kolonélé plaunama su 5 mL plovimo buferinio
tirpalo. Vykdoma gradientiné eliucija (eliucijos tiiris 10 mL), palaipsniui
keiciant imidazolo koncentracijg nuo 80—100 iki 500 mM. ISgryninty baltymy
frakcijos analizuojamos SDS-PAGE ir apjungiamos tolesniam baltymy
gryninimui jony mainy chromatografijos metodu (2.2.3.6 skyrius).

2.2.3.6. Rekombinantiniy baltymy gryninimas jony mainy
chromatografijos metodu

Nikelio chelatinés chromatografijos metodu iSgryninti baltymai (2.2.3.5
skyrius) toliau gryninti jony mainy chromatografijos metodu. Pirmiausia,
pagal gamintojo rekomendacijas, su PD-10 kolon¢le (Cytiva) pakeiCiamas
apjungty baltymy frakcijy buferinis tirpalas i gryninimui naudojama uznesimo
buferinj tirpala. Baltymai gryninti su AKTA start sistema. Rekombinantiniy
ACT-14, PDC-195 ir CMY-34 baltymy gryninimui naudota 1 mL HiTrap SP
HP, o NDM-1 — HiTrap Q HP kolonélé (Cytiva), su atitinkamam kolonélés
tipui reikalingais gryninimo tirpalais. Pirmiausia, kolonélé plaunama su 5 mL
uzne$imo buferinio tirpalo, po to su 5 mL eliucijos ir 10 mL uZne§imo
buferiniais tirpalais. UZneSama baltymy frakcija, po uzneSimo kolonélé
plaunama su 5 mL uznesimo buferinio tirpalo. Toliau su eliucijos buferiniu
tirpalu vykdoma gradientiné eliucija, palaipsniui iki 1 M NaCl keiciant tirpalo
joning jéga. ISgryninty baltymy frakcijos analizuojamos SDS-PAGE, frakcijos
apjungiamos ir dializuojamos prie$ baltymy saugojimo buferin;j tirpalg per
naktj 4 °C. Po dializés iSgryninti baltymai analizuojami SDS-PAGE, su Pierce
Bradford Protein Assay Kit, remiantis gamintojo rekomendacijomis,
iSmatuojama baltymy koncentracija. Baltymai i§fasuojami ir saugomi —70 °C.

2.2.3.7. Persidengianciy baltymy fragmenty sintezé

Persidengianciy baltymy fragmenty sintezei naudoti E. coli Tuner (DE3)
kamieno, transformuoto  pET28a(+) su jterpta atitinkamg fragmenta
koduojanc¢ia seka, producentai. Naktiné¢ kultira santyku 1:100 (v/v)
inokuliuojama | LB (naudotos 100 mL tdrio kolbos su 30 mL LB) su
kanamicinu (30 pg/mL). Auginama 37 °C, purtant (220 rpm), kol lasteliy
kultiros OT ties 600 nm pasiekia 0,6-0,8. Inesama 0,2—-1 mM IPTG,
auginama 37 °C 2,5 h. Kultiira centrifuguojama 3 000 x g 5 min. Nuosédos
saugomos —20 °C ir toliau analizuojamos SDS-PAGE bei IFA metodais.

2.2.3.8. RNR gryninimas

Suminé RNR i8 hibridomos lasteliy gryninta su GeneJET RNA Purification
Kit pagal gamintojo rekomendacijas. I8 Igsteliy kulttiry augimo indy surinktos
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lgstelés praplaunamos PBS ir skai¢iuojamos. Suminé RNR skiriama i§ 3-10°-
5-10° lgsteliy. ] iSskirta RNR jneSama 1 U/uL ribonukleaziy slopiklio
RiboLock (Thermo Fisher Scientific), méginiai saugomi —70 °C ir toliau
naudojami kopijinés DNR sintezei (2.2.3.10 skyrius).

2.2.3.9. RNR elektroforezé

IS hibridomos lasteliy iSgryninta suminé RNR frakcionuota 1 %
agaroziniame gelyje. Pirmiausia, gelio ruo§imo indai ir jrankiai mirkomi
0,5M NaOH tirpale 10 min, véliau praplaunami dejonizuotu vandeniu.
Agarozés milteliai iSmaiSomi Svieziai pagamintame TAE buferiniame tirpale,
iSlydomi kaitinant ir, tirpalui pravésus, jneSama 0,1-0,2 pg/mL etidzio
bromido. ISlydyta agarozé iSlicjama | rémelj, dedamos Sulinélius
formuojancios Sukos. RuosSiant méginius, 400-800 ng RNR sumaiSoma su
RNA Loading Dye ir kaitinama 70 °C 10 min, po to 3 min Saldoma lede.
Tuomet méginiai jneSami j gelyje suformuotus Sulinélius, jneSamas RNR
fragmenty ilgio standartas RiboRuler High Range RNA Ladder. Elektroforezé
vykdoma 1,5-2h, esant 10 V/em jtampai. Gelis analizuojams
transiliuminatorimi MiniBis Pro (DNR Bio-Imaging Systems).

2.2.3.10. Kopijinés DNR sintezé

MAk VH ir VL seky nustatymui, kaip matricg naudojant i§ hibridomy
i8skirta suming RNR, susintetinta viengrandé kDNR su Revertdid RT Kit.
Sintezei papildomai naudota priemaisSing dvigrande DNR hidrolizuojanti
DNaze dsDNase. Procediiros atliktos pagal gamintojo rekomendacijas.

2.2.3.11. Polimerazés grandininé reakcija (PGR)

PGR metodas naudotas: tikrinant E. coli transformanty kolonijas (kolonijy
PGR), konstruojant rekombinantines [-laktamazes ir persidengiancius
trumpintus baltymy fragmentus epitopy nustatymui. Sis metodas naudotas
MAKk variabiligsias sritis koduojanciy seky pagausinimui ir jy vertinimui po
fragmenty klonavimo.

Patogenisky bakterijy izoliatuose B-laktamazes koduojantys genai PGR
metodu vertinti naudojant anksciau literatiiroje aprasytus pradmenis ir PGR
salygas, kaip nurodyta 2.1.8 skyriuje.

Atliekant PGR, kaip matrica, reakcijoje naudojamas 1 ng vektoriaus su
iklonuotu genu, mikrobiologine kilpele jnesta transformanty kolonija ar 1 pL
kDNR. PGR reakcijos komponentai ir temperatiiriniai rezimai pateikti 2.11
lenteléje, pradmenys pateikti 2.1.8 skyriuje. Pagausinimas vykdytas Applied
Biosystems SimpliAmp (Thermo Fisher Scientific) prietaisu.
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2.11 lentelé. PGR miSinio komponentai ir temperatiiriniai rezimai, kai reakcijos tiiris

25 uL
Koloniju PGR DNR pagausinimas klonavimui
. Koncentracija/tiiris . Koncentracija/tiiris
Komponentai e Komponentai L
reakcijoje reakcijoje
Dream Taq Phusion Flash
Green PCR 1x High-Fidelity PCR 1x
Master Mix Master Mix
Tiesioginis Tiesioginis
pradmuo, 10 uM 0.2 uM pradmuo, 10 uM 0.4 uM
Atvirkstinis Atvirkstinis
pradmuo, 10 uM 0.2 uM pradmuo, 10 uM 0.4 uM
H20 be nukleaziu 1ki galutinio tario H>0 be nukleaziu 1ki galutinio turio
Temperatiirinis reZimas
95 °C — 5 min 98°C-30s
95°C-30s 98°C-5s
60°C-30s } 30 cikly 45°C-10s }35 ciklai
72°C-30-80s 72°C-10s
72 °C — 5 min 72 °C — 1 min

2.2.3.12. DNR elektroforezé

PGR produktai frakcionuoti 1,2-2 % agaroziniame gelyje, | kurj
papildomai jnesta GelRed Nucleic Acid Gel Stain DNR dazo. Gelio ruo$imo
procediira aprasyta metody 2.2.3.6 skyriuje. I gelyje suformuotus Sulinélius
jneSsama po 5-10 puL PGR reakcijos miSinio. Jei PGR reakcijos miSinio
sudétyje dazo néra, méginiai papildomai maiSomi su 7riTrack DNA Loading
Dye, i sulinélj ineSama DNR fragmenty ilgio standarto: GeneRuler 1 kb Plus
DNA Ladder arba GeneRuler 50 bp DNA Ladder. Elektroforezé vykdoma 40—
50 min, esant 10 V/cm jtampai, gelis analizuojamas transiliuminatorimi
MiniBis Pro.

2.2.3.13. DNR isskyrimas

Plazmidiné DNR i§ E. coli bakterijy skirta su GeneJET Plasmid Miniprep
Kit rinkiniu pagal gamintojo rekomendacijas. ISgryninta plazmidiné DNR
naudota E. coli transformacijai, hidrolizei RE ar sekoskaitai.

PGR produktai i§ PGR miSinio gryninti su GeneJET PCR Purification Kit.
ISgryninti DNR fragmentai naudoti RE hidrolizei ar klonavimui.

RE hidrolizuoti vektoriai ir PGR produktai i§ reakcijos miSinio gryninti su
Gene JET Gel Extraction Kit pagal gamintojo rekomendacijas.

Bakterijy izoliaty DNR ruosta suspenduojant bakterijy kolonijg 100 uL.
dejonizuoto vandens ir verdant 95 °C 10 min. Toliau centrifuguojama
10 000 x g 5 min, supernatantas saugomas —20 °C.
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2.2.3.14. Bakterijy lizaty paruoSimas

Bakterijy izoliaty lizatai naudoti MAk apibiidinimo ir taikymo darbuose.
Bakterijy izoliatai kultivuojami skystoje LB su antibiotiku (16 pg/mL
ceftazidimo arba meropenemo) 20-24 h 30 °C. Centrifuguojama 3 000 x g
Smin, Igstelés suspendujamos PBS ir ardomos ultragarsiniu
dezintegratoriumi, esant 50 % amplitudei, rezimu: 5 s ardymas, 3 s pauzé.
Centrifuguojama 15000 x g 20 min 4 °C, Bradfordo metodu matuojama
supernatante esanciy baltymy koncentracija, kaip aprasyta 2.2.3.6 skyriuje.
Lizatai isfasuojami ir saugomi —70 °C.

2.2.3.15. B-laktamaziy fermentinio aktyvumo nustatymas BL
Cefinase testu

Fermentinis B-laktamaziy aktyvumas tikrintas BL Cefinase testu (BD
Bioscience). Siame teste naudojami chromogeniniu p-laktamaziy substratu —
nitrocefinu — impregnuoti popieriniai diskai. P-laktamazei hidrolizuojant
nitrocefing, junginys keiCia spalva i§ geltonos j raudong. Atliekant testavima,
popieriniai diskai pincetu patalpinami ant sterilios Petri lékstelés. 2,5 ng
rekombinantinés B-laktamazés ar 5 pg bakterijy lizato baltymy skiedziami su
PBS iki galutinio 20 pL tiirio. Ant popieriniy disky uZneSami paruosti

Fermentinio aktyvumo slopinimo su MAk tikrinimui 1-10 pg MAk
sumaiSoma su 1 pg rekombinantinés B-laktamazés ar 5 pg bakterijy lizato
baltymy, juos skiedziant PBS iki galutinio 20 uL tiirio. Inkubuojama 1 h RT,
purtant (250 rpm). Méginiai uzne$ami ant popieriniy disky, rezultatai vizualiai
vertinami po 1 h.

2.2.3.16. Transmisijos elektroniné mikroskopija

Transmisijos elektroniné mikroskopija atlikta pagal anksCiau apraSyta
metodika [3].

2.2.3.17. Spektriné elipsometrija

Spektrinés elipsometrijos analizé¢ atlikta su M-2000X J.A. Woollam
(Lincoln) elipsometru su besisukan¢iu kompensatoriumi, BK7 70° stiklo
prizme ir auksu padengtu pavirSiaus plazmony rezonanso (angl., surface
plasmon resonance, SPR) sensoriaus disku. Matavimai atlikti naudojant 70°
kritimo kampag spektriniy bangy ilgiy diapazone nuo 200 iki 1000 nm. MAk
ir antigeno sgveika vertinta realiu laiku matuojant elipsometrinius parametrus
¥ir 4, kuriais remiantis, apskaiciuotos baltymy sgveikos kinetinés konstantos.
Matavimy rezultatai apdoroti su Complete EASE programine jranga (J. 4.
Woollam Company).
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Susiformavusiy MAk-antigeno kompleksy kinetiniai parametrai tirti
spektrine elipsometrija pagal anksciau aprasyta protokolg [139]. Pirmiausiai,
ant SPR sensoriaus disko suformuotas 11-merkaptoundekano rtgsties (11-
MUA) monosluoksnis. Sis sluoksnis aktyvuotas NHS ir EDC junginiais.
Toliau, | matavimo kamerg jnesta 20 pM baltymo G, inkubuota 30 min, KT.
Susiformavus baltymo G monosluoksniui, likusios laisvos karboksi- grupés
sensoriaus pavirsiuje uzblokuotos su 1 M etanolamino (pH 8). Kitame etape,
] matavimo kamerg jnesta 200 nM su PBS skiesty MAk. Po 50-60 min
inkubacijos sistemai pasiekus pusiausvyros biisena, kamera praplauta su PBS.
Toliau, ant sensoriaus uznesta 300 nM (14 ug/mL) su PBS skiesto rCMY-34,
inkubuojama 1 h, KT. Siekiant baltymo G monosluoksnj panaudoti skirtingy
MAKk klony testavimui, paruoSto pavirSiaus regeneravimui naudotas 2 M
glicino tirpalas. Atliekant regeneracija, matavimo kamera uZzpildyta glicino
tirpalu, po 3 min inkubacijos, kamera praplauta PBS ir naudota kity MAk
testavimui.

2.2.4. Antikiiny ir baltymy sgveikos modeliavimas

Saveika tarp MAk kaic¢iyjy domeny ir CMY-34 B-laktamazés ar AmpC B-
laktamaziy peptidy modeliuota pagal AlphaFold? ir AlphaFold3 [140], [141]
paremta Afsample metodika [142]. Afsample sugeneruoti AlphaFold modeliai,
turintys didesnj nei 0,8 patikimumo jvertj, apdoroti OpenMM jrankiu [143].
Atrinkti patikimiausi modeliai vertinti, taikant VorolF-jury procediirg [144].
MAKk saveikos su antigenu sritys analizuotos su VoroContacts jrankiu [145].
Detali metodika aprasyta [137].

2.2.5. Duomeny bazés ir programiniai jrankiai

B-laktamazes koduojantys genai, ar. sekos ir informacija apie -laktamaziy
Seimas rinkta naudojantis Beta-Lactamase DataBase (BLDB) duomeny baze
[2] (http://www.bldb.euw/).

Seky  sugretinimas  atliktas  Clustal Omega  jrankiu  [146]
(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/msa/clustalo), seky analizé atlikta su
Jalview irankiu [147].

Klonavimo bei pradmeny kiirimo darbuose naudota SnapGene Viewer
(7.0.3) programa, pradmenys analizuoti su Multiple Primer Analyzer (Thermo
Fisher Scientific) jrankiu
(https://www.thermofisher.com/It/en/home/brands/thermo-
scientific/molecular-biology/molecular-biology-learning-center/molecular-
biology-resource-library/thermo-scientific-web-tools/multiple-primer-
analyzer.html).

Baltymy molekuliné masé, izoelektrinis taskas ir kitos savybés vertintos su
ExPaSy jrankiu [148] (https://www.expasy.org/).

Baltymy erdvinés struktiiros vizualizuotos su RasMol (2.7.5) programa.
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MAKk variabiliosios sekos analizuotos su IgBlast ir IMGT/V-QUEST
jrankiais [149], [150], [151] (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/igblast/,
https://www.imgt.org/IMGTindex/V-QUEST.php). Vizualizacijos sudarytos
su IMGT/Collier-de-Perles jrankiu [152], [153]
(https://www.imgt.org/3Dstructure-DB/cgi/Collier-de-Perles.cgi).

Duomenys apdoroti ir vizualizuoti OriginPro (9.1) ir GraphPad Prism

(10.1.2) programomis.
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3. REZULTATAI

3.1. MAKk prie§ B-laktamazes kiirimas, apibiidinimas ir taikymas
diagnostiniy sistemy ktrimui

Siame darbe siekta sukurti B-laktamazéms specifiskus monokloninius
antikinus (MAk), juos iSsamiai apibiidinti ir iSbandyti jvairiose
imunocheminiy analitiniy metody sistemose. Remiantis pasaulio sveikatos
organizacijos (PSO) sudarytu prioritetiniy patogeny sarasu ir jiems biidingu
atsparumo antibiotikams profiliu, Siame darbe, kaip diagnostiniai taikiniai,
buvo pasirinktos AmpC priklausancios ACT-14, PDC-195 ir CMY-34 j-
laktamazés bei viena placiausiai identifikuojamy metalo p-laktamaziy —
NDM-1. Sios B-laktamazés buvo sukonstruotos ir susintetintos Escherichia
coli bakterijose, o iSgryninti baltymai, kaip imunogenai, naudoti [-
laktamazéms specifisky MAk kirimui, taikant hibridomy technologija.
Sukurti MAk buvo detaliai apibtidinti jvairiais imunocheminiais metodais,
naudojant rekombinantiniy [-laktamaziy kolekcija ir [p-laktamazes
produkuojanc¢iy  bakterijy izoliatus. Taikant geny inzinerijos ir
bioinformatinius metodus, identifikuotos MAk atpazinimo sritys (epitopai)
antigeny molekulése, kuriomis remiantis atlikta B-laktamaziy seky analizé bei
jvertintas galimas MAk kryzminis reaktyvumas. Atsizvelgiant | MAk
apibudinimo rezultatus, atrinktos didziausiu giminingumu [-laktamazéms
pasizyminciy ir tarpusavyje dél saveikos su antigenu nekonkuruojanciy MAk
poros. Atrinktos MAk poros iSbandytos kuriant skirtingus analitinius metodus
— kiekybine dviepitope imunofermenting analiz¢ (IFA), greitajj
imunochromatografinj testg bei dviejy fotony suzadinimo technologija (TPX)
premtg diagnosting sistema (ArcDia Oy Ltd, Suomija). MAk reaktyvumas
Siais metodais testuotas su rekombinantinémis [-laktamazémis ir [-
laktamazes produkuojanciais bakterijy izoliatais. Remiantis gautais
rezultatais, jvertintas sukurty MAk diagnostinis potencialas.

3.1.1. Rekombinantiniy B-laktamaziy sintezé ir gryninimas

MAKk kiirimo darbams pirmiausia buvo sukonstruotos raiskos plazmidés ir
E. coli bakterijose susintetintos rekombinantinés ACT-14 (rACT-14), NDM-
1 tNDM-1), PDC-195 (rPDC-195) ir CMY-34 (rfCMY-34) B-laktamazés.
Siuo tikslu sintetiniai p-laktamazes koduojantys genai ties BamHI ir Xhol
restrikcijos endonukleaziy hidrolizés sritimis klonuoti j baltymy sintezei skirta
vektoriy pET28a(+), baltymus C-gale suliejant su Hiss seka. Susintetinty
rekombinantiniy -laktamaziy charakteristikos pateiktos 3.1 lenteléje.

Po klonavimo konstruktai patikrinti sekoskaitos metodu. Toliau, atrinktos
optimalios baltymy sintezés salygos, iSbandant skirtingus rekombinantiniy
baltymy sintezei skirtus E. coli Tuner (DE3), BL21 (DE3) kamienus, skirtinga
sintezés indukcijos temperatirg (25-37 °C) ir induktoriaus IPTG
koncentracija (1-0,2 mM) augimo terpéje. Pritaikius skirtingas baltymy
sintezés sglygas, buvo vertintas tiksliniy rekombinantiniy baltymy tirpumas.
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Siuo tikslu po baltymy sintezés indukcijos bakterijy biomasé¢ suardyta
ultragarsiniu dezintegratoriumi ir suardyty lasteliy tirpi bei netirpi frakcijos
analizuotos baltymy eletroforezés denatiiruojan¢iomis salygomis metodu
(SDS-PAGE). rfNDM-1 sintezés indukcijos salygy tikrinimo pavyzdys
pateiktas 3.1 A paveiksle.

3.1 lentelé. Rekombinantiniy p-laktamaziy apibiidinimas

Pavadinimas Molekuliné masé, kDa pl GenBank nr.
rACT-14 44,8 9,1 AFU25647.1
rNDM-1 32 6,5 AHM26723.1

rPDC-195 46,9 9 AHHS52937.1
rCMY-34 45,4 9,2 ABNS51006.1

Rekombinantiniy B-laktamaziy sintezei atrinktos salygos, kurioms esant
SDS-PAGE gelyje tiksliniy baltymy juosta stebima tirpiojoje frakcijoje, o
netirpaus baltymo netirpiojoje frakcijoje sumaZzéja, tarpusavyje lyginant
skirtingy sintezés indukcijos salygy rezultatus. Atsizvelgiant j rezultatus,
Siame darbe rekombinantiniy B-laktamaziy sintezei pasirinkta naudoti E. coli
Tuner (DE3) kamiena, baltymy sinteze indukuojant 0,2 mM IPTG 4 h 25 °C.
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3.1 pav. Rekombinantiniy B-laktamaziy sintezés ir gryninimo rezultaty vertinimas
SDS-PAGE. (A) INDM-1 sintezés indukcijos E. coli Tuner (DE3) kamiene salygy
vertinimas. Sintezés indukcija atlikta su 0,2 mM IPTG 30 °C 3 h ir 25 °C 4 h. Juoda
rodyklé nurodo rNDM-1 baltymo juostos pozicija gelyje. N — netirpioji baltymy
frakcija; T — tirpus supernatantas. (B) ISgrynintos rekombinantinés B-laktamazées. M
— baltymy molekulinés masés standartas.

Toliau atliktas E. coli susintetinty rekombinantiniy p-laktamaziy
gryninimas. Kadangi buvo sukonstruoti ir susintetinti su Hises seka sulieti
rekombinantiniai baltymai, pirmajame etape atliktas $iy baltymy gryninimas
nikelio chelatinés chromatografijos metodu, naudojant AKTA start
chromatografing sistemg. ISgryninty baltymy frakcijos jvertintos SDS-PAGE
metodu, ir tos frakcijos, kuriose buvo nustatyta maziausiai priemaisiniy
baltymy, apjungtos. Toliau, iSgryninti baltymai papildomai gryninti jony
mainy chromatografijos metodu. Rekombinantiniy B-laktamaziy grynumas po
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dviejy gryninimo etapy analizuotas SDS-PAGE metodu (3.1 pav. B).
Remiantis gautais rezultatais, nustatyta, jog visy iSgryninty rekombinantiniy
B-laktamaziy grynumas yra pakankamas imunizacijoms ir kitiems MAk
kiirimo darbams.

Kadangi B-laktamazés yra B-laktamo ziedg molekuléje turin€ius junginius
hidrolizuojantys fermentai, Siame darbe BL Cefinase testu patikrintas
isgryninty rekombinantiniy B-laktamaziy fermentinis aktyvumas (3.2 pav.). Sj
testa sudaro chromogeniniu [-laktamaziy substratu — nitrocefinu —
impregnuoti popieriniai diskai. Ant disko uzneSus tiriamaja B-laktamazg ar
antibiotikams atspariy bakterijy, sintetinanciy p-laktamazes, méginj,
nitrocefinas yra hidrolizuojamas, todé¢l disko spalva i§ geltonos virsta raudona.

Siuo testu patikrinus iSgrynintus baltymus, nustatyta, jog visoms
rekombinantinéms [-laktamazéms yra budingas fermentinis aktyvumas —
testuojant baltymus, popieriniai diskai nusidazé raudona spalva, lyginant su
neigiama kontrole, kuomet testuotas -laktamaziy nesintetinacio E. coli BL21
kamieno lizatas (3.2 pav.).
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3.2 pav. Rekombinantiniy B-laktamaziy fermentinio aktyvumo tyrimo BL Cefinase
testu rezultatai. Neigiamai kontrolei naudoti B-laktamaziy skiedimo buferinis tirpalas
(PBS) ir E. coli BL21 kamieno lizatas. Raudona spalva nurodo nitrocefino hidrolize
(teigiamas rezultatas), geltona — hidrolizé nevyksta (neigiamas rezultatas).

Sie rezultatai leidzia daryti prielaida, jog rekombinantiny baltymy erdviné
struktira atitinka natyvioms p-laktamazéms biidingg struktiira, todél Sie
baltymai yra tinkami MAk prie$ -laktamazes kiirimui.

3.1.2. MAKk pries§ pB-laktamazes kiirimas

Siekiant sukurti B-laktamazéms specifiskus MAk, rACT-14, tfNDM-1,
rPDC-195 ir rCMY-34 baltymais 3 kartus imunizuota po 3 BALB/c linijos
peles. Svarbu paminéti, jog MAk kiirimui turi biiti naudojami stipry imuninj
atsaka sukeliantys baltymai. Todél, atliekant imunizacijg, buvo jvertintas
rekombinantiniy B-laktamaziy imunogeniskumas. Siuo tikslu po kiekvienos
imunizacijos buvo rinkti peliy kraujo méginiai, kurie véliau iStirti
netiesioginés IFA metodu, 96 Sulinéliy plokstelés pavirSiuje imobilizuojant
rekombinantines B-laktamazes. Siuo biidu sickta jvertinti pelése susidariusiy
antigenui specifisky IgG klasés antikiiny titra (antikiiny skiedimas, kuriam
esant iSmatuota didziausia optinio tankio (OT) verté sumazéja perpus).
Nustatyti antikiiny titrai peliy kraujo méginiuose pateikti 3.3 paveiksle.
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Nustatyta, jog imunizacijai naudotos pB-laktamazés sukélé imuninj atsaka
peléms, kadangi peliy kraujo méginiuose nustatyty antigenams specifisky IgG
antiktiny titras didéjo po kiekvienos imunizacijos (3.3 pav.). Po treciosios
imunizacijos TACT-14 specifisky IgG titras sieké 1:77000, tfNDM-1 —
1:53300, rPDC-195 — 1:73000 ir rCMY-34 — 1:111700.

150000
E 100000
= Hl Neimunizuota
=
e 1 Po | imunizacijos
© - -
é 500004 B Po Il imunizacijos
| Bl Po Il imunizacijos
0 I=|I I;II I=|I Iill
rACT-14 rNDM-1 rPDC-195 rCMY-34
Antigenas

3.3 pav. Rekombinantiniy B-laktamaziy imunogeniskumo vertinimo netiesioginés
IFA metodu rezultatai. Pateikti peliy (n = 3) kraujo méginiuose nustatyty antigenui
specifisky IgG antikiiny titro vidurkiai su standartiniais nuokrypiais.

Nustacius, jog rekombinantinés p-laktamazés yra imunogeniskos, MAk
kurimui i§ kiekvienos imunizuoty peliy grupés buvo pasirinkta po 1 pelg.
Atrinktos tos pelés, kuriy antigenui specifiSky antikiny titras po treciosios
imunizacijos buvo didziausias: rACT-14 ateju jis sieke 1:100000, INDM-1 —
1:65000, rPDC-195 — 81000 ir rCMY-34 — 120000. Toliau buvo atliktas
atrinkty peliy bluznies lasteliy suliejimas su mielomos Sp2/0 linijos lastelémis
—hibridizacija, po kurios vykdyta antigenams specifiSkus MAk sekretuojanciy
hibridomy atranka. I§ viso buvo atrinktos 4-ios antikiinus sekretuojanciy
hibridiniy lasteliy linijy kolekcijos: 12 hibridiniy Igsteliy linijy, sekretuojanciy
MAKk prie§ ACT-14, 11 — pries NDM-1, 23 — prie§ PDC-195 ir 14 — pries
CMY-34. Sukurti MAK ir jy apibiidinimo rezultatai pateikti 3.1.3 skyriuje.

3.1.3. MAk specifiSkumo ir giminingumo tyrimai
imunocheminiais metodais

Norint sukurtus MAk taikyti B-laktamaziy nustatymui, reikalingas detalus
antikiiny apibadinimas. Siame darbe buvo sukurtos 4-ios MAk kolekcijos
pries ACT-14, NAM-1, PDC-195 ir CMY-34 -laktamazes. Visi MAk buvo
IgG klasés. Sukurty MAk kolekcijy apibiidinimas pateiktas 3.2 lenteléje. Sie
MAK buvo detaliai apibtidinti imunoblotingo (IB) ir IFA metodais, nustatytas
IgG poklasis (3.2 lentelé).
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3.2 lentelé. Sukurty MAKk pries -laktamazes apibtidinimo rezultatai

R Atrikta
MAk IgG a Giminingumas A
Nr. klonas poklasis K, M atigel;gui" B konkurencinei
analizei
MAK prie§ ACT-14
1. 8F12 IgG2a 0,05 ++ + +
2. 3C6 IgG1 0,1 ++ + +
3. 1F5 IgG1 0,1 ++ + +
4. 12H2 IgG1 0,05 ++ + -
5. 1F2 1gG2a 0,2 ++ + +
6. 7B6 IgG2a 0,02 ++ + +
7. 5B11 IgGl 0,06 ++ + -
8. 3C4 IgG2a 0,1 ++ - +
9. 8D1 I1gG2b 0,05 ++ + +
10. 6H3 1gG2a 0,1 ++ + +
11. 4Gl 1gG2b 0,05 ++ + -
12. 5G11 I1gG1 20,3 + — —
MAK pries NDM-1
1. 2F7 IgGl 0,02 ++ + -
2. SF7 IgGl 0,01 ++ + +
3. 8E5 1gG2b 0,003 ++ + +
4. 5E2 IgG1 0,01 ++ + +
5. 10B6 1gG2b 0,003 ++ + +
6. 1G8 IgG1 0,01 ++ + -
7. 2C1 IgGl 0,004 ++ + +
8. 3F10 IgGl 0,01 ++ + +
9. 4E12 IgGl 0,02 ++ + +
10. 9B11 IgGl 0,01 ++ + +
11. 3D8 1gG1 0,01 ++ + —
MAK prie§ PDC-195
1. 3G7 IgGl 0,2 ++ + -
2. 9B6 IgGl 0,9 ++ + -
3. 11H4 IgG2b 0,2 ++ + +
4. 10B4 1gG2b 0,3 ++ + -
5. 8E7 1gG2a 0,07 ++ + +
6. 2D3 I1gG2 0,4 ++ + -
7. 16F6 1gG2a 0,07 ++ + +
8. 20A6 IgGl 0,2 ++ + +
9. 5D1 IgGl 0,1 ++ + -
10. 13E12 IgG2a 0,08 ++ + +
11. 19E7 IgGl 0,08 ++ + -
12. 9G2 IgGl 0,01 ++ +
13. 8B6 IgGl 0,1 ++ + -
14. 15E12 IgGl 0,02 ++ +
15. 13C9 IgGl 0,3 ++ + -
16. 19F2 IgGl 0,1 ++ + +
17. 11A5 IgGl 0,1 ++ + -
18. 13D9 IgGl 0,01 ++ + -
19. 21H10 IgG2b 0,1 ++ + +
20. 8D2 IgGl1 0,03 ++ + -
21. 18B5 IgGl 0,05 ++ + -
22. 3H11 IgGl 0,05 ++ + -
23. 9H10 I1gG2a 0,1 ++ + -
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Atrikta

Nr. MAk 12G . Kd*, nM Glml.n lngu.glas 1B konkurencinei
klonas poklasis atigenui I
analizei
MAK prie§ CMY-34
1 1A2 IgG1 0,3 ++ + -
2 7H12 IgG2a 0,05 ++ + +
3 8G6 IgG1 0,3 ++ + -
4 9D2 IgG1 0,2 ++ + +
5 7F1 IgG1 0,1 ++ + -
6. 2E11 IgG2a 0,1 ++ + +
7. 12F4 IgG2a 0,2 ++ + +
8 12E5 IgG1 0,1 ++ + -
9. 7D10 IgG2a 2,5 + + -
10 3A2 IgGl 0,1 ++ + -
11. 14C7 IgGl 0,1 ++ +
12. 13A8 IgG1 0,06 ++ + -
13. 12F8 IgG1 0,08 ++ + +
14. 3E9 IgG1 0,2 ++ + +

K4 nustatymui netiesogine IFA naudotos rekombinantinés 3-laktamazés.

b ++ — didelis giminingumas antigenui, kai Kq < I nM; , +* — Zemas giminingumas antigenui,
kai K¢ > 1 nM.

‘IB metode vizualiai matoma antigeng atitinkanti juostelé nurodo teigiama rezultatg (+), jei
juostelé nenustatyta — neigiamga rezultatg (—).

Atliekant MAk apibtidinima, IB metodu jvertintas MAk reaktyvumas su
rekombinantinémis -laktamazémis. Apibendrinti MAk tyrimo IB metodu
rezultatai pateikti 3.2 lenteléje, IB rezultaty pavyzdziai pateikti 3.4 paveiksle,
like IB rezultatai pateikti 1 priede. Nustatyta, jog sukurtieji MAk prie§ ACT-
14, i8skyrus klonus 3C4 ir 5G11, tiriant IB metodu specifiskai atpaZjsta
denatiiruotg ir redukuotg rACT-14 baltymg ir nereaguoja su neigiamos
kontrolés E. coli lizato ir jaucio serumo albumino (BSA) baltymais. Taip pat
nustatyta, kad visi sukurtieji MAk prie§ NDM-1, PDC-1 ir CMY-34 tiriant IB
metodu atpazjsta denatiiruotus ir redukuotus rekombinantinius antigenus.

Siekiant detaliau apibtudinti MAk ir rekombinantiniy B-laktamaziy sgveika,
nustatytos MAk tariamosios disociacijos konstantos (Kg) reik§més. Kq nurodo
antikiny giminingumg antigenui ir atitinka tokig antikiiny koncentracija,
kuriai esant, antikinai prisijungia prie pusés tirpale esancio antigeno
molekuliy, t. y. OT sumazéja perpus. Antikiinai laikomi giminingais
antigenui, kai Kq reikimé yra mazesné nei 1 nM. Siame darbe K4 nustatymui
MAK tirti netiesioginés IFA metodu su rekombinantinémis B-laktamazémis ir,
remiantis IFA rezultatais, braizytos OT priklausomybés nuo MAk
koncentracijos kreivés. Nustatytos Kq reikSmeés pateiktos 3.2 lenteléje. Po
MAKk prie§ ACT-14 testavimo nustatyta, kad visy MAKk, iSskyrus klong 5G11,
K4 reikSmés sieké 0,02—-1 nM, todél Siems MAKk yra budingas didelis
giminingumas antigenui. Tuo tarpu MAk 5GI11 pasizyméjo zemu
giminingumu rACT-14, kadangi Kq sieké 20,3 nM. Taip pat nustatyta, jog visi
MAk pries NDM-1 (K4 0,003-0,02 nM) ir PDC-195 (K4 0,01-0,9 nM)
pasizymi dideliu giminingumu atitinkamiems baltymams — rNDM-1 ir rPDC-
195. Visi MAk pries CMY-34, isskyrus klong 7D10, pasizymé¢jo dideliu
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giminingumu antigenui — jy Kq reikSmeés sieké nuo 0,05 iki 0,3 nM. Tuo tarpu
nustatyta MAk 7D10 Kq reik§meé sieké 2,5 nM.
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3.4 pav. MAk reaktyvumo su antigenais tyrimas IB metodu. Pavaizduotos IB ir SDS-
PAGE nuotraukos, kai buvo tirti MAk 7B6 prie§ ACT-14, MAk 5E2 pries NDM-1,
MAKk 16F6 pries PDC-195 ir MAk 9D2 pries CMY-34. E. coli lizatas ir jaucio serumo
albuminas (BSA) naudoti kaip neigiama kontrolé. M — baltymy molekulinés masés
standartas.

Imunocheminiais metodais jvertinus sukurty MAk reaktyvuma su
rekombinantinémis B-laktamazémis, kitame darbo etape siekta nustatyti MAk
atpazinimo sritis tiksliniy antigeny struktiiroje.

3.1.4. MAk epitopy analizé, naudojant persidengiancius f3-
laktamaziy fragmentus

Siekiant nustatyti sukurty MAk pries ACT-14, NDM-1, PDC-195 ir CMY-
34 atpazinimo sritis (epitopus) antigeny molekulése, kiekvieno antigeno
atveju buvo sukontruoti persidengiantys ir su Hise seka sulieti B-laktamaziy
fragmentai. Siame darbe MAk pries ACT-14 epitopy nustatymui buvo
sukonstruoti 5 ACT-14, MAk prie§ NDM-1 atveju — 3 NDM-1 ir MAk prie$
PDC-195 atveju — 6 PDC-195 fragmentai. MAk pries CMY-34 testavimui
buvo panaudoti 6 CMY-34 fragmentai, kuriy schematinis vaizdas pateiktas
3.5 paveiksle. Fragmenty konstravimui naudoti pradmenys ir jy apibtidinimas
pateikti Metody 2.1.8 skyriuje, 2.1 lenteléje.
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3.5 pav. Persidengian¢iy CMY-34 [-laktamazés fragmenty, naudoty MAk prie§
CMY-34 epitopy nustatymui, schematinis vaizdas. Baltymo fragmentai (CMY-34 1-
CMY-34_6) pavaizduoti Sviesiai pilka, nustatytos MAk 9D2 ir 7F1 pries CMY-34
atpazinimo sritys — tamsiai pilka, pilno ilgio CMY-34 baltymas — zalsvai mélyna
spalva. Pagal CMY-34 ar. sekg GenBank nr. ABN51006.1.

Sukonstruoti f-laktamaziy fragmentai buvo susintetinti £. coli bakterijose,
0 jy sintezé patvirtinta IB metodu, testuojant E. coli lizatus po baltymy
fragmenty sintezés indukcijos su MAk prie§ Hiss sekg. CMY-34 fragmenty
sintezés tyrimo IB metodu rezultaty pavyzdys pateiktas 3.6 A paveiksle.
Remiantis IB rezultatais, patvirtinta B-laktamaziy fragmenty sintezé E. coli.
Toliau Siy bakterijy lizatai IB metodu testuoti su sukurtais MAk pries -
laktamazes. MAk 9D2 pries CMY-34 testavimo su CMY-34 baltymo
fragmentais (CMY-34 1-CMY-34 6) IB rezultaty pavyzdys pateiktas
3.6 B paveiksle. ISanalizavus Siuos rezultatus, nustatyta, kad MAk 9D2 pries§
CMY-34 IB reagavo su CMY-34 1 ir CMY-34 2 fragmentais ir neatpaZino
likusiy CMY-34 3-CMY-34 6 fragmenty. Sie antikiinai nereagavo su
neigiamai kontrolei naudotais E. coli lizato ir BSA baltymais. Atsizvelgiant ]
rezultatus, MAk 9D2 atpazinimo sritis buvo lokalizuota CMY-34 baltymo 22—
49 ar. regione.

Sia metodika istyrus likusiy MAk reaktyvuma su trumpintais B-laktamaziy
fragmentais, i$ viso identifikuotos 3-jy MAk pries ACT-14, 9-iy MAKk pries
NDM-1, 8-iy MAk prie§ PDC-195 ir 2-jy MAk pries CMY-34 atpazinimo
sritys antigenuose (3.3 lentel¢). Nustatytos 3.3 lenteléje pateikty MAk
atpazinimo sritys vizualizuotos erdvinése B-laktamaziy strukttrose (3.7 pav.).
Nustatyta, kad MAk pries ACT-14 epitopai yra iSsdéste ACT-14 baltymo 1—
50, 176203 ir 336-381 ar. regionuose. Sios sritys baltyme formuoja signaling
seka (1-20 ar.) ir a-spiralés struktiiras baltymo iSoréje (3.7 pav. A). Tuo tarpu
visi 9 MAKk klonai prie§ NDM-1 atpazino NDM-1 baltymo 1-56 ar. regiona,
kuris antigeno molekulés iSor¢je sudaro signaling sekg (1-38 ar.) ir B-klostés
struktiirg (3.7 pav. B). Nustatyta, kad visy 8 MAk klony prie§ PDC-195
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epitopai yra iSsidéste PDC-195 baltymo 1-53 ar. regione, kuris formuoja
signaling seka (1-26 ar.) bei a-spiralés ir B-klostés struktiiras (3.7 pav. C). 2
MAKk klony pries CMY-34 atpaZinimo regionai yra iSsidéste CMY -34 baltymo
22-49 ir 136-174 ar. srityse, taip pat formuojanciose antrines baltymo
struktiiras baltymo iSor¢je (3.7 pav. D).
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3.6 pav. MAk pries CMY-34 atpazinimo sri¢iy nustatymo su CMY-34 baltymo
fragmentais IB rezultatai. (A) CMY-34 baltymo fragmenty (CMY-34_1-CMY-34 6)
nustatymas E. coli lizatuose po baltymy sintezés indukcijos, detekcijai naudojant
MAKk 6C2 pries Hise-zyme. (B) MAk 9D2 pries CMY-34 reaktyvumo su CMY-34
baltymo fragmentais E. coli lizatuose po baltymy sintezés indukcijos tyrimas. E. coli
BL21 lizatas ir jaucio serumo albuminas (BSA) naudoti kaip neigiama kontrolé. M —
baltymy molekulinés masés standartas.

Gauti tyrimo rezultatai leidzia daryti prielaida, jog 3.3 lenteléje pateikti
MAK atpazjsta linijinius antigeno epitopus, kadangi antikiinai tiriant 1B
metodu reaguoja su denattiruotais ir redukuotais antigeny fragmentais. Taciau,
dalies sukurty MAk atpazinimo sri¢iy p-laktamazése, taikant Sig metodika,
nustatyti nepavyko. Galimai $iy antikliny epitopai yra suardomi, antigeng
padalijant j fragmentus.
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3.3 lentelé. Nustatytos MAk prie§ B-laktamazes atpazinimo sritys antigenuose®

MAK pries MAK pries MAK pries MAK prie§
ACT-14 NDM-1 PDC-195 CMY-34
MAK Reg‘ionas MAK Regionas MAK Reg.ionas MAK Regionas
antigene antigene antigene antigene
1F5 1-50 ir 2F7 1-56 ar. 5D1 1-53 ar. 9D2 22-49 ar.
336-381 ar.
12H2  336-381 ar. SF7 1-56 ar. 9G2 1-53 ar. 7F1 136-174 ar.
4G1 176-203 ar. 8ES 1-56 ar. 13C9 1-53 ar.
10B6 1-56 ar. 19F2 1-53 ar.
1G8 1-56 ar. 11AS 1-53 ar.
2C1 1-56 ar. 13D9 1-53 ar.
3F10 1-56 ar. 3H11 1-53 ar.
4E12 1-56 ar. 9H10 1-53 ar.
9B11 1-56 ar.

2Pagal ACT-14 ar. sekg GenBank nr. AFU25647.1, NDM-1 — GenBank nr. AHM26723.1, PDC-
195 — GenBank nr. AHH52937.1, CMY-34 — GenBank nr. ABN51006.1

A B C D

MAKk pries ACT-14 MAKk prie$ NDM-1 ~ MAKk prie$ PDC-195  MAKk pries CMY-34
PDC B-laktamazé
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3.7 pav. Nustatyti MAk atpazinimo regionai -laktamazése. (A) MAk pries ACT-14
(PDB 2ZC7). (B) MAk prie§ NDM-1 (PDB 7VQJ). (C) MAk pries PDC-195 (PDB
6S1S). (D) MAk pries CMY-34 (PDB 7PAS5). Pavaizduotos B-laktamaziy struktiiros
be signalinio peptido.

3.1.5. MAk atranka imunologiniy analitiniy sistemy ktrimui

Antiktinais paremty imunologiniy detekcijos sistemy kiirimui dazniausiai
naudojamos antigenams specifisky antikiiny poros. Tokig porg gali sudaryti
du skirtingi dél prisijungimo prie antigeno tarpusavyje nekonkuruojantys
MAKk. Vienas i§ antikiiny yra imobilizuojamas ant kietosios fazés ir atlieka
antigeno ,,iSgaudymo* i§ tiriamojo méginio funkcija, o antrasis, detekcine
zyme zymétas MAKk, jungdamasis prie imobilizuoto MAKk-antigeno
komplekso, atlicka nustatymo funkcija. Todél, Siame darbe, sickiant MAk
pritaikyti B-laktamaziy nustatymui ir atrinkti imunologiniy detekcijos sistemy
ktrimui tinkanéias antikliny poras, pirmiausia atliktas MAk konkurencijos
tyrimas. Siuo tikslu, reminatis IB ir K4 nustatymo rezultatais (3.2 lentelé), i§
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kiekvienos MAk prie§ ACT-14, NDM-1, PDC-195 ir CMY-34 kolekcijos
konkurencijos tyrimui atrinkta po 6-8 MAk klonus (3.4 lentel¢).

3.4 lentelé. Konkurencijos tyrimui atrinkti MAk prie§ -laktamazes

Nr MAK prie$ MAK prie$ MAK prie$§ MAK prie$
) ACT-14 NDM-1 PDC-195 CMY-34

1. 1F5 8ES 11H4 12F4

2. 8F12 9B11 20A6 2E11

3. 1F2 10B6 13E12 12F8

4. 3C4 2C1 8E7 3E9

5. 3C6 SF7 16F6 7H12
6. 8D1 3F10 9G2 9D2

7. 7B6 4E12 19F2

3. 6H3 SE2 21H10

Atrinkti MAk buvo pazyméti detekcine Zyme — krieny peroksidazés
fermentu (angl., horse radish peroxidase, HRP) ir konkurencinés IFA metodu
testuotos MAk ir HRP zyméty MAk (MAk-HRP) kombinacijos. Remiantis
konkurencinés IFA rezultatais, MAk suskirstyti | grupes pagal
persidengiancias arba tik jiems budingas atpazinimo sritis antigeno
molekuléje (3.8 pav.).

MAk pries ACT-14 MAK pries NDM-1
1F5-HRP 8ES5-HRPA
8F12-HRP 9B11-HRP-|
| grupe
1F2-HRP 10B6-HRPA
3C4-HRP 2C1-HRPA

3C6-HRP Il grupé

8D1-HRP
7B6-HRP
6H3-HRP

Il grupé

Il grupé
IV grupé

S5E24

o~ o
[ -
— w
<t

8F12

MAKk prie$ PDC-195 MAK pries CMY-34

11H4-HRP+
20A6-HRP+

| grupé

| grupé

Il grupe

Il grupé

Il grupe

Il grupé

IV grupé
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3.8 pav. Konkurencinés IFA rezultatai. MAk suskirstyti | grupes pagal
persidengiancius arba tik jiems buidingus epitopus.

81



Atskira grupe sudaro MAk, kurie konkurencinéje IFA konkuravo arba
dalinai konkuravo dél prisijungimo prie antigeno. Remiantis konkurencinés
analizés rezultatais, MAk pries ACT-14 suskirstyti j 2, MAk prie§ NDM-1 ir
PDC-195 — 4 ir MAk pries CMY-34 — 3 grupes (3.8 pav.). Kombinuojant
skirtingoms grupéms priklausanc¢ius MAKk, atrinkta po dvi potencialiai
imunologinéms detekcinéms sistemoms tinkancias MAk poras, kurias sudaro
tarpusavyje dél prisijungimo prie antigeno nekonkuruojantys antikiinai.
Atrinktos poros pateiktos 3.5 lenteléje.

3.5 lentelé. Atrinktos tarpusavyje dél prisijungimo prie antigeno nekonkuruojancios

MAKk poros
Nr MAK pries MAK prie$ MAK pries§ MAK pries§
) ACT-14 NDM-1 PDC-195 CMY-34
L. IF5 ir 7B6 5E2 ir 3F10 16F6 ir 20A6 9D2 ir 2E11
2. 1F5 ir 6H3 2Cl ir 5F7 11H4 ir 8E7 2E11 ir 7H12

Norint atrinktas MAk poras taikyti detekciniuose metoduose, svarbu atlikti
i8samy Siy pory ir jiems priklausanciy antikiiny apibiidinima, kuris aprasytas
tolesniuose skyriuose.

3.1.6. MAk reaktyvumo su natyviomis f-laktamazémis tyrimas,
naudojant bakterijy izoliatus

Siekiant detaliai apibudinti 3.1.5 skyriuje atrinktas potencialiai
imunologiniams analitiniams metodams tinkan¢ias MAk pries p-laktamazes
poras, toliau vertintas Siy antikiing reaktyvumas su natyviomis J-
laktamazémis. Siuo tikslu atrinktieji MAk pries NDM-1 ir CMY-34 buvo tirti
su NDM ir CMY tipo B-laktamazes produkuojanciais bakterijy izoliatais.
Taciau MAKk prie§ ACT-14 ir PDC-195 su natyviomis f-laktamazémis nebuvo
testuoti, nes nepavyko gauti tam reikalingy bakterijy izoliaty. Todél toliau
Siame skyriuje aprasomi tik atrinkty MAk pries CMY-34 ir NDM-1 tyrimo su
bakterijy izoliatais rezultatai.

MAKk testavimui buvo naudoti anksCiau apibiidinti bakterijy izoliatai:
CMY-34 produkuojantis Citrobacter portucalensis (3826Z08), NDM-1
produkuojantys Klebsiella pneumoniae (CCUG60138, CCUG68728) ir
Acinetobacter chinensis (CCUG74036T, CCUG74037), kuriy apibudinimas
peteiktas Metody 2.1.13 skyriuje. B-laktamazes koduojantys blacmy ir blaxom
genai izoliatuose papildomai patvirtinti PGR metodu, naudojant anksciau
aprasytus 701 bp blacmy ir 258 bp blanpm regionams specifiskus pradmenis
[129] (2 priedas). Atlikus PGR, abiejuose K. pneumoniae izoliatuose
(CCUG60138, CCUG68728) patvirtintas blaxpm (2 priedas). Siuos izoliatus
patikrinus su blacvy specifiSkais pradmenimis, nustatytas CMY tipo [-
laktamaz¢ koduojantis genas, kuris anksCiau Siuose izoliatuose nebuvo
apibudintas (2 priedas). Atlikus PGR produkto sekoskaitg ir analizg,
patvirtinta, kad abu K. pneumoniae izoliatai koduoja CMY-4 [-laktamazg,
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todé¢l toliau MAk apibiidnimo darbuose §ie izoliatai naudoti kaip natyviy
NDM-1 ir CMY -4 B-laktamaziy producentai.

Siame darbe MAk reaktyvumas su natyviomis B-laktamazémis tirtas
panaudojant bakterijy izoliaty lizatus. Bradford metodu nustatyta lizato
baltymy koncentracija, o po lizaty ruoSimo procediros iSlikgs natyviy -
laktamaziy fermentinis aktyvumas patvirtintas BL Cefinase testu (3.9 pav.).
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3.9 pav. B-laktamazes produkuojanciy bakterijy lizaty tikrinimas BL Cefinase testu.
Kaip neigiamos kontrolés naudoti lizaty skiedimo buferinis tirpalas (PBS) ir E. coli
BL21 kamieno lizatas. Raudona spalva nurodo nitrocefino hidroliz¢ (teigiamas
rezultatas), geltona — hidrolizé nevyksta (neigiamas rezultatas).

Toliau paruostieji bakterijy lizatai IB, imunoprecipitacijos (IP) ir
netiesioginés IFA metodais testuoti su atrinkty MAk prieSs NDM-1 pory
klonais 3F10, 5E2, 2Cl1 ir 5F7. IStyrus NDM-1 produkuojanciy
K. pneumoniae lizatus, nustatyta, kad visi tirtieji MAk imunoprecipituoja ne
tik INDM-1, bet ir natyvia NDM-1 B-laktamaze i§ bakterijy lizato. MAk
nesgveikauja su neigiamos kontrolés (E£. coli BL21 lizato) baltymais — tai
patvirtina, kad MAk saveika su tiksliniu antigenu yra specifiSka. MAk 5E2 ir
3F10 IP rezultaty pavyzdys pateiktas 3.10 A paveiksle, MAk 2C1 ir SF7 IP
rezultatai — 3 priede. Analizuojant rezultatus, matomos IB metodu
identifikuotos ~24 kDa dydzio natyvy NDM-1 baltyma atitinkancios juostos.
~32 kDa juosta atitinka INDM-1, galimai dél Sio baltymo degradacijos Zemiau
matoma papildoma mazesnés molekulinés masés baltymo juosta (3.10 pav.
A).

IB ir netiesioginés IFA metodais iStyrus NDM-1 produkuojanciy
A. chinensis ir K. pneumoniae lizatus, papildomai patvirtintas visy tirty MAk
pries NDM-1 reaktyvumas su natyviu antigenu. MAk 5E2 ir 3F10 IB rezulty
pavyzdys pateiktas 3.11 A paveiksle, MAk 2CI1 ir 5F7 — 3 priede. IFA
rezultatai pateikti 3 priede.

Imunocheminiais metodais atliktas atrinkty MAk 9D2, 2E11 ir 7H12 pries
CMY-34 reaktyvumo su natyviais antigenais testavimas. [P metodu testuojant
CMY-34 produkuojantj C. portucalensis ir K. pneumoniae, kuriam biudinga
CMY -4, lizatus, nustatyta, jog visi MAk imunoprecipituoja natyvias CMY-34
ir CMY-4 B-laktamazes i§ bakterijy lizato. Patvirtinta, kad nevyksta MAk
nespecifiné saveika su neigiamai kontrolei naudoto E. coli BL21 lizato
baltymais. MAk 9D2 ir 2E11 testavimo rezultaty pavyzdys pateiktas 3.10 B
paveiksle, MAk 7H12 — 3 priede.
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3.10 pav. Natyviy ir rekombinantiniy B-laktamaziy IP su MAk prie§ NDM-1 ir CMY-
34 rezultatai. C. portucalensis lizatas naudotas kaip natyvios CMY-34,
K. pneumoniae — CMY -4 ir NDM-1, Saltinis. (A) IP su MAk 5E2 ir 3F10 pries NDM-
1. Detekcijai naudotas HRP-konjuguotas MAk 5E2 prie§s NDM-1. (B) IP su MAk 9D2
ir 2E11 prie§ CMY-34. Detekcijai naudotas HRP konjuguotas MAk 9D2 pries CMY -
34. Izotipinéms kontroléms naudoti: IgG1 MAk pries Der p 23 alergeng ir [gG2a MAk
20G11 pries SARS-CoV-2 spyglio baltyma. E. coli BL21 lizatas ir méginiy skiedimo
buf. tirpalas (PBST) tirti kaip neigiama kontrolé. M — baltymy molekulinés mases
standartas.

IB rezultatuose matomos ~38 kDa natyvius CMY-34 ir CMY-4 baltymus

atitinkancios juostos, auksciau 25 kDa standarto Zymés esancios juostos
galimai atitinka dél degradacijos sutrumpéjusias tikslinio baltymo formas
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(3.10 pav. B). Taip pat nustatyta, kad abu MAk imunoprecipitavo rCMY -34
baltyma, kurio atveju baltymo juosta matoma ties 40 kDa Zyme, o Zemiau yra
i§sidéscCiusios degraduoto rCMY-34 baltymo formos (3.10 pav. B).

IB ir netiesiogine IFA su CMY-34 ir CMY-4 produkuojanciy izoliaty
lizatais patvirtintas visy MAk prie§ CMY-34 reaktyvumas su natyviais CMY -
34 bei CMY-4 baltymais. MAk 9D2 ir 2E11 IB rezultaty pavyzdys pateiktas
3.11 B paveiksle, MAk 7H12 — 3 priede. IFA rezultatai pateikti 3 priede.
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3.11 pav. MAk prie§ NDM-1 ir CMY-34 reaktyvumo su natyviomis B-laktamazémis
IB rezultatai. C. portucalensis lizatas naudotas kaip natyvios CMY-34,
K. pneumoniae — CMY-4 ir NDM-1, Saltinis. (A) MAk 5E2 ir 3F10 prie§ NDM-1
tyrimas. (B) MAk 9D2 ir 2E11 pries CMY-34 tyrimas. BSA — jauio serumo
albuminas. E. coli BL21 lizatas ir jau€io serumo albuminas (BSA) naudoti kaip
neigiama kontrolé M — baltymy molekulinés masés standartas.

Imunocheminiais tyrimy metodais patvirtinus MAKk prie§ NDM-1 ir CMY-
34 reaktyvumg su natyviomis p-laktamazémis bakterijy lizatuose, toliau siekta
jvertinti MAk kryzminj specifiSkuma.
3.1.7. MAKk kryzminio specifiskumo tyrimas
Zinoma didelé B-laktamaziy jvairove, todél MAK, kaip molekuliniy B-

laktamaziy nustatymo jrankiy, taikymui svarbu istirti jy kryZminj reaktyvuma
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su §iais baltymais. Siuo tikslu 3.1.5 skyriuje atrinty pory MAKk istirti IB ir
netiesioginés IFA metodais, naudojant 12-os rekombinantiniy B-laktamaziy
kolekcijg. Tyrimui atrinktos pagal Ambler klasifikacija A, B, C ir D B-
laktamaziy klaséms priklausancios f-laktamazés.

Atlikus MAk 1F5, 7B6 ir 6H3 pries ACT-14 analizg IB ir IFA metodais,
nustatytas MAk 1F5 kryzminis reaktyvumas su rCMY-34 p-laktamaze
(4 priedas). Sugretinus ACT-14 ir CMY-34 ar. sekas, nustatytas 76,1 % seky
panasumas (3.6 lentel¢), kadangi Sie baltymai priklauso tai paciai C B-
laktamaziy klasei.

3.6 lentelé. B-laktamaziy ar. seky identiSkumo matrica, iSreikSta procentais.
Palyginimas atliktas su Clustal O

ACT-14 NDM-1 PDC-195 CMY-34
ACT-14 100 % 22,9 % 43,9 % 76,1 %
NDM-1 22,9 % 100 % 20 % 21,3 %
PDC-195 43,9 % 20 % 100 % 42,1 %
CMY-34 76,1 % 21,3 % 42,1 % 100 %

Pagal ACT-14 ar. sekg GenBank nr. AFU25647.1, NDM-1 — GenBank nr. AHM26723.1, PDC-
195 — GenBank nr. AHH52937.1, CMY-34 — GenBank nr. AFU25647.1

Detaliau iSanalizavus nustatyta MAk 1F5 epitopg (3.1.4 skyrius), matoma,
jog pastarasis yra sudarytas i§ dviejy, erdviskai greta ACT-14 molekuléje
i§sidésciusiy 1-50 ir 336381 ar. regiony (3.1.4 skyrius, 3.3 lentelé, 3.7 pav.).
Palyginus Siuos regionus su kryzmiskai reagavusio CMY-34 baltymo ar. seka,
buvo identifikuoti tarpusavyje dideliu panasumu pasizymintys ar. segmentai
(3.12 pav. A). Sis panasumas galéjo lemti MAk 1F5 kryzminj reaktyvuma su
rCMY-34.

Palyginus MAk 1F5 epitopa su ACT Seimai priklausanciy B-laktamaziy ar.
sekomis, nutatyta, kad ACT-14 1-50 ar. regionas yra identiSkas 7-ioms (ACT-
5, -21, -23, -39, 47, -57, -90) ACT B-laktamazés. 1 ar. skirtumas Siame
regione buidingas 5-oms ACT tipo B-laktamazéms, 2 ar. skirtumai — 33, 3 arba
4 ar. skirtumai — 14 ir daugiau nei 5 ar. — likusiems ACT variantams. Seky
palyginio pavyzdziai, kai nustatyti 1, 2 ir daugiau ar. skirtumy, pateiki 3.12 B
paveiksle.

Atlikus MAk 1F5 epitopo 336381 ar. ACT regiono analize, Siai sriciai
100 % identisky ACT Seimos fermenty nenustatyta, taciau identifikuota 13
ACT atstovy, kuriems biidingas 1 ar. pasikeitimas, 22 variantai su 2 ar.
pakaitomis, 50 varianty su 3 arba 4 ar. ir like — su 5 arba daugiau ar.
skirtumais Siame regione. Seky analizés pavyzdziai pateikti 3.12 B paveiksle.
Taciau, norint detaliau jvertinti MAk 1F5 reaktyvumag su ACT Seimos f-
laktamazémis, reikalingas MAk epitopo ACT-14 baltyme patikslinimas,
sukonkretinant ir sutrumpinant Siuo metu identifikuota atpazinimo regiona.
Svarbu ir tai, kad lyginant ACT-14 336-381 ar. regiona, didelei daliai ACT-
tipo B-laktamaziy yra bidingi 5 ir daugiau ar. skirtumy S$ioje srityje.
Patikslinus MAKk epitopa, biity galima tiksliau apibiidinti potencialy MAk
reaktyvuma su skirtingais ACT variantais.
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Paminétina, jog atrinkty pory MAk 7B6 ir 6H3 pries ACT-14 epitopy
Siame darbe nustatyti nepavyko, todél Siy MAk atpazinimo sri¢iy sugretinimas
su ACT pB-laktamazémis nebuvo atliktas.

A

CMY-34 1MMKKSLCCALLLTASFSTFAAAKTEQQIADIVNRTITPLMQEQAIPGMAV 50

ACT-14 1-50 1IMMKKSLCCALLLGISCSALAAPVSEKQLAEVVANTVTPLMKAQSIPGMAV 50
- sede ke dededk ke de ke do k% * *::** :*:*:*::* _*:****: *:******

CMY-34 336 TGSTGGFGSYVAFVPEKNLGIVMLANKSYPNPVRVEAAWRILEKLQ381

ACT-14 336-381 336 TGSTGGFGSYLAFIPEKQIGIVMLANKSYPNPARVEAAYHTLDALQ 381

KA Ak Akhkhkhhkhkkhkokhkhkoehhkhkeo s khkbAhkhkhkhhkhkhhhdh dhkhkkhkookke *k

B

ACT-14_1-50 1MMKKSLCCALLLGISCSALAAPVSEKQLAEVVANTVTPLMKAQSIPGMAV 50
ACT-5 1 MMKKSLCCALLLGISCSALAAPVSEKQLAEVVANTVTPLMKAQSIPGMAV 50
ACT-24 1 MMKKSLCCALLLGISCSALAAPVSEKQLAEVVANTITPLMKAQSIPGMAV 50
ACT-83 1 MMKKSLCCALLLGISCSALATPVSEKQLAEVVANTVTPLMKAQSVPGMAV 50
ACT-116 1MMTKSLCCALLLSTSCSVLAAPMSEKQLAEVVERTVTPLMKAQATIPGMAV 50

Kk Kk kkkkkkk KAk kkoekekkhkhkhkkhkhkk ke kkhkhkhkkk oo kkhkhk

ACT-14_336-381 336 TGSTGGFGSYLAFIPEKQIGIVMLANKSYPNPARVEAAYHILDALQ 381

ACT-24 336 TGSTGGFGSYVAFIPEKQIGIVMLANKSYPNPARVEAAYHILDALQ 381
ACT-83 336 TGSTGGFGSYVAFIPEKQIGIVMLANKSYPNPARVEAAYHILEALQ 381
ACT-7 336 TGSTGGFGSYVAFIPEKQIGIVMLANTSYPNPARVEAAYHILEALQ 381
ACT-52 336 TGSTGGFGSYVAFIPEKELGIVMLANKSYPNPARVEAAYRILSALQ 381

AAAAAKAKAA K oo khkhkhkko s AAAKAAK, Khhkhhhkhkhkhkhhkhhokk dhk

3.12 pav. MAk 1F5 pries ACT-14 epitopo (1-50 ir 336-381 ar.) sugretinimo
rezultatai. (A) MAk 1F5 epitopo sugretinimo su CMY-34 baltymo 1-50 ir 336—
381 ar. regionais rezultatai. (B) MAk 1F5 epitopo sugretinimo su ACT tipo B-
laktamazémis pavyzdziai. Sutampancios ar. pazymétos pilkai, nesutampancios —
geltonai. Pagal CMY-34 ar. seka GenBank nr. AFU25647.1, ACT-14 — AFU25647.1,
ACT-5 — ACJ05689.1, ACT-7 — ACJ05688.1, ACT-24 — AHL39336.1, ACT-52 —
AIX56560.1, ACT-83 —QIC04101.1, ACT-116 — AOL14308.1. Sugretinimas atliktas
su Clustal O.

Istyrus MAk 3F10, 5E2, 2C1 ir 5F7 pries NDM-1 reaktyvuma su
rekombinantiniy P-laktamaziy kolekcija, nustatyta, jog MAk 3F10
netiesioginés IFA tyrime kryZmiSkai reagavo su rPDC-195 (3.13 pav. A).
Taciau antikiny kryzminis reaktyvumas IB metodu nebuvo nustatytas.
Galimai MAk 3F10 atpazinimui reikalinga erdviné epitopo strukttira, kuri
buvo suardyta rPDC-195 tiriant IB metodu. Siame darbe nustatytas MAk 3F10
prie§ NDM-1 epitopas (NDM-1 1-56 ar.) (3.1.4 skyrius, 3.3 lentel¢, 3.7 pav.)
buvo palygintas su PDC-195 ar. seka. Sio palyginio fragmentas pateiktas 3.14
A paveiksle. Atlikus seky analize, nustatyti keli PDC-195 baltymo regionai,
pasizymintys NDM-1 1-56 ar. regionui identiSkomis ar panaSiomis ar.
Galimai, Sios sritys erdvingje PDC-195 baltymo struktiiroje formuoja
konformacinj MAk 3F10 epitopa, kuris, kaip parodyta eksperimentiSkai
(3.13 pav. A), yra atpaZjstamas MAk IFA tyrime, tadiau Sios saveikos
nepavyko nustatyti IB metodu, kuomet PDC-195 baltymas yra denattiruotas ir
redukuotas.
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3.13 pav. MAk pries NDM-1 ir CMY-34 kryZzminio specifiSkumo su
rekombinantinémis B-laktamazémis tyrimo rezultatai. (A) MAk 3F10 pries NDM-1
netiesioginés [FA rezultatai. MAk 9D2 prie§ CMY -34 netiesioginés IFA (B) ir IB (C)
rezultatai. Neigiamai kontrolei naudoti maltoze suriSantis baltymas (MBP) ir E. coli
BL21 lizatas. IFA atveju naudota papildoma neigiama kontrolé, kuomet vietoje MAk
ant antigeno uzneStas MAk skiedimo buf. tirpalas (PBST). MAk 9D2 kryZminis
reaktyvumas su rPDC-195 (C) pazymeétas rodykle. M — baltymy molekulinés masés
standartas.

Svarbu paminéti, kad MAk 3F10 epitopas NDM-1 baltyme taip pat
sutampa su atrinkty potencialiy pory MAk 2C1 ir 5F7 nustatytais epitopais
(3.1.4 skyrius, 3.3 lentel¢). Taciau, atrinktoms poroms priklausan¢io MAk
SE2 atpaZinimo srities nustatyti nepavyko. Bioinformatiniu BLDB jrankiu
iSanalizavus NDM-1 1-56 ar. regiona, nustatytas 100 % ar. sekos
identiSkumas su 43-imis NDM B-laktamaziy variantais. 1 ar. nesutapimas
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Siame regione nustatytas 14-oje NDM varianty ir 5 ar. skirtumai — viename
NDM variante. Palyginio pavyzdys, kai sugretintos 1-56 ar. regione nei
vieno, 1 arba 5 ar. skirtumus turin¢iy NDM baltymy sekos, pateiktas 3.14 B
paveiksle.

A

PDC-195 61 KGEPHYFSYGLASKEDGRRVTPETLFEIGSVSKTFTATLAGYALAQDKMRLDDRASQHWP 120
NDM-1_1-56 4 ---oommmmmmmmmmmeeee PNIMHPVAKLSTALARA-———===—=———————mm e 19

desal Ve . ek e ek

PDC-195 121 ALQGSRFDGISLLDLATYTAGGLPLOFPDSVQKDQAQIRDYYRQWQPTYAPGSQRLYSNP 180
NDM-1_1-56 20 -------—————-—- ALMLSGCMPGETR————====—==——=————————m o P33

* sk ek s ek *

PDC-195 181 SIGLFGYLAARSLGOPFERLMEQQVFPALGLEQTHLDVPEAALAQYAQGYGKDDRPLRVG 240

NDM-1_1-56 34 TIGQOME----TGDQRFGDLVFRQLAP——————=—====— == === e 56
:-k-k : P SRR * 3 s x *
B
NDM-1_1-56 1MELPNIMHPVAKLSTALAAALMLSGCMPGEIRPTIGQQMETGDQR-~——~ FGDLVFRQLAP56
NDM-6 1MELPNIMHPVAKLSTALAAALMLSGCMPGEIRPTIGQOMETGDOR- -~~~ FGDLVFRQLAP56
NDM-2 1MELPNIMHPVAKLSTALAAALMLSGCMAGEIRPTIGQQOMETGDQR-~~~~ FGDLVFRQLAPS56
NDM-10 1MELPNIMHPVAKLSTALAAALMLSGCMPGEISPTIDQQOMETGDOR-——~~ FGDLVFRQLAPS56
NDM-18 1MELPNIMHPVAKLSTALAAALMLSGCMPGEIRPTIGQQMETGDQRFGDQRFGDLVFRQLAP 61
khkkhkhhkhkkhhhhkhhkhkhkhkhkhhkhhhhhhhkk *kk *khk *khkhkhhkkhkk*x khkkhkkkhkkkhkkkk

3.14 pav. MAk 3F10 prie§s NDM-1 epitopo (1-56 ar.) NDM-1 baltyme sugretinimas
ir analizé. (A) PDC-195 ir MAk 3F10 epitopo NDM-1 baltyme sugretinimo rezultatai.
(B) MAk 3F10 epitopo NDM-1 baltyme sugretinimo su NDM tipo B-laktamazémis
rezultaty pavyzdziai. Sutampancios ar. pazymétos pilkai, nesutampancios — geltonai.
Pagal PDC-195 ar. seka GenBank nr. AHH52937.1, NDM-1 — AHM26723.1, NDM-
2 — AEA41876.1, NDM-6 — AEX08599.1, NDM-10 — AGT37351.1, NDM-18 —
APZ75411.1. Sugretinimas atliktas su Clustal O.

IB ir netiesioginés IFA metodais iStyrus MAk 16F6, 20A6, 11H4 ir 8E7
pries PDC-195 kryzminj specifiskumg, nustatyta, kad MAk 16F6 ir 11H4
netiesioginéje IFA kryzmiskai reagavo su rNDM-1, tadiau kryzminis
reaktyvumas su denatiiruotomis ir redukuotopmis p-laktamazémis, tarp jy ir
rNDM-1, IB metodu nebuvo nustatytas. MAk tyrimo IB ir IFA rezultatai
pateikti 4 priede. Paminétina, jog MAk 16F6, 20A6, 11H4 ir 8E7 epitopy
PDC-195 baltyme nustatyti nepavyko. Detaliau iSanalizavus PDC-195 ir
NDM-1 ar. sekas, nustatyta, jog $iy baltymy ar. sekos identisSkumas siekia
20 % (3.6 lentel¢). Palyginus pilno ilgio PDC-195 ir NDM-1 ar. sekas,
nustatyti 4—7 ar. ilgio NDM-1 regionai, kuriuos sudaro PDC-195 identisky
arba panaSiy ar. motyvai (4 priedas). Dalis §iy segmenty galimai sudaro
erdvinius MAk 16F6 ir 11H4 atpazinimo regionus NDM-1 baltymo
molekuléje, todél IFA metodu nustatyta silpna MAk sgveika su Sia [-
laktamaze.

Atlikus atrinktas poras sudaranc¢iy MAk 9D2, 2E11 ir 7H12 prie§ CMY -
34 kryzminio specifiSkumo tyrimg IB ir netiesiogine IFA, abiem metodais
nustatytas MAk 9D2 kryzminis reaktyvumas su rPDC-195 (3.13 pav. B, C).
Paminétina, kad CMY-34 ir PDC-195 ar. sekos tarpusavyje pasizymi 42,1 %
ar. sekos panasumu (3.6 lentelé).
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Atsizvelgiant | MAk 9D2 savybes ir jo potencialg diagnostiniy sistemy
ktirimui ir siekiant detaliau jvertinti Sio MAk kryZminio reaktyvumo savybes,
Siame darbe nustatytas MAk 9D2 epitopas, (CMY-34 22-49 ar. regionas
(3.1.4 skyrius, 3.3 lentelé, 3.7 pav.)), buvo detaliau iSanalizuotas. Pirmiausia,
atliktas MAk 9D2 atpazinimo srities CMY-34 22-49 ar. regione
detalizavimas. Siuo tikslu MAk 9D2 reaktyvumas buvo tirtas IFA metodu su
persidengianciais sintetiniais peptidais (P0-P16), apimanciais CMY-34 22—
49 ar. sritj (3.15 pav. A, B). Tyrime PO peptidas atitinko pilno ilgio CMY-34
2249 ar. regiong. Atlikus §j testavima, identifikuotas MAk 9D2 reaktyvumas
su PO ir P9—P13 peptidais (3.15 pav. B). Remiantis §iais rezultatais, nustatyta,
kad MAk 9D2 epitopg sudaro 13 ar. ilgio segmentas, kuris yra lokalizuotas
CMY-34 22-34 ar. regione (3.15 pav. C).

PO  ARTEQQIADIVNRTITPLMOEQALPGMA = ]

P9  ARTEQQIADIVNRTITPLMQEQRIP... O 0,20

P10 ARTEQQIADIVNRTITPLMQEQ...... 0,15

P11 ARTEQQIADIVNRTITPIM......... 0,10

P12 ARTEQQIADIVNRTIT............

P13 ARTEQQIADIVNR......evcocnon- 0,08

P14, ARTEGOTADT . svon snavniss sy O e
PIS AKTEQOL. .. .oevwnnnnnnnnn.. CHMVPITO LR ORI

B MAk 9D2 [ PBST

22-AKTEQQIADIVNR-34

3.15 pav. MAk 9D2 prie§ CMY-34 epitopo patikslinimas, naudojant sintetinius 22—
49 ar. CMY-34 regiong apimancius peptidus (P0-P16). (A) Epitopo nustatymui
naudoty sintetiniy peptidy (PO—P16) ar. sekos. PO peptidas atitinka anks¢iau nustatytg
MAKk 9D2 22-49 ar. atpazinimo sritf CMY-34 baltyme. Peptidai, su kuriais nustatytas
MAk 9D2 reaktyvumas, pazymeéti geltonai. (B) MAk 9D2 testavimo su sintetiniais
peptidais IFA rezultatai. Kaip neigiama kontrolé testuoti Sulinéliai be MAk (PBST).
Pateikti trijy pakartojimy vidurkiai su standartiniais nuokrypiais. (C) Patikslinto MAk
9D2 epitopo ar. seka. Patikslintas epitopas lokalizuotas CMY-34 22—34 ar. regione.

Atlikus iSsamig patikslinto MAk 9D2 epitopo analize BLDB jrankiu,
nustatytas 100 % ar. identiSkumas 173-ims i§ 181-os identifikuotos ir
patvirtintos CMY Seimos p-laktamazés, jskaitant ir MAk apibiidinimo
darbuose testuotg CMY-4 variantg. Likusios CMY Seimai priklausancios [3-
laktamazés pasizyméjo 1 arba 2 ar. skirtumais Siame regione (3.16 pav. A).
MAKk 9D2 epitopg palyginus su kryzmiskai reagavusio PDC-195 baltymo ar.
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seka, identifikuotas PDC-195 152—164 ar. regionas, kuriame i$sidést¢ CMY -
34 baltymui identiski 1 arba 2 ar. segmentai (3.16 pav. B).

Atlikus detalesng MAk 9D2 pries CMY-34 analizg, nuspresta iSsamiau
iSanalizuoti kartu su Siuo antikiinu poroje atrinkto MAk 2E11 savybes.
Nustatyta, kad Sis MAk nepasizymi kryZminiu reaktyvumu su tirtomis
rekombinantinémis p-laktamazémis, naudojant IFA ir IB metodus. Sio MAk
atpazinimo srities CMY-34 molekuléje eksperimentiskai identifikuoti
nepavyko. Todél atliktas Sio antikiino epitopo prognozavimas, pasitelkiant
bioinformatinius metodus. Siuo tikslu, bioinformatiniais modeliavimo
metodais buvo identifikuoti potencialis MAk 2E11 ir CMY-34 saveikos
regionai. Modeliavimui buvo panaudotos Siame darbe nustatytos MAk 2E11
sunkiosios (VH) ir lengvosios (VL) grandiniy variabiliosios sekos (VH ir VL
nustatymas apra$ytas 3.1.9 skyriuje). Modeliavimo tikslais VH ir VL. domenai
buvo sujungti su pelés IgG2a klasés antikiino Fab dalimi (be variabiliyjy
domeny). Naudojant standartinj AlphaFold2 protokola, buvo sugeneruota
daugiau nei 6000 MAk-CMY-34 sagveikos modeliy, i§ kuriy 20 turéjo auksta
patikimumo jvert], o 19 modeliy i§ atrinkty 20-ies pasizyméjo dideliu
panasumu.

A GenBank nr.
CMY-179 22-SKTEQHIADIVNR-34 MBC6501781.1
CMY-102 22-AKTEQQTADIVNC-34 AHA80103.1
CMY-104 22-AKTEQQIADIVNH-34 AGR82311.1
CMY-80 22-AKTEPQIADIVNR-34 AFK73449.1
CMY-96 22-AKTEPQIADIVNR-34 AFz85212.1
CMY-155 22-AKTEPQIADIVNR-34 ALF62843.1
CMY-"71 22-AKTEQQTADTVNR-34 AFK08538.1
CMY-34 22-AKTEQQIADIVNR-34 ABN51006.1

ekkk o kkk k%

B GenBank nr.
CMY-34 22-AKTEQQIADIVNR-34 ABN51006.1
CMY-4 22-AKTEQQIADIVNR-34 KSY233561

PDEC-1.95 152-QKDQAQIRDYYRQ-164 AHH52937.1

*x . kKX Kk

3.16 pav. -laktamaziy ar. seky palyginys su MAk 9D2 pries CMY-34 epitopu (CMY-
3422-34 ar.). (A) CMY tipo B-laktamaziy, kuriy 22—-34 ar. regione identifikuoti sekos
skirtumai, palyginys. Nesutampancios ar. pazymeétos geltonai. (B) MAk 9D2 epitopo
ir kryZzmiskai reaguojan¢iy CMY-4 bei PDC-195 B-laktamaziy palyginys.
Sutampancios ar. pazymétos geltonai. Sugretinimas atliktas su Clustal O.

Gauti modeliavimo rezultatai leidzia daryti prielaida, jog jie yra tinkami
MAKk ir CMY-34 sgveikos nustatymui, todél, remiantis baltymy saveikos
modeliy parametrais, detalesnei analizei buvo pasirinktas patikimiausias
modelis (3.17 pav. A). Remiantis juo, nustatyta, kad tikétinas MAk 2E11
epitopas yra konformacinis ir yra sudatytas i§ trumpy, erdviSkai greta
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i8sidés¢iusiy CMY-34 baltymo fragmenty, esanCiy 38—44, 299-311 ir 362—
379 ar. regionuose (3.17 pav. B). Antiktino variabiliyjy sriciy ir CMY-34
saveikos srityse identifikuota daug vandeniliniy rysiy ir keli drusky tilteliai,
kurie papildomai parodo tikéting epitopo pozicija (3.18 pav. A).

3.17 pav. AlphaFold? sugeneruotas CMY-34 ir MAk 2E11 sgveikos modelis (A)
Nustatytas patikimiausias CMY-34 (zZymima pilkai, vaizduojamas baltymas be
signalinés 1-20 ar. sekos) ir MAk 2E11 (Zymima mélynai) modelis. (B) MAk 9D2
(nustatytas eksperimentiskai, Zymima zaliai) ir MAk 2E11 (prognozuojamas,
zymimas meélynai) epitopy CMY-34 baltymo molekuléje (be signalinés 1-20 ar.
sekos) vizualizacija.

Taip pat pastebéta, kad erdvinis spéjamo MAk 2E11 epitopo iSsidéstymas
CMY-34 baltyme yra greta eksperimentiSkai nustatyto MAk 9D2 epitopo
(3.17 pav. B). Siame darbe konkurencinés IFA metodu buvo patvirtinta, kad
Sie MAKk nekonkuruoja tarpusavyje dél prisijungimo prie CMY-34, todél 3.17
pav. B nurodytas epitopy iSsidéstymas neprieStarauja eksperimentiniams
rezultatams. Tai buvo papildomai patvirtinta su AlphaFold3 sugeneruotu
CMY-34-MAk 9D2 ir 2E11 saveikos modeliu (3.18 pav. B). Juo parodyta, jog
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MAKk 9D2 jungiasi prie CMY-34 skirtingoje nei MAk 2E11 sagveikos srityje,
0 pastaroji atitinka eksperimentiskai nustatyta MAk 9D2 epitopa (3.18 pav.
B). Modeliavima atliko dr. Justas Dapkiinas (VU GMC BTI).

MAk 2E11
lengvoji
CMY-34 grandiné

MAk 9D2
epitopas

lengvoji "
grandiné

3.18 pav. MAk 2E11 ir CMY-34 sgveikos modeliai. (A) MAk 2E11 ir CMY-34
sgveikos kontaktinés sritys. Pavaizduoti sgveikoje dalyvaujantys vandeniliniai rysiai
(kair¢je) ir kontaktinés sritys (desinéje). (B) Su AlphaFold3 sugeneruotas CMY-34-
MAKk 2E11 ir 9D2 modelis. CMY-34 baltymas vaizduojamas be signalinés sekos (1—
20 ar.). Eksperimentiskai nustatytas MAk 9D2 epitopas nuspalvintas raudonai.
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Atlikus spé&jamo MAk 2E11 epitopo sugretinimg su CMY Seimos f-
priklausanc¢iy CMY baltymy. Nustatyta, kad 38—44 ar. CMY-34 regionas yra
100 % identiskas visoms CMY Seimai priklausancioms [-laktamazéms.
Palyginus 299-311 ar. epitopo fragmenta, nustatyti 1 arba 2 ar. skirtumai 19-
oje CMY baltymy (3.7 lentelé). Atlikus 362—379 ar. regiono analize, 48-iems
CMY fermentams buvo buidingas 1-os ar. nesutapimas ir 5-iems fermentams
— 2-jy ar. nesutapimai $iame segmente.

3.7 lentelé. Spéjamo MAk 2E11 epitopo segmento (299311 ar.) CMY-34 baltyme
palyginimas su CMY S$eimos B-laktamazémis

CMY CMY-34 299-311 ar. regiono
. - a GenBank nr.
B-laktamazé palyginimas’
CMY-34 299-KADSIINGSDSKV-311 ABNS51006.1

CMY-20, CMY-28, AAXS58682.2, ABQ51091.1,

299-KADSIINGSDNKV-311

CMY-140, CMY-146 ANJ78051.1, APD79117.2
CMY-133 299-KADSIINGNDSKV-311 AKZ20821.1

CMY-56 299-KTDSIINGSDSKV-311 ADT91162.1

CMY-70, CMY-74, KKC62625.1, AFU25632.1,
CMY-82, CMY-83, AHL39324.1, AFU25638.1,
CMY-93, CMY-100, 299 _KADSIISGSDSKV-311 AHM76768.1, AHA80101.1,
CMY-101, CMY-125, EOQ33708.1, AKO62862.1,
CMY-137, WP_053390271.1,
CMY-179, MBC6501781.1,

CMY-182 AUV24482.1

CMY-157 299-KADTIINGSDSKI-311 ASW32315.1

CMY-18 299-KADSIINGNGSDSKV-313 | AAU95778.1

aSu CMY-34 nesutampancéiy ar. pozicijos pazymétos geltonai

Grjztant prie atrinkty pory MAk prie§ CMY-34, paminétina, jog Sioms
poroms priklausan¢io MAk 7H12 atpazinimo sities Siame darbe nustatyti
nepavyko, todél potencialaus kryzminio reaktyvumo su CMY baltymais
analizé nebuvo atlikta.

3.1.8. MAKk neutralizuojanciy savybiy tyrimas

Siame darby etape, iSsamiai apibiidinant MAk savybes, siekta jvertinti
atrinkty MAKk gebéjimg neutralizuoti B-laktamaziy fermentinj aktyvuma.
Ankstesniy darby mety parodyta, jog Siame darbe susintetintos
rekombinantinés ir bakterijy lizatuose esancios natyvios [-laktamazés
pasizymi fermentiniu aktyvumu (3.1.1 ir 3.1.6 skyriai). Todél, atliekant
neutralizuojanciy savybiy tyrimg, MAk buvo inkubuoti su rekombinantinémis
B-laktamazémis arba su natyvias P-laktamazes produkuojanciy bakterijy
lizatais. Po inkubacijos, MAk ir rekombinantinés -laktamazés arba bakterijy
lizato miSiniai testuoti BL Cefinase testu. MAk 5E2, 3F10, 2C1 ir 5F7 prie$
NDM-1 ir MAk 9D2, 2E11 ir 7H12 pries§ CMY-34 inkubuoti atitinkamai su
rNDM-1 ir rCMY-34 baltymais. MAKk prie§ CMY-34 papildomai testuoti su
CMY-34 produkuojancio C. portucalensis izoliato (3826Z08) lizatu, o MAk
prie§ NDM-1 — su NDM-1 teigiamu 4. chinensis (CCUG74036T) lizatu. MAk
pries NDM-1 tyrimo BL Cefinase testu rezultaty pavyzdys pateiktas 3.19
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paveiksle, MAk pri§ CMY-34 — 5 priede. Lyginant su antigeno ir lizato
kontrolémis, kai baltymai su MAk neinkubuoti, nustatyta, jog MAk
prisijungimas prie P-laktamaziy neslopina jy fermentinio aktyvumo -
hidrolizuotas nitrocefinas nudazo testavimo diskus raudona spalva.

MAKk 1F5, 7B6 ir 6H3 pries ACT-14 ir MAk 16F6, 20A6, 11H4 ir 8E7
prie§ PDC-195 atitinkamai inkubuoti su rACT-14 ir rPDC-195 baltymais
(bakterijy lizatai netestuoti). Lyginant su antigeno kontrole be MAK,
nustatyta, kad MAk saveika su antigenu neblokuoja jo fermentinio aktyvumo
— rACT-14 ir rPDC-195 hidrolizuoja nitrocefina, vizualiai stebima raudona
disko spalva. MAk prie§ ACT-14 ir PDC-195 tyrimo rezultatai pateikti 5
priede.

3F10 2C1
A. chinensis A. chinensis
rNDM-1 (CCUG74036T) rNDM-1 (CCUG74036T)
1ug 5ug 1ug 5 g
MAk MAk MAk MAk

lpg 5pg 10pg 1pg 5upg 10pg 1pg 5pg 10pg lug Spg 10pg
B p p p B p B p P p p B

g NS N’ P " ~ p— o N N’ p—
5E2 5F7
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3.19 pav. MAk 3F10, 5SE2, 2C1 ir SF7 prie§ NDM-1 neutralizuojanéiy savybiy tyrimo
BL Cefinase testu rezultatai. Testuotas rNDM-1 ir NDM-1 produkuojancio
A. chinensis lizato fermentinis aktyvumas po inkubacijos su kiekvienu i§ MAKk.
Teigiamai kontrolei testuoti INDM-1 ir 4. chinensis lizatas be MAk. Kaip neigiama
kontrolé testuoti MAk be B-laktamaziy, E. coli BL21 lizatas ir méginiy skiedimo buf.
tirpalas (PBS). Raudona spalva nurodo nitrocefino hidroliz¢ (teigiamas rezultatas),
geltona — hidrolizé nevyksta (neigiamas rezultatas).

Taigi, nustatyta, jog né vienas i$ atrinkty MAk prie§ ACT-14, NDM-1,
PDC-195 ir CMY-34 neslopino B-laktamaziy fermentinio aktyvumo, kai
testavimas atliktas BL Cefinase testu.

3.1.9. MAKk variabiliyjy sri¢iy nustatymas
Tesiant MAKk apibiidinimo darbus, nuspresta pasirinkti perspektyviausig

bei detaliai apibiidinta MAk pora ir atlikti Siy antikiiny variabiliyjy sri¢iy seky
analiz¢. Siam tyrimui pasirinkta MAk 9D2 ir 2E11 pora prie§ CMY-34. Sie
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MAKk pasizymi reaktyvumu su natyvia CMY-34, jy epitopai yra zinomi, o
atlikus i§samig epitopy analize, jvertintas tikétinai platus MAk reaktyvumas
su daugeliu CMY Seimos B-laktamaziy.

Sio darbo metu buvo nustatyti MAk 9D2 ir 2E11 variabilieji sunkiosios
(angl., variable heavy chain, VH) ir lengvosios (angl., variable light chain,
VL) grandiniy regionai. Siuo tikslu, i§ hibridomy 9D2 ir 2E11 i§skirta suminé
RNR, kuri toliau panaudota kopijinés DNR sintezei. VH ir VL koduojacios
sekos pagausintos PGR metodu su anksciau aprasytais [127], [128] pelés
imunoglobuliny variabiliesiems regionams specifiskais pradmenimis (2.1.8
skyrius, 2.2 lentel¢). Pagausinti PGR produktai klonuoti, nusekvenuoti ir
iSanalizuoti su IgBlast ir IMGT/V-QUEST jrankiais [149], [150], [151]. Siy
jrankiy pagalba buvo nustatytos VH ir VL koduojancios ar. sekos ir
identifikuotos jose iSsidésCiusios hipervariabiliosios sritys (angl.,
complementarity-determining regions 1-3, CDR1-3). Nustatyty MAk 9D2 ir
2E11 VL regiony pavyzdziai pateikti 3.20 paveiksle. Nustatytos MAk 9D2 ir
2E11 sekos  pateiktos 1 ABCD duomeny  bazg [154]
(https://web.expasy.org/abcd/), joms suteikiant atitinkamai ABCD BD767 ir
ABCD_BD768 identifikacijos numerius.

MAk 9D2 VL MAk 2E11 VL
Y

Bcor-1 BcrD-2  MCRD-3

3.20 pav. MAk 9D2 ir 2E11 pries CMY-34 VL regiony vizualizacija. Zydros spalvos
pozicijos nurodo hidrofobines ar. arba triptofang (W). Raudonos spalvos raidémis
zymimos penkios konservatyvios variabiliojo domeno pozicijos. Inkarinés pozicijos
zymimos kvadratais. Uzbruks$niuotos pozicijos Zymi tarpus, remiantis /MGT budingu
variabiliojo domeno iSdéstymu. Geltonos spalvos pozicijos Zymi proling (P).
Rodyklés nurodo B-klostes ir jy kryptj. Sekos analizuotos su IMGT/DomainGapAlign
jrankiu [155], [156], vizualizacija sudaryta su IMGT/Collier-de-Perles [152], [153].

Taigi, Sie variabiliyjy sri¢iy nustatymo rezultatai patvirtina MAk 9D2 ir
2E11 klony skirtumus, kadangi, palyginus nustatyty regiony sekas,
identifikuoti ar. skirtumai uz antigeno atpazinimg atsakinguose CDR
regionuose.
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3.1.10. MAKk taikymas dviepitopés [FA kiirimui

Atrinktos apibudinty MAk pries ACT-14, NDM-1, PDC-195 ir CMY-34
poros (3.1.5 skyrius) taikytos imunologiniy analitiniy sistemy, skirty B-
laktamaziy nustatymui bakterijy izoliatuose, kiirimui. Pirmajame Zingsnyje,
taikant dviepitopés IFA metoda, siekta iStirti MAk pory geb¢jimg nustatyti
rekombinantines arba natyvias -laktamazes méginiuose ir toliau Siuos MAk
iSbandyti jvairiems analitiniams metodams.

Dviepitopé IFA skirta kiekybiniam tiriamosios analités nustatymui
méginiuose, sistemoje naudojant du tarpusavyje dél prisijungimo prie analités
nekonkuruojanc¢ius MAk ar MAKk ir polikloniniy antiktiny kombinacijas. Ant
kietos fazés imobilizuoti iSgaudantieji MAk suriSa analite, pavyzdziui, -
laktamaze, o detekcine Zyme, pavyzdziui HRP, zyméti MAk (MAk-HRP)
jungiasi prie MAk-analités komplekso ir atlicka nustatymo funkcijg sistemoje
(3.21 pav. A).

A B
Substratas Y = A2 + (AL-A2)/(1 + (x/ p)
=A2 + (Al- +(x,
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| B-laktamazé 25
\ / ”
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\ i "
ISgaudantis T J T
MAK 1 10 100

rCMY-34 koncentracija, ng/mL

3.21 pav. Dviepitopés IFA schematinis vaiztas (A) ir optimizuotos dviepitopés IFA,
skirtos CMY f-laktamaziy nustatymui, kalibraciné kreivé (B). HRP — krieny
peroksidazé. Paveikslas A sukurtas su BioRender.com.

Siame darbe dviepitopéje IFA buvo isbandyti atrinkty MAk deriniai, kai
vienas i$ porg sudaranciy antiktiny atlieka iSgaudymo, o kitas — detekcing
funkcija, ir atvirksc¢iai. MAk poros testuotos ir IFA sistemos optimizuotos,
naudojant rekombinantines P-laktamazes. Remiantis IFA rezultatais, buvo
atrinktos tos MAk kombinacijos, kurios gebé&jo aptikti antigeng bei
pasizymejo didZiausiu jautrumu. Pagal tai tolesniam dviepitopés IFA sistemy
optimizavimui buvo atrinktos Sios poros: ACT B-laktamaziy nustatymui
atrinkti MAk 1F5 ir 7B6-HRP, NDM detekcijai — MAk 3F10 ir SE2-HRP,
PDC nustatymui — 20A6 ir 16F6-HRP ir CMY detekcijai— MAk 2E11 ir 9D2-
HRP (3.8 lentelé).
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Siekiant padidinti ACT, NDM, PDC ir CMY nustatymo dviepitopés [FA
sistemy jautrumg, atliktas jy optimizavimas, iSbandant jvairias skirtingy
sistemos parametry salygas, kurios nurodytos 3.8 lenteléje. [IFA optimizavimo
rezultatai analizuoti OriginPro programa, pagal kuriuos, taikant logistinj
kreivés modelj, nubaizytos kalibracinés kreivés. Optimizuotos CMY sistemos
kalibracinés kreivés pavyzdys pateiktas 3.21 B paveiksle. Remiantis
rezultatais, buvo atrinktos salygos, kurioms esant dviepitopés IFA sistemy
jautrumas, atitinkamai testuojant rACT-14, INDM-1, rPDC-195 ar rtCMY-34
serijinius skiedimus, buvo didziausias (3.8 lentel¢). Po optimizavimo ACT
nustatymui skirtos dviepitopés IFA jautrumas sieké 56 pg/mL, NDM sistemos
— 23 pg/mL, PDC sistemos — 17 pg/mL ir CMY — 43 pg/mL antigeno.

3.8 lentelé. Optimizuotos dviepitopés IFA sistemos, skirtos ACT, NDM, PDC ir
CMY B-laktamaziy nustatymui ir optimizavimui i§bandytos sistemos salygos

Sistemos Atrinktos salygos
ISbandytos salygos ACT NDM PDC CMY
parametras . . . .
sistema sistema  sistema sistema
ﬁ%fl‘(‘danus Skirtingi MAk klonai 1F5 3F10 20A6  2EIl
ﬁiekk_tlgg;“tls Skirtingi MAK klonai 7B6 SE2 16F6 9D2
IFA plokstele | 1. 600-650 ng/cm?
(pagal (MaxiSorp, Nunc .
biltgqu 2. 250 ng/c£2 (Ner%)e MaxiSorp (Nunc)
adsorbcija) plus)
e 1. Imobilizacijos buf.
Imobilizacijos . e .
tirpalas tirpalas Imobilizacijos buf. tirpalas
2. PBS
1. PBSsu2% BSA PBS su
Blokavimo | > BS 33 4% pleno | 4% pieno \
tirpalas milteliy ir 0,05 % | milteliy ir Roti®-Block
Tween-20 0,05 %
3.  Roti®-Block Tween-20
Imobilizuoto 1. 2,5pug/mL
MAk 2. 5pg/mL 2,5 ug/mL
koncentracija | 3. 10 pg/mL
1. 150x
xggﬁf g: fggox . 500 x 150x | 1000x | 150x
4. 2000 x

BSA — jaucio serumo albuminas; MAk-HRP — krieny peroksidaze zymétas MAk

Kitame tyrimy etape siekta jvertinti, ar optimizuotos dviepitopés IFA geba
aptikti ir kiekybiskai nustatyti natyvias p-laktamazes bakterijy izoliaty
lizatuose. Siame etape su bakterijy lizatais, kuriy baltymy koncentracija yra
zinoma, testuotos NDM ir CMY sistemos (3.22 pav.). ACT ir PDC sistemos
su natyvias [-laktamazes produkuojanc¢iy bakterijy izoliatais nebuvo
testuotos.

NDM sistema buvo tirti NDM-1 produkuojanciy K. pneumoniae
(CCUG60138, CCUG68728) ir A. chinensis (CCUGT74036T, CCUGT74037)
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lizatai. CMY-34 produkuojancio C. portucalensis (2826Z08) ir E. coli BL21
kamieno lizatai naudoti kaip neigiama kontrolé. Tuo tarpu CMY sistemos
testavimui naudoti CMY-34 ir CMY-4 variantus produkuojanciy
C. portucalensis (3826Z08) ir K. pneumoniae (CCUG60138, CCUG68728)
lizatai atitinkamai, o neigiamai kontrolei naudoti NDM-1 produkuojancio
A. chinensis (CCUG74036T) ir E. coli BL21 lizatai.
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3.22 pav. Dviepitopés IFA sistemy taikymo natyviy B-laktamaziy nustatymui
bakterijy lizatuose rezultatai. Grafikuose pavaizduotos dviepitopés IFA optinio tankio
(OT) reiksmes, kai testuota 555 pg/mL lizato baltymy. Lentelése nurodytos nustatytos
B-laktamaziy koncentracijos lizatuose. (A) NDM sistema testuoti NDM-1 teigiami
K. pneumoniae ir A. chinensis lizatai. CMY-34 teigiamo C. portucalensis ir E. coli
BL21 lizatai bei méginiy skiedimo buf. tirpalas (PBST) naudoti neigiamai kontrolei.
(B) CMY sistema testuoti CMY-34 ir CMY-4 teigiami C. portucalensis ir
K. pneumoniae lizatai. NDM-1 produkuojancio A. chinensis ir E. coli BL21 lizatai bei
PBST naudoti kaip neigiama kontrolé. Pateikti OT reikSmiy vidurkiai su standartiniais
nuokrypiais. Punktyrine linija Zymimos NDM ir CMY sistemy ribinés reikSmés —
0,013 ir 0,043 atitinkamai.
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Lizaty testavimas patvirtino sukurty analitiniy sistemy veiksminguma.
NDM sistema buvo nustatyti visi NDM-1 teigiami, o CMY sistema — visi
CMY-34 ir CMY-4 teigiami izoliatai. Dviepitopés IFA rezultatai, kai testuoty
lizaty baltymy koncentracija sieké 555 pg/mL pateikti 3.22 paveiksle. Esant
555 pg/mL lizato baltymy koncentracijai, NDM sistema nustaté nuo 133,5 iki
703,5 ng/mL NDM-1 baltymo (3.22 pav. A). CMY sistema nustatyty CMY -
34 ir CMY-4 B-laktamaziy koncentracija sieké nuo 9.3 iki 34,5 ng/mL
(3.22 pav. B).

Siekiant jvertinti optimizuotas ACT ir PDC sistemas, | E. coli BL21
kamieno lizatg buvo jnesta rACT-14 ir rPDC-195 baltymy. Sistemomis buvo
testuota 555 pg/mL lizato baltymy, atitinkamai praturtinty 50 ir 10 ng/mL
rACT-14 ar rPDC-195 p-laktamazémis. CMY-34 produkuojancio
C. portucalensis ir E. coli BL21 lizatai naudoti kaip neigiama kontrolé
(3.23 pav.).
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3.23 pav. ACT ir PDC dviepitopés IFA sistemy testavimas su rekombinantinémis f-
laktamazémis praturtintu E. coli BL21 lizatu. Pavaizduotos dviepitopés IFA
sistemomos optinio tankio (OT) reikSmeés, kai testuota 555 pg/mL E. coli BL21 lizato
baltymy su 50 ir 10 ng/mL rACT-14 arba rPDC-195 atitinkamai. Kaip neigiama
kontrolé testuota 555 pg/mL CMY-34 produkuojancio C. portucalensis ir E. coli
BL21 lizato baltymy. Punktyrine linijja Zymimos ACT ir PDC sistemy ribinés
reikSmés — 0,042 ir 0,026 atitinkamai.

Nustatyta, kad ACT ir PDC sistemos geb¢jo aptikti rACT-14 ir rPDC-195
baltymus lizatuose, kai B-laktamaziy koncentracija siecké 50 ir 10 ng/mL.
Nespecifiné MAk saveika su C. portucalensis ir E. coli lizato baltymais
nebuvo stebima — tai patvirtina analiniy sistemy specifiskuma. Detalesniam
$iy sistemy apibidinimui ateityje jas reikéty iSbandyti su natyvias ACT ir PDC
B-laktamazes produkuojanciy bakterijy izoliatais.
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Ivertinus, jog atrinktos MAKk prie§ pB-laktamazes poros dviepitopés IFA
formate gerba nustatyti B-laktamazes bakterijy lizatuose, toliau Sios poros
iSbandytos kituose imunologiniy detekciniy metody formatuose.

3.1.11. MAKk taikymas imunochromatografinio testo
kiirimui

Dviepitopés IFA formatu jvertinus ir atrinkus B-laktamazes méginiuose
iSgaudanCiy ir detektuojan¢iy MALk poras, toliau Sie MAk taikyti
imunochromatografinio testo (angl., lateral flow immunoassay), dar kitaip
vadinamo greituoju testu, kiirimui. Sie testai yra skirti greitam kokybiniam
analités nustatymui méginiuose ir diagnostikoje placiai naudojami ligos
sukéléjy ar zmogaus organizme susidariusiy jiems specifiSky antikiiny,
nustatymui. Greitojo testo veikimo principas toks: méginyje esanti analité yra
atpazjstama detekcine Zyme, pavyzdziui, aukso nanodalelémis, Zyméty
antiktinyg (3.24 pav.). Susidarg analités ir detektuojanciy antikiiny kompleksai
dél kapiliariniy jégy migruoja membrana, ant kurios pavir§iaus imobilizuotos
i8gaudanciy antikiiny juostos ar taskai. Dél iSgaudanciy antikiiny sgveikos su
analités-detektuojanciy antikiiny kompleksais, testavimo zonoje vizualiai
matome teigiama rezultata. Su analite nesusijunge pertekliniai detektuojantys
antik@inai yra iSgaudomi kontrolinéje zonoje, imobilizuoty jiems specifisky
antikiiny. Si zona nurodo, jog testas veikia. Tyrimo rezultatai paaiskéja per 5—
15 min [157].

Testavi Kontroliné zona
Y - 13gaudantys MAk EoLaViNOiQa

e ¢

Y = AK priet pelés 156 £ — 2P e

% 4MAK-Au detekcijai Méginio  Konjugato Membrana Siukgliy

—B-laktamaze padas padas padas
™~ Téekmeés kryptis
Neigiamas ‘ T
méginys m*ﬁ ? A - —

Teigiamas AN gn .
meginys f/_——%f?,—i kg

3.24 pav. Greitojo testo, skirto B-laktamaziy nustatymui, schematinis vaizdas. MAk-
Au — aukso nanodalelémis zyméti detektuojantis MAk, Ak — antiktinai. Modifikuota
pagal [157].

Siame darbe greitojo testo karimui naudotos optimizuotoms IFA

sistemoms (3.1.10 skyrius) atrinktos MAk poros: MAK 1F5 ir 7B6 pries ACT-
14, MAKk 3F10 ir 5E2 prie§ NDM-1, MAk 20A6 ir 16F6 prie§ PDC-195 bei
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MAKk 2E11 ir 9D2 pries CMY-34. [Sgaudantieji IFA sistemy MAk greitajame
teste taip pat naudoti antigeno iSgaudymui, o detektuojantys MAk — detekcijai.

Konstruojant greitaji testa, pirmiausiai detektuojantys MAk buvo
kovalentiskai pazyméti detekcine zyme — 40nm skersmens aukso
nanodalelémis. Kitame Zingsnyje atliktas atskiry testo komponenty ir salygy
optimizavimas, testavimui naudojant rekombinantines -laktamazes. Atrinkti
tie testo komponentai ir salygos, kuriems esant pasiektas didZiausias testo
jautrumas. ISbandytos ir atrinktos analizés salygos apibendrintos 3.9 lenteléje.

3.9 lentelé. ISbandyti ir atrinkti greitojo testo, skirto B-laktamaziy nustatymui,

parametrai

Teste naudoti MAK pries:

ACT-14 NDM-1 PDC-195 CMY-34
[§gaudantis MAk 1F5 3F10 20A6 2E11
Detektuojantis
MAK-AU 7B6 5E2 16F6 9D2
pg::::;is ISbandytos salygos® Ast;ll;;gs
1. 10x
MAk-Au 2. Dx
skiedimas 3. 20x 10x
4. 25x
5. 30x
Imobilizuoty 1. 0,3 mg/mL
MAKk 2. 0,5 mg/mL 1 mg/mL
koncentracija 3. 1mg/mL
1. CN95
2. Vivid120
Membrana 3. MDI70 Vivid120
4. MDI90
5. MDII50
1. Stiklo pluosto 8950
. 2. Stiklo pluosto 8950 . .
Konjugato padas 3 Polies tre):rio 6613 Poliesterio 6613
4. Poliesterio 6614
1. Krauja atskiriantis 1660 o
Méginio padas 2. Krauja atskiriantis 1662 Me(}\;;l;lms
3.  Medvilninis 1281
Méginio pado 1. Blokuotas
parfoéimas 2. Neblokuotas Blokuotas
1. P]?S, 0,5 % BSA, 0,5 % Tween-20 su 0,5 ar PBS. 0.5 %
1 % CHAPS BSA. 0.5 %
Meéginiy uznesimo | 2. Tris-HCl pH 8, 0,15 M NacCl, 0,5 % Tween- Twee;1-50 su
tirpalas 20, 0,1 % BSA su 0,5 ar 1 % CHAPS 1 % CHAPS (be
S . e o
3. UzneSimo tirpalas kartu su méginio Kaitinimo)
kaitinimu (100 °C 10 min)

*Naudoti Lateral Flow Material Starter Kit (nanoComposix) rinkinio komponentai

MAKk-Au — su aukso nanodalelémis konjuguotas MAk; BSA — jaucio serumo albuminas;
CHAPS — detergentas

Atrinkus testo komponentus, nuspregsta sukonstruoti ir iSbandyti du
greitojo testo variantus — multipleksinj, skirta ACT, NDM, PDC ir CMY tipo
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B-laktamaziy nustatymui, ir supaprastinta testo varianta, kuriuo biity
nustatomos tik vienos Seimos P-laktamazés. Sio testo atveju pasirinkta
sukonstruoti CMY p-laktamaziy nustatymo sistemg, kadangi Siame darbe
MAKk pries CMY-34 buvo detaliai apibiidinti ir pasizymeéjo placiu reaktyvumu
CMY seimos B-laktamazéms. Konstruojant greituosius testus, pirmiausiai
buvo paruostos testo membranos. Automatizuotu prietaisu ant membranos
uznestos kontrolinés ir testavimo linijos, jas formuojant i$ nedidelio tiirio lasy
su antikiinais. Testavimo zonoje uznesti iSgaudantys B-laktamazéms specifiski
MALK, o kontrolinéje zonoje — ozkos polikloniniai antikiinai (PAk) prie§ pelés
IgG. Vizualiai patogesniam testo rezultaty vertinimui ant membranos
papildomai uzneStos mélynos kontiiro linijos, testavimo zonos nudazytos
zalia, o kontroliné¢ — Sviesiai mélyna spalvomis. Sukonstruoty greityjy testy
schematinis vaizdas pateiktas 3.25 A ir C paveiksluose.

3.10 lentelé. MAk apibiidinimui ir imunologiniy detekciniy sistemy kiirimui naudoti
bakterijy izoliatai ir jy testavimo rezultatai

S Identifikacijos . .o Greitasis c
Bakteriju rasis numeris p-laktamaziy profilis testas TPX
C. portucalensis 38267208 CMY-34 + N
K. pneumoniae CCUG60138 NDM-1, CMY-4° ++ N
K. pneumoniae CCUG68728 NDM-1, CMY-4° ++ N
A. chinensis CCUG74036T NDM-1 + N
A. chinensis CCUG74037 NDM-1 + N

CMY-6, NDM-1,
K. pneumoniae 50627996 OXA-1, CTX-M-15, ++ ++
SHV-11
K. pneumoniae 50531633 NDM-1, OXA-181 + +
. CMY-4, OXA-1,
E. coli 50639799 VIM-29, CTX-M-15 + +
A CMY-16, NDM-1,
P. mirabilis 50664164 OXA-10 ++ ++
. NDM-5, SHV-12,
E. coli 50664179 TEM-1B + +
Citrobacter sp. 50677481 NDM-1 + +
E. coli 50694638 CMY + +
CMY-2, OXA-1,
E. coli 50816743 OXA-181, CTX-M-15, + +
TEM-1
K. aerogenes 50796520 Neigiamas - -
P. mirabilis 50793946 Neigiamas - -

2NDM ir CMY tipo B-laktamazés yra paryskintos
blacmy nustatytas PGR metodu, CMY variantas identifikuotas atlikus PGR produkto
sekoskaitg

°Teigiamas rezultatas, kai nustatyta atitinkamai NDM arba CMY tipo B-laktamazé (+), kai
nustatytos ir NDM, ir CMY tipo p-laktamazés (++), neigiamas rezultatas (—), netestuota (N)

Testuojant rekombinantiniy -laktamaziy serijinius skiedimus, nustatytas
multipleksinio testo jautrumas sieké 11 ng/mL rACT-14, INDM-1, rPDC-195
ir tCMY-34. CMY p-laktamaziy nustatymui skirto greitojo testo jautrumas
taip pat buvo 11 ng/mL rCMY-34.
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Kitame etape, sukonstruoti testai tikrinti su B-laktamazes produkuojanciy
bakterijy izoliatais. IS viso testuoti 9 NDM-1 arba NDM-5 variantg ir 8§ CMY-
2,CMY-4,CMY-6, CMY-16, CMY-34 bei vieng nepatikslinta CMY variantg
produkuojantys patogenisky bakterijy izoliatai (3.10 lentelé).
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3.25 pav. Greityjy testy, skirty B-laktamaziy nustatymui, kiirimo rezultatai. (A) ACT,
NDM, PDC ir CMY tipo B-laktamaziy nustatymui skirto multipleksinio testo
schematinis vaizdas ir (B) testavimo su rekombinantinémis [-laktamazémis bei
bakterijy izoliatais resultatai. (C) CMY tipo B-laktamaziy nustatymui skirto testo
schematinis vaizdas ir (D) testavimo su rekombinantinémis p-laktamazémis bei
bakterijy izoliatais rezultatai. Testuoti: CMY-34 produkuojantis C. portucalensis,
NDM-1 ir CMY-4 produkuojantys K. pneumoniae ir NDM-1 produkuojantis
A. chinensis izoliatas. ,,** — nurodo neigiamos kontrolés bakterijy méginius. Kaip
papildoma neigiama kontrolé testuotas méginiy ruos§imui naudotas méginiy uznesimo
tirpalas.
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Atliekant tyrima, bakterijy kolonija suspenduota méginiy uznesimo tirpale
ir méginys uznestas ant testo juostos. Testavimo rezultaty pavyzdzia pateikti
3.25, B ir D paveiksluose, apibendrinti rezultatai nurodyti 3.10 lenteléje.
Nustatyta, jog multipleksinis testas gebéjo aptikti visus NDM ir CMY
teigiamus izoliatus (3.25 pav. B, 3.10 lentel¢). Visi CMY teigiami izoliatai
s¢kmingai nustatyti su CMY nustatymui skirtu greituoju testu (3.25 pav. D).
Nespecifine MAk saveika, kai neigiamai kontrolei testuotos P-laktamaziy
neprodukuojancios K. aerogenes, Proteus mirabilis ir E. coli BL21 bakterijos
bei méginiy uznesimo tirpalas, nenustatyta — tai patvirtina testy specifiSkuma.

Taigi, atrinkti MAk prie§ B-laktamazes gali buti pritaikyti §iy baltymy
nustatymui imunochromatografiniu metodu. Kitame etape MAk buvo
iSbandyti diagnostinéje dviejy fotony suzadinimo (angl., two-photon
excitation microluorometric, TPX) technologija taikancioje platformoje.

Imunochromatografinai testai paruosti bendradarbiaujant su dr. Martynu
Simanavi¢iumi (VU GMC BTI Imunologijos skyrius) ir UAB
Imunodiagnostika.

3.1.12 MAk taikymas TPX sistemoje

Siame zingsnyje siekta jvertinti, ar sukurtieji MAk prie§ p-laktamazes geba
atpazinti natyvias B-laktamazes bakterijy izoliatuose, juos iSbadant su ArcDia
Oy Ltd sukurta ir patentuota TPX technologija ir automatizuotu detekcijos
prietaisu  [136], [158]. Sis prictaisas, matuodamas fluorescencijos
intensyvuma, realiu laiku vertina reakcijos kinetika, o rezultatai paaiskéja per
15-20 min. TPX sistema yra paremta dviepitopés IFA principu, taciau TPX
sistemos atveju kietaja faze naudojami polistireno mikrorutuliukai. Pastarieji
yra pazyméti iSgaudanciais antikiinais, kurie suriSa méginyje esancig analitg,
o detekcijai naudojami nekonkuruojantys fluoroforu Zzyméti antikiinai.
Antikiiny-analités kompleksy susidarymas automatizuotu prietaisu sekamas
realiu laiku (3.26 pav.).

5 B-laktamazé
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MAk Zymeti
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3.26 pav. TPX sistemos veikimo principo schematinis vaizdas. Antigenas méginyje
yra suriSamas iSgaudanciy, su polistireno mikrorutuliukais konjuguoty MAk.
Susidariusiy kompleksy detekcijai naudojami analitei specifiski fluoroforu zymeéti
MAK. Ant kiekvieno rutuliuko susiformave MAk-analités kompleksai detektuojami
individualiai, panaudojant TPX technologija. Paveikslas sukurtas su BioRender.com.
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Siame darbe TPX sistemoje buvo i§bandytos 3.1.5 skyriuje atrinktos ir 3.5
lenteléje nurodytos MAk pries ACT-14, NDM-1, PDC-195 ir CMY-34 poros.
Pirmiausia, siekiant jvertinti MAk savybe i§ méginio iSgaudyti p-laktamazes,
visi MAk aktyviai (kovalenti§kai) ir pasyviai (pasyvios adsorbcijos biidu)
konjuguoti su polistireno mikrorutuliukais. Siekiant jvertinti MAk detekcines
savybes, visi antikiinai konjuguoti su florescencine ArcDia™ BF530 Zyme.

Toliau TPX sistema buvo testuotos visos galimos iSgaudanciy ir
detektuojan¢iy MAk kombinacijos su atitinkamais baltymais — rACT-14,
rNDM-1, rPDC-195 ir rCMY-34. Keli testuoty kombinacijy pavyzdziai
pateikti 3.27 paveiksle ir 6 priede.
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3.27 pav. TPX sistema su rekombinantiniais antigenais tirtos MAk prie§ B-laktamazes
poros ir jy kombinacijos. MAk pora sudaro aktyviai arba pasyviai su mikrorutuliukais
zyméti i§gaudantys MAKk ir fluoroforu zyméti detektuojantys MAk (MAKk-F). (A)
Testuotos MAk prie§s PDC-195 poros: 16F6 ir 20A6, 11H4 ir 8E7. (B) Testuotos MAk
pries CMY-34 poros: 2E11 ir 9D2 ir 2E11 ir 7TH12.

Remiantis gautais rezultatais, atrinktos kelios MAk kombinacijos, kurias
testuojant sistemoje gautas stipriausias detekcijos signalas. Atrinktos MAk
pory kombinacijos pateiktos 3.11 lenteléje.

Toliau siekta jvertinti, ar atrinktos MAk poros TPX sistemoje atpaZzjsta
natyvias B-laktamazes bakterijy izoliatuose. Siuo tikslu, atrinktos MAk pries
NDM-1 ir CMY-34 kombinacijos $ia sistema testuotos su 5-iais NDM-1 arba
NDM-5 variantus ir 5-iais CMY-2, CMY-4, CMY-6, CMY-16 bei
nepatikslintg CMY varianta produkuojanciais bakterijy izoliatais, kuriy
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apibiidinimas pateiktas 3.1.11 skyriaus 3.10 lentel¢je. Neigiamai kontrolei
naudoti B-laktamaziy neprodukuojantys P. mirabilis ir K. aerogenes izoliatai.
Atliekant testavima, bakterijy kolonija suspenduota méginio uzne$imo tirpale,
suspensija sumaiSyta su TPX reakcijos komponentais ir analizuota
diagnostiniu prietaisu. Gauti rezultatai pateikti 3.28 A ir B paveiksluose.

3.11 lentelé. Atrinktos MAk pory kombinacijos po antikiiny testavimo TPX sistema
su rekombinantinémis B-laktamazémis
Atrinktos MAK poruy kombinacijos

MAK pries§ MAK pries§ MAK pries§ MAK pries§
ACT-14 NDM-1 PDC-195 CMY-34
1 1F5-P ir 7B6-F 5E2-Pir3F10-F ~ 20A6-P ir 16F6-F 9D2-P ir 2E11-F
2 1F5-P ir 6H3-F SE2-P ir SF7-F 20A6-P ir 8E7-F 7H12-P ir 2E11-F
3. 2CI1-P ir 5F7-F 11H4-A ir 16F6-F
4 5F7-P ir SE2-F 11H4-A ir 8E7-F
5 5F7-Pir 2C1-F

MAKk-P — MAKk pasyviai Zyméti su mikrorutuliukais; MAk-A — MAk aktyviai Zyméti su
mikrorutuliukais; MAk-F — MAK ir fluoroforo konjugatas

[Sanalizavus TPX analizés rezultataus, nustatyta, jog MAk prie§ NDM-1
gebéjo nustatyti NDM-1 ir NDM-5 visuose NDM teigiamuose bakterijy
izoliatuose (3.28 pav. A). Atsizvelgiant | testavimo metu gautas signalo
reikSmes, atrinkta aukSCiausig signala generuojanti MAk pora: pasyviai
mikrorutuliukais zymétas MAk 5F7 ir fluoroforu zymétas MAk 2C1. Tuo
tarpu TPX sistemoje MAk pries CMY-34 gebé¢jo nustatyti CMY-2, CMY-4,
CMY-6, CMY-16 ir viena napatikslinta CMY varianta visuose CMY
teigiamuose bakterijy izoliatuose (3.28 pav. B). Atrinkta geriausiai veikianti
MAKk prie§s CMY-34 pora: pasyviai mikrorutuliukais zymétas MAk 9D2 ir
fluoroforu zymétas MAk 2E11.

Atrinktos MAk pries ACT-14 ir PDC-195 kombinacijos su $io tipo -
laktamazes produkuojanciais izoliatais nebuvo testuotos, nes nepavyko gauti
tyrimui reikalingy bakterijy izoliaty. Taciau jvertintas Siy MAk kryzminis
reaktyvumas, juos testuojant su dviem NDM, CMY, OXA, SHV ir CTX-M
tipo B-laktamazes produkuojanciais K. pneumoniae ir P. mirabilis izoliatais,
kuriy tyrimo rezultatai pateikti 3.28 C ir D paveiksluose. TPX sistema iStyrus
MAKk pries ACT-14 ir PDC-195 pory kombinacijas, MAk kryzminis
reaktyvumas, kai buvo tirti minétas B-laktamazes produkuojantys bakterijy
izoliatai, nenustatytas (3.28 pav. Cir D). Tolesniam tyrimui pasirinkta
naudoti MAk poras, kurios anks¢iau sékmingai pritaikytos dviepitopés IFA ir
greitojo testo formatuose: MAk 1F5 ir fluoroforu Zyméta MAk 7B6 pries
ACT-14 bei MAk 20A6 ir detektuojant] MAk 16F6 pries PDC-195.

Kitame etape siekta jvertinti TPX sistemos analitinj ir klinikinj jautruma,
naudojant testavimo su P-laktamazes produkuojanciais bakterijy izoliatais
metu atrinktas MAk poras. Vertinant sistemos analitinj jautruma, MAk poros
tirtos su skirtingomis rekombinantiniy [-laktamaziy koncentracijomis.
Signalo intensyvumo priklausomybés nuo rCMY-34 koncentracijos grafiko
pavyzdys pateiktas 3.29 paveiksle, rACT-14, INDM-1 ir rPDC-195 titravimo
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rezultatai pateikti 6 priede. Remiantis antigeny titravimo rezultatais,
nustatytas sistemy analitinis jautrumas sieké nuo 0,07 iki 1,9 ng/mL antigeno.
Apibendrinti rezultatai pateikti 3.12 lenteléje.
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3.28 pav. TPX sistema su bakterijy izoliatais tirtos atrinkty MAk prie§ B-laktamazes
pory kombinacijos. MAKk porg sudaro su mikrorutuliukais zyméti iSgaudantys MAKk ir
fluoroforu zymeéti detektuojantys MAk (MAk-F). (A) MAk prie§ NDM-1 testavimas.
(B) MAk prie§ CMY-34 testavimas. (C) MAk prie§ ACT-14 testavimas. (D) MAk
prie§ PDC-195 testavimas. ,,** — Zymi neigiama kontrolg.

Vertinant analitiniy sistemy klinikinj jautruma, atrinktos MAk prie§ NDM-

1 ir CMY-34 poros TPX sistema testuotos su NDM ir CMY tipo B-laktamazes
produkuojanciais bakterijy izoliatais, atlickant bakterijy serijinius skiedimus.
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Po testavimo gauti signalo intensyvumo priklausomybés nuo bakterijy
koncentracijos grafikai pateikti 3.30 paveiksle. Nustatyto klinikinio jautrumo
reik§més skyrési kiekvieno bakterijy izoliato atveju ir sieké nuo 8,17-10* iki
4,79-10° Igsteliy/mL. MAk pries NDM-1 atveju ir nuo 8,73-10° iki
2,49-10* Igsteliy/mL. MAk pries CMY-34 atveju. Apibendrinti rezultatai
pateikti 3.12 lenteléje.
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3.29 pav. Signalo intensyvumo priklausomybés nuo rCMY-34 koncentracijos
grafikas, skirtas analitinio jautrumo nustatymui. Tirta iSgaudanéio MAk 9D2 ir
fluoroforu zyméto MAk 2E11 pora pries CMY-34. Punktyriné linija Zymi ribing
reik§me 0,28.

3.12 lentelé. Nustatytas TPX sistemos, kai tirti MAKk pries B-laktamazes, analitinis ir

MAK pries§ MAK prie§ MAK prie§ MAK prie§
ACT-14 NDM-1 PDC-195 CMY-34
1F5ir 5F7 ir 16F6 ir 9D2 ir
MAk pora 7B6-F 2C1-F 20A6-F 2E11-F
_ Analitinis 0,1 1.9 0,07 0.3
jautrumas, ng/mL
jla(lllltlll'lllkrlr?al: Netestuota 8.17-10% Netestuota 8,73-10°-
i) 105 -104
lastelés/mL 4,79-10 2,49-10

Taigi, Siuo tyrimu buvo parodytas sukurty MAk pries p-laktamazes
pritaikomumas jvairaus tipo metoduose, jstaitant ir TPX technologija.
Siekiant detalesnio MAk vertinimo, reikalingas iSbandyty sistemos
komponenty optimizavimas ir optimizuotos sistemos tyrimas su didesne
natyvias B-laktamazes produkuojanciy izoliaty jvairove.
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3.30 pav. Signalo intensyvumo priklausomybés nuo bakterijy koncentracijos grafikai,
skirti klinikinio jautrumo nustatymui. (A) Tirti iSgaudantis MAk 5F7 ir fluoroforu
zymétas MAk 2C1-F NDM-1. (B) Tirti iSgaudantis MAk 9D2 ir fluoroforu zymétas
MAKk 2E11 prie§ CMY-34. Punktyriné linija Zymi ribines reikSmes: MAk pries NDM-
1 atveju — 0,24, MAk pries CMY-34 - 0,2.

3.2.Plataus reaktyvumo MAKk prie$ B-laktamazes kiirimas ir apibiidinimas

Siame darbe buvo kryptingai sukurti pladiu reaktyvumu AmpC p-
laktamazéms, kurios taip pat vadinamos C klasés [-laktamazémis,
pasizymintys MAKk. Kryptingam antikiiny kiirimui buvo atrinkta dideliu
konservatyvumu tarp skirtingy AmpC atstovy pasiZzyminti DHA-1 B-
laktamazés 17 ar. ilgio seka. Kuriant platy B-laktamaziy spektra atpazjstancius
MAKk, imunogenu naudotas mielése susintetintas chimerinis, multimering
struktiira formuojantis bakteriofago vB_EcoS NBD2 uodegélés baltymas
gp39 su jterpta tiksline DHA-1 B-laktamazeés seka. Hibridomy technologija
sukurti MAk detaliai apibudinti imunocheminiais, fizikiniais ir
bioinformatiniais metodais, panaudojant rekombinantines ir nattralias [-
laktamazes. Atliktas MAk epitopy nustatymas ir detali atpazinimo sriciy tarp
AmpC B-laktamaziy analizé. Remiantis gautais rezultatais, jvertintas Siy MAk
diagnostinis potencialas.

3.2.1. Chimerinio antigeno sintez¢ ir apibiidinimas

Pirmajame MAKk kiirimo zingsnyje buvo atrinkta tarp skirtingy AmpC (-
laktamaziy konservatyvumu pasizyminti ar. seka. Siuo tikslu, palygintos
AmpC priklausanciy p-laktamaziy Seimy sekos. DHA-1, CMY-34, ACT-14,
PDC-195 ir ADC-144 pB-laktamaziy ar. seky palyginio fragmentas, kaip
pavyzdys, pateiktas 3.31 paveiksle. [Sanalizavus rezultatus, nustatytas dideliu
konservatyvumu tarp Siy baltymy pasizymintis 17 ar. ilgio regionas
(3.31 pav.). Remiantis sugretinimu, antigeno sintezei univertalia AmpC (-
laktamaziy seka toliau pasirinkta naudoti DHA-1 77-93 ar. regione

110



lokalizuotg 17 ar. fragmentg (pagal DHA-1 seka GenBank AEP68014.1),
kuris tekste toliau jvardijamas, kaip DHA-177.03.

GenBank Nr.
ADC-144 82 -TIFELGSVSKLFTATAG- 98 OVK75103.1
PDC-195 84 -TLFEIGSVSKTFTATLA-100 AHH52937.1
DHA-1 77 -TLFELGSVSKTFTGVLG- 93 AEP68014.1
ACT-14 78 -TLFELGSISKTFTGVLG- 94 AFU25647.1
CMY-34 78 -TLFELGSVSKTFNGVLG- 94 ABN51006.1

*:**:**:** *...

3.31 pav. Dideliu konservatyvumu tarp AmpC B-laktamaziy DHA-1, CMY-34, ACT-
14, PDC-195 ir ADC-144 pasizymincio ar. regiono palyginys. DHA-1 seka apibraukta
geltonai. Sugretinimas atliktas su Clustal O.

Kitame etape kryptingam MAk prie§ homologiska [-laktamaziy
fragmentg kirimui imunogeno konstravimui pasirinkta tikslinio fragmento
eksponavimo baltymo neSiklio pavirSiuje strategija. NeSikliu pasirinktas
anksciau aprasytas [3] chimerinis nanovamzdelius formuojantis bakteriofago
vB EcoS NBD2 uodegélés baltymas gp39. Konstruojant imunogena,
baltymas gp39 buvo modifikuotas, C-gale prijungiant serino-glicino
[GGGGS]3x jungtuka, sukonstruojant baltymo varianta gp39m-J, kuris ties
jungtuku buvo sulietas su DHA-177.93 fragmentu, gaunant chimerinj gp39m-J-
DHA baltyma (3.32 pav. A, 7 priedas).

Sukonstruotas chimerinis baltymas buvo susintetintas Saccharomyces
cerevisiae AH22-214 mielése, o jo sintezé jvertinta baltymy elektroforezés
denattiruojanc¢iomis sglygomis ir IB metodais (3.32 pav. B). Testuojant mieliy
lizatus po baltymy sintezés, nustatyta gp39m-J-DHA (27,5 kDa) atitinkanti
baltymy juosta, kuri gelyje yra iSsidésCiusi auks$c¢iau uz gp39 baltymo
(24,4 kDa), prie kurio néra prijungtas jungtukas ir DHA-177-93 seka, juosta.
Chimeriniy baltymy sintezé mielése papildomai patvirtinta, mieliy lizatus
analizuojant IB metodu su pelés polikloninias antikinais [159] prie§ gp39
(3.32 pav. B). Chimerinio baltymo sintez¢ ir gryninimg atliko dr. Rasa
Petraityté-Burneikiené ir dr. Aliona Aviziniené (VU GMC BTI Eukarioty ir
geny inzinerijos skyrius).

Chimerinio gp39m-J-DHA baltymo savybé formuoti savaime
susirenkancius nanovamzdelius buvo patvirtinta elektroninés mikroskopijos
metodu (3.32 pav. C). Lyginant su gp39 baltymo formuojamais
nanovamzdeliais, nustatyta, kad gp39m-J-DHA formavo panasia morfologija
1 gp39 formuojamus nanovamzdelius pasizyminéias oligomerines 12—14 nm
plocio ir nuo 0,1 iki daugiau nei 1 pm ilgio siekiancias struktiiras. Papildomai
prijungtas 17 ar. ilgio DHA-1 fragmentas nesutrikdé vamzdeliy formavimo.
Atsizvelgiant | rezultatus, nuspresta, jog sukonstruotas chimerinis baltymas
yra tinkamas MAK prie§ universaly p-laktamaziy fragmentg kiirimui.
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3.32 pav. Chimerinio gp39m-J-DHA baltymo konstravimas ir sintezé. Bakteriofago
baltymas gp39m jungtuku (J) sulietas su universalia DHA-1 seka (77-93 ar. regionas,
DHA-17793). (A) Chimerinio gp39m-J-DHA baltymo konstravimo schema. (B)
Susintetinty chimeriniy gp39 ir gp39m-J-DHA baltymy varianty tyrimo mieliy
lizatuose IB rezultatai. ,,— nurodo kontrolg, kai tirtas mieliy, tranformuoty vektoriumi
be gp39 koduojancios sekos, lizatas. Tyrimui naudoti pelés polikloniniai antikiinai
pries gp39. M — baltymy molekulinés maseés standartas. (C) gp39 ir gp39m-J-DHA
formuojamy nanovamzdeliy elektroninés mikroskopijos nuotraukos. Skalés juosta
atitinka 200 nm.

3.2.2. Plataus reaktyvumo MAKk kiirimas ir apibiidinimas
imunocheminiais metodais

Kuriant B-laktamazéms specifiSkus MAKk, chimeriniu gp39m-J-DHA
baltymu 3 kartus imunizuota po 3 BALB/c linijos peles. Prie§ kiekvieng
imunizacijg buvo surinkti peliy kraujo méginiai. Netiesiogine IFA su gp39m-
J-DHA testuojant peliy krauja po kiekvienos imunizacijos, jvertintas antigeno
imunogeniSkumas. Remiantis gautais rezultatais, nubraizytos OT
priklausomybés nuo kraujo serumo skiedimo logistinés kreivés (3.33 pav.) ir
jvertintas antigenui specifisky IgG antikiiny titras. Nustatyta, kad po
imunizacijy peléms susidaré stiprus imuninis atsakas prie§ gp39m-J-DHA,
kuris buvo Siek tiek didesnis uz susidariusj atsaka pries nesiklj gp39
(3.33 pav.). Baltymui gp39m-J-DHA specifisky IgG titras po II imunizacijos
(1:9041) buvo apie 2,2 kartus didesnis nei IgG titras po I imunizacijos
(1:4140). Kadangi visy imunizuoty peliy antigenui specifisky IgG titras po 111
imunizacijos buvo panasus, viena i§ peliy buvo pasirinkta hibridomy korimui.
Po pelés bluznies lgsteliy ir mielomos lasteliy hibridizacijos atlikta antigenui
specifiskus MAk sekretuojanciy hibridiniy lasteliy atranka, augimo terpe
testuojant netiesiogine IFA su gp39m-J-DHA, gp39m J ir rekombinantine
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DHA-1 (rDHA-1) B-laktamaze. Atrinktos hibridomos, kuriy augimo terpéje
nustatyti su gp39m-J-DHA ir rDHA-1 reaguojantys MAk. IS viso buvo
atrinkta 13 IgG klasés MAk prie§ DHA-17793 sekretuojanc¢iy hibridiniy
lasteliy linijy (3.13 lentelé). Hibridomy kiirimo darbai buvo atlikti kartu su dr.
Indre Kucinskaite-Kodze (VU GMC BTI Imunologijos skyrius).

m Prie$ imunizacija, testuota su gp39m-J-DHA
3,54 E @ Po | imunizacijos, testuota su gp39m-J-DHA
1 g 1 A Po Il imunizacijos, testuota su gp39m-J-DHA
3.0 1 ‘ x X i ¥ Po Ill imunizacijos, testuota su gp39m-J-DHA
g = | \ « Pries imunizacijg, testuota su gp39
254 2 . » Po | imunizacijos, testuota su gp39
E . y i @ Po Il imunizacijos, testuota su gp39
c 204 ¢ ® Po lll imunizacijos, testuota su gp39
o 1 b4
@ 1,54 Es i
5 4 ‘ X \ ‘v
1,0 4 I
B\ |
0,5 &4 ’ X
1 5 ¥ *
04 B e e . e
T T 1
100 1000 10000 100000

Serumo skiedimas, kartai

3.33 pav. Chimerinio gp39m-J-DHA baltymo imunogeniSkumo tyrimo netiesiogine
IFA rezultatai. Pateikti optinio tankio (OT) vidurkiai su standartiniais nuokrypiais,
atliekant peliy (n = 3) kraujo serumo serijinius akiedimus.

Sukurti MAk buvo detaliai apibudinti IB ir IFA metodais (3.13 lentelé).
MAKk tirti su AmpC priklausaniomis giminingomis rekombinantinémis
DHA-1, PDC-195, ACT-14, CMY-34 ir su maltoze suriSanciu baltymu
(MBP) sulieta ADC-144 (rMBP-ADC-144) B-laktamazémis. IB metodu
nustatyta, jog visi MAk klonai, i§skyrus MAk 24F1 ir 15F2, reagavo su
visomis tirtomis denatiiruotomis ir redukuotomis rekombinantinémis [-
laktamazémis (3.13 lentelé, 3.34 pav., 8 priedas).

Tiriant IB metodu, MAk 24F1 ir 15F2 sgveika su rPDC-195 ir rtMBP-
ADC-144 baltymais nenustatyta (3.13 lentelé, 3.34 pav., 8 priedas). Tirty
MAKk saveika su neigiamos kontrolés baltymais — B klasei priklausancia
rNDM-1 B-laktamaze, gp39m-J, suliejimo partneriu MBP ir mieliy lizatu —
taip pat nenustatyta.

Kitame etape MAk pries DHA-177_93 apibiidinti netiesioginés IFA metodu,
serijinius MAk skiedimus testuojant su giminingomis rekombinantinémis [3-
laktamazémis. Remiantis IFA rezultatais, apskai¢iuotos MAk Ky reikSmés,
kurios pateiktos 3.13 lenteléje. Nustatyta, kad visi tirtieji MAk pasizyméjo
dideliu giminingumu pilno ilgio rDHA-1 baltymui — K4 sieké nuo 0,05 iki
0,4 nM. Dauguma MAKk pasizyméjo dideliu giminingumu tai paciai klasei
priklausan¢ioms B-laktamazéms — rPDC-195, rACT-14, rtCMY-34 ir rMBP-
ADC-144 (K4 sieké nuo 0,03 iki 1 nM). MAk 24F1 ir 15F2 atveju nustatytas
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nedidelis giminingumas rPDC-195 baltymui (K¢ buvo atitinkamai 60,5 ir
9,1 nM). Pastarieji MAKk silpnai reagavo ir su tMBP-ADC-144 baltymu — Kq4
> 100 nM (3.13 lentel¢). Silpnesng MAk 24F1 ir 15F2 saveikg su rPDC-195
ir rtMBP-ADC-144 patvirtina ir ankséiau gauti IB rezultatai (3.34 pav.,
8 priedas).
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3.34 pav. MAk 24F1, 5C12 ir 3B12 prie§ DHA-177-93 reaktyvumo su giminingomis
rekombinantinémis B-laktamazémis tyrimo IB metodu rezultatai. Neigiamai kontrolei
naudota B klasei priklausanti INDM-1 B-laktamazé, gp39m-J, maltoze surisantis
baltymas (MBP) ir mieliy lizatas. M — baltymy molekulinés masés standartas.

MAK prie§ DHA-177_93 i8tyrus IB metodu su natyvig CMY-34 B-laktamaze
produkuojanciy C. portucalensis bakterijy (3826Z08) lizatu (izoliato
apibiidinimas pateiktas 3.1.13 skyriuje, 2.8 lenteléje), patvirtintas visy
sukurtyjy MAk reaktyvumas su denattiruota ir redukuota natyvia CMY-34 j3-
laktamaze (matoma juosta vir§ 35 kDa standarto Zymés) (3.35 pav.,
9 priedas). MAk sgveika su neigiamos kontrolés E. coli BL21 lizato ir MBP
baltymais nenustatyta.
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3.13 lentelé. MAk prie§ DHA-177-93 apibiidinimo rezultatai

NK. MAKk IgG ) Metodas® MAK reaktyvumas su rekombinantinémis p-laktamazémis
klonas poklasis rDHA-1  rPDC-195 rACT-14 rCMY-34 rMBP-ADC-144
. 21C12 g3 A 04 02 03 02 L
2. 24F1 19G3 IIFI;* 0;3 60.5 0;3 oiz -
3. 15F7 IeGl IIF }? Of7 0;1 0;2 0,35 0;3
4, 3B9 IgG2a 1A 0,06 005 01 004 02
5. 25C2 1eG3 IIF é* 0.4 03 04 0. 09
6. 2609 IgGl IIF];\ 0.08 02 04 09 04
7. 13F9 1gG3 IIF}? 03 03 04 02 08
8. 15F2 1gG3 s 02 9.1 04 02 -
9. 16E6 1eG3 IIF]‘; 02 02 04 02 07
0. 6A7 1gG3 A 03 02 04 02 08
1. 5G8 1gG3 s 04 0.3 05 02 09
2. 5C12 IgGaa A 0,05 0.07 0.1 003 02
13, 3BI2 1¢G3 A 03 0,05 05 02 07
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A[FA rezultatai pateikti kaip
tariamosios disociacijos
konstantos (Ka) reik§meés (nM),
nustatytos netiesogine IFA
testuojant rekombinantines  f-
laktamazes. ,,— nurodo neigiama
rezultata, kai nustatyta Kq reikSmé
yra> 100 nM.

Imunoblotinge vizualiai matoma
antigeno juosta atitinka teigiama
rezultatg (+), jei juosta nenustatyta
— neigiama rezultatg ().
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3.35 pav. MAk prie§ DHA-177-93 reaktyvumo su natyvia CMY-34 B-laktamaze tyrimo
IB metodu rezultatai. C. portucalensis lizatas naudotas kaip natyvios CMY-34
Saltinis. E. coli BL21 lizatas ir matoze suriSantis baltymas (MBP) tirti kaip neigiama
kontrolé. M — baltymy molekulinés masés standartas.

MAKk prie§ DHA-177-03 reaktyvumas su pilno ilgio rDHA-1 ir natyvia
CMY-34 papildomai patvirtintas IP metodu. Gauti rezultatai parod¢, kad visi
MAKk specifiskai imunoprecipitavo natyvy CMY-34 baltymg (matoma juosta
vir§ 35 kDa standarto zymés) i§ C. portucalensis (3826Z08) lizato bei rDHA-
1 baltyma (matoma juosta ties 40 kDa standarto Zyme) (3.36 pav., 10 priedas).

Apibendrinant MAk prie§ DHA-177-93 kiirimo ir apibiidinimo rezultatus,
Siame darbe, panaudojant chimerinj gp39m-J-DHA baltyma su jterpta
universalia 17 ar. ilgio AmpC B-laktamaziy seka, buvo sukurta 13-os MAk
kolekcija. Visi sukurtieji MAk reagavo su rDHA-1 baltymu, o i§ jy 11 MAk
klony pasizyméjo reaktyvumu su AmpC priklausan¢iomis giminingomis
rekombinantinémis PDC-195, ACT-14 ir MBP-ADC-144 B-laktamazémis bei
rekombinantine ir natyvia CMY-34 B-laktamazés formomis.
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3.36 pav. Natyvios CMY-34 ir rDHA-1 B-laktamaziy IP su MAk prieS DHA-177_93.
C. portucalensis lizatas naudotas kaip natyvios CMY-34 [-laktamazés Saltinis.
Detekcijai naudotas HRP konjuguotas MAk 26C9 prie§ DHA-17703. E. coli BL21
lizatas ir méginiy skiedimo buf. tirpalas (PBST) naudoti kaip neigiama kontrolé. 1gG3
klasés MAk 20D1 pries SARS-CoV-2 spyglio baltyma naudotas kaip izotipiné
kontrolé. M — baltymy molekulinés masés standartas.

3.2.3. Plataus reaktyvumo MAKk epitopy patikslinimas ir analizé

Siame darby etape atliktas sukurtyjy MAk prie§ DHA-177 93 atpazinimo
sri¢iy patikslinimas. Siuo tikslu, MAKk testuoti konkurencinés IFA metodu su
DHA-1 77-93 ar. regiong apimanciais trumpintais sintetiniais peptidais PO—
P8. Peptidy apibiidinimas nurodytas 2.1.9 skyriaus 2.6 lenteléje, o testavimo
rezultatai pateikti 3.14 lenteléje.

Atlikus tyrima, buvo identifikuotos dvi MAk prisijungimo DHA-1 77-93
ar. regione sritys, pagal kurias antiktinai suskirstyti j dvi grupes (3.14 lentel¢).
I grupés MAk reagavo su PO-P2 ir P5-P7 peptidais ir atpazino 11 ar. ilgio
epitopa, lokalizuota DHA-1 79-89ar. regione (3. 14 lentelé,
3.37 pav. A ir B). MAk 24F1 ir 15F2 buvo priskirti II-ai grupei, kadangi Sie
antikiinai reagavo su PO—P5 peptidais, kurie atitinka 9 ar. ilgio epitopa, esantj
DHA-1 85-93 ar. srityje (3.14 lentelé, 3.37 pav. A ir B).
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3.14 lentelé. MAk prieS DHA-17793 atpazinimo sri¢iy nustatymo, naudojant
sintetinius, DHA-1 77-93 ar. regiong apimancius peptidus, rezultatai

Nustatyta MAKk
MAK atp:rziltlil;mo MAK reaktyvumas su sintetiniais peptidais® Skl;;tgy;las
DHA-1 epitopus
baltyme* PO P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
21C12 + 4+ o+ +  + o+
15F7 + o+ o+ + o+ o+
3B9 + o+ o+ + o+ o+
S 25C2 + 4+ o+ +  + o+
26C9 + o+ o+ + o+ o+
C13F9 79-89ar +  +  + + + F 1 grupé
 16E6 + o+ +  + =
6A7 + o+ o+ + 4+ o+
5G8 + o+ o+ + 4+ o+
S 5C12 + o+ +  + =
3B12 + o+ 4+ + o+ o+
24F1 + 4+ + o+ 4+ o+ )
1552 85-93 ar. T 5 T 1 T II grupé

2Pagal pilno ilgio DHA-1 baltymo seka: GenBank nr. AEP68014.1
"Konkurencine IFA nustatytas MAk reaktyvumas su peptidu (+)

Palyginus DHA-17793 ar. sekg su MAk apibiininimo darbuose naudoty
ACT-14, PDC-195, CMY-34 ir ADC-144 p-laktamaziy ar. sekomis,
sugretinto segmento C-galas pasiZyméjo sekos  heterogeniSkumu
(3.38 pav. A). Identifikuoti 3 ar. skirtumai PDC-195 baltymo 84-100 ar.
regione ir 4 ar. nesutapimai ADC-144 82-98 ar. segmente. Galimai Sie sekos
skirtumai lémé apibiidinimo metu nustatyta silpnga MAk 24F1 ir 15F2, kuriy
epitopas yra lokalizuotas DHA-17793 C-gale, reaktyvumg su rPDC-195 ir
rMBP-ADC-144 baltymais.

Nustatyta, kad I-os grupés MAk epitopas pasizyméjo dideliu panasumu
giminingoms ACT-14, PDC-195, CMY-34 ir ADC-144 [-laktamazéms
(3.38 pav. A). Izvelgiant didelj plataus reaktyvumo MAk potenciala,
nuspresta detaliau istirti I-os grupés MAk kryzminj reaktyvuma. Siuo tikslu,
I-os grupés MAk epitopas buvo sugretintas su C klasei priklausanciy f-
laktamaziy Seimomis, kurios sugrupuotos pagal konservatyvaus regiono ar.
sekos panaSumus. Atlikus analizg, nustatyta, kad I-os grupés MAk epitopas
buvo identiskas tarp visy DHA Seimai priklausanciy B-laktamaziy aleliniy
varianty bei identiSkas tarp kity 14-os B-laktamaziy Seimy, kurios pateiktos
3.38 B paveiksle. Pagal ar. sekos panasumus konservatyviame regione, PDC
Seima sugrupuota su kitomis 6-iomis, ACT — su 1, CMY — su 2-iem j-
laktamaziy Seimomis (3.38 pav. B). Kadangi MAk apibtidinimo darbuose IFA
ir IB metodais parodytas I grupei priklausanc¢iy antikiiny reaktyvumas su
rekombinantinémis DHA-1, ACT-14, PDC-195, CMY-34 ir ADC-144 f-
laktamazémis, Sios analizés rezultatai rodo galimai platy MAk specifiSkuma
B-laktamaziy Seimoms (3.38 pav. B).
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A | grupeé

VAY

DHA-1,763 N-TLFELGSVSKTFTGVLG-C

N

DHA-1,7.03 | grupés MAk epitopas |l grupés MAKk epitopas
(77-93 ar. regionas) (79-89 ar. regionas) (85-93 ar. regionas)

3.37 pav. MAKk prie§ DHA-177_93 epitopy nustatymo rezultatai. (A) Nustatytos MAk
atpazinimo sritys DHA-1 77-93 ar. regione. Pagal atpazinimo regionus MAk
suskirstyti j I ir IT grupes. (B) MAk epitopy vizualizacija DHA-1 baltymo erdvingje
struktiiroje. DHA-177_93 atitinkantis 77-93 ar. regionas pazymétas oranzine, nustatytas
I grupés MAKk epitopas (79—89 ar.) — violetine, I grupés MAk epitopas (85-93 ar.) —
geltona spalvomis. Pavaizduota DHA-1 baltymo strukttira (23—-397 ar.) be signalinés
sekos (4AlphaFold Protein Structure Database, AF-G5DDZ0-F1-v4).

MAk reaktyvumas su DHA, ACT, PDC, CMY ir ADC grupéms
nepriskirtomis C klasés P-laktamaziy Seimomis buvo jvertintas tyrimui
panaudojant §iy B-laktamaziy Seimy konservatyvias sritis atitinkancius
sintetinius peptidus (P_1-P_9). Tirtos f-laktamaziy Seimos ir jy konservatyvia
srit] atitinkantys peptidai pateikti 3.39 A paveiksle. Atlikus tyrimga,
netiesioginés IFA metodu nustatytas I-os grupés MAk reaktyvumas su visais
analizuotais sintetiniais peptidais (3.39 pav. B). Nustatyta, kad 8 i§ 11 tirty
MAK pasizyméjo dideliu giminingumu visiems tirtiems peptidams —
nustatytos Kq reikSmés sieke nuo 0,03 iki 1 nM (3.39 pav. B). Tuo tarpu MAk
26C9 pasizyméjo mazesniu giminingumu (Kq 3,7, 1,3 ir 1,6 nM) P_5, P 6 ir
P 7, MAk 5G8 — P 6 ir P 7 (Kq 1,8 ir 1,5 nM) ir MAk 3B12 — P 6 (Ku
1,2 nM) peptidams (3.39 pav. B). Antikiiny testavimas su peptidais leidzia
daryti prielaida, kad I-os grupés MAk galimai pasizymi placiu reaktyvumu su
3.39 A paveiksle nurodytomis C klasés B-laktamaziy Seimomis.

119



A

| grupé GenBank nr.
DHA-1776s3 77-TLFELGSVSKTFTGVLG-93  AEP68014.1
ACT-14 78-TLFELGSISKTFTGVLG-94  AFU25647.1

PDC-195 78-TLFEIGSVSKTFTATLA-100 AHH52937.1

CMY-34 78-TLFELGSVSKTFNGVLG-94  ABN51006.1

ADC-144 82-TIFELGSVSKLFTATAG-98 OKV75103.1
Il grupé

B

C klasés B-laktamaziy Seima | grupés MAk epitopo

palyginys
Ol ST O O 2 S E0C S rmncvsiars
ADC FELGSVSKLFT
PDC, MYCC1, OCH, PFL, PNC, RSC1, TRU = FEIGSVSKTFT
ACT, MIR FELGSISKTFT
CMY, CFE, LAT FELGSVSKTFN

3.38 pav. MAk prie§ DHA-177-03 epitopy analizé. (A) DHA-17793 ir B-laktamaziy,
naudoty MAk apibtudinimui, konservatyvaus regiono palyginys. (B) I grupés MAk
epitopo palyginys su ACT, PDC, CMY, ADC ir kity C klasés B-laktamaziy Seimy
konservatyviais regionais. Nesutampanciy ar. pozicijos pazymétos geltonai.

Nustacius, kad I-ai grupei priklausantys MAk pasizymi panaSiomis
savybémis ir placiu reaktyvumu su AmpC B-laktamazémis, toliau nuspresta
pasirinkti ir detaliau apibudinti tris MAk prie§ DHA-177-93 klonus, kurie
priklausyty skirtingiems antikiiny poklasiams. Todé¢l, detalesniems tyrimams
buvo atrinkti Sie MAk: IgG1 poklasio MAk 26C9, [gG2a MAk 5C12 ir IgG3
MAk 21C12.

Taikant fizikinius metodus — spektring elipsometrijg kartu su pavirSiaus
plazmony rezonansu, buvo jvertinti MAk 26C9, 5C12 ir 21C12 sgveikos su
B-laktamazémis kinetiniai parametrai. Siuo metodu pasirinkta istirti antikiiny
saveika su kryzmiskai reaguojancia rCMY-34 B-laktamaze. Atliekant tyrima,
ant sensorinés aukso plokstelés suformuotas baltymo G monosluoksnis ir
uznesti tiriamieji MAKk. Nusistovéjus sistemos pusiausvyrai, jnestas rtCMY-34
baltymas (3.40 pav. A). Sukonstruotu imunojutikliu MAKk ir rCMY-34 sgveikg
analizuojant realiu laiku, buvo iSmatuoti elipsometriniy parametry 4 ir ¥
spektrai. Tyrimo metu matuoti fazés skirtumo (4) ir amplitudés pokycio (¥)
parametrai. Tiek fazés, tieck amplitudés poky¢iai atsiranda poliarizuotai Sviesai
atsispindéjus nuo bandinio, Siuo atveju lusto su imobilizuotais MAk bei prie
antikfiny prisijungusio tCMY-34 baltymo. Pritaikius modelius, nustatytos 4 ir
¥ parametry reikSmés normalizuotos, gauti rezultatai pateikti 3.40 B
paveiksle.
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A . | grupés MAKk epitopui C klasés
Peptidas homologiskos sekos B-laktamaziy $eima
DHA-1 T9-FELGSVSKTFT-89 DHA
CMA, CSA, PAC,

P 1 FEIGSLSKTET
- PLY, SGC, SLC

P2 FEVGSLSKTET SPC, SRT, SST

P 3 FEIGSVSKVET IDC

P4 FEIGSVSKTYT AsbAL, CepH,
- CepS

PS5 FEIGSVSKTLT

P& FEIGSVSKPLT AQU, ASA3, CAV,
- FOX, MOX

P 7 FEVGSVSKPLT

P8 FEIGSLSKPFT LHK

P9 FEVGSLSKTFA ACC

0,40 | 0,10 | 0,03 | 0,40 | 0.20 | 0,40 | 0,50 | 0.40 | 0,30 | 0,03

) 2 5 2
[ [0 [0 [ [ [ [ [ow [or

o [ [os [0 [ [ [ [ [ow [ [o

o s [ s s s om

0 e e 3
o [0 [ [7s [58 os [o [ o [ow
e e e

9IE2S OWNYSIUYY

0,40 | 0,10 | 0,04 | 0,30 | 0,10 | 0,30 | 0,30 | 0,30 | 0,30 | 0,10 | 0,40

21C12 15F7 3B9 25C2 26C9 13F9 16E6 6A7 5G8 5C12 3B12
MAKk klonas

3.39 pav. MAk pries DHA-17793 tyrimas su sintetiniais peptidais (P_1-P_9),
atitinkanciais AmpC [-laktamaziy konservatyvy regiona. (A) MAk kryZzminio
reaktyvumo tyrimui naudoti sintetiniai peptidai (P_1-P_9) ir jy palyginys su I grupés
MAKk epitopu. Kiekvienas peptidas atitinka C klasés B-laktamaziy Seimy grupe,
kurioms budingas identiskas regionas. Su DHA-1 79-89 ar. regionu nesutampanciy
ar. pozicijos pazymeétos geltonai. (B) I grupés MAk kryzminio reaktyvumo su
sintetiniais peptidais (P_1-P 9) tyrimo netiesiogine IFA rezultatai. Rezultatai
pateikti, kaip tariamosios disociacijos konstantos (Kq) reik§més (nM).

EksperimentisSkai iSmatuotiems parametrams pritaikius matematinius
modelius [160] (3.40 B pav.), kurie atsizvelgia j tarpiniy imuniniy kompleksy
susidaryma, apskaiCiuostos kinetinés MAk ir rCMY-34 sgveikos konstantos
(3.15 lentelé). Nustatytos MAk 26C9, 5C12 ir 21C12 afiniSkumo konstantos
(Kq) reikSmeés sieké atitinkamai 5,51, 2,98 ir 1,7 nM, patvirtinant netiesiogine
IFA gautus rezultatus, kurie parodé didelj} MAk giminingumg rCMY-34 (3.13
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lentel¢). Tai parodo ir nustatytos auksStos pusiausvyros asociacijos konstantos
(ka) vertés, kurios sieké nuo 1,25-10* iki 4,32-10* M! s (3.15 lentel¢).

Kinetinius matavimus atliko dr. Ieva Plikusien¢, dokt. Silvija Juciuté ir
dokt. Miglé Stanc¢iauskaité (VU, Chemijos ir geomoksly fakultetas, Chemijos
institutas).
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3.40 pav. MAk 26C9, 5CI12 ir 21C12 prieS DHA-17793 tyrimas spektrine
elipsometrija. (A) MAk ir tCMY-34 saveikos tyrimui naudoto imunosensoriaus
schematinis vaizdas. 11-MUA — 11-merkaptoundekano riigstis. Paveikslas sukurtas
su BioRender.com. (B) Nustatyta MAk ir rtCMY -34 saveika, pritaikius dviejy Zingsniy
kinetinés sgveikos modelj. Kreivé nurodo modelj, aplink kreive iSsibarste taskai
atitinka eksperimentinius rezultatus.

3.15 lentelé. Nustatytos MAk 26C9, 5C12 ir 21C12 prie§ DHA-177-93 sgveikos su
rCMY-34 kinetinés konstantos

MAK ka, M1 571 Ka, 57! kr, 571 Ka, M! Ka, M
klonas

26C9 4,32-10* 2,38-10* 2,49-10° 1,82-103 5,51-10°
5C12 1,25-104 3,72:10° 1,03-10° 3,36:108 2,98-107°

21C12 2,29-10* 3,89-10° 1,21-107 5,89-10% 1,70-10°
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MAk 26C9, 5C12 ir 21C12 prie§ DHA-17793 detaliau apibidinti 1B
metodu, jvertinant rekombinantinés ir nattiralios CMY-34 [-laktamazés
nustatymo jautrumg. Skirtingi rTCMY-34 baltymo ar nattralia CMY-34 B-
laktamazg produkuojancio C. portucalensis lizato kiekiai buvo frakcionuoti
SDS-PAGE metodu, toliau atliekant jprastas IB proceduras. Jautrumu laikytas
maziausias baltymy ar lizato kiekis takelyje, kuriam esant iSryskejo vizualiai
matoma CMY-34 juosta. Nustatyta, kad IB jautrumas, naudojant MAk 26C9
yra 6,25 ng, MAk 5C12 — 1,6 ng ir MAk 21C12 — 12,5 ng rCMY-34 baltymo
(3.41 pav.). Visi tirti MAk gebéjo nustatyti natiiralia CMY-34 B-laktamazg,
kai méginyje buvo 78 ng C. portucalensis lizato baltymy (11 priedas).

MAk 26C9 MAk 5C12

3
%0%% & & 0,
Q <\<\ 0)’1,‘0
a1 A & BTN PSS

kDa MAk 21C12 SDS-PAGE

~J
(=]
a1

3.41 pav. MAk 26C9, 5C12 ir 21C12 pries DHA-177-93 reaktyvumo su skirtingais
rCMY-34 baltymo kiekiais tyrimas IB metodu. | takelj uznesta nuo 1,563 iki 200 ng
rCMY-34 baltymo. Jaucio serumo albuminas (BSA) naudotas kaip neigama kontrolé.
M — molekulinés masés standartas.

Tesiant MAk 26C9, 5C12 ir 21C12 prie§ DHA-177-93 apibiidinimo darbus,
remiantis rezultaty 3.1.9 skyriuje apraSyta metodika, nustatytos antikiiny VH
ir VL sritys. Identifikuoty VL seky pavyzdziai pateikti 3.42 paveiksle
(likusios nustatytos antikiiny sekos néra atskleidziamos). Atlikus VH ir VL
seky analizg, nustatyti 1-3 ar. skirtumai antikiny CDR-1 ir CDR-3
regionuose. Taigi, Sie sekoskaitos rezultatai patvirtina I-ai grupei
priklausanéiy ir panaSiomis savybémis pasizyminéiy MAk kloninius
skirtumus. Nustatytos MAk 21C12 VH ir VL regiony sekos pateiktos ] ABCD
duomeny bazg [154] (https://web.expasy.org/abcd/), suteikiant identifikacijos
numerj ABCD BD769.

Kitame etape, I[-os grupés MAk buvo detaliau apibudinti in silico,
jvertinant potencialy MAk reaktyvuma su likusiomis eksperimentiskai
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netestuotomis C klasés B-laktamaziy Seimomis ar jy aleliniais variantais. Siuo
tikslu, analizei buvo atrinkta 17-a konservatyviy P-laktamaziy regiony,
atpazjstamy I-os grupés MAk (3.43 A pav.). Ankstesnés analizés metu
pastebéta, jog eksperimentiskai testuoti sintetiniai peptidai, su kuriais MAk
reaktyvumas buvo nustatytas, pasizymi C-galo panasumu (3.43 B pav.).
Atrinkti netestuoti peptidai taip pat pasizymi dideliu ar. sekos panasumu su
eksperimentiskai testuotais peptidais (3.43 pav. A, B). Taigi, siekiant jvertinti
I-os grupés MAk reaktyvuma su netestuotais peptidais, atliktas MAk ir
peptidy saveikos modeliavimas, panaudojant nustatytas MAk 21C12 VH ir
VL domeny sekas. Pasitelkiant AlphaFold2 [140], [141], [142], kiekvieno
peptido ir MAk saveikos atveju buvo sugeneruota po 6000 modeliy, i§ kuriy
atrinkti tik auks$ciausius patikimumo jvercius turintys MAk-peptidy saveikos
modeliai (12 priedas). Daugumoje atrinkty modeliy peptidy jungimosi su
antik@ino variabiliaisiais domenais orientacija buvo panasi, lyginant su DHA-
1 79-89 ar. peptido, atitinanc¢io I-os grupés MAk epitopa, saveika (3.43 pav.
C, D).

MAk 5C12 VL MAk 21C12 VL

O
Blcor: P cor2 [lcro3

3.42 pav. MAk 5C12 ir 21C12 pries DHA-17793 VL regiony vizualizacija. Zydros
spalvos pozicijos nurodo hidrofobines ar. arba triptofang (W). Raudonos spalvos
raidémis zymimos penkios konservatyvios variabiliojo domeno pozicijos. Inkarinés
sritys zymimos kvadratais. UZbrtuksniuotos pozicijos Zymi tarpus, remiantis IMGT
biidingu variabiliojo domeno isdéstymu. Geltonos spalvos pozicijos Zymi proling (P).
Rodyklés nurodo B-klostes ir jy krypti. Sekos analizuotos su IMGT/DomainGapAlign
irankiu [155], [156], vizualizacija sudaryta su IMGT/Collier-de-Perles [152], [153].

Didziausi sgveikos skirtumai matomi peptidy C-gale. Svarbu paminéti, jog
nedideli ar. skirtumai eksperimentiskai testuoty peptidy C-gale MAk saveikos
su Siais peptidais nesutrikdé (3.39 pav., 3.43 B pav.). Ta¢iau, LRA18, INQ ir
PIB peptidy atveju, patikimy modeliy sugeneruoti nepavyko (3.43 E pav., 12
priedas).
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3.43. pav. MAk 21C12 prie§ DHA-17793 sgveikos su [-laktamaziy peptidais
modeliavimo rezultatai. (A) Eksperimentiskai netestuoty, jvairias C klasés [3-
laktamaziy Seimas atitinkanciy peptidy ir DHA-1 79-89 ar. regiono, atitinkancio I-os
grupés MAKk epitopa, palyginys. Ar. pozicijos nuspalvintos pagal Clustal X zyméjima.
Rodyklémis pazymeéti peptidai, su kuriais gauti nepatikimi MAk-peptido saveikos
modeliai. (B) Eksperimentiskai testuoty p-laktamaziy ir sintetiniy peptidy,
atitinkanciy jvairiy C klasés B-laktamaziy Seimy konservatyvias sritis, palyginys. Ar.
pozicijos nuspalvintos pagal Clustal X zyméjima. (C) Su AlphaFold2 sugeneruotas
DHA-1 peptido (79-89 ar.) saveikos su MAk VH and VL domenais modelis.
Antikiinas zymimas pilkai, peptidas nuspalvintas pagal AlphaFold2 spéjamas ar.
padéties patikimumo (pLDDT) vertes: ryskiai raudona, kai pLDDT < 50 (nepatikimi
rezultatai), tamsiai mélyna, pLDDT > 90 (patikimi rezultatai), balta ir Sviesios
spalvos, kai pLDDT tarp Siy verCiy. (D) EksperimentiSkai netestuoty -laktamaziy
peptidy saveikos su antikino VH ir VL domenais modeliai. Peptidai, su kuriais
sugeneruoti patikimi modeliai (nuspalvinti Zaliai) jungiasi prie variabiliyjy domeny
panasiu erdviniu iSsidéstymu kaip ir DHA-1 peptidas. Peptidams, su kuriais
sugeneruoti nepatikimi modeliai (E) (nuspalvinti rozine spalva), buidinga kitokia nei
DHA-1 peptido jungimosi orientacija.

[Sanalizavus peptidy ar. sekas (3.43 A pav., pazyméta rodyklémis), Siems
peptidams biidingi ar. akirtumai, kurie nebiidingi kitiems atrinktiems [3-
laktamaziy peptidams. Pavyzdzui, LRAI18 atitinkants peptidas 6-oje
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pozicijoje turi hidrofiling asparagino (N) ar. lickang. Tuo tarpu lik¢ peptidai
Sioje pozicijoje turi hidrofobines valino (V), leucino (L) arba izoleucino (I) ar.
liekanas. INQ ir PIB B-laktamaziy peptidai pasizymi dar didesniais ar.
skirtumais (3.43 A pav.). Modeliavima atliko dr. Justas Dapkiinas (VU GMC
BTID).

Taigi, iSanalizavus modeliavimo rezultatus ir atsizvelgiant | modeliavimui
naudoty [-laktamaziy peptidy ar. sekos panasumus su eksperimentiskai
testuoty peptidy sekomis, galima daryti prielaida, jog [-os grupés MAk galéty
atpazinti konservatyvias sritis daugumoje B-laktamaziy. Taigi, Sie MAk galéty
biiti universalus jrankis daugelio AmpC B-laktamaziy nustatymui.
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REZULTATU APTARIMAS

Bakterijy sparciai jgijamo atsparumo [}-laktaminiams antibiotikams
problema kelia grésme zmoniy, naminiy ir laukiniy gyviiny sveikatai visame
pasaulyje [161]. Perteklinis antibiotiky naudojimas sveikatos prieziiiros
Istaigose ir gyvulininkystéje yra siejamas su atsparumo antibiotikams
mechanizmy atsiradimu ir plitimu Zmogaus gyvenamojoje aplinkoje.
Sveikatos priezitiros jstaigos, zemés tkio sektorius bei nuotekos ir jy valymo
Irenginiai yra laikomi pagrindiniais antibiotikams atspariy bakterijy Saltiniais
[162], [163].

B-laktamazés yra nattiraliai gamtoje bakterijy sintetinami fermentai, kurie
mikroorganizmams suteikia atsparumg natiiraliai aplinkoje sutinkamiems [-
laktaminiams junginiams. Ekologiniu pozZiiiriu, B-laktamaziy sintezé daro
poveikj ekosistemoms ir zmoniy sveikatai, kadangi yra siejama su bakterijy
kolonizacija ir atsparumo geny perdavimo procesu. Nustatyta, kad [-
laktamaziy sintez¢ yra pagrindinis atsparumo [-laktaminiams antibiotikams
mechanizmas gramneigiamose bakterijose [164], [165]. PSO bei Ligy
kontrolés ir prevencijos centras pabrézia, kad B-laktamazes produkuojancios
grmneigiamos bakterijos kelia grésme Zmoniy sveikatai visame pasaulyje
[15], [164]. Svarbu ir tai, jog atsparumo antibiotikams profilis skirtinguose
geografiniuose regionuose skiriasi. Nepaisant to, spartus naujy atsparumo
mechanizmy plitimas ] kitus regionus islieka rimta grésme zmoniy sveikatai
[43]. Vienas i§ pavyzdziy — platy P-laktaminiy antibiotiky spektra
hidrolizuojan¢ig NDM-1 B-laktamaze koduojanéio geno blanpm.1 i8plitimas.
NDM-1 pirma kartg identifikuota 2006 m., tuomet jos iSplitimas buvo
apribotas tik Indijos teritorijoje [64], [166], [167]. Dél antibiotikams atspariy
bakterijy sukeltomis infekcijomis serganéiy zmoniy migracijos ] Kitus
geografiSkai nutolusius regionus, per maziau nei 5 metus blanpm.1 i8plito po
visg pasaulj [168]. Sis pavyzdys demonstruoja atsparumo antibiotikams
mechanizmy, tokiy kaip B-laktamaziy sinteze, identifikavimo ir paplitimo
stebésenos svarba [43]. Taigi, atsparumo antibiotikams profilio nustatymas
skirtinguose regionuose ar Salyse gali suteikti naudingos informacijos,
prognozuojant kylancias atsparumo antibiotikams grésmes, vertinant
gydymui naudojamy antimikrobiniy vaisty veiksmingumg ir tinkamuma,
parenkant konkreciam regionui tinkamus ir nerekomenduotinus antibiotikus
bei sudarant naujas gydymo strategijas [169].

AmpC [B-laktamazés, yra viena i kliniSkai svarbiausiy p-laktamaziy
grupiy. Sios, daZniausiai gramneigiamy bakterijy chromosominiuose genuose
koduojamos cefalosporinazés, lemia bakterijy atsparuma cefalosporinams ir
Siy antibiotiky bei P-laktamaziy slopikliy kombinacijoms. Bitent
cefalosporinai yra antra pagal dydj Zzmoniy ir naminiy gyviiny infekciniy ligy
gydymui naudojamy B-laktamy grupé [1]. Tuo tarpu metalo B-laktamazéms
priklausanc¢ios NDM S§eimos karbapenemazés geba hidrolizuoti daugel; Siuo
metu sukurty bei licencijuoty [B-laktamy ir yra atsparios visy jprastai
medicinoje naudojamy B-laktamaziy slopikliy poveikiui [46], [70]. Taciau
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detalus AmpC paplitimas iki $iol néra iStyrinétas. Susiduriama su AmpC
produkuojanciy bakterijy paplitimo tyrimy trikumu bei ribotomis
diagnostiniy laboratorijy galimybémis, identifikuojant §j atsparumo
mechanizmg bakterijy izoliatuose [97]. Negana to, B-laktamaziy nustatymag
apsunkina bakterijy gebéjimas vienu metu sintetinti kelias skirtingas f-
laktamazes, pavyzdziui, jvairiy AmpC varianty ir padidinto spektro [-
laktamaziy kombinacijas [170]. Remiantis BLDB duomeny baze (pagal 2025
m. rugpjii¢io mén. informacija) [2], Siuo metu identifikuota daugiau nei 6780
AmpC aleliniy varianty. Taigi, AmpC identifikuojanciy metody trikumas bei
auganti $iy p-laktamaziy jvairové apsunkina S§iy baltymy nustatyma.
Fenotipiniai ar molekuliniai metodai, pavyzdziui, PGR, néra diagnostinése
laboratorijose rutiniskai naudojami AmpC nustatymui bakterijy izoliatuose
[171]. Taciau literaturoje aprasyti keli daugybinés PGR variantai, skirti AmpC
koduojanéiy geny nustatymui. Pavyzdziui, Mlynarcik ir kolegy sukurta PGR
sistema, kurioje naudojamos 67 pradmeny poros, leidzianCios detektuoti 12
AmpC Seimy [129]. Perez-Perez ir Hanson aprasyta MOX, CMY, LAT, DHA,
ACC, MIR, ACT ir FOX Seimoms priklausanciy 29 B-laktamaziy varianty
nustatymui skirta PGR sistemg [97]. Pastargja Siuo metu priimta laikyti
auksiniu AmpC koduojan¢iy geny nustatymo standartu [172], [173]. Véliau
aprasyta pana$i, tac¢iau patobulinta PGR sistema, leidzianti nustatyti 175
AmpC p-laktamaziy alelinius variantus [174]. Taciau tokiy daugybiniy PGR
sistemy vystyma riboja sudétingas pradmeny kiirimo procesas bei gaunami
klaidingai teigiami testavimo rezultatai [172]. Svarbu ir tai, jog sukurtos PGR
sistemos negeba nustatyti visy ar daugumos $iuo metu identifikuoty AmpC
Seimy ir jy aleliniy varianty.

Klinikiniu ir epidemiologiniu poziliriu, AmpC ir NDM p-laktamaziy
nustatymui skirti molekuliniai jrankiai ir imunologiniai analizés metodai yra
svarbiis efektyvaus infekciniy ligy gydymo uztikrinimui bei detalesniems [3-
laktamaziy paplitimo tyrimams. B-laktamaziy detekcijai gali biiti naudojami
joms specifiski MAk. Todél, Siame darbe MAk kirimui, kaip diagnostinis
taikinys, pagal aktualuma ir svarbg buvo pasirinkta AmpC B-laktamaziy grupé
bei jai priklausancios, mazai iStyrinétos ACT-14, PDC-195, CMY-34 B-
laktamazés ir pasirinkta viena daZniausiai identifikuojamy metalo [-
laktamaziy — NDM-1. Tai [-laktaminj zieda turinCius antibiotikus
hidrolizuojantys bakterijy virulentiSkumo veiksniai [44]. Nors B-laktamaziy
sintez¢ iSlieka pagrindiniu gramneigiamy bakterijy atsparumo p-laktamams
mechanizmu, daznais atvejais bakterijy atsparumg lemia keliy skirtingy
atsparumo mechanizmy kombinacijos, pavyzdziui, B-laktamaziy sintezé ir
pernasos sistemy iSreguliavimas. Negana to, bakterijy atsparumo
antibiotikams profilio nustatyma apsunkina sparCiai plintantis daugybinis
atsparumas [-laktamams, kurj lemia keliy tos pacios ar skirtingy klasiy f3-
laktamaziy sintezé [175].

Taigi, Sio darbo tikslas buvo sukurti B-laktamazéms specifiskus MAKk, juos
detaliai apibiidinti ir jvertinti jy tinkamuma Siy fermenty nustatymui. MAk
ktrimui pasitelktos dvi strategijos: pirmaja siekta sukurti ACT, PDC, CMY ir
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NDM f-laktamaziy Seimoms priklausantiems ACT-14, PDC-195, CMY-34 ir
NDM-1 variantams specifiSkus MAk. Taikant antrajg strategija, siekta
kryptingai sukurti placiu reaktyvumu su AmpC B-laktamazémis
pasizymin¢ius MAKk, jy kiirimui panaudojant dideliu konservatyvumu tarp
AmpC pasizyminciag DHA-1 B-laktamazés 17 ar. ilgio seka.

Taikant pirmaja MAk kiirimo strategija, imunogenais naudojant E. coli
susintetintas rekombinantines -laktamazes, sukurtos 4 MAk kolekcijos (viso
60 hibridomy linijy) prie§ ACT-14, PDC-195, CMY-34 ir NDM-1 baltymus.
Remiantis MAk apibiidinimo rezultatais, detalesniems tyrimams ir
iSbandymui imunologiniuose metoduose, atrinktos potencialios MAk poros.
Atrinkty pory MAk pries ACT-14 kryzminio reaktyvumo tyrimas parodé
MAk 1F5 reaktyvuma su rCMY-34 B-laktamaze. Tuo tarpu atrinkty pory
MAKk 16F6 ir 11H4 prie§ PDC-195 reagavo su tNDM-1 baltymu. MAk 9D2
pries CMY-34 pasizymejo kryZzminiu reaktyvumu su rPDC-195. Istyrus MAk
pries NDM-1 kryzmines reakcijas, nustatytas MAk 3F10 reaktyvumas su
rPDC-195. Nustatytos kryzminés reakcijos gali biti siejamos su tirty [-
laktamaziy ar. sekos panaSumais. ACT-14, PDC-195 ir CMY-34 B-laktamazés
priklauso tai paciai C klasei ir Sie baltymai tarpusavyje pasizymi 42—76 % ar.
sekos homologija. Atrinkty pory MAk kryZzminio reaktyvumo savybés
papildomai jvertintos nustatant MAk atpazinimo regionus (epitopus) ir
atliekant $iy regiony sekos palyginimg tarp skirtingy tos Seimos p-laktamaziy.
IB metodu tiriant E. coli susintetintus arba sintetinius p-laktamaziy
fragmentus, pavyko sékmingai nustatyti tik dalies sukurty MAKk epitopus. Sio
tyrimo rezultatai leidzia daryti prielaida, jog dalis sukurty MAk atpazjsta
linijinius epitopus, o pastarieji gali buti identifikuoti taikant IB metoda.
Nustatyty epitopy analizé parodé potencialy MAk reaktyvumg su ACT, PDC,
CMY ir NDM p-laktamaziy Seimy aleliniais variantais. Taciau, Sio darbo metu
dalies MAk atpazinimo regiony, naudojant trumpintus [-laktamaziy
fragmentus, nustatyti nepavyko. Galimai Sie antikiinai atpazjsta erdvinius
epitopus, todél antikiino ir antigeno sgveikai reikalinga tretiné antigeno
struktiira. Pastaroji yra suardoma, padalijant antigeng ] atskirus baltymo
fragmentus. Tokiy nuo baltymo erdvinés struktiros priklausomy epitopy
nustatymui ateityje biity galima pasitelkti kitas metodikas, tokias kaip:
kristalografija, krioelektroniné mikroskopija ar panaudojant bioinformatinius
metodus [176].

Detali atrinkty pory MAk 1F5 pries ACT-14, MAk 3F10, 2C1 ir MAk 5F7
pries NDM-1 epitopy analizé atskleidé, jog identifikuotos atpazinimo sritys
pasizymi dideliu ar. sekos panasumu tarp atitinkamy ACT ir NDM S$eimos
fermenty. Siame darbe eksperimentiskai parodyta, kad atrinkta MAk 9D2 ir
2E11 pora pries CMY-34 pasizymi dideliu giminingumu CMY -
laktamazéms. Atlikus MAk 9D2 epitopo analizg, nustatyta, kad §is antikiinas
pasizymi plataus reaktyvumo su CMY Seimos fermentais savybémis. Tuo
tarpu MAk 2E11 pries CMY-34 atpazinimo srities eksperimentiSkai nustatyti
nepavyko, todél, pasitelkus bioinformatinius metodus, atliktas MAk 2E11 ir
CMY-34 sagveikos modeliavimas in silico. Modeliavimui panaudotos §io
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darbo metu nustatytos MAk 2E11 sunkiosios ir lengvosios grandiniy
variabiliyjy sri¢iy sekos. Remiantis patikimiausiu MAk ir CMY-34 saveikos
modeliu, atrinktas tikétinas Sio antiklino epitopas. Pastarajj sudaro trys
skirtinguose CMY-34 regionuose iSsidéste, taciau erdviskai greta esantys,
segmentai. Kaip ir MAk 9D2 epitopo atveju, numanomam MAk 2EI1
epitopui biidingas didelis konservatyvumas tarp CMY Seimos B-laktamaziy.
Taigi, epitopy analizés rezultatai parodo sukurty MAk potencialiai platy
reaktyvuma su B-laktamazémis, ta¢iau modeliavimu ir seky analize pagrista
MAk reaktyvumo vertinima ateityje reikéty papildomai pagrijsti
eksperimentiskai, MAk testuojant su rekombinantinémis p-laktamazémis arba
B-laktamazes produkuojanciais bakterijy izoliatais.

Siuo metu susirtipinima kelia ne tik per didelis ir netinkamas antibiotiky
vartojimas, taciau vis daugiau démesio susilaukia AMR paplitimo ir
perdavimo tarp Zzmoniy ir gyviny mechanizmai. Manoma, kad tarp Zmoniy,
naminiy ir laukiniy gyviny plintantys AMR mechnizmai, jskaitant f-
laktamaziy sintezg, yra glaudziai susije [161]. Taip pat parodyta, jog AMR
plitimas tarp komensaliniy Zzmogui ir gyviinams biidingy mikroorganizmy gali
buti siejamas su maisto grandinémis [177]. PSO sudarytame antibiotikams
atspariy prioritetiniy patogeny sarase pateiktos gramneigiamos bakterijos,
tokios kaip: Klebsiella spp., Enterobacter spp., Citrobacter spp. ir Serratia
spp., yra iSvysciusios jvairius atsparumo antibiotikams mechanizmus. PSO
Sias bakterijas priskiria auksciausio prioriteto patogeny, kelian¢iy didziausia
grésme sveikatos priezitiros sistemai, grupei [14]. O AmpC ir NDM f-
laktamazés ir yra iSplitusios tarp $iy prioritetiniy patogeny. Sintetindamos
AmpC arba padidinto spektro B-laktamazes, Sios bakterijos jgija atsparumg
naujausiems treCios kartos cefalosporinams. Todél, $is procesas kelia grésme
placiai paplitusiy infekciniy ligy i§gydymo galimybei. Manoma, kad ateityje
rutininés intervencinés pocediiros, pavyzdziui, jprastos chirurginés operacijos
ar vézio chemoterapija, gali tapti itin rizikingomis paciento gyvybei [5].
Nepaisant kylancio susirtipinimo, Klinikiniy laboratoriniy standarty institutas
iki Siol néra patvirtings AmpC nustatymui skirty standartizuoty metody [90],
[178]. Taciau literaturoje aprasyta keletas AmpC nustatymo rekomendacijy.
Pavyzdziui, rekomenduojama naudoti AmpC disky difuzijos, augimo
slopinimo su boro rigstimi arba antibiotiky gradiento testus [100], [178].
Metalo B-laktamaziy, jskaitant NDM Seimg, nustatymas yra standartizuotas ir
taikomas klinikinéje diagnostikoje [100].

AmpC nustatymo rekomendacijy ir metody trilkumas parodo tiksliy ir
nesudétingy AMR detekcijos metody poreikj. Siame darbe pademonstruotas
galimas naujai sukurty MAk pries ACT-14, PDC-195, CMY-34 ir NDM-1 j3-
laktamazes pritaikymas antibiotikams atspariy bakterijy izoliaty nustatymui,
MAK iSbandant jvairiuose imunologiniy detekciniy metody formatuose:
kiekybingje dviepitopéje IFA, imunochromatografiniame teste ir TPX
technologija paremtoje diagnostinéje platformoje. Siuo darbu parodyta, kad
sukurtos sistemos gebéjo nustatyti visus CMY teigiamus izoliatus (i$ viso 8),
produkuojan¢ius CMY-2, CMY-4, CMY-6, CMY-16, CMY-34 ir vieng
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nepatikslintg CMY variantg. NDM-1 specifiski MAk sistemose nustaté visus
NDM teigiamus izoliatus (i$ viso 9), kuriuose identifikuoti NDM-1 ir NDM-
5 variantai. Rekombinantinémis ACT-14 ir PDC-195 p-laktamazémis
praturtinto E. coli lizato testavimas parodé, jog MAk pries ACT-14 ir PDC-
195 dviepitopéje IFA geba nustatyti B-laktamazes baltymy miSinyje, taip
imituojant antibiotikams atspariy bakterijy méginius.

Imunologiniai p-laktamazy nustatymu pagristi metodai galéty biti
alternatyva Siuo metu naudojamiems [-laktamaziy nustatymo metodams.
Siame darbe MAk buvo i$bandyti kiekybinés dviepitopés IFA formate. Tai
paprastas, greitas, jautrus ir patikimas analizés metodas, kuris jau kelis
desimtmecius iSlieka auksiniu farmakologinés ir klinikinés diagnostikos
standartu [179]. Siuo metu komerciskai pricinamas tik NDM-1 nustatymui
Slapimo, kraujo serumo ar plazmos méginiuose skirtas dviepitopés IFA testas
(Cusabio Technology LLC, Kinija), kurio jautrumas siekia iki 3,12 ng/mL
analités. Komerciniy ACT, PDC ar CMY nustatymui skirty testy rinkoje néra.
Taciau mokslingje literatiiroje apraSyta keletas antikiiny prie§ C klasés [-
laktamazes kiirimo ir taikymo $iy baltymy nustatymui pavyzdziy. Vienas i$ jy
— CMY-2 ir ACT-1 C klasés B-laktamazes bakterijy izoliatuose nustatanti
dviepitopés IFA sistema, kurioje panaudojami pries CMY-2 sukurti triusio
polikloniniai antikiinai [180]. Nanokiineliai (angl., nanobodies) prie§ CMY-2
taip pat sékmingai pritaikyti CMY-2 nustatymui bakterijose, taikant
dviepitopés IFA formatg [181]. Siuo metu komerciskai prieinami triugio
polikloniniai antikinai prie§ NDM-1 [-laktamaze (NBP1-77688, Novus
Biologicals, JAV) ir PDC B-laktamazg (MBS1493275, MyBioSource, JAV),
kurie gali biiti panaudoti IFA ir IB metodams.

Greitajai AMR diagnostikai taikomi keli komerciniai pagrindines
karbapenemazes ir padidinto spektro B-laktamazes bakterijy izoliatuose
nustatantys ir 96-99 % jautrumu bei 100 % specifiSkumu pasizymintys
imunochromatografijos testai. Sie testai skirti NDM, IMP, VIM, OXA-48,
KPC ir CTX-M tipo B-laktamaziy nustatymui ir jy diferenciavimui [109],
[110],[111],[112]. Nors NDM nustatymui skirti greitieji testai jau yra sukurti,
tac¢iau AmpC, pavyzdziui, ACT, PDC ar CMY tipo B-laktamaziy nustatymo
testai iki Siol néra apraSyti ar komercializuoti.

TPX technologija sékmingai pritaikyta greitajai kvépavimo ir
virSkinamojo trakto infekcijy sukeéléjy diagnostikai, panaudojant mariPOC®,
bei bakterijy antimikrobinio atsparumo tyrimams skirta mariAST®
automatizuotas sistemas (ArcDia Oy Ltd, Suomija) [116], [117], [118], [182].
Taciau, §i technologija -laktamaziy nustatymui bakterijy méginiuose iki Siol
nebuvo isbandyta. Siame darbe buvo parodytas naujai sukurty MAKk pries p-
laktamazes universalumas ir pritaikomumas skirtinguose analitiniy metody
formatuose, jskaitant ir TPX technologija pagrista sistema. Pastarojoje
iSbandant ACT-14, PDC-195, CMY-34 ir NDM-1 specifiskus MAKk, analitiniy
sistemy jautrumas sieké nuo 0,07 iki 1,9 ng/mL atitinkamai rACT-14, rPDC-
195, rCMY-34 ir INDM-1 baltymams. TPX sistemos su MAk prie§ CMY-34
ir NDM-1 gebéjo nustatyti visus testuotus CMY ir NDM teigiamus bakterijy
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izoliatus. Svarbu paminéti, jog iSbandytos sistemos nebuvo optimizuotos,
taigi, jy optimizavimas galimai leisty padidinti jy jautruma. Taip pat
i§samesnei analizei reikalingas papildomas §iy sistemy testavimas su didesne
B-laktamazes produkuojanciy izoliaty jvairove.

Diagnostikai taip pat gali biiti naudojami geny inzinerijos metodais
sukonstruoti rekombinantiniai antikiinai. Siame darbe nustatytos MAk 9D2 ir
2E11 poros prie§ CMY-34 bei MAk 26C9, 5C12 ir 21C12 pries universalig [3-
laktamaziy seka variabiliosios sritys ne tik eksperimentiskai patvirtina Siy
antikiing kloninius skirtumus, taciau ateityje gali buti panaudotos kuriant
jvairiy formaty rekombinantinius antikinus pries p-laktamazes — pavyzdziui,
konstruojant  fB-laktamazéms specifiSkus viengrandzius variabiliuosius
antikiiny fragmentus (angl., single-chain variable fragment, scFv) ar ant |
virusus panasiy daleliy (angl., virus-like particles, VLP) eksponuotus,
multimerinius scFv [183]. Tokie antikiinai galéty buti taikomi naujy
atsparumo antibiotikams nustatymo metody kairimui.

Multimerinés baltymy struktiiros, tokios kaip VLP, savo pavirSiuje gali
eksponuoti svetimy baltymy fragmentus, todél gali biiti panaudotos
imunogeny  konstravimui, kuomet siekiama padidinti  baltymo
imunogeniskuma bei kryptingai sukurti norimo specifiSskumo MAk prie$
pasirinktus antigeno epitopus [184]. Tiksliniy epitopy eksponavimui gali biiti
pritaikytos ne tik VLP, bet ir kiti multimerines struktiiras formuojantys
baltymai. Vienas i§ jy — bakteriofago vB_EcoS NBD2 uodegé¢lés baltymas
gp39 [126]. Ankstesniais miisy ir kolegy tyrimais parodyta, jog skirtingose
raiSkos sistemose, pavyzdziui, mielése ar E. coli bakterijose, susintetintas
rekombinantinis baltymas gp39 oligomerizuojasi ir savaime formuoja ilgus
(iki 3,95 um), lanksc¢ius ir stabilius nanovamzdelius, o Sios struktiiros gali buti
panaudotos, kaip svetimy seky nesikliai [3], [4]. Siame darbe nanovamzdeliai
sékmingai pritaikyti plataus reaktyvumo MAKk prie§ AmpC B-laktamazes
ktirumui, baltyma gp39 suliejant su itin konservatyviu, t.y., didele homologija
tarp AmpC pasizyminc¢iu DHA-1 B-laktamazés 17 ar. ilgio fragmentu. Svarbu
paminéti, kad didele AmpC B-laktamaziy jvairove gebantys atpazinti MAKk bei
Siame darbe pristatyta kryptingo specifiSkumo universaliy antikiiny kiirimo
strategija iki Siol nebuvo apraSyta. Sukurtieji MAk atpazino natiiralia CMY -
34 B-laktamaze bakterijy izoliate ir gebéjo nustatyti mazus [-laktamaziy
kiekius, taikant IB metoda. Panaudojant persidengiancius sintetinius peptidus,
apimancius konservatyvy DHA-1 17 ar. regiona, nustatytas dideliu
giminingumu tarp AmpC pasizymintis 11 ar. ilgio epitopas, kuris gali biiti
AmpC nustatymo taikinys. Platus MAk reaktyvumas buvo patvirtintas su
skirtingy C klases B-laktamaziy Seimy konservatyvius regionus atitinkanciais
sintetiniais peptidais. MAk gebéjimas reaguoti su retesnémis AmpC Seimomis
ir jy aleliniais variantas buvo jvertintas in silico, sgveikos modeliavimui
panaudojant §j konservatyvy B-laktamaziy regiong atitinkancius peptidus ir
nustatytas MAk 21C12 variabiliyjy domeny sekas. Gauti rezultatai leidzia
daryti prielaida, jog sukurtieji antiktinai reaguoja su daugeliu eksperimentiskai
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testuoty sintetiniy ir dar netestuoty peptidy, tode¢l sie MAk galéty atpazinti
daugelj AmpC B-laktamaziy.

Plataus reaktyvumo MAk pries AmpC [-laktamazes apibidinimo
elipsometriniu metodu rezultatai parodé galimg §iy antikiny pritaikomuma
imunojutikliy kiirimui. Ankstesni tyrimai parodé s€ékminga elipsometrijos ir
plazmony rezonanso metodais paremty imunojutikliy taikyma bakterijy
nustatymui. Sie detekciniy Zymiy nereikalaujantys optiniai biojutikliai
anksciau buvo sékmingai pritaikyti E. coli, Salmonella sp. it Campylobacter
Jjejuni nustatymui [185], [186], [187], [188].

Taigi, Siame darbe sukurti universaliis, plataus reaktyvumo M Ak, gebantys
atpazinti konservatyvy AmpC B-laktamaziy epitopg, yra vertingas greito ir
tikslaus tiesioginio B-laktamaziy aptikimo jrankis. Sukurtieji MAk gali biti
pritaikyti diagnostikos metody tobulinimui bei atsparumo antibiotikams
stebésenai gydymo jstaigose, Zemés tkyje ar aplinkoje. Sie antikinai turi
didelj potenciala B-laktamaziy epidemiologiniams tyrimams, kadangi su vienu
molekuliniu jrankiu biity galima greitai ir paprastai nustatyti didele AmpC
fermenty jvairove. Tai itin svarbu dabartiniame kontekste, kuomet klinikiné
diagnostika susiduria su AmpC detekcijai skirty jrankiy trikumu [178].
Atsizvelgiant j stebésenos rezultatus, gali biiti teikiamos antibiotiky vartojimo
konkreciuose geografiniuose regionuose rekomendacijos. Taciau, norint §iuos
MAKk taikyti B-laktamaziy nustatymui, reikalingas detalesnis jy analitinio ir
diagnostinio potencialo jvertinimas.

Be Siame darbe aptarty imunologiniy detekcijos metody, literattiroje
apraSyti ir kiti biocheminiai, antikiinais ar nukleoriigs¢iy detekcija paremti
AmpC nustatymo metodai. PavyzdZziui, apibiidinti rekombinazés pagausinimo
(angl., recombinase polymerais reaction), kiekybinés PGR ar DNR
mikrogardeliy metodai [189], [190], [191]. Aprasytas sékmingas MALDI-
TOF masiy spektrometrijos taikymas [192]. Sukurti rekombinantiniais IgG
arba triusio polikloniniais antikiinais pagristi kiekybinés IFA metodai, skirti
CMY-2 nustatymui bakterijy izoliatuose [180], [193]. Literattroje
pateikiamas CMY [-laktamaziy neutralizacijos testas, kuriame naudojami
triuio antiktinai prie§ CMY-2 [194].

Taigi, Siame darbe aprasyti nauji, iSsamiai apibiidinti MAKk, kurie gali biti
pritaikyti B-laktamaziy nustatymui ir jy tyrimams. MAk pagrindu sukurtieji
imunologiniai analizés metodai turi potencialig diagnosting verte bei gali biiti
panaudoti B-laktamaziy paplitimo ir jy perdavimo mechanizmy tyrimams.
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ISVADOS

Imunizacijai panaudojus rekombinantines E. coli susintetintas [-
laktamazes, sukurta 60 hibridomy linijy, sekretuojanciy IgG klasés
monokloninius antikiinus prie§ B-laktamazes: ACT-14 (12 hibridomy),
NDM-1 (11 hibridomy), PDC-195 (20 hibridomy) ir CMY-34 (14
hibridomy).

Oligomerines nanovamzdeliy struktiiras formuojantj bakteriofago
vB EcoS NBD2  uodegélés  baltyma  gp39  panaudojant
konservatyvaus AmpC B-laktamaziy peptido neSikliu, kryptingai
sukurta 13 hibridomy linijy, sekretuojan¢iy  universalius
monokloninius antikiinus.

Apibiidinus sukurtuosius monokloninius antikiinus imunocheminiais,
fizikiniais ir bioinformatiniais metodais, patvirtintas §iy antikiiny
giminingumas ir specifiSkumas tirtoms B-laktamazéms, nustatyti jy
epitopai.

Atrinktieji monokloniniai antikfinai tinka B-laktamaziy nustatymui,
iSbandytais imunologiniais analitiniais metodais, kuriy jautrumas
siekia nuo 17 pg/mL iki 11 ng/mL tikslinio antigeno.

Pritaikius  imunologinius  analitinius metodus B-laktamazes
produkuojanciy bakterijy izoliaty ar rekombinantinémis [-
laktamazémis praturtinty bakterijy lizaty tyrimams, patvirtintas
sukurtyjy antiktiny diagnostinis potencialas.
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PRIEDAI

1 priedas

1 pav. MAk prie§ ACT-14 reaktyvumo su antigenu tyrimo IB metodu rezultatai.
E. coli lizatas ir jaucio serumo albuminas (BSA) naudoti kaip neigiama kontrolé. M —
baltymy molekulinés masés standartas.
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2 pav. MAk prie§ NDM-1 reaktyvumo su antigenu tyrimo IB metodu rezultatai.
E. coli lizatas ir jaucio serumo albuminas (BSA) naudoti kaip neigiama kontrolé. M —
baltymy molekulinés masés standartas.
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3 pav. MAKk pries PDC-195 reaktyvumo su antigenu tyrimo IB metodu rezultatai.
E. coli lizatas ir jaucio serumo albuminas (BSA) naudoti kaip neigiama kontrolé. M —
baltymy molekulinés masés standartas.
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4 pav. MAk prie§ CMY-34 reaktyvumo su antigenu tyrimo IB metodu rezultatai.
E. coli lizatas ir jaucio serumo albuminas (BSA) naudoti kaip neigiama kontrolé. M —
baltymy molekulinés masés standartas.
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2 priedas

1 pav. CMY ir NDM f-laktamazes koduojanciy geny nustatymo bakterijy izoliatuose
PGR rezultatai. (A) PGR su blanpm specifiSkais pradmenimis. (B) PGR su blacmy
specifiskais pradmenimis. Bakterijy DNR méginiai testuoti atliekant tris
pakartojimus. PGR produktai DNR elektroforezés metodu isfrakcionuoti 1,2 %
agarozés gelyje. K1 — neigiama kontrolé su E. coli BL21 DNR. K2 — neigiama
kontrolé be méginio. M — DNR fragmenty ilgio standartas.
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3 priedas

1 pav. Natyviy ir rekombinantiniy B-laktamaziy IP su MAk prie§s NDM-1 ir CMY-34
rezultatai. C. portucalensis lizatas naudotas kaip natyvios CMY-34, K. pneumoniae —
CMY-4, saltinis. (A) IP su MAk 2Cl1 ir 5F7 prie§ NDM-1. Detekcijai naudotas HRP-
konjuguotas MAk 5E2 pries NDM-1. (B) IP su MAk 7H12 prie§ CMY-34. Detekcijai
naudotas HRP-konjuguotas MAk 9D2 prie§ ACT-14. E. coli BL21 lizatas ir méginiy
skiedimo buf. tirpalas (PBST) naudoti kaip neigiama kontrolé. M — baltymy
molekulinés masés standartas.
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2 pav. MAk pries NDM-1 ir CMY-34 reaktyvumo su natyvias B-laktamazes
produkuojanciy bakterijy izoliatais, tirto IB metodu, rezultatai. C. portucalensis
lizatas naudotas kaip natyvios CMY-34, K. pneumoniae — CMY-4 ir NDM-1, $altinis.
(A) MAk 2C7 ir 5F7 prie§ NDM-1 tyrimas. (B) MAk 7H12 prie§ CMY-34 tyrimas.
E. coli BL21 lizatas ir jaucio serumo albuminas (BSA) naudoti kaip neigiama
kontrolé. M — baltymy molekulinés masés standartas.
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3 pav. MAk 5E2, 3F10, 2C1 ir 5F7 pries NDM-1 reaktyvumo su natyviag NDM-1 B-
laktamaze produkuojanciy bakterijy izoliatais tyrimo netiesiogine IFA rezultatai. Tirti
NDM-1 produkuojanciy K. pneumoniae ir A. chinensis lizatai. CMY-34
produkuojancéio C. portucalensis izoliato bei E. coli BL21 lizatai naudoti kaip
neigiama kontrolé. Pateikti trijy pakartojimy vidurkiai su standartiniais nuokrypiais.
Punktyrinémis linijomis Zymimos ribinés reiksmés: MAk 5E2 atveju — 0,016, 3F10 —
0,028, 2C1 - 0,063 ir 5F7 — 0,48.
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4 pav. MAk pries CMY-34 reaktyvumo su natyvia CMY-34 B-laktamaze
produkuojanciu bakterijy izoliatu tyrimo netiesiogine IFA rezultatai. Tirtas CMY-34
produkuojanéio C. portucalensis lizatas. Pateikti trijy pakartojimy vidurkiai su
standartiniais nuokrypiais. NDM-1 produkuojancio A. chinensis izoliato bei E. coli
BL21 lizatai naudoti kaip neigiama kontrolé. Punktyrinémis linijjomis zymimos
ribinés reikSmés: MAk 9D2 atveju — 0,062, 2E11 — 0,027, 7H12 — 0,035.

9D2 2E11

Bl MAk B MAk

34 3
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4 priedas

1 pav. MAk 1F5 prie§ ACT-14 kryZzminio specifiSkumo su rekombinantinémis [3-
laktamazémis tyrimas netiesiogine IFA (A) ir IB (B). Neigiamai kontrolei naudotas
maltozg suriSantis baltymas (MBP) ir E. coli BL21 lizatas. Punktyrine linija Zymima
ribiné reik§mé 0,015. M — baltymy molekulinés masés standartas.
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2 pav. MAk 16F6 ir 11H4 pries PDC-195 kryzminio specifiSkumo su
rekombinantinémis f-laktamazémis tyrimas netiesiogine IFA. Neigiamai kontrolei
naudotas maltozg suriSantis baltymas (MBP). Punktyrine linija Zymima ribiné reik§meé
0,01, kuri yra vienoda tick MAk 16F6, tick MAk 11H4 atveju.
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3 pav. PDC-195 ir NDM-1 ar. seky palyginys. Pagal PDC-195 ar. seka GenBank nr.
AHH52937.1 ir NDM-1 seka GenBank nr. AHM26723.1. Palyginimas atliktas su
Clustal O.

NDM-1 ---MELPNIMHPVAKLSTALAAALMLSGCMPGEIRPTIGQQMETGDQRFGDLVFRQLAPN 57
PDC-195 MRDTRFPCLCGIAA-STLLFATTPAIAGEAPA---=-=--=====--- DRLKALVDAAVQPV 45
sindk: 4 ak) B BdesE g kg ki kk : &
NDM-1 VWQHTSYLDMPGFG--------~ AVASNGLIVRDGGRVLVVDTAWTDDQTAQ----- ILN 103
PDC-195 ----MKANDIPGLAVAISLKGEPHYFSYGLASKEDGRRVTPETLFEIGSVSKTFTATLAG 101
hikk:; dkodek 8 Dok B B T n ol
NDM-1 WIKQEINLPVALAVVTH---AHQDKMGGMDALHAAGIATYA---=--=----=------- 141
PDC-195 YALAQDKMRLDDRASQHWPALQGSRFDGIS---LLDLATYTAGGLPLQFPDSVQKDQAQI 158
: Lo * - i L ikkkl
NDM-1 ----NALSNQLAPQEGMVAAQH-----=-----~ SLTFAANGWVEPATAPNFG-------- 178
PDC-195 RDYYRQWQPTYAPGSQRLYSNPSIGLFGYLAARSLGQPFERLMEQQVFPALGLEQTHLDV 218
s O - *k - A
NDM-1 ---PLKVFYPGPGHTSDNITVGIDGTDIAFGGCLIKDSKAKSLGNL-----=-=-==---~ 221
PDC-195 PEAALAQYAQGYGKDDRPLRVGPGPLD--AEGYGVKTSAADLLRFVDANLHPERLDRPWA 276
¥ ¥ ORE . Yk X O e I
NDM-1 ==GDAD-TEHYAA-=----ccmscmmccmm e c et cm st s s s m e s s s m e e 231
PDC-195 QALDATHRGYYKVGDMTQGLGWEAYDWPISLKRLQAGNSTPMALQPHRIARLPAPQALEG 336
ok R
NDM-1  m-e----- SARAFGAA- - -FPKAS - -MIVM-SHSAPDSRA-AIT- - --HTARMADKLR- - 270
PDC-195 QRLLNKTGSTNGFGAYVAFVPGRDLGLVVLANRNYPNAERVKIAYAILSGLEQQGKVPLK 396
*2o kAR o ST B R *: e ek

NDM-1 - 270

PDC-195 R 397
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5 priedas

1 pav. MAk prie§ ACT-14 ir PDC-195 neutralizuojanciy savybiy tyrimo BL Cefinase
testu rezultatai. Testuotas rACT-14 ir rPDC-195 fermentinis aktyvumas po
inkubacijos su MAk. (A) Testuoti MAk 1F5, 7B6 ir 6H3 pries ACT-14. (B) Testuoti
MAKk 16F6, 20A6, 11H4 ir 8E7 pries PDC-195. Teigiamai kontrolei testuoti
atitinkamai rACT-14 ir rPDC-195 be MAk. Kaip neigiama kontrolé testuoti MAk be
B-laktamaziy, jaucio serumo albuminas (BSA) ir méginiy skiedimo buf. tirpalas
(PBS). Raudona spalva nurodo nitrocefino hidrolize (teigiamas rezultatas), geltona —
jog hidrolizé nevyksta (neigiamas rezultatas).
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2 pav. MAk 9D2, 2E11 ir 7H12 prie§ CMY-34 neutralizuojanciy savybiy tyrimo BL
Cefinase testu rezultatai. Testuotas rCMY-34 ir C. portucalensis lizato fermentinis
aktyvumas po inkubacijos su kiekvienu i§ MAk. Teigiamai kontrolei testuoti rtCMY -
34 ir C. portucalensis lizatas be MAk. Kaip neigiama kontrolé testuoti MAk be -
laktamazes, E. coli BL21 lizatas ir méginiy skiedimo buf. tirpalas (PBS). Raudona
spalva nurodo nitrocefino hidroliz¢ (teigiamas rezultatas), geltona — jog hidrolizé
nevyksta (neigiamas rezultatas).

9D2 2E11
C. portucalensis C. portucalensis
rCMY-34 (3826208) rCMY-34 (3826208)
1ug lug lpg 1pg
MAKk MAk MAk MAk

1pg S5pgl0pg 1pg Spgl0pg 1pg SpglOpg 1pg Spgl0pg

P00 PO ®
7H12
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6 priedas

1 pav. TPX sistema su rekombinantiniais antigenais tirtos MAk pries§ -laktamazes
poros ir jy kombinacijos. MAk pora sudaro aktyviai arba pasyviai su mikrorutuliukais
zyméti iSgaudantys MAKk ir fluoroforu Zyméti detektuojantys MAk (MAKk-F). (A)
Testuotos MAk pries ACT-14 poros: 1F5 ir 7B6, 1FG ir 6H3. (B) Testuotos MAk
prie§ NDM-1 poros: 3F10 ir SE2, 2C1 ir 5F7.
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2 pav. Signalo intensyvumo priklausomybés nuo rekombinantiniy B-laktamaziy
koncentracijos grafikai, skirti TPX sistemos analitinio jautrumo nustatymui. Tirtos
MAK poros: 1F5 ir fluoroforu Zymeétas 7B6 pries ACT-14, 5F7 ir fluoroforu Zymétas
2C1 pries NDM-1, 16F6 ir fluoroforu zymeétas 20A6 pries PDC-195. Punktyrinés
linijos Zymi ribines reik§mes: rACT-14 atveju — 0,27, INDM-1 - 0,26, rPDC-195 —
0,35.
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7 priedas

1 pav. Pilno ilgio DHA-1 ir chimerinio gp39m-J-DHA ar. sekos. DHA-177.93 seka
pazymeéta zaliai, jungtuko seka — geltonai, gp39m — pilkai.

DHA-1 (GenBank nr. AEP68014.1)
MKKSLSATLISALLAFSAPGFSAADNVAAVVDSTIKPLMAQQDIPGMAVAVSVKGK
PYYFNYGFADIQAKQPVTENTLFELGSVSKTFTGVLGAVSVAKKEMALNDPAAKYQ
PELALPOQWKGITLLDLATYTAGGLPLQVPDAVKSRADLLNEFYQQWQPSRKPGDMRL
YANSSIGLFGALTANAAGMPYEQLLTARILAPLGLSHTFITVPESAQSQYAYGYKN
KKPVRVSPGQLDAESYGVKSASKDMLRWAEMNMEPSRAGNADLEMAMYLAQTRYYK
TAATINQGLGWEMYDWPQOKDMIINGVTNEVALQPHPVTDNQVQPYNRASWVHKTGA
TTGFGAYVAFIPEKQVAIVILANKNYPNTERVKAAQAILSALE

gp39m-J-DHA
MSLPNGSKVFIERTRAAQEITASAISNAENPVATVNSTTGLAVGDEVLVTESVWAG
LKNRVLRIKTVTADTSITLEGDKSTSTVNLNKYPAGGASTLVKITSWIEIPCVSDI
AKSGGEQQOYYTKQCLSDDRERQIPTFKSATSIAYTFDEFDYANPVTDLLIGYDEDGK
TRALYMFVPKASFPIRAFSGVPSEFDDVPNTVMNEDETTILTISLDGKYVHMQGEVD
PWGGGGSGGGGSGGGGSPGTLFELGSVSKTEFTGVLG
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8 priedas

1 pav. MAk pries DHA-177-93 reaktyvumo su rekombinantinémis B-laktamazémis IB
rezultatai. Neigiamai kontrolei naudota B klasei priklausanti INDM-1 B-laktamazé,
gp39m-J, maltozg suriSantis baltymas (MBP) ir mieliy lizatas. M — baltymy
molekulinés masés standartas.

SDS-PAGE 15F2
A

l

KDa 252 26€9 139

kDa 16E6 6A7 5G8
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9 priedas

1 pav. MAk prie§ DHA-177-93 reaktyvumo su natyvia CMY-34 f-laktamaze IB
rezultatai. C. portucalensis lizatas naudotas kaip natyvios CMY-34 Saltinis. E. coli
BL21 lizatas ir matoze suriSantis baltymas (MBP) testuoti kaip neigiama kontrolé. M
— baltymy molekulinés masés standartas.
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10 priedas

1 pav. Natyvios CMY-34 ir rDHA-1 B-laktamaziy IP su MAk prie§ DHA-177-03
rezultatai. C. portucalensis lizatas naudotas kaip natyvios CMY-34 Saltinis.
Detekcijai naudotas HRP-konjuguotas MAk 26C9 prie§ DHA-177-93. Izotipinéms
kontroléms naudoti: IgGl MAk 3D7 ir IgG2a MAk 20G11 prie§ SARS-CoV-2
spyglio baltymg. E. coli BL21 lizatas ir méginiy skiedimo buf. tirpalas (PBST)
naudoti kaip neigiama kontrolé. M — baltymy molekulinés masés standartas.
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11 priedas

1 pav. MAk 26C9, 5C12 ir 21C12 prieS DHA-17793 reaktyvumo su skirtingais
natiiralia CMY-34 produkuojancio C. portucalensis lizato kiekiais tyrimas IB metodu.
I takelj jneSta nuo 5 iki 0,078 pg lizato baltymy. rCMY-34 baltymas (0,1 pg/takelyje)
naudotas kai teigiama kontrolé. Jaucio serumo albuminas (BSA) naudotas kaip
neigama kontrolé. M — molekulinés masés standartas.

MAKk 26C9 MAK 5C12
U IR RS 2 $ Q?o & \}% C rbb‘
b W GN 0 N GV NT b N R NIGNG N :
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12 priedas

1 pav. MAk 21C12 prie§ DHA-177-93 saveikos su eksperimentiskai netestuotais ir C
klasés p-laktamaziy Seimas ar jy alelinius variantus atitinkanciais peptidais, modeliai.
MAk VH ir VL domenai nuspalvinti pilkai, peptidai nuspalvinti pagal AlphaFold?2
spéjamas ar. padéties patikimumo (pLDDT) vertes: ryskiai raudona, kai pLDDT < 50
(nepatikimas modelis), rySkiai mélyna, kai pLDDT > 90 (patikimas modelis), Sviesios
spalvos ir balta atitinka pLDDT vertes tarp Siy reikSmiy. Nepatikimi modeliai
apibraukti geltonai.

DHA-1_79-89 cMY (1)

Zemas patikimumas Aukstas patikimumas
pLDDT < 50 pLDDT > 90
[ S
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1 lentelé.

AlphaFold2

sugeneruoty MAk 21C12 variabiliyjy domeny

ir

eksperimentiskai netestuoty peptidy saveikos modeliy parametrai ir jy vertés.
Sugeneruoti nepatikimi modeliai ir jy parametrai pazymeéti geltonai. PAE — spéjama
sugretinimo klaida

Peptidas | MAKk Aﬁfﬁﬂ’ﬁf' PAE MAk pl\e/i:il((i-o Peptido
patikimumas pLDDT pLDDT pLDDT
DHA 21C12 0,891 10,4 91,3 87,2 70,6
AZM 21C12 0,896 8,5 93,9 91,9 76,6
CHR 21CI12 0,902 8 93,8 91,5 80,3
CMY (1) 21CI12 0,891 10 93,3 90,1 69,7
CMY (2) 21CI12 0,891 11,3 92,4 88 70,2
CMY (3) 21CI12 0,893 8,9 93,2 90,7 78,7
LRA10 21CI12 0,896 8.4 93,4 87,9 79,9
LRA18 21CI12 0,885 13,4 91,1 85,4 62
LYL 21CI12 0,889 9,7 92,8 89,6 71,1
MCA 21C12 0,9 8,3 94,5 92,8 80,5
MIR 21C12 0,9 7,6 94 92,4 82,1
PDC 21C12 0,888 11 91,9 88 68,9
PRC 21C12 0,893 10,8 93,4 90,3 71,9
RHO 21C12 0,894 10,2 93,1 89,8 74,1
SucC 21C12 0,901 8,7 94,5 92,5 79
UCB 21C12 0,894 9,2 94,3 92,5 77,9
INQ 21C12 0,889 14 87,9 78,1 44,4
PIB 21C12 0,88 13,3 91 82,8 68,3
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SUMMARY
Introduction

Bacterial resistance to antibiotics is a growing global threat to human
health. B-lactams are considered first-line therapeutic agents for the treatment
of infections caused by Enterobacterales. However, the effectiveness of these
antibiotics has been challenged by the production of bacterial B-lactamases,
enzymes that hydrolyze the B-lactam ring, thereby inactivating the antibiotic.
These enzymes are categorized into classes A, B, C and D according to
Ambler’s classification scheme. Recently, the prevalence of class B B-
lactamases, also known as metallo-B-lactamases, and class C enzymes, also
termed as AmpC [B-lactamases, has been increasing globally. Consequently,
the development of accurate and easy-to-perform immunoassays for detection
of B-lactamases in antibiotic-resistant bacteria is clinically and
epidemiologically relevant. These assays contribute to more effective
treatment of infectious diseases and provide a better understanding of B-
lactamase prevalence, transmission routes, and associated resistance
mechanisms. Monoclonal antibodies (MAbs) specific to B-lactamases can be
applied for detection of B-lactamases in bacterial isolates and serve as a
promising diagnostic tool for epidemiological studies and profiling of
resistance mechanisms.

This study aimed to generate MAbs against bacterial B-lactamases,
key enzymes in antibiotic resistance, for potential diagnostic applications. It
describes MAbs raised against recombinant ACT-14, NDM-1, CMY-34 and
PDC-195 B-lactamases, corresponding to AmpC and metallo-p-lactamases,
and their application in various immunoassays. Moreover, this study details
the comprehensive characterization of novel, broadly reactive MADbs raised
against a conserved sequence of AmpC p-lactamases. To facilitate the
production of immunogen, a novel approach utilizing bacteriophage-derived
nanotubes displaying a conserved AmpC [-lactamase sequence was
employed.

The dissertation aims to develop antibodies and immunological analytical
methods for the detection of B-lactamases — factors determining bacterial
resistance to antibiotics — and to evaluate these methods using biological
samples.

Tasks of the dissertation:
1. To develop MAbs against Escherichia coli synthesized recombinant
B-lactamases ACT-14, NDM-1, PDC-195, and CMY-34.
2. To generate broadly reactive MAbs against AmpC -lactamases,
using bacteriophage-derived nanotubes displaying a highly conserved
sequence of AmpC B-lactamases as immunogen.
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3. To comprehensively characterize the developed MAbs by
investigating their specificity, affinity, and epitope localization using
immunochemical, physical, and bioinformatical methods.

4. To select MAbs with suitable properties and apply them in the
development of immunological assays for the detection of B-
lactamases.

5. To evaluate the diagnostic potential of the MAbs by applying the
developed immunological methods to the analysis of B-lactamase-
producing bacterial isolates.

Scientific novelty

Due to the inappropriate and excessive use of antibiotics in both
medicine and animal farming, bacteria are rapidly acquiring new mechanisms
of antibiotic resistance. Therefore, the detection of antibiotic resistance
determinants — specifically f-lactamases — in bacterial isolates is essential for
clinical diagnostics, epidemiological studies, and investigation of resistance
mechanisms. AmpC [-lactamases are increasingly detected in healthcare
settings, livestock farms, and bacteria isolated from wild animals.
Nevertheless, the Clinical Laboratory Standards Institute has not yet approved
methodological guidelines for the detection of AmpC enzymes. Thus, AmpC
specific MAbs and their application in the detection of these proteins have
significant diagnostic potential.

Considering this issue, this study developed and comprehensively
characterized four collections of MAbs specific to the AmpC B-lactamases
ACT-14, PDC-195, and CMY-34. Additionally, the widespread metallo-p-
lactamase NDM-1 was selected as a diagnostic target for MAb development.
Notably, MAbs against ACT-14, PDC-195, and CMY-34 had not been
previously described.

In this study, novel, broadly reactive and comprehensively
characterized MADbs raised against a conserved sequence of AmpC B-
lactamases were described. For MAb generation, an efficient chimeric
immunogen, based on bacteriophage-derived nanotubes displaying a selected
conserved sequence of AmpC [B-lactamases, was utilized. This sequence is
highly conserved among AmpC enzymes, making these broadly reactive
MADbs valuable and universal tools with significant diagnostic potential. To
date, more than 63 AmpC p-lactamase families have been identified,
comprising over 6,780 allelic variants of these enzymes. The application of
broadly reactive MADbs for p-lactamase detection would enable the
identification of a wide range of AmpC proteins using a single molecular tool.
In this study, the bacteriophage vB EcoS NBD2 tail tube protein gp39-
derived nanotubes, as a scaffold displaying conserved peptide of AmpC j-
lactamases, were produced in yeast and used as an immunogen for generation
of MAbs. Previous studies have demonstrated that in yeast produced protein
gp39 forms stable nanotube structures which elicit strong immune response in
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laboratory mice. Due to these properties, such nanotubes can serve as
immunogenicity enhancing carriers for the presentation of target protein
fragments, such as -lactamases.

Defended propositions

1. E. coli synthesized recombinant B-lactamases and in yeast synthesized
chimeric bacteriophage-derived protein gp39 carrying a conserved [3-
lactamase sequence elicit strong immune response in laboratory mice
and are suitable antigens for MAb development using hybridoma
technology.

2. The developed MAbs against B-lactamases exhibit high affinity and
specificity to the target antigens and recognize native f-lactamases in
bacterial isolates.

3. MADbs targeting ACT, NDM, PDC, and CMY [-lactamases can be
applied in the development of immunological analytical methods for
the qualitative or quantitative detection of B-lactamases in bacterial
isolates.

4. Broadly reactive MAbs against AmpC [B-lactamases can be applied
for the development of immunosensors designed for the detection of
these enzymes.

Background

Increasing levels of resistance to antibiotics in bacteria are among the
greatest threats to human health in this century. Among various antimicrobial
resistance mechanisms, the action of B-lactamases is the most prevalent. These
enzymes enable bacteria to neutralize f-lactam antibiotics, which are crucial
in the treatment of bacterial infections. By breaking the p-lactam ring
structure, B-lactamases render these antibiotics ineffective. Based on their
structure and mechanism of action, B-lactamases are classified into four
groups: A, B, C, and D. Class C P-lactamases, also termed AmpC B-
lactamases, are among the most common and clinically significant resistance
determinants. Therefore, accurate and easy-to-perform assays for the
detection of antibiotic-resistant bacterial isolates producing B-lactamases are
epidemiologically relevant, leading to more effective use of antibiotics and a
comprehensive understanding of B-lactamase prevalence.

Methods

Recombinant ACT-14, NDM-1, PDC-195 and CMY-34 3-lactamases
were expressed in E. coli, chimeric bacteriophage vB _EcoS NBD?2 tail tube
protein gp39 displaying a conserved peptide of AmpC [-lactamases was
synthesized in yeast. Purified recombinant proteins were used as immunogens
for MADb generation by hybridoma technology. Selected target-specific MAbs
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were comprehensively characterized by various immunoassays,
computational analysis, and sequencing of their variable domains. To prove
MAD reactivity with B-lactamases, the antibodies were tested with targeted -
lactamases-producing bacterial isolates. For this purpose, the MAbs were
applied in sandwich-type assays, such as sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA), lateral flow immunoassay (LFIA), and two-
photon excitation (TPX) assay.

Results

This study aimed to develop MAbs against bacterial B-lactamases,
which are key enzymes in antibiotic resistance, for potential diagnostic use.

Four MAD collections targeting ACT-14, NDM-1, PDC-195, and
CMY-34 B-lactamases were developed. Generated MAbs were characterized
in detail using various immunochemical methods, such as ELISA, Western
blot, immunoprecipitation, computational modelling and others. The analysis
of MAD epitopes revealed their sequence homology among the members of
the targeted B-lactamase families, suggesting their potential broad reactivity.
MADbs were successfully applied in sandwich ELISA and two rapid
immunoassay formats that were tested with bacterial isolates. MAb-based
immunoassays detected all analyzed B-lactamase-positive isolates. Therefore,
these novel antibodies can be applied for immunodetection of -lactamases.

To generate MAbs capable of recognizing a broad range of [-
lactamases in bacterial isolates, the bacteriophage vB_EcoS NBD?2 tail tube
protein gp39-derived nanotubes, as a scaffold displaying a highly conserved
17-amino acid peptide of AmpC B-lactamases, were used as an immunogen
for generation of MAbs. Thirteen hybridoma clones producing peptide-
specific MAbs were developed. To assess MAD reactivity with AmpC
enzymes, recombinant DHA-1, PDC-195, ACT-14, CMY-34, and ADC-144
B-lactamases were generated. Eleven of thirteen MAbs demonstrated cross-
reactivity with all tested [-lactamases in ELISA and Western blot.
Immunoprecipitation and Western blot analyses confirmed MADb reactivity
with natural CMY-34 in the bacterial isolate. Epitope analysis revealed that
most MADs recognize a highly conserved epitope of 11 amino acids. The
MADbs were comprehensively characterized using different immunoassays,
total internal reflection ellipsometry and computational modelling. These
novel MAbs, which recognize a wide range of AmpC enzymes, represent a
promising tool for immunodetection of antibiotic resistance determinants.

Conclusions

1. Following immunization with E. coli synthesized recombinant [3-
lactamases, in total 60 hybridoma cell lines secreting IgG class MAbs
were generated: ACT-14 (12 hybridomas), NDM-1 (11 hybridomas),
PDC-195 (20 hybridomas), and CMY-34 (14 hybridomas).
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Using bacteriophage vB_EcoS NBD?2 tail protein gp39 — which
forms oligomeric nanotube structures — as a carrier for a conserved
AmpC B-lactamase peptide, 13 hybridoma lines secreting broadly
reactive MAbs were developed.

Characterization of the developed MAbs using immunochemical,
physical, and bioinformatical methods confirmed their affinity and
specificity to the target B-lactamases.

Selected MADs successfully detected p-lactamases when tested in
immunological analytical assays, demonstrating detection sensitivity
ranging from 17 pg/mL to 11 ng/mL of the target antigen.

Application of the developed immunological analytical methods to [3-
lactamase-producing bacterial isolates or bacterial lysates enriched
with recombinant B-lactamases confirmed the diagnostic potential of
the generated MAbs.
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