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SANTRUMPOS

APS — amonio persulfatas;

BSA — jaucio serumo albuminas (angl. bovine serum albumin);

CCF — kritinés ertmés skystis (angl. chest cavity fluid);

CMV - citomegalo virusas;

DMSO - dimetilsulfoksidas;

EBV — epsteino-baro virusas;

ENANBH — enterinis ,,ne A ir ne B hepatitas (angl. enteric non-A non-B hepatitis);
FBS — fetalinis verSiuko serumas (angl. fetal bovine serum);

HAV — hepatito A virusas;

HBV — hepatito B virusas;

Hel — RNR helikazé;

HEV — hepatito E virusas;

HRP — krieny peroksidaze (angl. horseradish peroxidase);

HVR — hipervariabilus regionas;

IB — imunoblotingas;

ICTV — Tarptautinis virusy taksonomijos komitetas (angl. International Committee on Taxonomy of
Viruses);

IFA — imunofermentiné analizé (angl. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA);
IgG — imunoglobulinas G;

IgM — imunoglobulinas M;

IHC — imunohistochemija;

IP — imunoprecipitacija;

m7-GTP — 7-metilguanozino trifosfatas;

MAK — monokloniniai antiktinai;

MT — metiltransferazé;

MVB — multivezikulinis ktinelis;

NA — neuralginé amiotrofija;

ORF — atviro skaitymo rémelis (angl. open reading frame);

OT - optinis tankis;

PAK — polikloniniai antiktinai;

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas;



PBS-T —PBS su 0,1 % Tween-20;

PCP — i papaing panasi cisteino proteaze;

P1 — pasikliautinasis intervalas;

PSO — Pasaulio sveikatos organizacija (angl. World Health Organization, WHO);
PVDF — polivinildifluoridas;

RdRp — nuo RNR priklausoma RNR polimerazé;

SDS — natrio dodecilsulfatas;

SDS-PAGE — natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezé;
TEMED - tetrametiletandiaminas;

TMB — tetrametilbenzidinas;

VPD - | virusg panaSios dalelés;

ZIV — Zzmogaus imunodeficito virusas.



IVADAS

Hepatito E virusas (HEV) yra viengrandines, teigiamos orientacijos RNR virusas, priklausantis
Hepeviridae virusy Seimai. Dazniausiai HEV infekcija yra besimptomé arba pasireiskia imiu hepatitu E.
Reciau, pacientams su silpna ar nuslopinta imunine sistema HEV infekcija gali sukelti létinj hepatita E.
Umaus hepatito E metu pacientai jprastai patiria panaSius simptomus, kurie pasireiskia per§alimo metu
— kar$¢iavimas, nuovargis. Rizikos grupéje esantiems pacientams, turintiems létiniy kepeny ligy,
vyresnio amziaus zmonéms ir nés¢ioms moterims gali pasireiksti tiesioginés hepatito E komplikacijos,
tokios kaip staigus kepeny nepakankamumas. Taip pat Siems pacientams gali pasireiksti netiesioginés
hepatito E komplikacijos kaip iimus pankreatitas, inksty nepakankamumas ir neurologiniai sindromai.

Didzioji dalis HEV kamieny priklauso Paslahepevirus balayani riisiai, kuriai priskiriami astuoniy
genotipy virusai (HEV-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7, -8). Penki $ios risies genotipai (HEV-1, -2, -3, -4, -7) gali
infekuoti Zmones. HEV-3 ir HEV-4 yra pagrindiniai zoonotiniai virusai sukeliantys hepatita E
iSsivyséiusiose Salyse. Anks¢iau manyta, kad Rocahepevirus ratti rasiai priskirtas ziurkiy HEV (rat HEV;
HEV-C1) negali infekuoti zmoniy, taciau neseniai buvo nustatyti HEV-C1 infekcijos Zmonése atvejai
Hong Konge, Afrikoje ir Ispanijoje. HEV-C1 infekcija dazniausiai sukélé sunky timy hepatita E, kurio
metu pasireiSkeé gelta, pykinimas ir vémimas, pilvo skausmai, tamsesnis Slapimas ir Sviesesnés spalvos
iSmatos. Be to, viename i$ trijy Ispanijoje apraSyty ziurkiy HEV infekcijos atvejy pacientas miré nuo
kepeny ir inksty nepakankamumo. Ziurkés, kurios daznai kontaktuoja su Zmonémis bei naminiais
gyviinais, tapo natiiraliu HEV rezervuaru, todél atsiranda poreikis kurti naujus zoonotiniy HEV
nustatymo metodus virusy paplitimo tyrimams.

HEV epidemiologiniams tyrimams naudojami serologiniai testai nustato antikinus prie§ HEV. Kai
kurie gamintojai taip pat siiilo komercinius testus HEV antigeno nustatymui. Komerciniuose testuose
dazniausiai naudojamas imunocheminis metodas yra imunofermentiné analizé, kuria yra nustatomi HEV
specifiski antikiinai. Sie testai neparodo, kurios riisies virusas sukélé infekcija, todél §iame darbe buvo
kuriamas serologinis metodas ziurkiy HEV specifisky antikiiny nustatymui. Taip pat Siame darbe buvo

kuriamas imunoprecipitacijos metodas HEV antigeno nustatymui laukiniy gyviny kepeny méginiuose.

Darbo tikslas:

Sukurti imunocheminius metodus zoonotiniy HEV nustatymui Zmoniy ir laukiniy gyviny
meginiuose.

UZdaviniai:

1. ISgryninti monokloninius antikiinus prie§ HEV-3 ir Ziurkiy HEV kapsidés baltymus.
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Sukurti imunoprecipitacijos metoda HEV kapsidés baltymy nustatymui laukiniy gyviny
kepeny méginiuose.
Sukurti serologinj metoda ziurkiy HEV specifisky antiking nustatymui ir iStirti Zmoniy ir

ziurkiy kraujo méginius.



1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 HEV Kklasifikacija

Hepatito E virusas (HEV) yra viengrandinés teigiamos orientacijos RNR virusas (Siddell et al.,
2023). Remiantis paskutine 2022 m. paskelbta Tarptautinio virusy taksonomijos komiteto (angl.
International Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) klasifikacija, HEV yra priskiriamas
Hepeviridae Seimai, kuri skirstoma j du poseimius: Orthohepevirinae ir Parahepevirinae.
Orthohepevirinae  posSeimiui  priskiriamos keturios gentys:  Avihepevirus, Chirohepevirus,
Paslahepevirus ir Rocahepevirus (Purdy et al., 2022). Parahepevirinae poseimiui priklauso viena rasis
Piscihepevirus heenan (angl. cut-throat trout virus), kuri infekuoja lasisiniy Seimos Zuvis (Batts et al.,
2011). Avihepevirus magniiecur rasis (pauksc¢iy HEV) buvo aptikta tik pauks¢iuose ir yra skirstoma j
keturis genotipus: 1 genotipas (HEV-B1) aptiktas tik Australijoje (Payne et al., 1999); HEV-B2 ir HEV-
B3 aptikti Azijoje (X. Zhang et al., 2017), Europoje (Bilic et al., 2009) ir JAV (Hagshenas et al., 2001),
0 HEV-B4 nustatytas Azijoje (X. Zhang et al., 2017) ir Vengrijoje (Banyai et al., 2012). Chirohepevirus
gentis (SikSnosparniy HEV) buvo aptikta tik Sik§Snosparniuose, o duomeny apie §io viruso zoonotinj
potencialg néra (Drexler et al., 2012).

Paslahepevirus gentis turi platy Seimininky spektrg (Zmonés, naminiai ir laukiniai zinduoliai)
(Smith et al., 2020). Paslahepevirus balayani rasiai priskiriami aStuoni genotipai. HEV-1 ir HEV-2
infekuoja tik Zmones ir dazniausiai paveikia besivystancias Salis, kuriose virusas plinta per iSmatomis
uzterstg geriamajj vandenj. HEV-3 ir HEV-4 Seimininkai yra zmonés, delfinai, galvijai, elniai, oZkos,
kiaulés, Sernai, avys, triusiai ir kt. (Di Martino et al., 2016; Izopet et al., 2012; Smith et al., 2020;
Takahashi et al., 2014; Villalba et al., 2017; Wu et al., 2015), HEV-5 ir HEV-6 aptiktas Sernuose
(Takahashi et al., 2014), HEV-7 — kupranugariuose ir zmonése (Lee et al., 2016a), HEV-8 —
kupranugariuose (Woo et al., 2014). Rocahepevirus gentis buvo aptikta grauzikuose (Ziurkése, Seskuose,
pelénuose) (Purdy et al., 2022). Rocahepevirus ratti rusies genotipas HEV-CI1 nustatytas eulipotiflidy
(muskusiné kumuté, lot. Suncus murinus), zmoniy ir grauziky tarpe (Sridhar et al., 2018a).
Rocahepevirus ratti rasies genotipas HEV-C2 aptiktas kiauniniy Seimai prisklausanciuose SeSkuose ir
audinése (Raj et al., 2012).

1.2 HEV istorija ir epidemiologija

1970-yjy pabaigoje Indijoje, Kasmyro slényje per 200 kaimy iSplito didelio masto, vandeniu
plintanti hepatito epidemija, sukélusi 52 000 gelta pasireiskiancios ligos atvejy ir 1700 mir¢iy (Khuroo

et al., 2016). Nors pacienty klinikiniai simptomai buvo panasiis | hepatito A, jie buvo serologiskai
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neigiami tiek hepatito A virusui (HAV), tick hepatito B virusui (HBV). Sis atradimas paskatino pasiilyti
naujo ,,ne A ir ne B* hepatito viruso egzistavimg (angl. enteric non-A non-B hepatitis, ENANBH) (\Wong
et al., 1980). 1983 m. panasis simptomai buvo pastebéti protrikio metu Soviety sgjungos karinéje
stovykloje Afganistane. Savanoris i§géré devyniy serganciy pacienty iSmaty ekstrakty miSinj ir jam
pasireiSké imiam hepatitui budingi pozymiai ir simptomai. Paciento i$matose buvo aptiktos 27-30 nm
dydzio sferinés j virusus panaSios dalelés (angl. virus-like particles, VLP), kurios, suleidus jas
ilgauodegéms makakoms, sukélé hepatita (Balayan et al., 2008). Tai parodé¢, kad virusas gali biti
perduodamas fekaliniu-oraliniu keliu. Dalis ENANBH komplementarios DNR (cDNR) buvo pirma karta
sekvenuota 1990 m., o tais paciais metais ENANBH buvo pervadintas j ,,hepatito E virusag*“ (Reyes et al.,
1990). HEV dabar yra pripazjstamas pasauline sveikatos problema tiek besivystanciuose, tiek
1§sivysciusiuose regionuose, jskaitant Piety ir Ryty Azija, Ryty Afrika, Meksika, Vakary Europg ir JAV
(Reinet al., 2012) (1 pav.).

HEV genotipas
HEV-1 ir HEV-2
HEV-1 ir HEV-3
HEV-3
HEV-3 ir HEV-4

m HEV-4
Néra duomeny

1 pav. Skirtinguose pasaulio regionuose dominuojantys HEV genotipai (modifikuota pagal Kamar et
al., 2017).

Pasaulio sveikatos organizacijos (PSO, angl. World Health Organization, WHO) duomenimis
vertinama, kad kasmet apie 20 milijony Zmoniy susiduria su HEV infekcija, i§ jy 3,3 milijono
simptominiy ligos atvejy ir 60 tikstan¢iy mir¢iy. HEV infekcija sukelia net 50 % timaus hepatito atvejy
Indijoje ir sukelé 17 didelio masto epidemijy Afrikoje tarp 1988 ir 2013 m. (Guthmann et al., 2006;

Mccarthy et al., 1994; Thomson et al., 2013). Nors dideli HEV protrikiai biidingi tik besivystan¢ioms
10



Salims, vis daugiau lokaliai paplitusios infekcijos atvejy nustatoma issivysc¢iusiose Salyse, kur jprastai
nustatomos HEV-3 ir HEV-4 infekcijos (Clemente-Casares et al., 2016) (1 pav.). HEV-3 ir HEV-4
perdavimo keliai yra zoonotiniai, pavyzdziui, vartojant netinkamai termiskai apdorotg kiaulieng ar
Serniena, taip pat per kraujo perpylimus ar organy transplantacijas i§ HEV infekuoty donory (Clemente-
Casares et al., 2016). Antikiiny pries HEV paplitimas JAV siekia 6 %, o daugelyje Europos Saliy
paplitimas yra dar didesnis: pavyzdziui, piety Pranctizijoje tarp kraujo donory vidutinis antikiiny prie$
HEV paplitimas sudaro 39,1 %, ta¢iau priklausomai nuo geografinés vietovés svyruoja nuo 21,9 iki 71,3
% (Ditah et al., 2014; Miyamura, 2011). Antikiiny prie§ HEV paplitimo tyrimai buvo atlickami ir
Lietuvoje. IS 366 zmoniy kraujo méginiy IgG antikiinai prieS HEV buvo nustatyti 9,6 % meginiy (PI 95
% 6,6-12,6), o IgM antikiinai prie§ HEV buvo nustatyti 4,1 % méginiy (PI 95 % 2,1- 6,1) (Grigas et al.,
2021). Nors dél mazos méginiy imties negalime priimti konkre¢iy i§vady apie HEV paplitimg Lietuvos
zmoniy populiacijoje, Sie duomenys parodo, kad Lietuvoje, kaip ir kitose iSsivys¢iusiose Salyse, HEV

cirkuliuoja Zmoniy populiacijoje.
1.3 HEV zoonozés

Zoonotinis HEV pirma kartg buvo aptiktas 1997 metais Jungtinése Amerikos Valstijose naminése
kiaulése ir pavadintas kiauliy hepatito E virusu (kiauliy HEV) (Meng et al., 1997). Didzioji dalis
dokumentuoty zoonotinio HEV infekcijos atvejy zmonése yra susjje su HEV-3 ir HEV-4 genotipy
virusais, priklausanéiais Paslahepevirus balayani rasiai (Meng, 2013). Siy dviejuy genotipy HEV
pagrindiniai rezervuarai yra naminés kiaulés, Sernai ir elniai. Pavyzdziui, HEV-3 RNR buvo aptikta
mazdaug 6 % skerdyklose JAV tirty kiauliy kraujo méginiy, o tai kelia susirtipinimg dé¢l galimos HEV
kontaminacijos kiaulienos tickimo grandinéje (Sooryanarain et al., 2020). HEV-3 ir HEV-4 infekcijos
atvejai, susjj¢ su zalios ar nepakankamai termiSkai apdorotos kiaulienos vartojimu, yra gerai
dokumentuoti visame pasaulyje (Dalton & 1zopet, 2018). Be to, $iy genotipy zoonotinés infekcijos gali
biiti sukeliamos per tiesioginj kontaktg su uzkréstais gyvinais, vandens Saltiniy ir Zemés tikio produkty
uzterSimag uzkrésty gyviiny iSmatomis, kurios naudojamos kaip traSos, bei retkar¢iais per organy
transplantacija ar kraujo perpylimg (Sooryanarain & Meng, 2019). HEV-3 ir HEV-4 sukelia létines
infekcijas asmenims su nusilpusia ar nuslopinta imunine sistema, pavyzdziui, organy transplantacijos
recipientams (Dalton et al., 2018). Taip pat HEV-3 ir HEV-4 infekcija gali sukelti inksty ir neurologinius
pazeidimus, pankreatita ir hematologinius sutrikimus (Dalton et al., 2018).

Kiaules ir Sernus uzkrec¢iantys HEV-3 ir HEV-4 yra pagrindiniai zoonotiniy HEV infekcijy Saltiniai
zmonéms, taciau HEV 18 kity gyviiny, tokiy kaip elniai, triusiai, kupranugariai ir Ziurkes, taip pat gali
uzkrésti Zzmones (2 pav.). 2003 m. HEV-3 protrikiai Azijoje ir Europoje buvo tiesiogiai siejami su zalios
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elnienos vartojimu (Tei et al., 2003), 0 2015-2016 m. Pranciizijoje buvo uzfiksuota daugybé triusiy HEV-
3 infekcijos atvejy zmonése (Abravanel et al., 2017). 2016 m. Jungtiniuose Araby Emiratuose

kupranugariy mésos ir pieno vartojimas sukélé léting HEV-7 infekcija pacientui su kepeny transplantatu

Kupranugariai

Sernai, kiaulés

Ziurkés

L-A3H

NeZmoginiai primatai Smiltpelés

2 pav. Skirtingy HEV genotipy perdavimas tarp zmogaus ir kity gyvany. Sukurta naudojant

Biorender.com

(Lee et al., 2016). Be Paslahepevirus balayani rasies, pasaulyje vis daugéja nustatyty Rocahepevirus
ratti rasies (ziurkiy HEV/HEV-C1) infekcijos atvejy. 2018 m. ziurkiy HEV sukélé 1étinj hepatitg
pacientui su kepeny transplantatu Honkonge (Sridhar et al., 2018b), 0 2019 m. Kanadoje buvo aprasytas
ziurkiy HEV infekcijos atvejis, kuris sukélé sunky timy hepatitag E sveikam asmeniui (Andonov et al.,
2019). 2021 m. Honkonge ziurkiy HEV infekcija buvo nustatyta dar 8 asmenims, i$ kuriy 7 buvo vyrai
(Sridhar et al., 2021). 2022 m. Ispanijoje nustatyti 3 Ziurkiy HEV infekcijos atvejai (Rivero-Juarez et al.,
2022). Du pacientai patyré lengvus Gmaus hepatito E simptomus ir pasveiko savaime, taciau trecias
pacientas buvo pristatytas j ligoning ir po 9 dieny miré¢ dél kepeny ir inksty nepakankamumo (Rivero-
Juarez et al., 2022). Lyginant su HEV-3 ir HEV-4, ziurkiy HEV taip pat sukélé létines infekcijas
asmenims su nuslopinta imunine sistema bei dazniau lémé sunkius @imaus hepatito E simptomus
12



(Andonov et al., 2019; Reuter et al., 2020) ir net mirtj nuo inksty ir kepeny nepakankamumo (Rivero-
Juarez et al., 2022). D¢l Siy priezasCiy reikalingi tolesni ziurkiy HEV tyrimai bei efektyvis viruso
nustatymo metodai, kurie padés atlikti epidemiologinius tyrimus bei rizikos visuomenés sveikatai

vertinimg.
1.4 HEV genomo struktiira ir replikacija

HEV yra lipidinio apvalkalélio neturintis virusas, pasizymintis ikosaedrine kapsidés simetrija bei
mazdaug 27-34 nm dydzio virionais (Graff et al., 2006). Nors i$matose nustatomi HEV virionai neturi
apvalkalélio, kraujyje ir Igsteliy kultiiry supernatante cirkuliuojancius virionus dengia Seimininko Igstelés
kilmés membraninis apvalkalélis (Nagashima et al., 2017). Membraniniu apvalkaléliu padengti HEV
virionai yra maziau infektyviis, taciau yra atspariis neutralizuojantiems antikinams (Nagashima et al.,
2017). HEV genomas yra teigiamos orientacijos ~7,2 kb ilgio viengrandiné RNR (Graff et al., 2006).
HEV RNR turi 7-metilguanozino trifosfato kepure (m7-GTP) 5’ gale ir poli(A) uodegg 3’ gale (3 pav.).
Tarp $iy dviejy nekoduojanciy sric¢iy yra trys dalinai persidengiantys atviro skaitymo rémeliai (angl. open
reading frame, ORF), kartu su neseniai atrastu ORF4 (Yadav et al., 2021) (3 pav.). Be to, HEV

infekuotose lgstelése yra produkuojama 2,2 kb ilgio subgenominé RNR, nuo kurios yra transliuojami

Genominé RNR
~7.2 kb

Sy Kepursie Nestruktariniai baltymai Struktiriniai baltymai PolyA 3

ORF1 5109 5147 ORF2 7127

-_—_

l 5133 (ora 477 I

pORF1, 1693 aminordgstys 2835 l 3308 - pORF2, 660 aminorigsciy

pORF4, 158 aminoriigstys I
pORF1, 114 aminoragsciy

et SUbgenominé RNR s

3 pav. HEV-1 genomas (modifikuota pagal Yadav et al., 2021b). MT — metiltransferazé, Y — nezinomos
funkcijos domenas, PCP — | papaing pana$i cisteino proteazé, HVR — hipervariabilus regionas, X —
nezinomos funkcijos domenas, Hel — RNR helikazé, RARp — nuo RNR priklausanti RNR polimeraze,
CP — kapsidés baltymas, ORF1-ORF4 — atviro skaitymo rémeliai, pPORF1-pORF4 — atviro skaitymo
rémeliy koduojami baltymai.

ORF2 ir ORF3 (Graff et al., 2006). ORF1 koduoja nestruktiirinius baltymus, turinius fermentinj
aktyvuma: metiltransferazé (MT), X ir Y domenai, | papaing panaSi cisteino proteazé¢ (PCP),
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hipervariabilus regionas (HVR), RNR helikaz¢ (Hel), nuo RNR priklausanti RNR polimerazé (RdRp) (3
pav.). Met kartu su guaniltransferaze ir guanino-7-metiltransferaze formuoja m7-GTP kepurélg, kuri yra
butina HEV infektyvumui (Hooda et al., 2022). Potenciali PCP funkcija yra lastelés antivirusinio
imuninio atsako slopinimas (Karpe & Lole, 2011). Hel 5'— 3’ kryptimi iSardo RNR antrines struktiiras,
kas leidzia RdRp efektyviai atlikti RNR sinteze (Karpe & Lole, 2010). Kity ORF1 koduojamy baltymy
funkcijos néra tiksliai zinomos. ORF2 koduoja HEV kapsidés baltymg (Zhou et al., 2021). Dalinai su
ORF2 persidengiantis ORF3 koduoja fosforilinta multifunkcinj baltyma, kuris tarnauja kaip jony kanalas
ir dalyvauja viriono morfogenezéje bei iS¢jime i$ lgstelés (Ding et al., 2017). HEV-1 genotipo viruse
neseniai buvo nustatytas dar vienas atviro skaitymo rémelis, pavadintas ORF4 (Yadav et al., 2021) (3
pav.). ORF4 koduojami baltymai dalyvauja viruso replikacijoje palaikydami normaliag RdRp funkcijag
(Yadav et al., 2021).

i‘g‘\v‘ ) A\

Receptorius Y

Branduolys  peiciaghaiiagi !
R MVB
Endoplazminis
tinklas Genominé RNR
v (+)
Subgenominé RNR A =\
' N (+) »  ORF2 > :‘ (F Y
@ . =
@
ORF3
®
Goldzio ~
kompleksas =
(A% 2\
/ Kraujas
qf ' >
/1 Tulzis
( v

4 pav. HEV replikacijos ciklas lgsteléje (modifikuota pagal Oechslin et al., 2022). ORF1-ORF3 —

atviro skaitymo rémeliai, MVB — multivezikulinis kiinelis.
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Pagrindiné HEV replikacijos vieta yra kepeny lastelés hepatocitai, taciau HEV taip pat gali
replikuotis kitose lastelése ir audiniuose, pavyzdziui, monocituose, bluznyje, limfiniuose mazguose ir
plonosios zarnos epitelio lastelése (Sayed et al., 2020). [prastai virusas plinta fekaliniu-oraliniu budu ir
pasiekia hepatocitus per krauja. HEV prisijungimui prie lastelés bitinas receptorius kolkas néra
nustatytas, taciau zinoma, kad apvalkalélio neturiniam virionui prisijungti prie lastelés biitinas heparano
sulfato proteoglikanas, tuo tarpu Seimininko kilmés membraninj apvalkalélj turintiems virionams
papildomos molekulés prisitvirtinimui prie lgstelés néra reikalingos (Kalia et al., 2009). Tikslus HEV
patekimo j Igstele biidas néra Zinomas. Manoma, kad virionai j Igstele patenka vykstant nuo dinamino-2
ir klatrino priklausomai endocitozei (Holla et al., 2015). Lasteléje vyksta viriony iSrengimas (angl.
uncoating), ko pasekoje koduojanti RNR tarnauja matrica ORF1 transliacijai (Panda et al., 2000) (4 pav.,
2 etapas). HEV-1 atveju kartu su ORF1 yra transliuojamas ORF4 (3 pav.). ORF4 koduojami baltymai
skatina viruso replikacijos komplekso susidarymg bei palaiko RdRp aktyvumg (Yadav et al., 2021).
Transkripcija prasideda kuomet ORF1 transliacijos metu susintetinta RARp jungiasi prie genominés RNR
3’ galo ir susintetina neigiamos orientacijos RNR (4 pav. 3 etapas). Ji tarnauja matrica teigiamos
orientacijos genominés RNR sintezei, bei subgenominés RNR sintezei, kuri yra transliuojama  ORF2 ir
ORF3 koduojamus baltymus (Oechslin et al., 2022) (4 pav. 4 etapas). Tiek neigiamos, tiek teigiamos
orientacijos RNR sintez¢ vykdo ta pati ORF1 koduojama RdRp. Po subgenominés RNR transliacijos
susitetintas ORF2 baltymas supakuoja teigiamos orientacijos genoming RNR j naujus virionus. ORF3
baltymas jungiasi prie viriono Kapsidés pavirSiaus bei prisijungia prie lgstelés membranos lipidy, kas
lemia viriono apsigaubimg Seimininko kilmés membraniniu apvalkaléliu ir i8¢jimg i$ Iastelés (Ding et
al., 2017) (4 pav., 5 etapas). Infektyviis HEV virionai patenka j kraujg arba j tulzj. Manoma, kad viriony
lipidin} apvalkalélj suardo tulzies rugstys ir/arba kasos sekretuojami fermentai, todél iSmatose
detektuojami virionai yra neapgaubti (Oechslin et al., 2020). Nors hepatocitai yra pagrindinés lgstelés,
kuriose vyksta HEV replikacija, in vitro rezultatai rodo, kad HEV gali infekuoti ir replikuotis ne tik
kepeny lastelése, pavyzdziui, A549 plauciy karcinomos lgstelése ir Caco-2 storosios Zarnos karcinomos
Igstelése (Holla et al., 2015). Eksperimentiskai HEV-3 infekuotose kiaulése buvo nustatyta HEV RNR

kepeny, plonosios Zarnos, limfmazgiy ir storosios zarnos lastelése (Williams et al., 2001). HEV

WV —

Didzioji dalis hepatito E atvejy yra besimptomiai, o pacientai pasveiksta savaime praé¢jus kelioms

savait¢éms. Umaus hepatito E forma i$sivysto 5-30 % infekuoty pacienty, kurie jprastai patiria ligos
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simptomus, tokius kaip kar$¢iavimas, pykinimas ir vémimas, apetito stoka (\Wedemeyer et al., 2012).
Neretai pasireiSkia specifiniai hepatito E simptomai, tokie kaip gelta, tamsios spalvos Slapimas ir
Sviesesnés spalvos iSmatos. [prastai ligos simptomai praeina savaime po keliy dieny ar savaités, taciau
hepatito E epidemijy metu mirtingumas gali svyruoti nuo 0,5 % iki 4,0 % ligos atvejy (Wedemeyer et
al., 2012). HEV-1 ir HEV-2 daugiausiai infekuoja jaunus vyrus (15-30 mety) besivystan¢iose Salyse. Siy
dviejy genotipy HEV infekcija gali buti kiek besimptomé, tiek sukelti lengvus arba sunkius Gmaus
hepatito E simptomus (Wedemeyer et al., 2012). HEV-1 ir HEV-2 yra ypac pavojingi nés¢iosioms,
esanCioms antrame ar treCiame néStumo trimestre (Navaneethan et al., 2008). Infekuotos nésciosios
susiduria su aukStesne iimaus kepeny nepakankamumo rizika, o mirtingumas treciajj trimestra gali siekti
net 25 % (Navaneethan et al., 2008). HEV-1 ar HEV-2 infekuotos nés¢iosios mir$ta nuo gimdymo metu
patiriamy komplikacijy, tokiy kaip kraujavimas ar eklampsija (Khuroo et al., 2009). Taip pat infekuotoms
nés¢iosioms daznai nustatomi negyvi gimdymai bei vertikalus HEV perdavimas naujagimiams, dél kurio
padidéja naujagimiy sergamumas ir mirtingumas (Khuroo et al., 2009). HEV-1 infekcija néstumo metu
taip pat sicjama su daznesniais persileidimais ir prieslaikiniais gimdymais (Navaneethan et al., 2008).
Naujagimiai susidiria su didesne neonataliniy komplikacijy rizika, tokiy kaip tUmus kepeny
nepakankamumas, pernelyg mazas kiino svoris ir/ar dydis ar net mirtis neonataliniu laikotarpiu
(Aggarwal & Goel, 2021).

ISsivysciusios Salyse dazniausiai yra nustatomos HEV-3 infekcijos (1 pav.). Pacientams segantiems
gretutinémis kepeny ligomis Zenkliai iSauga timaus kepeny nepakankamumo rizika tiek besivystanciose,
tiek iSsivysciusiose Salyse (J. M. Péron et al., 2007). Europoje nuo 5 % iki 33 % HEV-3 ar HEV-4
infekuoty pacienty i$sivysto simptomai, jskaitant geltg (Faber et al., 2018). Pacientams su silpna ar
nuslopinta imunine sistema, jskaitant pacientus su organy transplantatais ir ZIV koinfekuotus asmenis,
HEV-3, HEV-4 ar ziurkiy HEV (HEV-C1) infekcija gali tapti létine (Gérolami et al., 2008a; Kenfak-
Foguena et al., 2011; Rivero-Juarez et al., 2019). Siems pacientams ziurkiy HEV infekcija gali bati labiau
pavojinga negu HEV-3 ar HEV-4 infekcija, kadangi HEV-C1 dazniau sukelia sunkius timaus hepatito E
simptomus (Andonov et al., 2019; Reuter et al., 2020), kurie gali sukelti jvairias komplikacijas (Sridhar
et al, 2022). Taip pat yra apraSyti létinés HEV infekcijos atvejai pacientams, sergantiems
hematologinémis ligomis (J.-M. Péron et al., 2006; Tamura et al., 2007), kamieniniy Iasteliy
transplantacijos recipientams (Versluis et al., 2013) bei pacientams, kuriems taikoma chemoterapija
(Geng et al., 2014; Ollier et al., 2009) ar intensyvi imunoterapija (Bauer et al., 2015). Létine HEV
infekcija yra nustatoma, kuomet HEV replikacija paciento lastelése vyksta daugiau nei tris ménesius

Kamar et al., 2013). Létiné HEV infekcija sukelia létinj hepatita E, o 10 % pacienty greitai iSsivysto
y p p g Y
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kepeny cirozé (Gérolami et al., 2008b; Haagsma et al., 2008). Dalis pacienty su létinés HEV infekcijos
sukelta kepeny ciroze mirsta per 2-3 metus (Haagsma et al., 2008).

Tiek umaus, tiek létinio hepatito E atveju pacientams gali pasireiksti ekstrahepatinés
komplikacijos. Neurologiniai sutrikimai yra daznai nustatomi HEV infekuotiems pacientams. Iki 2016
mety iSsivyscCiusiose Salyse neurologiniai sutrikimai buvo nustatyti apie 100 HEV infekuoty pacienty
(Dalton et al., 2016). Iprastai nustatomi neurologiniai sutrikimai yra neuralginé amiotrofija (NA),
Guillan-Baré sindromas, Bello paralyzius ir poliradikulopatija (Dalton et al., 2017; Iza et al., 2025; Jha
et al., 2021). Pranciizijoje, Jungtinéje Karalystéje ir Nyderlanduose bendrai buvo istirta daugiau nei 450
pacienty su Gimiais neurologiniais sutrikimais (Dalton et al., 2017). Tyrimas parodé, kad 2,4 % pacienty
buvo susidiire su HEV infekcija, o visi trys NA atvejai buvo susjj¢ su HEV (Dalton et al., 2017). HEV
infekcijos ir Guillan-Baré sindromo sasaja yra pagrjsta trimis tyrimais i§ BangladeSo (Geurtsvankessel
et al., 2013), Japonijos (Fukae et al., 2016) ir Nyderlandy (van den Berg et al., 2014). Siuose tyrimuose
nustatyta, kad 5-11 % Guillan-Bare sindromo pacienty buvo neseniai susidiire su HEV infekcija. HEV
infekuotuose pacientuose taip pat buvo nustatytos ir kitos neurologinés komplikacijos tokios kaip
neuropatinis skausmas, encefalitas, mielitas, ausies neuritas ir periferiné neuropatija (Abravanel et al.,
2018; Dalton et al., 2016). Mechanizmai, kuriais HEV sukelia neurologinius sutrikimus, néra Zinomi,
tac¢iau tam tikrg vaidmenj gali turéti paciento imuninis atsakas j virusg. Pranciizijoje atliktas tyrimas
parodé, kad Guillan-Baré sindromas ir NA buvo daZnesni pacientuose su sveika imunine sistema (22,6
%) negu pacientuose su nusilpusia imunine sistema (3,2 %, p < 0,001) (Abravanel et al., 2018). Be
neurologiniy sutrikimy tiek Gmus, tick Iétinis hepatitas E gali lemti inksty pazeidimus (Kamar et al.,
2005), pankreatitg (Deniel et al., 2011) ar hematologinius sutrikimus, tokius kaip anemija (Thapa et al.,
2009; Zamvar et al., 2005).

1.6 Imunocheminiai HEV nustatymo metodai

HEV yra pasauliné sveikatos problema ir, anot PSO, apie tre¢dalis Zzmoniy populiacijos tam tikru
gyvenimo metu susiduria su HEV infekcija. Tikslus ir savalaikis HEV infekcijos nustatymas yra itin
svarbus ne tik paciento priezilirai, bet ir epidemiologinei stebésenai bei protrukiy valdymui. Dél savo
auksto specifiSkumo HEV infekcijos nustatymo auksinis standartas yra polimeraziné grandininé reakcija
(PGR, angl. polymerase chain reaction, PCR) (Igbal et al., 2023). PGR metodais yra nustatoma HEV
RNR, kurig paciento kraujyje ar iSmatose galima detektuoti dar viruso inkubacijos laikotarpiu (Kraef et
al., 2018) (5 pav.). Tai leidzia nustatyti HEV infekcija dar iki kol kraujyje gali buiti detektuojami antikiinai
pries HEV. Taip pat PGR metodais gali biiti nustatomas virusinés RNR kiekis kraujyje, todel Sie metodai
leidzia atlikti tiek kokybine, tiek kiekybing analize (Salvio et al., 2018). Nors PGR metodai savo jautrumu
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ir specifiSkumu yra pranasensni uz kitus HEV nustatymo metodus, jie reikalauja brangios specializuotos
jrangos, kuri nevisur yra pricinama. Be to, PGR metodu negalima nustatyti buvusios infekcijos, kadangi
viruso RNR aptinkama kraujyje ir iSmatose tik infekcijos metu (Kamar et al., 2017a). Alternatyva
molekuliniams metodams tarnauja imunocheminiai metodai, tokie kaip imunofermentiné analizé (IFA),
imunoprecipitacija (IP) ir imunohistochemija (IHC). HEV nustatymui naudojamy imunocheminiy
metody taikiniai yra viruso antigenas — ORF2 koduojamas kapsidés baltymas — arba Seimininko
humoralinis imuninis atsakas — antikiinai. Tiek HEV kapsidés baltymo, tick antikiiny prie§ HEV
nustatymui dazniausiai yra naudojami serologiniai testai. Pagrindiniai $iy testy taikiniai yra 1gG ir IgM
klasiy antikiinai bei kartais HEV kapsidés baltymas. IgM antikiiny kraujyje daugiausia ankstyvosiose
infekcijos fazése, o laikui bégant jy kiekis vis mazéja (Zhao & Wang, 2016) (5 pav.). IgM antikiiny
nustatymas serologiniais testais indikuoja, kad pacientas $iuo metu yra HEV infekuotas arba neseniai
persirgo. Komerciniai IgM prie§ HEV nustatymo rinkiniai néra taikomi infekcijos diagnostikoje dél savo
mazo jautrumo (Norder et al., 2016a). IgG antik@inai susidaro véliau ir cirkuliuoja kraujyje metais ar net
visg gyvenima (Zhao & Wang, 2016) (5 pav.). IgG antikiiny prie§ HEV aptikimas rodo, kad pacientas
praeityje buvo susidurgs su HEV infekcija, ta¢iau Siuo metu nebiitinai yra infekuotas. Taip pat IgG
antikiiny apitikimas gali indikuoti létine HEV infekcija (Horvatits et al., 2020). Umios infekcijos metu
kraujyje ir kepenyse taip pat gali biiti aptinkamas HEV antigenas, indikuojantis ne imuninj atsaka, o

pacio virusg buvimg (Q. Zhang et al., 2020).
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Ménesiai nuo infekcijos pradzios
5 pav. HEV RNR ir antikiiny prie§ HEV titras imios infekcijos Zzmoguje eigoje. Modifikuota pagal
(Lhomme et al., 2020).
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Komercinius IFA rinkinius antikiiny prie§ HEV nustatymui sitlo skirtingi gamintojai, tokie kaip
Wantai, Mikrogen, Lizhu, Kehua, Genelabs, Euroimmun, Axiom ir Kiti (Abravanel et al., 2013; Norder
et al., 2016b; Q. Zhang et al., 2020). Siy gamintojy testuose IgM ir/arba IgG antikiny pries HEV
nustatymui dazniausiai yra taikoma netiesioginé IFA (Abravanel et al., 2013; Norder et al., 2016b; Q.
Zhang et al., 2020). Netiesiogin¢je IFA naudojamas rekombinantinis HEV kapsidés baltymas arba
sintetinis peptidas yra imobilizuojamas plokstelés Sulinéliy dugne ir inkubuojamas su kraujo serumo
méginiu (Abravanel et al., 2013; Norder et al., 2016b; Q. Zhang et al., 2020). Imobilizuotas HEV
antigenas iSgaudo jam specifiSkus antikiinus, o pridéjus antriniy antikiiny su fermentine ar fluorescentine
zyme yra iSmatuojamas atitinkamai spalvos pokytis arba fluorescencija. Skirtingy gamintojy serologiniai
testai skiriasi savo jautrumu ir specifiSkumu. Keturiy gamintojy (Wantai, Kehua, Lizhu ir Genelabs) testy
jautrumas ir specifiSkumas buvo palygintas naudojant tuos pacius HEV infekuoty pacienty kraujo
méginius (Q. Zhang et al., 2020). Buvo nustatyta, kad IgM antikiiny testy jautrumas varijavo tarp 82,6
% ir 86 %, tuo tarpu specifiSkumas yra labai aukstas — 97,8-100 % (Q. Zhang et al., 2020). 1gG antikiiny
testy jautrumas varijavo tarp 87,2 % ir 91,9 %, tuo tarpu Kehua (97,5 %) ir Genelabs (97,5 %) testy
specifiSkumas buvo aukstesnis negu Wantai (74,8 %) ir Lizhu (75,9 %) (Q. Zhang et al., 2020). 2013
mety tyrime buvo palyginti astuoni komerciniai IgM/IgG rinkiniai testuojant HEV -3 infekuoty pacienty
méginius (Pas et al., 2013). Serijinio méginio skiedimo eksperimentas parodé, kad Wantai 1gG testas turi
auks¢iausig analitinj jautruma, o auksc¢iausig specifiSkumg pademonstravo Wantai IgM testas (> 99 %)
(Pas et al., 2013).

Kai kurie gamintojai taip pat siilo HEV antigeno nustatymo rinkinius. Wantai antigeno nustatymo
testas remiasi dviepitope IFA (Q. Zhang et al., 2020). MAKk specifiskas tam tikram HEV kapsidés
baltymo epitopui yra imobilizuojamas plokstelés Sulinéliuose, o pridéjus méginio HEV kapsidés yra
iSgaudomas. Fermentine ar fluorescentine Zyme zymétas MAk specifiskas kitam HEV antigeno epitopui
jungiasi prie HEV kapsidés baltymo, ko pasekoje matuojamas spalvos pokytis ar fluorescencija. Buvo
pademonstruota, kad §iuo testu galima nustatyti HEV dar nesusidarius antikinams anstyvoje infekcijos
fazéje, taciau 7 % atvejy, kuomet buvo nustatyta HEV RNR, antigenas nebuvo detektuotas (Q. Zhang et
al., 2020). Tai rodo, kad HEV antigeno nustatymo testo nepakanka infekcijos diagnozavimui. Dar vienu
imunofermentiniu metodu HEV antigeno nustatymui potencialiai galéty tarnauti IP. IP metode MAk
jungiasi prie magnetiniy ar sefarozés daleliy ir inkubacijos su méginiu metu yra iSgaudomas HEV
antigenas. Atlikus baltymo eliucija méginiai yra analizuojami natrio dodecilsulfato poliakrilamido gelio
elektroforeze (angl. Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis, SDS-PAGE) ar
imunoblotingu (IB). IP metodo taikymas HEV nustatymui kolkas néra apraSytas.
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Komerciniy serologiniy rinkiniy palyginimai parodé variabiluma tarp skirtingy gamintojy testy
(Pas et al., 2013; Q. Zhang et al., 2020). Skirtingi testai pasizymi skirtingu specifiSkumu ir jautrumu net
tada, kai yra testuojami tie patys méginiai (Pas et al., 2013; Q. Zhang et al., 2020). Tai reiskia, kad
priklausomai nuo naudojamo komercinio rinkinio gali pasitaikyti klaidingai teigiamy ar klaidingai
neigiamy rezultaty. Kuomet serologiniai testai néra pakankamai jautrlis, Zemu antikiiny titru
pasizyminc¢ios besimptomés infekcijos gali buiti nenustatytos, jei naudojami tik serologiniai testai (Q.
Zhang et al.,, 2020). Kitas Siy testy, ypatingai IgM nustatymo testy, trukiimas yra kryzmiSkas
specifiskumas kitoms infekcijoms, pavyzdziui citomegalo viruso (CMV) ar epsteino-baro viruso (EBV)
infekcijoms (Hyams et al., 2014). Be to, visi komerciniai rinkiniai nustato antikinus prie§ HEV, taciau
jie negali nustatyti, kurios rasies virusas sukélé infekcijg. Skirtingy HEV rasiy infekcijy poveikis
pacientams gali buti jvairus, todél testas detektuojantis antikiinus specifiskus tam tikrai HEV risiai biity

naudingas HEV epidemiologiniams tyrimams.

20



2. MEDZIAGOS IR METODALI
2.1 Medziagos
2.1.1 Lasteliy linijos

Hibridomy Iasteliy linijos CPB11, CPE9, 5F3, CPC9, CPH7, CPF6, 5G5, 2B2, 2C9, 9C8, CPD9,
CPE4 (Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centras Biotechnologijos institutas Imunologijos skyrius
(VU GMC BTI ILS), dr. Martynas Simanavicius ir dr. Indré Kuc¢inskaité-Kodz¢e).

IP eksperimentams buvo naudojamas HEK293 Iasteliy (VU GMC BTTI ILS kolekcija) lizatas.

2.1.2 Reagentai

(NH4)2S04 (Roth);
,,Assay Defender* tirpalas (Candor Bioscience GmbH);
»Sephadex G-25% kolonéle ,,PD-10% (Cytiva);
40 % akrilamido tirpalas ,,ROTIPHORESE Gel 40” (Roth);
ALP substratas ,,1-Step NBT/BCIP* (Thermo Scientific);
Amonio persulfatas (APS, Sigma-Aldrich);
Baltymy masés standartas ,,PageRuler Prestained Protein Ladder* (Thermo Scientific).
Baltymy méginio paruoSimo tirpalas ,,5% Reducing Sample Buffer* (Thermo Scientific);
Blokavimo tirpalas ,,Roti-Block* (Roth);
Dejonizuotas vanduo;
DMSO (Sigma-Aldrich);
DTT (Thermo Scientific);
Etanolis > 99,8 % (Honeywell);
Fetalinis versiuko serumas (FBS, angl. Fetal Bovine Serum, Sigma-Aldrich);
Gentamicino sulfatas (Roth);
Glicerolis (Roth);
Glicinas (Roth);
Gryninimo kolon¢lé ,,HiTrap Protein A 1 mL* (Cytiva);
H,SO, (Honeywell);
HCI (Roth);
Jaucio serumo albuminas (BSA, angl. bovine serum albumin, Pan Biotech);
KCI (Roth);
KH2PO4 (Roth);
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Magnetinés dalelés ,,Dynabeads Protein A/G for immunoprecipitation® (Invitrogen);
Metanolis (Roth);

Mikrozid AF skystis pavirsiy dezinfekcijai (Schilke);

N, N, N¢, N‘—tetrametiletano—1,2—diaminas (TEMED, Sigma-Aldrich);

NaHPO4 (Roth);

NaCl (Roth);

NaHCO3 (Roth);

NaHCO; (Roth);

NaNs3 (Roth);

NaOH (Chempur);

Natrio dodecilsulfatas (SDS, angl. Sodium dodecylsulphate, Roth);

Pieno milteliai (Roth);

PMSF proteaziy inhibitorius (Thermo Scientific);

Poliakrilamidinio gelio dazas ,,PageBlue Protein Staining Solution* (Thermo Fisher Scientific);
Sefarozes dalelés ,,rProtein G Sepharose Fast Flow* (Cytiva);

TMB peroksidazés substratas imunofermentinei analizei (Clinical Science Products Inc.);
TRIS (Roth);

TRITON X-100 (Sigma-Aldrich);

Tween-20 (Roth).

2.1.3 Lasteliy auginimo terpés
Lasteliy mitybiné terpé DMEM (PAN-Biotech, Vokietija).
2.1.4 Tirpalai ir terpés

Darbui su hibridomomis: neseruminé DMEM terpé (DMEM su 200 pg/mL gentamicino), seruminé
DMEM terpé (DMEM su 9 % inaktyvuoto FBS ir 200 pg/mL gentamicino), Saldymo terpé (90 % FVS
ir 10 % DMSO).

Darbui su antikiinais: fosfatinis buferinis tirpalas (PBS, 137 mM NaCl, 8,1 mM NaxHPOg4, 2,7 mM
KCI, 1,5 mM KH2PO4, pH 7,4), PBS-T (PBS su 0,1 % Tween-20), sotus (NH4)2SOx4 tirpalas.

Antikiiny gryninimui: Glicino-NaCl uznes§imo tirpalas (1,5 M glicinas, 3 M NaCl, pH 8,9), TRIS
uznesimo tirpalas (1 M TRIS, pH 8), eliucijos tirpalas (100 mM glicinas (pH 3).
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SDS-PAGE, imunoblotingui: baltymy elektroforezés buferinis tirpalas (10x, 247 mM TRIS, 1,92 M
glicino, 35 mM SDS, pH 8,3-8,6), 9 % skiriamojo gelio tirpalas (1 geliui: 1,13 mL 40 % akrilamido
tirpalo, 1,25 mL 1,5 M TRIS pH 8,8, 0,05 mL 10 % SDS, 0,025 mL 10 % APS, 0,0025 mL TEMED ir
vanduo iki 5 mL t@irio), 4 % koncentruojamasis gelis (1 geliui: 0,5 mL 40 % akrilamido tirpalo, 1,25 mL
0,5M TRIS pH 6,8, 0,05 mL 10 % SDS, 0,025 mL 10 % APS, 0,0025 mL TEMED ir vanduo iki 2,5 mL
tiirio), baltymy pernesimo tirpalas (25 mM TRIS, 150 mM glicino, 10 % metanolio), blokavimo ir
antiktiny skiedimo tirpalas (PBS su 2 % pieno milteliy).

Imunocheminiams metodams: IP eliucijos tirpalas (20 % ,,5x Reducing Sample Buffer* ir 80 % PBS),
TRIS buferinis tirpalas (TBS, 50 mM TRIS, 150 mM NaCl pH 7,4), IFA naudotas imobilizacijos
buferinis tirpalas (50 mM NaHCO3 pH 9,5), 3,6 % H2SO4 tirpalas.

2.1.5 Antriniai antikoinai

OZkos PAk pries pelés 1gG Fc Zyméti ALP (SouthernBiotech);

Ozkos PAk pries$ ziurkiy IgG zyméti HRP (Invitrogen);

OZkos polikloniniai antikiinai (PAk) pries pelés IgG sunkigjg ir lengvaja grandines (H+L) zyméti HRP
(Bio-Rad);

Pelés PAk pries zmogaus IgG Fc zyméti HRP (SouthernBiotech).

2.1.6 Rekombinantiniai baltymai

Eksperimentams buvo naudojami Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro Biotechnologijos
instituto Eukarioty ir geny inzZinerijos skyriuje (VU GMC BTI EGIS) mielése susintetinti
rekombinantiniai HEV kapsidés baltymai: pilno ilgio (1-645 aminoragstys) ziurkiy HEV, sutrumpinti
(112-645 aminoragstys ir 112-608 aminoragstys) ziurkiy HEV ir pilno ilgio (1-660 aminortgstys) HEV-
3 kapsidés baltymai. HEV kapsidés baltymus susintetino ir apibiidino dr. Rasa Petraityté-Burneikiené ir

dr. Paulius Lukas Tamositinas (VU GMC BTI EGIS).
2.2 Jranga, prietaisai ir priemonés

0,2 um filtrai §virkStams ,,Minisart RC” (Sartorius);
0,45 pm filtrinis popierius (Fisherbrand);
0,5, 1,5ir 5 mL plastikiniai mégintuvéliai (Eppendorf; Nerbe plus);
1 mL kriomégintuvéliai lgsteliy Saldymui (Fisherbrand);
1,5 mL plastikiniai mégintuvéliai ,,Protein LoBind* (Eppendorf);
12, 96 sulinéliy plokstelés lasteliy kulttiry auginimui (TPP);
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15 mL ir 50 mL steriltis mégintuvéliai (Nerbe plus);

2 mL §virkstai ,,.BD Discardit 11 (Becton Dickinson);

25 cm? ir 75 cm? Igsteliy kultiiry auginimui skirti flakonai (Thermo Scientific);
5, 10, 25, 50 mL steriltus antgaliai serologinei pipetei (Thermo Scientific);

500 mL filtravimo jranga su 0,2 um aPES membrana (Fisherbrand);

96 sulinéliy IFA ploksteles Maxisorp ir Polysorp (Nunc);

Audiniy homogenizatorius (Bellco Glass);

Automatines 8 ir 12 kanaly mikrotiiriy pipetés (30-300 uL, Thermo Scientific);
Automatinés mikrotariy pipetés (0,2-2 pL; 10-100 uL; 20-200 uL; 0,5-5 mL; 1-10 mL) (Eppendorf;
Thermo Scientific);

Automatinis pipetés valdiklis (Thermo Scientific);

Centrifuga ,,5424 R* (Eppendorf);

Centrifuga ,,Universal 32 (Hettich Zentrifugen);

Chromatografijos sistema ,,AKTA start* (Cytiva);

CO: lIgsteliy inkubatorius (Binder);

Elektroforezés/IB sistema ,,Standart Power Pack P25 ir ,,Minigel-Twin® (Biometra);
GraphPad Prism 8.4.3 programa;

Hemocitometras Blrker (Fisher Scientific);

IB sistema (Biometra);

Inversinis mikroskopas Eclipse TS100 (Nikon);

Laminarinés oro tékmés spintos (ESCO; Thermo Scientific);

Magnetas ,,DynaMag-2* (Invitrogen);

Magnetiné maisyklé (Velp Scientifica);

Orinis termostatas (Memmert);

pH-metras MP220 (METTLER TOLEDO);

Ploksteliy purtykle (IKA);

PVDF membrana su 0,45 um poromis (Thermo Scientific);

Skaitytuvas ,,Epson perfection V19 (Epson);

Spektrofotometras Multiskan GO (Thermo Scientific);

Sterilas plastikiniai loveliai (Titertek);

Suskystinto azoto diuaras Thermolyne Biocane 47 (Thermo Scientific);
Svarstyklés Kern PCB 1000-12 (KERN & SOHN);
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Saldymo jranga -70 °C, -20 °C, 4 °C (New Brunswick Scientific; Liebherr; Snaige);

Vandeninis termostatas (Memmert);

Vartyklé ,Reax 2 (Heidolph);

Vienkartinés pirstinés (Ansell);

Vienkartiniai automatiniy pipeciy antgaliai (10 pL, 200 pL, 1000 uL, 5 mL ir 10 mL) (Nerbe plus;
Thermo Scientific, Eppendorf, Fisherbrand).

2.3 Metodai
2.3.1 Monokloniniy antikiiny paruoSimas
2.3.1.1 Lasteliy atSildymas, kultivavimas ir kriokonservavimas

Lastelés yra saugomos skystame azote (= -196 °C). I$ diuaro su skystu azotu i§imama Saldymo
ampulé ir nupurSkiama dezinfekciniu skysCiu. Laminaringje traukos spintoje lastelés yra atSildomos
meégintuvélio turin] suspenduojant neseruminéje DMEM terpéje. Lastelés iSséjamos 10 mL seruminés
DMEM terpés j 25 cm? flakonus. Lasteléms pasidalinus per visa 25 cm? inda, jos perséjamos j 75 cm?
flakonus (20 mL augimo terpés) ir juose kultivuojamos, kol vykdomi tyrimai. Siekiant surinkti hibridomy
augimo terpe antikiiny gryninimui, kiekviena lasteliy linija auginama 5-6 75 cm? flakonuose. Nustatant
Igsteliy linijy stabilumg atlickamas lasteliy klonavimas serijiniu skiedimu.

Eksperimentams nebenaudojamos lastelés yra vél uz§aldomos. Svelniai plaunant flakono dugna
terpe lastelés yra atkeliamos ir suspenduojamos augimo terp¢je. Lasteliy suspensija centrifuguojama 5
min 200 x g, supernatantas nupilamas, o lgstelés suspenduojamos 700 pL Saldymo terpés ir perkeliamos
i $aldymo ampules. Saldymo ampulés su lastelémis laikomos $aldiklyje (-70 °C) ir po paros perkeliamos

1 skysto azoto diuarg.

2.3.1.2 Antiktiny gryninimas afinine chromatografija

I§ 5-6 75 cm? flakony surenkama hibridomy augimo terpé ir centrifuguojama 5 min 200 x g.
Supernatantas surenkamas | atskirg butelj ir kaip konservanto jpilama NaN3 iki galutinés 0,1 %
koncentracijos. Antikiinai (IgG klasés) yra gryninami chromatografijos sistema AKTA, naudojant
kolonéle su sorbuotu baltymu A. Terpé yra skiedZziama santykiu 1:2 su Glicino-NaCl uzneS§imo tirpalu
(1gG1 pokilasis) arba 10:1 su 1 M Tris-HCI uznesimo tirpalu (IgG2a, 1gGon, 1gG3 poklasiai). Paruosta terpé
filtruojama naudojant 0,45 pm pory filtrus. Vadovaujantis gryninimo su AKTA protokolu
chromatografijos sistema plaunama 20 % etanoliu, dejonizuotu vandeniu, uzneSimo buferiniu tirpalu ir
eliucijos tirpalu. Sistema uZpildzius uZneSimo ir eliucijos buferiniais tirpalais paleidZiamas terpés
tekéjimas pro kolonéle, kur antiktinai iSgaudomi baltymo A. Antikiinai yra eliuojami eliucijos buferiniu
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tirpalu. Antikiing koncentracija eliucijos frakcijose nustatoma spektrofotometriskai (A = 280 nm).
Frakcijos su iSmatuotomis antikiiny koncentracijomis yra apjungiamos ir nudruskinamos naudojant PD-
10 kolonéle. Vél apjungiamos surinktos frakcijos su iSmatuotomis antikiiny koncentracijomis ir

filtruojama naudojant sterilius 0,2 pm pory filtrus.
2.3.2 Imunocheminiai analizés metodai
2.3.2.1 Netiesioginé imunofermentiné analizé

Siame darbe netiesioginé imunofermentiné analizé (IFA) visy pirma buvo naudota hibridomy
augimo terpé€s testavimui ir i§gryninty antikiiny aktyvumui nustatyti. Véliau $is metodas naudotas ziurkiy
HEV specifisky antikiiny nustatymo metodo kiirimui, kuriuo buvo tiriami biologiniai méginiai, taciau
Sie metodai apraSyti 2.3.3 skyriuje. 96 Sulin¢liy Nunc PolySorp ploksteléje imobilizuojamas antigenas
(HEV-3, ziurkiy HEV kapsidés baltymai) iSpilstant po 50 uL j Sulinélj 1-5 ug/mL koncentracijos tirpala.
HEV-3 kapsidés baltymo koncentracija privedama iki 3 pg/ml PBS tirpalu, ziurkiy HEV (1-645
aminortgstys) — iki 5 pg/ml vandeniu, Ziurkiy HEV (112-645 aminortigstys ir 112—-608 aminortigstys) —
3 pg/ml imobilizacijos buferiniu tirpalu. Plokstelés inkubuojamos 4 °C per naktj. Kitg dieng plokstelés
turinys nupilamas ir j Sulinélius iSpilstoma po 300 pL 10 % ,Roti-Block™” tirpalo. Plokstelés
inkubuojamos 1 h kambario temperatiiroje. Blokavimo tirpalas iSpilamas, plokstelé praplaunama
vandeniu. RuoSiant iSgryninty antikiiny méginj koncentracija privedama iki 3 pg/mL PBS-T tirpalu.
ISgryninty antiktiny arba hibridomy terpiy méginiai iSpilstomi j plokstele po 50 uL, arba atliekami
antikiiny serijiniai skiedimai ir inkubuojama 1 h kambario temperatiiroje. Méginiai iSpilami, plokstelé
plaunama 4 kartus 1:1 PBS-T:H20. Antriniai antikiinai (Ozkos PAKk pries$ pelés IgG (H+L) Zyméti HRP)
skiedziami 1:5000 PBS-T, po 50 pL ispilstomi j plokstelés Sulinélius ir inkubuojama 1 h kambario
temperatiiroje. Po inkubacijos plokstelé plaunama 4 kartus 50:50 PBS-T:H20 ir 2 kartus H20O. | Sulinélius
iSpilstoma po 50 uL TMB ir laikoma tamsoje 3-15 min. Reakcija stabdoma j Sulinélius iSpils¢ius 25 pL
3,6 % HSOq4 tirpalo. Rezultatai vertinami spektrofotometriskai matuojant sugertj ties 450 nm bangos

ilgiu (palyginamasis bangos ilgis 620 nm).
2.3.2.2 Imunoprecipitacija

[P metodu Siame darbe i$ sudétingo biologinio miSinio (lgsteliy lizato) buvo izoliuojami HEV
kapsidés baltymai. Tam buvo naudojamos magnetinés arba sefarozés dalelés su kovalentiskai prijungtu
baltymu A arba G. Pirmiausiai magnetinés arba sefarozés dalelés keturis kartus praplaunamos PBS
tirpalu. Naudojant magnetines daleles tirpalai paSalinami pridedant mégintuvélius prie magneto.
Naudojant sefarozés daleles centrifuguojama 20 s 12000 g ir atsargiai nusiurbiamas supernatantas nuo
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nusédusiy daleliy. Vienam IP eksperimento méginiui naudojama 50 pL daleliy. | mégintuvélj su
dalelémis jpilama 150 pL Glicino-NaCl tirpalo su 0,1 % Tween-20 (IgG: poklasiui) arba 1 M Tris-HCI
tirpalo su 0,1 % Tween-20 (1gG2a, 19G2b, 1gGs poklasiai). Pridedama 2 pg antikiino ir inkubuojama 1 h
kambario temperatiiroje ant vartyklés. Dalelés atskiriamos nuo tirpalo centrifuguojant (sefarozés dalelés)
arba dedant prie magneto (magnetinés dalelés), supernatantas pasalinamas, dalelés plaunamos 4 kartus
plovimo tirpalu (PBS-T ar TBS, 0,5 % TRITON X-100, 2 mM DTT, ar TBS, 0,1 % SDS, 2mM DTT
tirpalu). I mégintuvélius jpilama 200 pL blokavimo tirpalo (PBS su 2 % BSA, PBS su 2 % pieno milteliy
arba 10 % ,,RotiBlock™ tirpalo) ir inkubuojama 1 h kambario temperatiiroje ant vartyklés. Supernatantas
pasalinamas, dalelés plaunamos 1 kartg plovimo tirpalu. [pilama 200 pL testuojamo méginio (lizatas,
baltymo tirpalas) ir inkubuojama 1 h kambario temperatiiroje ant vartyklés. Supernatantas pasalinamas,
dalelés plaunamos 4 kartus plovimo tirpalu. Ipilama 30 pL eliucijos tirpalo ir inkubuojama 10 min 100

°C. Supernatantas surenkamas ir denatfiruoti méginiai analizuojami SDS-PAGE ar imunoblotingu.
2.3.2.3 Imunoblotingas

Imunoblotingo (IB) metodu yra nustatoma antikiiny sgveika su antigenais. Pirmiausiai yra
atlickama baltymy elektroforezé SDS-PAGE. Darbe buvo naudojami 9 % skiriamiasis poliakrilamido
gelis ir 4 % koncentruojamasis poliakrilamido gelis. | gelio Sulin¢lj pilami 5 pL baltymy masés standarto
“Prestained Protein Ladder” ir po 10-20 pL denatiiruoto ir redukuoto baltymy méginio. Elektroforezé
vykdoma 80 V jtampoje, kol méginiai pereina koncentruojamajj gelj ir 140 V jtampoje, kol baltymai
iSsifrakcionuoja skiriamajame gelyje. Po elektroforezés gelis yra naudojamas pernesimui ant PVDF
membranos arba dazomas ,,PageBlue Protein Staining Solution* baltymy dazymo tirpalu. Baltymy
perneSimui ant PVDF membranos gelis yra merkiamas j baltymy pernesimo buferinj tirpalg. Filtrinis
popierius yra suvilgomas baltymy pernesSimo tirpale. PVDF membrana yra aktyvuojama metanolyje ir
merkiama ] baltymy perneSimo buferinj tirpalg. Ant baltymy perneSimo prietaiso katodinio pagrindo
dedamas filtrinis popierius, ant jo PVDF membrana, tada poliakrilamidinis gelis ir filtrinis popierius.
Gautas ,.sumustinis” uzspaudziamas anodiniu dang¢iu ir vykdomas baltymy pernesimas 1 mA/cm?
PVDF membranos ploto 1 h. Po perne§imo PVDF membranos yra blokuojamos PBS su 2 % pieno
milteliy 1 h kambario temperatiiroje arba per naktj 4 °C. Blokavimo tirpalas nupilamas ir ant membrany
uzpilama 1 pg/mL MAKk 9CS8 tirpalo skiesto PBS-T su 2 % pieno milteliy, inkubuojama 1 h kambario
temperatiiroje ant purtyklés. Pirminiy antikiiny tirpalas nupilamas ir membranos plaunamos PBS-T
keturis kartus inkubuojant 2 min ant purtyklés. UZpilami antriniai antiklinai Zyméti ALP skiesti 1:2000
PBST su 2 % pieno milteliy, inkubuojama 1 h kambario temperatiiroje ant purtyklés. Antriniy antikiny
tirpalas nupilamas ir membranos plaunamos PBS-T keturis kartus inkubuojant 5 min ant purtykleés.
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Antikiino antigeno reakcija rySkinama uZpilant 1 mL ALP substrato BCIP/NBT. Membranos

i8dziovinamos ir nuskenuojamos skaitytuvu ,,Epson perfection V19,
2.3.3 Imunocheminiai biologiniy méginiy analizés metodai
2.2.3.1 HEV kapsidés baltymy imunoprecipitacija ziurkiy ir Serny kepeny méginiuose

Ziurkiy (lot. Rattus rattus) kepeny méginiai buvo surinkti VU GMC BTI ILS vykdyto projekto
MIP-039/2015 metu. Serny kepeny méginiai buvo gauti i§ Dr. Juozas Grigas (Lietuvos sveikatos moksly
universitetas). Ziurkiy kepeny méginiai buvo laikomi 4 % PFA tirpale 4 °C. Serny kepeny méginiai buvo
laikomi sausai — 21 °C. IP eksperimentams medicininiu peiliuku buvo atpjaunamas 100 mg kepeny
gabaliukas. Naudojant audiniy homogenizatoriy kepeny gabaliukas buvo mechaniSkai ardomas ir
lizuojamas pridéjus 1 mL lizés tirpalo (60 mM TRIS (pH 6,8), 10 % glicerolio, 0,1 % SDS, 1 mM PMSF
proteaziy inhibitoriy kokteilis). Kepeny audinio suspensija buvo centrifuguojama 15 000 g 20 min 4 °C.
Supernatantas surinktas j atskirg mégintuveélj. Kiekvienai IP reakcijai kepeny lizatas buvo skiedziamas
santykiu 1:4 PBS-T.

2.3.3.2 Ziurkiy HEV specifisky antikiiny nustatymas Ziurkiy méginiuose

Ziurkiy kriitinés ertmeés skyséio (angl. chest cavity fluid, CCF) méginiai buvo surinkti VU GMC
BTI ILS vykdyto projekto MIP-039/2015 metu. Ziurkiy CCF rinktas autopsijos metu perkirpus $irdj. I§
ziurkiy CCF amonio sulfatu ((NH4)2SOs) i$sodinta imunoglobuliny frakcija buvo testuojama netiesiogine
IFA ziurkiy HEV specifisky antikiing nustatymui. PolySorp ploksteléje sorbuota 3 ug/mL sutrumpinto
(112-608) ziurkiy HEV baltymo. Blokavimui, méginiy ir antriniy antikiiny skiedimui naudotas PBS-T
su 2 % BSA tirpalas. 200 pg/mL kiekvieno CCF méginio buvo inkubuojami su pilno ilgio (1-660
aminoragstys) HEV-3 arba sutrumpintu (112-645 aminoragstys) ziurkiy HEV kapsidés baltymu 1 h
kambario temperatiiroje ant vartyklés. Po inkubacijos méginiai i$pilstyti po 100 UL j Sulinélj ir inkubuoti
1 h kambario temperatiiroje. Po plovimo buvo pilta po 100 pL i Sulinéli HRP zZyméty antriniy antikiiny
pries Ziurkiy IgG Fe fragmenta skiesty 1:2000 ir inkubuota 1 h kambario temperatiiroje. Reakcija ryskinta
naudojant HRP substratg TMB.

Testuojant ziurkiy CCF meéginius netiesiogine IFA be preinkubacijos buvo apskaiciuotas OT ir
ribinés vertés santykis. Ribine verte laikytas neimunizuotos ziurkés PAk trijy pakartojimy iSmatuoto OT
vidurkis + 3 standartiniai nuokrypiai.

Testuojant ziurkiy CCF méginius antikiiny prie$ Ziurkiy HEV nustatymui (IFA su preinkubacija)
buvo apskai¢iuotas OT pokytis (AOT) po inkubacijos tiek su HEV-3, tiek su ziurkiy HEV baltymu:

AOT(HEV-3 preinkubuotas) = OT (nepreinkubuotas) — OT (HEV-3 preinkubuotas)
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AOT (Ziurkiy HEV preinkubuotas)
= OT(nepreinkubuotas) — OT (ziurkiy HEV preinkubuotas)

Kiekvienam méginiui toliau buvo apskai¢iuotas ziurkiy HEV preinkubuoto OT pokycio ir HEV-3
preinkubuoto OT pokycio santykis:

AOT (ziurkiy HEV preinkubuotas)/AOT (HEV-3 preinkubuotas)

Pagal ziurkiy HEV preinkubuoto OT pokycio ir HEV-3 preinkubuoto OT pokycio santykj
vertinama, ar meginyje yra Ziurkiy HEV specifiSky antikiiny (jei santykis didesnis nei 1), ar néra (jei

santykis mazesnis ar lygus 1).
2.3.3.3 Ziurkiy HEV specifisky antikiiny nustatymas Zmoniy kraujo serumo méginiuose

Zmoniy kraujo serumo méginiai surinkti vykdant biomedicininj tyrima ,,Virusiniy ir imunologiniy
veiksniy, susijusiy su inksty veiklos sutrikimais ir inksty transplantato atmetimo rizikos vertinimu,
tyrimas™ (leidimo nr. 158200-17-901-409) bendradarbiaujant su Vilniaus universitetiné ligoninés
Santaros klinky Nefrologijos centru (gyd. Ernesta Macionien¢). Eksperimentuose buvo naudojama 15
HEV teigiamy kraujo serumo méginiy, apibiidinty komerciniais IFA rinkiniais (,,Wantai HEV-1gG
ELISA*, ,,Wantai HEV-IgM ELISA*“. Neigiamai kontrolei buvo naudojami 5 HEV neigiami méginiai.
PolySorp ploksteléje sorbuota 3 pug/mL sutrumpinto (112-608) ziurkiy HEV baltymo. Blokavimui,
méginiy ir antriniy antikiiny skiedimui naudotas PBS-T su 2 % BSA tirpalas. Zmoniy kraujo serumo
méginiai skiesti santykiu 1:20 buvo inkubuojami su pilno ilgio (1-660 aminoriigstys) HEV-3 arba
sutrumpintu (112-645 aminortigstys) ziurkiy HEV kapsidés baltymu 1 h kambario temperatiroje ant
vartyklés. Po inkubacijos méginiai iSpilstyti po 100 UL j Sulin¢lj ir inkubuoti 1 h kambario temperatiiroje.
Po plovimo buvo pilta po 100 pL j $ulinélj HRP Zyméty antriniy antiktiny prie§ Zzmogaus IgG skiesty
1:10000 ir inkubuota 1 h kambario temperatiiroje. Reakcija ryskinta naudojant HRP substrata TMB.

Testuojant zmoniy kraujo serumo méginius netiesiogine IFA be preinkubacijos buvo apskaiciuotas
OT ir ribinés vertes santykis. Ribine verte laikytas penkiy HEV neigiamy zmogaus méginiy OT vidurkis
+ 3 standartiniai nuokrypiai.

Testuojant zmoniy kraujo serumo meéginius antikiiny prie§ Ziurkiy HEV nustatymui (IFA su
preinkubacija) buvo apskaiciuotas ziurkiy HEV preinkubuoto OT poky¢io ir HEV-3 preinkubuoto OT

pokycio santykis. Duomeny analizei ir vaizdinimui naudota GraphPad Prism 8.4.3 programa.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS
3.1 Monokloniniy antikiiny paruo$imas

Imunocheminiy HEV nustatymo metody kiirime buvo naudojami monokloniniai antikiinai (MAk),
kuriuos gamina hibridomos. Tyrimams naudotos hibridomos buvo sukurtos hibridomy technologija (Dr.
Martynas Simanavi¢ius, Dr. Indré Kuéinskaité-Kodze). Sios technologijos metu yra suliejamos tiksliniu
antigenu (HEV-3 arba ziurkiy HEV kapsidés baltymu) imunizuotos pelés (lot. Mus musculus) bluznies
lastelés su vézinémis mielomos lgstelémis. Gautos hibridinés Igstelés arba hibridomos pasizymi dideliy
MAKk kiekiy gamyba. Darby metu buvo naudojamos hibridomos gaminancios antikiinus prie§ HEV
kapsidés baltymus (HEV-3, ziurkiy HEV). Bendrai buvo atgaivinta ir kultivuota 12 hibridomy. Pagal
turimus duomenis 4 hibridomy (CPB11, CPE9, 5F3, CPC9) gaminami MAk specifiski HEV-3 kapsidés
baltymui, 5 hibridomy (CPF6, 2C9, CPH7, 5GS5, 2B2) MAk specifiski Ziurkiy HEV kapsidés baltymui ir
3 hibridomy (9C8, CPD9, CPE4) MAk kryzmiSkai specifiski HEV-3 ir Ziurkiy HEV kapsidés baltymams.

3.1.1 Hibridomy auginimas ir stabilizavimas

Monokloniniy antikiiny gryninime svarbus Igsteliy populiacijos monokloniSkumas (stabilumas),
kuris nustatomas atliekant lgsteliy klonavimus serijinio skiedimo metodu. Hibridomos buvo klonuojamos

ir auginamos 96 Sul. plokstelése, o uzaugusiy monoklony terpé buvo testuojama netiesiogine IFA

antikiiny nustatymui (6 pav.).
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6 pav. Hibridomy klonavimo rezultatai. Uzaugusiy monoklony (7 < n < 10) terpés buvo testuojamos
netiesiogine IFA. A — HEV-3 kapsidés baltymui specifiski MAk, B — sutrumpintam ziurkiy HEV
kapsidés baltymui (112-608 aminoriigStys) specifiski MAk, C — pilno ilgio Ziurkiy HEV kapsidés
baltymui (1-645 aminortigstys) specifiski MAk. Skai¢iai desinéje nurodo teigiamos (pelés polikloniniai
antikiinai (PAk) pries HEV kapsidés baltymus) ir neigiamos (15 % FVS DMEM terpé) kontrolés OT

vertes.

Po pirmo klonavimo buvo nustatyta, kad CPC9, 9C8, CPD9, CPE4, 5G5S, 2B2, CPF6 ir 2C9
hibridomos stabiliai sekretuoja M Ak, todé¢l pakartotinio klonavimo neprireiké (6 pav.). Taip pat po pirmo
hibridomy klonavimo buvo nustatyta, kad CPB11, CPE9, 5F3 ir CPH7 hibridomy linijos buvo
nestabilios. Tai reiSkia, kad ne visi $iy 1gsteliy linijy monoklonai stabiliai sekretuoja MAk (6 pav., A, B).
Dalis Siy klony lasteliy sekretavo antikiinus, kita dalis nesekretavo, todé¢l stebimas silpnesnis signalas
(OT <£0,2) (6 pav., A, B). Siekiant atskirti sekretuojancias Igsteles nuo nesekretuojanciy buvo atliktas
CPBI11, CPE9, 5F3 ir CPH7 hibridomy reklonavimas. Po antro klonavimo visy reklony OT vertés buvo

artimos teigiamai kontrolei arba jg virsijo (6 pav., A, B), tod¢l trecio klonavimo neprireiké.
3.1.2 Monokloniniy antikiiny gryninimas ir aktyvumo nustatymas

Visos stabilios hibridomos buvo toliau auginamos 75 cm’? flakonuose, o augimo terpé buvo
surenkama MAk gryninimui. MAk buvo gryninami afininés chromatografijos su baltymu A metodu
naudojant chromatografijos sistemg AKTA. Antikiiny aktyvumas buvo nustatomas netiesioginés IFA
metodu skiedZiant antikiiny tirpala nuo Zinomos koncentracijos (3 pg/mL, skiedziama 1:2 sulyg
kiekvienu kitu Sulin¢liu) (7 pav.).

Analizuojant i§gryninty MAk aktyvumo rezultatus buvo nustatyta, kad signalo stiprumas tiesiogiai

priklauso nuo antiktino koncentracijos (7 pav.). Tai rodo, kad MAk saveikauja su HEV-3 ir Ziurkiy HEV
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7 pav. Isgryninty MAk aktyvumo nustatymas netiesiogine IFA. A — HEV-3 kapsidés baltymui
specifiski MAk, B — kryzmiSkai specifiski MAk, C — sutrumpintam ziurkiy HEV kapsidés
baltymui specifiSki MAk, D — pilno ilgio Ziurkiy HEV kapsidés baltymui specifiski MAk. A, B
— ploksteléje sorbuota 3 ng/mL HEV-3 kapsidés baltymo, C — 3 pg/mL sutrumpinto (112-608
aminortgstys) ziurkiy HEV kapsidés baltymo, D — 5 pg/mL pilno ilgio (1-645 aminortigstys)
ziurkiy HEV kapsidés baltymo.
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kapsidés baltymais, todél didé¢jant antikiino koncentracijai susidaro daugiau antikiino-antigeno
kompleksy, kas lemia stipresnj signalg. Antikiinai CPF6, 2C9 ir 9C8 nesgveikauja su sutrumpintu (112-
608 aminoriigstys) ziurkiy HEV kapsidés baltymu, kas reiskia, kad Siy MAk epitopai yra Salia ziurkiy
HEV kapsidés baltymo C (1-112 aminoriigstys) arba N galo (608-645 aminortigstys) (Simanavicius et
al. 2018). Tai buvo patvirtinta ir Siuo eksperimentu, kadangi MAk CPF6, 2C9 ir 9C8 sgveikavo tik su
pilno ilgio (1-645 aminoriigstys) ziurkiy HEV kapsidés baltymu. Netiesioginés IFA rezultatai rodo, kad
visi 12 iSgryninty MAk yra aktyvis ir gali biiti pritaikyti imunocheminiy HEV nustatymo metody
kiirimui.
3.2 Imunoprecipitacijos metodo HEV nustatymui kiirimas

Imunocheminiai nustatymo metodai remiasi antikiino-antigeno sgveika. Vienas i§ imunocheminiy
metody yra imunoprecipitacija (IP). IP naudojamy antikiiny pagalba galima izoliuoti specifinj antigeng
(dazniausiai baltymg) 1§ heterogeniSko biologinio miSinio (lasteliy lizato, serumo). Antigenui specifiSkas
antikiinas yra imobilizuojamas ant kieto pavirSiaus — agarozes, sefarozés ar magnetiniy daleliy su
baltymu A, G arba L. Antikiino-dalelés konjugatas inkubuojamas su méginiu, ko pasekoje susidaro
antikiino-antigeno kompleksai, o atlickant plovimus yra paSalinami nespecifiSkai prie kietos fazes
prisijunge baltymai. Galiausiai baltymas yra eliuojamas ir analizuojamas SDS-PAGE ar IB.

IP metoda buvo siekiama pritaikyti HEV kapsidés baltymo izoliavimui i§ tam tikro méginio. HEV

infekcijos metu kepenyse, kraujyje ir iSmatose galima nustatyti HEV virionus (Wang & Meng, 2021),

1 2 3
kDa
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~130

~95 W

~55 .

~34
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8 pav. HEV-3 ir Ziurkiy HEV kapsidés baltymy analiz¢ SDS-PAGE. 1 — baltymy molekulinés masés
standartas, 2 — HEV-3 kapsidés baltymas (2 pg), 3 — ziurkiy HEV kapsidés baltymas (2 pug).

kuriy kapside formuoja kapsidés baltymas esantis viriony pavirSiuje, todél jis yra prieinamas antikiinams.

D¢l Sios priezasties HEV nustatymo metody kiirime taikiniu buvo pasirinktas HEV kapsidés baltymas.
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IP eksperimentams buvo naudojami rekombinantiniai HEV-3 (1-660 aminoriigstys) ir ziurkiy HEV (1—
645 aminoriigStys) kapsidés baltymai (8 pav.). HEV-3 kapsidés baltymo dydis yra ~73 kDa (8 pav., 2
takelis), o ziurkiy HEV baltymo dydis ~71 kDa (8 pav. 3 takelis). IS ankstesniy tyrimy yra Zinoma, kad
tik ziurkiy HEV kapsidés baltymas yra glikozilinamas mielése (Simanavicius et al. 2018), todél Sis

baltymas matomas kaip iSsiplétusi juostelé SDS-PAGE gelio nuotraukoje (8 pav. 3 takelis).
3.2.1 IP magnetinémis dalelémis protokolo optimizavimas

Siekiant optimizuoti rekombinantiniy HEV kapsidés baltymy IP protokola, pirmiausia buvo
atliekama IP magnetinémis dalelémis su baltymu A. HEV-3 kapsidés baltymui specifiski antikiinai
CPBI11, CPEY, 5F3, CPC9 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymui specifiski antikiinai CPH7, 2B2, 5GS5, 2C9,
CPF6 buvo inkubuojami su magnetinémis dalelémis padengtomis baltymu A. Blokavimas atliktas PBS
su 2 % BSA tirpalu. 10 pg HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymy buvo tirpinami 200 unL. PBS-T ir
inkubuojami su magnetinémis dalelémis ir prie jy prikibusiais antik@inais. Neigiamai kontrolei HEV-3 ir
ziurkiy HEV kapsidés baltymai buvo inkubuoti su magnetinémis dalelémis, kurios nebuvo inkubuotos
su antikiinais (9 pav. 11, 12 takeliai). Eliucijos méginiai naudoti SDS-PAGE analizei (9 pav.).

SDS-PAGE rezultatai rodo, kad tiek HEV-3, tiek ziurkiy HEV kapsidés baltymai yra galutiniame
eliucijos méginyje (9 pav. 11-12 takeliai, juodos rodyklés desinéje). HEV kapsidés baltymai neturéty
jungtis prie magnetiniy daleliy, kurios nebuvo padengtos specifiskais antikiinais. D¢l Sios priezasties
negalima daryti iSvados, kad antikiinai sékmingai iSgaudo HEV kapsidés baltymus, nepaisant to, kad

méginiuose su antiktinais taip pat matomos baltymo juostelés (9 pav. 2-10 takeliai). Manome, kad
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9 pav. Imunoprecipitacijos magnetinémis dalelémis rezultaty analizé SDS-PAGE. 2-5, 11 takeliai —
naudota 10 pg HEV-3 baltymo, 6-10,12 takeliai — naudota 10 pg ziurkiy HEV baltymo. 2-10 takeliai —
naudota 2 pg antiktino. 1 —baltymy masés standartas, 2 — ant magnetiniy daleliy pavirS$iaus imobilizuotas
antiktinas CPB11, 3 — antikiinas CPE9, 4 — antiktinas 5F3, 5 — antiktinas CPC9, 6 — antikinas CPH7, 7
— antiktinas 2B2, 8 — antiktinas 5G5, 9 — antikiinas 2C9, 10 — antiktinas CPF6, 11,12 — antikino nedéta

(neigiama kontrole).

kapsidés baltymai sudaré nespecifines sgveikas su magnetinémis dalelémis arba baltymu A. Taip pat yra
tikimybé, kad kapsidés baltymai ,,limpa“ prie mégintuvélio sieneliy, nors IP eksperimentams buvo naudoti
,Protein LoBind“ mégintuvéliai. SDS-PAGE gelio nuotraukoje kiekviename méginyje matosi juostelé
ties ~70 kDa (9 pav. 5 takelis, juoda rodyklé kairéje). Sis baltymas yra nezinomas, kadangi jo ilgis
nesutampa su IP dalyvaujanciy baltymy ilgiais (BSA (66 kDa), Baltymas A (30 kDa)).

Siekiant nustatyti, ar HEV kapsidés baltymai sudaro nespecifines sgveikas su magnetinémis
dalelémis ir ar sgveiky Kiekis priklauso nuo baltymo koncentracijos méginyje buvo atlikta IP be antikiiny.
HEV-3 ir Ziurkiy HEV kapsidés baltymai buvo inkubuojami su magnetinémis dalelémis 1 h, tada
méginiai buvo kruops¢iai plaunami PBS-T. Papildomai po plovimy Visi méginiai buvo perkelti j naujus
mégintuvélius, tam kad potencialiai prie mégintuvélio sieneliy nespecifiskai prisijunge baltymai
nepatekty ] galutinj méginj plovimy ar eliucijos metu. Gauti eliucijos méginiai naudoti SDS-PAGE
analizei (10 pav.). 1 2 3 4 5 6 7
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10 pav. HEV kapsidés baltymy inkubacijos su magnetinémis dalelémis rezultaty analizé SDS- PAGE.
1 — baltymy masés standartas, 2 — inkubuota 5 pg HEV-3 kapsidés baltymo, 3 — 1 pug HEV- 3 kapsidés
baltymo, 4 — 0,1 pg HEV-3 kapsidés baltymo, 5 — 5 pg ziurkiy HEV kapsidés baltymo, 6 — 1 pg ziurkiy
HEYV kapsideés baltymo, 7 — 0,1 ng ziurkiy HEV kapsidés baltymo.
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Remiantis gautais rezultatais galima teigti, kad HEV kapsidés baltymai sudaro nespecifines sgveikas
su magnetinémis dalelémis, o sgveiky kiekis yra proporcingas kapsidés baltymy koncentracijai (10 pav.).
Taip pat kiekviename méginyje vél stebima juostelé ties ~70 kDa. Siekiant sumazinti nespecifiniy saveiky
skaiiy, buvo atlickama IP naudojant jvairius blokavimo tirpalus: PBS su 2 % BSA, PBS su 2 % pieno
milteliy, 10 % RotiBlock. Atlikus eksperimentg rezultatai iSliko nepakite — SDS-PAGE gelyje matési
ryskios kapsidés baltymy juostelés (1 priedas). Nespecifiniy sgveiky iSvengti buvo bandoma skiedziant
kapsidés baltymus PBS-T su 2 mM DTT tirpalu arba skiedimui naudojant ,,Assay Defender tirpala,
taciau toks eksperimentas taip pat nedaveé teigiamo rezultato (2 priedas).

IP magnetinémis dalelémis su baltymu A nebuvo efektyvi, todél toliau buvo atlikta IP
magnetinémis dalelémis su baltymu G (11 pav.). HEV-3 kapsidés baltymui specifiskas antikinas CPB11,
ziurkiy HEV kapsidés baltymui specifiSkas antikiinas CPH7 ir kryZzmiSkai specifiSkas antikiinas 9C8
buvo inkubuojami su magnetinémis dalelémis padengtomis baltymu G. Po blokavimo 2 % BSA tirpalu
3 ug HEV-3 ir 5 ug ziurkiy HEV kapsidés baltymy buvo tirpinami 200 uLL PBS-T ir inkubuojami su

magnetinés dalelés-antikiino kompleksais. Neigiamai kontrolei HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés
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11 pav. Imunoprecipitacijos magnetinémis dalelémis rezultaty analizé SDS-PAGE. 2,4,6 takeliai —
naudota 3 pg HEV-3, 3, 5, 7 — naudota 5 pg ziurkiy HEV. 1 —baltymy masés standartas, 2 — antiktinas
CPB11, 3 —antikiinas CPH7, 4,5 — antikiinas 9C8, 6,7 — antikiino nedéta (neigiama kontrole).

baltymai buvo inkubuoti su magnetinémis dalelémis, kurios nebuvo inkubuotos su antikiinais. SDS-

PAGE gelyje juostelés ties 50-55 kDa zymi eksperimente naudoty MAk sunkigja grandine (11 pav. 2-5

takeliai). Rezultatai parodé, kad HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymai sudaro nespecifines sgveikas

su magnetinémis dalelémis su baltymu G (11 pav., 6-7 takeliai). Taigi, dé1 HEV kapsidés baltymy
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nespecifiniy sgveiky su magnetinémis dalelémis negalime daryti iSvady apie antikiiny tinkamuma HEV-
3 ir ziurkiy HEV baltymy imunoprecipitacijai. Be to, atlikus eksperimentg su baltymu G juostelés ties

~70 kDa nebuvo, todél potencialiai magnetinés dalelés su baltymu A buvo uzterstos kitu baltymu.
3.2.2 1P sefarozés dalelémis protokolo optimizavimas

IP magnetinémis dalelémis nebuvo efektyvi dél HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymy
nespecifiniy sgveiky su dalelémis. Galimai HEV kapsidés baltymai sudaro nespecifines sgveikas butent
su metalo dalelémis, todél toliau buvo atlickama IP su sefarozés dalelémis su imobilizuotu baltymu G.
HEV-3 baltymui specifiski antikinai CPB11, CPE9, 5F3 ir CPC9 bei ziurkiy HEV baltymui specifiski
antikiinai CPH7, CPF6, 5G5 buvo inkubuojami su sefarozés dalelémis. Po blokavimo PBS-T su 2 %
BSA tirpalu dalelés buvo inkubuojamos su 3 pg HEV-3 arba 5 pg ziurkiy HEV baltymo. SDS-PAGE
gelio nuotraukoje matyti, kad juosteliy ties 73 kDa (HEV-3) ir ties 71 kDa (ziurkiy HEV) néra (12 pav.,
9-10 takeliai). Tuo tarpu méginiuose su antikiinais juostelés ties kapsidés baltymais yra matomos (12
pav., 2-8 takeliai). Lyginant HEV kapsidés baltymy IP magnetinémis (9, 10, 11 pav.) ir sefarozés
dalelémis (12 pav.) matomas akivaizdus nespecifiniy sgveiky kiekio sumazéjimas naudojant sefarozés

daleles. D¢l Sios priezasties tolesniuose IP metodo optimizavimo etapuose buvo naudotos sefarozes

dalelés.
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12 pav. Imunoprecipitacijos sefarozés dalelémis rezultaty analizé SDS-PAGE. 2-5, 9 takeliai — naudota
3 pg HEV-3 baltymo, 6-8, 10 takeliai — naudota 5 pg Ziurkiy HEV baltymo. 2-8 takeliai — naudota 2 pg
antikiino. 1 — baltymy masés standartas, 2 — ant sefarozés daleliy pavir§iaus imobilizuotas antikiinas
CPB11, 3 — antikinas CPE9, 4 — antiktinas 5F3, 5 — antikiinas CPC9, 6 — antikiinas CPH7, 7 — antikiinas
CPF6, 8 — antikiinas 5GS5, 9,10 — antikino nedéta (neigiama kontrole).
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HEV kapsidés baltymy nustatymo i§ kepeny méginiy metu kepeny audinio gabaliukai yra
lizuojami. HEV infekuotose lastelése viruso kapsidés baltymas yra lokalizuotas citoplazmoje (Zafrullah
et al., 1999), todél suardzius lastelés plazming membrang HEV kaspidés baltymas patenka j lizatg ir gali
biti detektuojamas IP. Siekiant optimizuoti IP metodo protokola HEV kapsidés baltymy nustatymui i§
kepeny méginiy, toliau buvo atlieckama HEV kapsidés baltymy IP i§ Iasteliy lizaty. HEV-3 kapsidés
baltymui specifiskas antikiinas CPB11, ziurkiy HEV kapsidés baltymui specifiskas antikinas CPH7 ir
kryzmiskai specifiSkas antikinas 9C8 buvo inkubuojami su sefarozés dalelémis padengtomis baltymu G.
HEK?293 Iastelés buvo lizuojamos lizés tirpalu (60 mM TRIS (pH = 6,8), 10 % glicerolio, 0,1 % SDS).
Vienai IP reakcijai buvo lizuota 2x10° HEK293 Iasteliy. | lizata buvo pridedama 3 ug HEV-3 arba 5 g
ziurkiy HEV kapsidés baltymo ir inkubuojama su sefarozés dalelémis bei prie jy prikibusiais antikiinais.
Eliucijos méginiai naudoti IB analizei (13 pav.).
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13 pav. Imunoprecipitacijos sefarozés dalelémis rezultaty analizé imunoblotingu. 2, 6, 9 takeliai —
naudota 3 ug HEV-3 baltymo, 4, 7, 10 takeliai — naudota 5 pug Ziurkiy HEV baltymo. 2-8 takeliai naudota
2 pg antikiino. 1 — baltymy masés standartas, 2 — antikiinas CPB11 ir HEV-3, 3 — antikiinas CPB11 (be
baltymo), 4 — antiktinas 5G5 ir ziurkiy HEV, 5 —antikiinas 5G5 (be baltymo), 6 — antikiinas 9C8 ir HEV-
3, 7 —antikiinas 9C8 ir ziurkiy HEV, 8 — antikiinas 9C8 (be baltymo), 9,10 — antikiino nedéta (neigiama

kontrol¢).

IB rezultatai rodo, kad IP sefarozés dalélémis budu galima sékmingai izoliuoti HEV kapsidés
baltymus i§ HEK293 lIgsteliy lizato (13 pav. 2, 4, 6, 7 takeliai). Tuo tarpu kity baltymy esanciy lasteliy
lizate naudoti antikiinai nesuriSa, kas patvirtina MAk specifiSkumg HEV kapsidés baltymams (13 pav. 3,
5, 8 takeliai). Nepaisant to HEV kapsidés baltymai visgi sudaro nespecifines saveikas Su sefarozés
dalelémis (13 pav. 9, 10 takeliai), taciau lyginant su antiktiny méginiais (6 pav. 2, 4, 6, 7 takeliai) signalas
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néra toks rySkus. SDS-PAGE néra toks jautrus metodas kaip IB, todél pirmame IP su sefarozés dalelemis
eksperimente gelyje nesimato juosteliy ties neigiama kontrole (12 pav.).

HEV kapsidés baltymy IP sefarozés dalelémis eksperimentai parodé, kad nespecifiniy sgveiky
kiekis sumazéja, lyginant su IP magnetinémis dalelémis, taciau IB signalas vis dar gana stiprus. Siekiant
dar labiau sumazinti nespecifiniy sgveiky skai¢iy buvo atliekama IP naudojant skirtingus plovimo
tirpalus: TBS, 0,5 % TRITON X-100, 2 mM DTT ir TBS, 0,01 % SDS, 2mM DTT. 3 ug HEV-3 ir 5 pg
ziurkiy HEV kapsidés baltymo buvo inkubuojami su HEK293 Iasteliy lizatu ir sefarozés dalelémis 1 h,
tada méginiai buvo kruopséiai plaunami tiriamais plovimo tirpalais. Papildomai po plovimy visi méginiai

buvo perkelti j naujus mégintuvélius. Eliucijos méginiai naudoti IB analizei (14 pav.)

~26

~17

~10

14 pav. HEV kapsidés baltymy inkubacijos su sefarozés dalelémis rezultaty analizé imunoblotingu. 2, 4
takeliai — naudota 3 pg HEV-3 baltymo, 3, 5 takeliai — naudota 5 pg ziurkiy HEV baltymo. 1 — baltymy
maseés standartas, 2,3 takeliai — plovimai atlikti TBS, 0,5 % TRITON X-100, 2 mM DTT tirpalu, 4,5
takeliai — plovimai atlikti TBS, 0,01 % SDS, 2mM DTT tirpalu.

Remiantis IB rezultatais galima teigti, kad plovimo tirpalas sudétyje turintis SDS (14 pav. 4,5
takeliai) atplauna nespecifiskai prisijungusius HEV kapsidés baltymus zymiai geriau negu Triton X-100
sudétyje turintis plovimo tirpalas (14 pav. 2, 3 takeliai). Nepaisant to nespecifinés sgveikos rezultatuose
vis dar stebimos, todél toliau buvo atlikta IP naudojant didesng SDS koncentracija (0,1 %) plovimo
tirpale. HEV-3 kapsidés baltymui specifiski antiktinai CPB11, CPE9, 5F3, CPC9 ir ziurkiy HEV kapsidés
baltymui specifiski antikiinai CPH7, CPF6, 5G5, 2B2, 2C9 buvo inkubuojami su sefarozés dalelémis.
Tada sefarozes dalelés su prisijungusiais antikiinais buvo inkubuojamos su HEK293 Iasteliy lizatu ir jame

suspenduotais HEV kapsidés baltymais. Méginiai buvo kruopsc¢iai plaunami TBS, 0,1 % SDS, 2mM
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DTT tirpalu. Papildomai po plovimy visi méginiai buvo perkelti | naujus mégintuvélius. Eliucijos
méginiai naudoti IB analizei (15 pav.).
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15 pav. Imunoprecipitacijos sefarozés dalelémis rezultaty analizé imunoblotingu. 2-6, 12 takeliai —
naudota 5 pug ziurkiy HEV baltymo, 7-11 takeliai — naudota 3 pg HEV-3 baltymo. 2-10 takeliai naudota
2 ug antikino. 1 —baltymy masés standartas, 2 — antikiinas 2B2, 3 — antik@inas 2C9, 4 — antikiinas 5GS5,
5 — antikiinas CPF6, 6 — antikiinas CPH7, 7 — antiktinas CPC9, 8 — antikiinas 5F3, 9 — antikiinas CPE9,
10 — antikiinas CPB11, 11, 12 — antikino nedéta (neigiama kontrol¢).

I§ IB membranos nuotraukos matyti, kad plovimas TBS, 0,1 % SDS, 2mM DTT tirpalu paSalina
didzigja dalj nespecifiniy sgveiky tarp HEV kapsidés baltymy ir sefarozés daleliy (15 pav. 11, 12
takeliai). Tuo tarpu antikiinai nepraranda gebéjimo efektyviai precipituoti HEV kapsidés baltymy (15
pav. 2-10 takeliai), kadangi plovimo tirpalas nesuardo stiprios sgveikos tarp antiktino ir HEV kapsidés
baltymo. D¢l savo efektyvumo TBS, 0,1 % SDS, 2mM DTT plovimo tirpalas buvo naudojamas
tolesniuose tyrimuose. Be to, Sis eksperimentas parodo, kad IP metodu pavyksta precipituoti HEV
kapsidés baltymus suspenduotus HEK293 lgsteliy lizate. Tai leidzia kelti hipoteze, kad HEV kapsidés
baltymus pavyks detektuoti ir i§ kepeny lasteliy lizato.

[P metodu nustatant HEV kapsidés baltymus svarbu zinoti maZziausig baltymo kiekij, kurj Siuo
metodu galima detektuoti. Eksperimentas, kuriuo bus nustatytas maziausias detektuojamas kapsidés
baltymo kiekis padéty apsibrézti metodo jautruma ir nustatyti minimaly méginio kiekj ar baltymo
koncentracija, nuo kurios galima tikétis IB signalo, o tai uZtikrinty IP metode naudojamy reagenty ir
meginiy taupy naudojima. HEV-3 baltymui specifiskas antikiinas CPB11 ir Ziurkiy HEV baltymui
specifiSkas antikiinas CPH7 buvo inkubuojami su sefarozés dalelémis. | HEK293 Iasteliy lizata buvo
pridedami skirtingi HEV-3 baltymo (0,3 pg, 0,1 pg, 0,05 pg, 0,01 pg) ir ziurkiy HEV baltymo (1 ug, 0,8

png, 0,4 pg, 0,2 pg) kiekiai. Sefarozés dalelés su prisijungusiais antikiinais buvo inkubuojamos su
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HEK293 lasteliy lizatu bei jame suspenduotais HEV kapsidés baltymais. Eliucijos méginiai naudoti IB
analizei (16 pav.).
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16 pav. Imunoprecipitacijos sefarozés dalelémis rezultaty analizé imunoblotingu. 2-5 takeliai — naudota
2 ng antikiino CPB11, 6-9 takeliai — naudota 2 ug antikiino CPH7. 1 — baltymy masés standartas, 2 —
0,3 ug HEV-3, 3 -0,1 pg HEV-3, 4 — 0,05 pg HEV-3, 5 - 0,01 pg HEV-3, 6 — 1 ug ziurkiy HEV, 7 —
0,8 ng ziurkiy HEV, 8 — 0,4 ng ziurkiy HEV, 9 — 0,2 ng ziurkiy HEV.

HEV kapsidés baltymy titravimo eksperimentas parodé, kad IB signalo stiprumas tiesiogiai
priklauso nuo HEV kapsidés baltymo kiekio IP reakcijoje (16 pav.). IS IB membranos nuotraukos matyti,
kad signalas vis dar matomas j reakcijg pridéjus 0,05 ng HEV-3 baltymo (16 pav. 4 takelis) arba 0,4 pg
ziurkiy HEV baltymo (16 pav. 8 takelis). Tuo tarpu pridéjus 0,01 ng HEV-3 baltymo (16 pav. 5 takelis)
arba 0,2 pg ziurkiy HEV baltymo (16 pav. 9 takelis) signalas dingsta. Sie rezultatai parodo, kad $ia IP-
IB metody kombinacija galima sékmingai precipituoti ir detektuoti 0,05 pg HEV-3 baltymo ir 0,4 pg
ziurkiy HEV baltymo iStirpinty HEK293 Iasteliy lizate. Be to, gebéjimas precipituoti tokius mazus
tikslinio baltymo kiekius i§ sudétingo biologinio miSinio dar kartg parodo naudojamy antikiiny auksta
specifiSkuma HEV kapsidés baltymams.

Naturalios infekcijos metu pagrindineé HEV replikacijos vieta yra kepeny lastelés hepatocitai
(Sayed et al., 2020). Dél sios priezasties kepeny audinys yra tinkamiausias norint nustatyti HEV infekcija
realiuose meéginiuose. Siekiant ateityje pritaikyti misy IP metoda realiy méginiy tyrimams, svarbu
nustatyti ar metodas veikia su kepeny lizatais. Eksperimentams buvo naudojami trijy Serny (lot. Sus
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scrofa) ir trijy ziurkiy (lot. Rattus rattus) kepeny méginiai. Visy pirma buvo atliktas eksperimentas
naudojant trijy Serny (identifikacijos nr. K01, K05, K06) kepeny méginius. HEV-3 baltymui specifiskas
antikiinas CPB11 buvo inkubuojamas su sefarozés dalelémis. Vienai IP reakcijai buvo naudota 40 pL
kepeny lizato ir 160 pL PBS-T. | atskiestg lizatg buvo pridéta 0,05 pg HEV-3 baltymo ir inkubuota su
sefarozés dalelémis ir prie jy prisijungusiais antiktinais. Taip pat kiekvienam kepeny méginiui buvo
atlikta IP reakcija nepridedant HEV-3 baltymo. Neigiamai kontrolei lizatas buvo inkubuojamas su

sefarozés dalelémis, nepadengtomis antikiinais. Eliucijos méginiai naudoti IB analizei (17 pav.).
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17 pav. Imunoprecipitacijos sefarozés dalelémis rezultaty analizé imunoblotingu. 2-4, 8-10 takeliai —
naudota 2 pg antikiino CPB11. 1 — baltymy masés standartas, 2 — KO1 méginys, 3 — K05 méginys, 4 —
K06 méginys, 5 — KOI méginys (be antikiino), 6 — KO5 méginys (be antikiino), 7 — K06 méginys (be
antikiino), 8 — KO1 méginys ir 0,05 pg HEV-3 baltymo, 9 — K05 méginys ir 0,05 ug HEV-3 baltymo,
10 — K06 méginys ir 0,05 ng HEV-3 baltymo.

IB rezultatai parodé, kad pagal miisy HEV nustatymo metoda visi trys Serny kepeny meéginiai yra
HEV-3 neigiami, kadangi juostelés ties HEV-3 baltymu 1B membranos nuotraukoje nematyti (17 pav. 2-
4 takeliai). Tuo tarpu j Serny kepeny lizatus pridéjus 0,05 pg HEV-3 baltymo matomas IB signalas (17
pav., 8-10 takeliai). Tai parodo, kad i§ Serny kepeny lizato galima sékmingai precipituoti ir detektuoti
0,05 ug HEV-3 baltymo. Idomu tai, kad méginiuose, kur buvo pridéta 0,05 pg HEV-3 baltymo, juostelés
ties HEV-3 baltymu yra ryskios (17 pav., 8-10 takeliai), lyginant su eksperimentu, kur HEV-3 baltymas
buvo precipituojamas i§ HEK293 lasteliy lizato (16 pav., 4 takelis). Viena i§ priezas¢iy galéty biiti ta,
kad lizés tirpalo sudétyje esantis PMSF proteaziy inhibitoriy kokteilis apsaugo HEV-3 baltyma nuo
degradacijos ir denatiiravimo. Tuo tarpu j HEK293 lasteliy lizei naudotg tirpalg proteaziy inhibitoriy
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kokteilis nebuvo détas, kas gali lemti greitesnj kapsidés baltymo degradavimg ar denatiiravima.
Eksperimentas, kurio metu HEK293 lasteliy lizate buvo precipituotas ziurkiy HEV kapsidés
baltymas, parode, kad 0,4 pg ziurkiy HEV baltymo galima sékmingai precipituoti ir detektuoti IB metodu
(16 pav., 8 takelis). Ziurkiy HEV RNR aptinkama infekuoty ziurkiy kepenyse (Ryll et al., 2017a), kas
patvirtina viruso replikacija ir lokalizacija kepeny audinyje. Siekiant nustatyti ar 0,4 ug ziurkiy HEV
baltymo galima detektuoti i§ kepeny lizato buvo atlikta IP su trijy ziurkiy (identifikacinis numeris R127,
R128, R130) kepeny méginiais. Ziurkiy HEV baltymui specifiskas antikiinas CPH7 buvo inkubuojamas
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18 pav. Imunoprecipitacijos sefarozés dalelémis rezultaty analizé imunoblotingu. 2-7 takeliai — naudota
2 png antiktino CPH7. 1 — baltymy masés standartas, 2 — R130 méginys, 3 — R127 méginys, 4 — R128
méginys, 5 — R130 méginys ir 0,4 pug ziurkiy HEV baltymo, 6 — R127 méginys ir 0,4 pg ziurkiy HEV
baltymo, 7 — R128 méginys ir 0,4 ug ziurkiy HEV baltymo, 8 — R130 méginys (be antikiino), 9 — R127
méginys (be antikiino), 10 — R128 méginys (be antikiino).

su sefarozés dalelémis. Vienai IP reakcijai buvo naudota 40 pL kepeny lizato ir 160 pL PBS-T. | atskiesta
lizatag buvo pridéta 0,4 pg ziurkiy HEV baltymo ir inkubuota su sefarozés dalelémis ir prie jy
prisijungusiais antikiinais. Kiekvienam ziurkiy kepeny méginiui buvo atlikta IP reakcija nepridedant
ziurkiy HEV baltymo. Neigiamai kontrolei lizatas buvo inkubuojamos su sefarozés dalelémis,
nepadengtomis antikiinais. Eliucijos méginiai naudoti IB analizei (18 pav.).

Pagal turimus duomenis eksperimentui naudoti Ziurkiy kepeny méginiai yra Ziurkiy HEV neigiami.
Tai patvirtina ir eksperimento rezultatai, kadangi juostelés ties ziurkiy HEV kapsidés baltymu IB
membranoje nematyti (18 pav. 2-4 takeliai). | ziurkiy kepeny lizatus pridéjus 0,4 pg ziurkiy HEV
baltymo matomas IB signalas (18 pav., 5-7 takeliai). Tai rodo, kad i§ ziurkiy kepeny lizato galima
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se¢kmingai precipituoti ir detektuoti 0,4 ng ziurkiy HEV baltymo. Kaip ir eksperimente su Serny kepeny
lizatais, taip ir Siame eksperimente signalas ties kapsidés baltymu IB membranoje yra ryskesnis, lyginant
su IP i§ HEK293 lIgsteliy lizato. Manome, kad lizés tirpale naudotas PMSF proteaziy inhibitoriy kokteilis
apsaugo ziurkiy HEV baltyma nuo nuo degradacijos ir denatiiravimo.

HEV kapsidés baltymy IP i§ kepeny méginiy iki $iol néra apraSyta, todél néra zinoma koks HEV
kapsidés baltymo kiekis gali biiti detektuojamas natiiraliai infekuotose kepenyse. Siame darbe
eksperimentai su natiiraliai infekuotomis kepenimis taip pat nebuvo atlieckami, todél negalima daryti
iSvady apie IP metodo tinkamumg HEV kapsidés baltymy nustatymui i§ kepeny méginiy. Nepaisant to,
atliekant IP metodo optimizavimo eksperimentus iSgryninti MAk buvo sékmingai pritaikyti HEV
kapsidés baltymy IP. Lyginant IP metodui naudojamas magnetines daleles su sefarozés dalelémis buvo
pasirinktos sefarozés dalelés su baltymu G, su kuriom HEV kapsidés baltymai sudaro maZiau
nespecifiniy sgveiky. Taip pat buvo pagamintas veiksmingas plovimo tirpalas (TBS, 0,1 % SDS, 2mM
DTT tirpalu), kuris pasalina didZigja dalj nespecifiniy sgveiky tarp HEV kapsidés baltymy ir sefarozés
daleliy. Atlikus IP su skirtingomis baltymo koncentracijomis buvo nustatyta, kad Siuo metodu vienoje IP
reakcijoje galima detektuoti 0,05 pg HEV-3 ir 0,4 ug ziurkiy HEV kapsidés baltymo. Eksperimentai su
ziurkiy ir Serny kepenim parodé¢, kad miisy MAk sékmingai precipituoja HEV kapsidés baltymus i$
kepeny audinio lizato, todél potencialiai Sis IP metodas galéty biiti pritaikytas HEV kapsidés baltymy

nustatymui infekuotose kepenyse ar kituose organuose.
3.3 Serologiniy sistemy HEV nustatymui kiirimas

HEV epidemiologiniams tyrimams jprastai taikomas imunocheminis metodas yra IFA (Abravanel
et al., 2013; Norder et al., 2016b; Q. Zhang et al., 2020). Nors dél savo auksto jautrumo PGR metodas
taip pat yra taikomas HEV paplitimo tyrimuose, serologinés sistemos suteikia papildomos informacijos
apie paciento imuninj atsakg j HEV infekcijg (Igbal et al., 2023). Be to, IgG antikiiny nustatymo
serologinémis sistemomis yra identifikuojamos praeities infekcijos, kas leidzia atlikti epidemiologinius
tyrimus. IFA metodu i§ kraujo serumo méginio gali biiti nustatomi IgM arba IgG antikiinai bei HEV
kapsidés baltymas (Q. Zhang et al., 2020). Skirtingy gamintojy sitilomi komerciniai rinkiniai nustato
HEYV infekcija, taciau neparodo, kokios riisies virusas ja sukelé. IFA metodas nustatantis tam tikrai HEV
risiai specifiSkus antiklinus potencialiai galéty buti vertingas atliekant epidemiologinius tyrimus.
Europoje labiausiai paplites zoonotinis HEV genotipas yra HEV-3 (Kamar et al., 2017b), tuo tarpu
ziurkiy HEV infekcijos atvejy pastaraisiais metais padaugéjo (Andonov et al., 2019; Rivero-Juarez et al.,
2022; Sridhar et al., 2018b). Ziurkiy HEV infekcija zmonése daZniausiai sukelia sunkesnius Gimaus
hepatito E simptomus, lyginant su HEV-3 infekcija, bei yra ypa¢ pavojinga pacientams su nusilpusia
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imunine sistema (Andonov et al., 2019; Reuter et al., 2020). Nors zmonése ziurkiy HEV infekcijos yra
retos, $is virusas yra laikomas zmogui pavojingu patogenu. IFA metodas, kuris leisty nustatyti ziurkiy
HEV specifiskus antikiinus, suteikty galimybe tiksliau vertinti §io viruso paplitimg Zmoniy ir laukiniy
gyviiny populiacijoje.

Antiktiny prie§ ziurkiy HEV nustatymui skirto IFA metodo kiirimui buvo pritaikytas netiesioginés
IFA formatas (19 pav.). Metode buvo naudojami mielése susintetinti rekombinantiniai HEV kapsidés
baltymai — pilno ilgio (1-660 aminortigs§tys) HEV-3 baltymas ir pilno ilgio (1-645 aminortigstys) bei
sutrumpintas (112-608 aminoriigstys) ziurkiy HEV baltymas. Siekiant méginyje nustatyti Ziurkiy HEV
baltymui specifiskus antikiinus buvo pasirinkta kryzmiskai specifisky antikiing uzblokavimo HEV-3
baltymu strategija (19 pav.). Inkubuojant kraujo méginius HEV-3 baltymo tirpale yra uzblokuojami
antikiinai specifiski HEV-3 baltymui ir bendriems abiejy kapsidés baltymy epitopams (19 pav. A).
Teoriskai, po inkubacijos su HEV-3 baltymu, méginyje turéty likti tik ziurkiy HEV baltymo epitopams

A. Inkubacija su B. Inkubacija su C. Su baltymais
HEV-3 baltymu ziurkiy HEV baltymu neinkubuota

Fermento substratas Antrinis antiklinas su
fermentine zyme

ISmatuojamas OT signalas

Spalvos pokytis

—_—
’ Ziurkiy HEV baltymui
specifiSkas antiklnas
Ziurkiy HEV
baltymas
A — )

19 pav. IFA metodo ziurkiy HEV baltymui specifisky antikiiny nustatymui schema. Zalia spalva Zymimi
HEV-3 baltymui specifiSki ir kryZzmiskai specifiski antikiinai. Geltona spalva Zymimi ziurkiy HEV
baltymui specifiSki ir kryzmiskai specifiSki antiktinai. Raudona spalva Zymimi tik ziurkiy HEV baltymui
specifiski antik@inai. Sukurta naudojant Biorender.com.
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specifiski antikiinai. Inkubuojant méginius sutrumpinto (112-645 aminortgstys) ziurkiy HEV baltymo
tirpale yra uzblokuojami antiktinai specifiski ziurkiy HEV baltymui ir bendriems abiejy kapsidés baltymy
epitopams (19 pav. B). Teoriskai, po inkubacijos su ziurkiy HEV baltymu, méginyje turéty likti tik HEV-
3 baltymo epitopams specifiski antikiinai. Maksimalaus OT signalo nustatymui ir rezultaty analizei taip
pat svarbu iStirti tuos pacius méginius, kurie nebuvo inkubuoti su kapsidés baltymais (19 pav. C). 96
Sulinéliy ploksteléje sorbuojamas sutrumpintas (112-608 aminorigstys) ziurkiy HEV kapsidés baltymas.
Preinkubuoti (19 pav. A, B) ir nepreinkubuoti (19 pav. C) méginiai inkubuojami su imobilizuotu ziurkiy
HEV baltymu. Antriniai antikiinai su fermentine Zyme (HRP) prisijungia prie pirminiy antikiiny, o
pridéjus fermento substrato (TMB) yra stebimas spalvos pokytis, kurio skaitiné verté (OT) iSmatuojama

spektrofotometriskai.
3.3.1 IFA metodo taikymas antikiiny nustatymui laukiniy Ziurkiy méginiuose

Laukinés ziurkés (Rattus rattus, R. norvegicus) yra nattiralus ziurkiy HEV rezervuaras (Sridhar et
al., 2018b). Tyrimai rodo, kad tiek Lietuvoje (Simanavicius et al., 2018), tiek kitose Europos Salyse (Ry!|
et al., 2017b) laukinése ziurkése yra nustatoma ziurkiy HEV RNR. Misy IFA metodas antikiiny pries
ziurkiy HEV nustatymui buvo iSbandytas testuojant laukiniy Ziurkiy kriitinés ertmés skys¢io (CCF)
méginius. Visy pirma, 50 ziurkiy CCF méginiy buvo testuojami netiesiogine IFA be preinkubacijos,
siekiant identifikuoti teigiamus CCF méginius (20 pav.). Istyrus 50 CCF méginiy buvo atrinkti 24
méginiai, kuriy 1g(OT/ribiné verté) virsijo 3 (20 pav. vientisa linija). Toks slenkstis pasirinktas siekiant

18tirti meéginius, kuriy signalas zenkliai virSija ribing verte. Naudojant auksto ir eliminuojant zemo
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20 pav. Laukiniy ziurkiy méginiy testavimas netiesiogine IFA. Teigiamai kontrolei naudoti

rekombinantiniu ziurkiy HEV kapsidés baltymu imunizuotos ziurkés PAk.

santykinio signalo méginius buvo siekiama pademonstruoti metodo veikimg. Eksperimentuose su
preinkubacija naudojant méginius, kuriy lg(OT/ribiné verté) yra mazesné nei 3, galimi nepatikimi
rezultatai, kadangi uzblokavus HEV-3 baltymui specifiSkus ir kryzmiskai specifiskus antikiinus
santykinis signalas bus labai mazas ir neparodys kurie antikiinai méginyje dominuoja — specifiski ziurkiy
HEV ar specifiSki HEV-3 baltymui ir kryZmiSkai specifiski. Taip pat rezultatai rodo, kad 15 méginiy
lg(OT/ribiné verte) yra tarp ribinés vertes (1) ir pasirinkto slekscio (3) (20 pav.). Siekiant gauti didesnj
skirtumg tarp ribinés vertés ir teigiamy méginiy reikéty tobulinti §] metoda, pavyzdziui, iSbandyti
skirtingas antriniy antikiiny koncentracijas ar naudoti kitus antrinius antikinus.

24 teigiami laukiniy Ziurkiy méginiai buvo toliau testuojami IFA antikiiny prie§ ziurkiy HEV
nustatymui. Kiekvienas CCF méginys buvo inkubuojamas su pilno ilgio (1-660 aminortigstys) HEV-3
baltymu bei su pilno ilgio (1-645 aminoraigstys) ziurkiy HEV baltymu. Atlikus eksperimentg kiekvienam
meéginiui buvo apskaiCiuotas ziurkiy HEV preinkubuoto OT pokyc¢io ir HEV-3 preinkubuoto OT pokycio
santykis. Jeigu santykio verté yra didesné nei 1, méginyje yra ziurkiy HEV baltymui specifisky antikiiny.
Jeigu santykio verté mazesné arba lygi 1, méginyje ziurkiy HEV baltymui specifisky antikiiny

nenustatyta.
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21 pav. Laukiniy Ziurkiy méginiy testavimas antikiiny specifiSky ziurkiy HEV nustatymui. Teigiamai

kontrolei naudoti ziurkiy HEV imunizuotos Ziurkés PAk.
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IStyrus 24 laukiniy Ziurkiy méginius buvo pastebéta, kad ziurkiy HEV preinkubuoto OT poky¢io
ir HEV-3 preinkubuoto OT pokycio santykis vir§ija 1 visuose méginiuose (21 pav.). Tai rodo, kad
visuose istirtuose ziurkiy CCF méginiuose yra antikiiny specifisky ziurkiy HEV kapsidés baltymui. Taip
pat tyrimo rezultatai rodo, kad AOT(ziurkiy HEV preinkubuotas) ir AOT(HEV-3 preinkubuotas)
santykiai labai varijuoja tarp méginiy. Dvylikos méginiy AOT(ziurkiy HEV preinkubuotas) virsija
AOT(HEV-3 preinkubuotas) tik iki 2 karty (21 pav.). Tuo tarpu dviejy ziurkiy serumy AOT(ziurkiy HEV
preinkubuotas) vir§ijo AOT(HEV-3 preinkubuotas) net 14-16 karty (21 pav.). Tokig variacijg gali lemti
skirtingi veiksniai, tokie kaip ziurkés antikiiny prie§ HEV koncentracija méginyje ir afiniSkumas HEV
kapsidés baltymams, antriniy antikiing afiniSkumas tiriamiems ziurkés antikiinams. Apibendrinant, Sis
eksperimentas parodé, kad IFA metodas ziurkiy HEV specifiSky antiking nustatymui veikia ir

potencialiai galéty buti pritaikytas ziurkiy epidemiologiniams tyrimams.
3.3.2 IFA metodo taikymas antikiiny nustatymui Zmoniy méginiuose

[FA metodg antikiiny prieS Ziurkiy HEV nustatymui buvo siekiama iSbandyti tiriant Zmoniy kraujo
serumo meéginius. Eksperimentams buvo naudota penkiolika HEV teigiamy Zmoniy kraujo serumo
méginiy, kurie yra apibudinti komerciniais rinkiniais antikiiny prie§ HEV nustatymui (Simanavicius,
2021). Pirmiausia buvo sieckiama nustatyti, ar serumo méginiuose esantys antikiinai prie§ HEV reaguoja
su sutrumpintu (112-608 aminortgstys) ziurkiy HEV baltymu. Kiekvienas serumo méginys buvo

inkubuojamas su ploksteléje imobilizuotu ziurkiy HEV baltymu. IStyrus Zzmoniy kraujo serumo méginius

30
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0 |
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22 pav. Zmoniy kraujo serumo méginiy testavimas netiesiogine IFA.
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buvo nustatyta, kad visi 15 méginiy sgveikauja su sutrumpintu ziurkiy HEV kapsidés baltymu (22 pav.).
Toliau Sie meéginiai buvo tiriami IFA antikiiny prie§ ziurkiy HEV nustatymui. Atlikus eksperimentg
kiekvienam méginiui buvo apskaiciuotas AOT(ziurkiy HEV preinkubuotas) ir AOT(HEV-3
preinkubuotas) santykis.

Atlikus eksperimentg buvo nustatyta, kad visy penkiolikos zmoniy méginiy AOT(ziurkiy HEV
preinkubuotas) ir AOT(HEV-3 preinkubuotas) santykis yra mazesnis negu 1 (23 pav.). Tai reiskia, kad
iStirtuose serumo méginiuose antikiiny specifisky ziurkiy HEV baltymui nenustatyta. Didesnis AOT
uzfiksuotas po serumo meéginiy preinkubacijos su HEV-3 baltymu, negu po preinkubacijos su ziurkiy
HEV baltymu. Remiantis tuo galima kelti hipotezg, kad méginiuose dominuoja HEV-3 baltymui ir
kryZzmiskai specifiSki antikiinai.

1,5

1’0 iy Ribiné verté

0,5

AOT(ziurkiy HEV preinkubuotas)
[AOT(HEV-3 preinkubuotas)
)
[ 1)

0.0 .

Zmoniy méginiai

23 pav. Zmoniy méginiy testavimas antikiny specifisky Zziurkiy HEV nustatymui.

Misy [FA metodu buvo istirti 24 HEV teigiami ziurkiy CCF méginiai ir 15 HEV teigiamy Zmoniy
meéginiy. Pagal §j testa visuose zZiurkiy meéginiuose buvo nustatyti antikiinai specifiski ziurkiy HEV
kapsidés baltymui, tuo tarpu Zmoniy méginiuose antikiiny pries Ziurkiy HEV nenustatyta. Svarbu yra tai,
kad Sis metodas leidzia nustatyti Ziurkiy HEV specifiSkus antikiinus eliminuojant antikiinus, kryzmiskai
specifiskus HEV-3, kuris yra labiausiai Europoje paplites HEV genotipas (Kamar et al., 2017b). Toks
IFA metodas teikia naujas perspektyvas epidemiologiniams tyrimams, kadangi juo galima tiksliau tirti

ziurkiy HEV paplitimg laukiniy gyviiny bei Zmoniy populiacijoje.
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ISVADOS

1. Lasteliy stabilumo patikra yra labai svarbi, kadangi keturiy i§ dvylikos Siame darbe naudoty
hibridomy linijy reklonai pasizyméjo nestabilia MAk specifisky HEV kapsidés baltymams
sekrecija, todél lgstelés buvo stabilizuotos reklonuojant. Visi 12 iSgryninty MAk reaguoja su
rekombinantiniams HEV kapsidés baltymais.

2. Sukurtas IP metodas geba nustatyti rekombinantinius HEV kapsidés baltymus HEK293 lasteliy
lizate, Serny ir ziurkiy kepeny audinio lizatuose. MAk CPB11 ir CPH7 pasizymi dideliu
specifiSkumu rekombinantiniams HEV kapsidés baltymams, nes heterogeniskame miSinyje
nustato atitinkamai 0,05 pg HEV-3 bei 0,4 pg ziurkiy HEV baltymo.

3. Sukurtas konkurencinés IFA metodas, kuriame blokuojami kryzmiskai HEV-3 kapsidés baltymui
specifiski antiktinai leidzia detektuoti ziurkiy HEV specifiSkus antikinus Zmoniy kraujo serumo

ir Ziurkiy CCF méginiuose.
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Zoonotinio hepatito E viruso nustatymo metody kiirimas

SANTRAUKA

Naminés kiaulés, Sernai, Ziurkés ir kiti gyviinai yra natiiralus zoonotinio hepatito E viruso (HEV)
rezervuaras. HEV gali infekuoti Zmones per prastai termiSkai apdorotg mésg, uzterSta vandenj ar
tiesioginj kontaktg su gyviinais. Nors didZioji dalis infekcijy yra besiptomes, zoonotinis HEV gali sukelti
umy hepatitg E, chroninj hepatita E pacientuose su nusilpusia ar nuslopinta imunine sistema ir jvairias
komplikacijas néStumo metu ar po organy transplantacijos. Europoje labiausiai paplites zoonotinis HEV
genotipas yra HEV-3, tuo tarpu ziurkiy HEV infekcijos atvejy pastaraisiais metais padaugéjo. HEV
epidemiologiniy tyrimy svarba vis did¢ja, todél atsiranda poreikis kurti naujus imunocheminius metodus,
leidZianc¢ius aptikti HEV antigeng ar jam specifiskus antikiinus.

Sio magistro darbo tikslas — sukurti imunocheminius metodus zoonotiniy HEV nustatymui zmoniy
ir laukiniy gyviny méginiuose. Darbo uzdaviniai: i$gryninti monokloninius antikinus (MAK) prie$
HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymus; sukurti imunoprecipitacijos (IP) metodg HEV kapsidés
baltymy nustatymui laukiniy gyviny kepeny méginiuose; sukurti serologinj metoda ziurkiy HEV
specifiSky antikiiny nustatymui ir iStirti Zzmoniy ir Ziurkiy kraujo méginius.

IS hibridomy augimo terpiy buvo iSgryninti 4 MAk specifiski HEV-3 kapsidés baltymui, 5 MAK
specifiski ziurkiy HEV kapsidés baltymui ir 3 MAK specifiski abiejy viruso genotipy kapsidés
baltymams. Visi MAk buvo pritaikyti rekombinantiniy HEV kapsidés baltymy IP metodo optimizavime.
Atliekant IP optimizavimo eksperimentus sukurtas veiksmingas plovimo tirpalas (TBS su 0,1 % SDS ir
2 mM DTT), kuris pasalina didZigja dalj nespecifiniy saveiky tarp HEV kapsidés baltymy ir sefarozés
daleliy. IP naudojant MAk CPBI11 Serny kepeny lizate yra detektuojama 0,05 pg HEV-3 baltymo. IP
naudojant MAk CPH7 ziurkiy kepeny lizate detektuojama 0,4 pg ziurkiy HEV  baltymo.
Rekombinantiniu HEV-3 baltymu blokuojant HEV-3 specifiskus ir kryzmiskai specifiskus antik@inus yra
nustatomi ziurkiy HEV specifiski antikiinai zmoniy kraujo serumo ir ziurkiy CCF méginiuose. IStyrus
50 laukiniy ziurkiy CCF méginius ziurkiy HEV specifiski antikiinai nustatyti 24 méginiuose (48 %).
Istyrus 15 HEV teigiamy zmoniy kraujo serumo méginiy ziurkiy HEV specifiski antikiinai nebuvo

nustatyti nei viename i§ meginiy.
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ABSTRACT

Domestic pigs, wild boars, rats, and other animals serve as natural reservoirs for the zoonotic
hepatitis E virus (HEV). HEV can infect humans through the consumption of inadequately cooked meat,
contaminated water, or direct contact with infected animals. Although most infections are asymptomatic,
zoonotic HEV may cause acute hepatitis E, chronic hepatitis E in immunocompromised or
immunosuppressed patients, and serious complications during pregnancy or after solid organ
transplantation. In Europe, the predominant zoonotic genotype is HEV-3, while reports of rat HEV
infections have risen in recent years. As the epidemiological importance of HEV continues to grow, there
is an increasing need for new immunochemical methods capable of detecting HEV antigens or virus-
specific antibodies.

The aim of this master’s thesis is to develop immunochemical methods for identifying zoonotic
HEV in human and wild-animal samples. The specific objectives are: to purify monoclonal antibodies
(mAbs) directed against the capsid proteins of HEV-3 and rat HEV; to establish an immunoprecipitation
(IP) assay for detecting HEV capsid proteins in wild-animal liver samples; to create a serological test for
rat HEV-specific antibodies and to examine human and rat blood specimens.

Four mAbs specific to HEV-3 , five mAbs specific to rat HEV, and three cross-reactive mAbs were
purified from hybridoma growth medium. All of the mAbs were used in optimizing the
immunoprecipitation method for recombinant HEV capsid proteins. During optimization, an effective
wash buffer (TBS containing 0.1 % SDS and 2 mM DTT) was developed that eliminated most
nonspecific interactions between HEV capsid proteins and Sepharose beads. With mAb CPB11, as little
as 0.05 ug of HEV-3 protein could be detected in wild-boar liver lysate, while mAb CPH7 allowed
detection of 0.4 ug of rat HEV protein in rat liver lysate. By blocking HEV-3-specific and cross-reactive
antibodies with recombinant HEV-3 protein, rat HEV-specific antibodies were identified in human serum
and rat CCF samples. Among 50 wild-rat CCF samples, rat HEV-specific antibodies were found in 24

(48 %), whereas none were detected in 15 HEV-positive human serum samples.
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Nuosirdziai dékoju savo darbo vadovui dr. Martynui Simanavi¢iui uz pagalbag, vertingus patarimus,
kantrybe ir pasitikéjima rengiant baigiamajj darba. Taip pat dékoju uz palaikyma sunkiausiais darbo
rengimo etapais ir uz tai, kad iSmokau savarankiskai planuoti ir atlikti eksperimentus.

Dékoju profesorei Aurelijai Zvirblienei uZ suteikta galimybe atlikti baigiamajj darba Imunologijos
skyriuje bei uz jgytas imunologijos srities teorines zinias.

Taip pat noréciau padékoti laboratorijos kolegoms Agnei Rimkutei, Dainiui Gudui, Indrei
Dalgédienei, dr. Indrei Kucinskaitei-Kodzei, Tomui Vainauskui ir Dianai Ul¢ic uz jdomias diskusijas ir

pagalbg sprendziant darbo laboratorijoje metu iskilusias problemas.
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PRIEDAI

1 priedas. IP naudojant skirtingus blokavimo tirpalus SDS-PAGE geliy nuotraukos. 1, 11 takeliai —
baltymy masés standartas, 2, 4, 6 takeliai — naudota 0,2 pg HEV-3 baltymo, 3, 5, 7 takeliai — naudota
0,6 pug HEV-3 baltymo, 12, 14, 16 takeliai — naudota 1 pg ziurkiy HEV baltymo, 13, 15, 17 takeliai —
naudota 2 pg ziurkiy HEV baltymo, 8, 9, 10 takeliai — baltymo nedéta (neigiama kontrol¢). 2, 3, 8, 12,
13 takeliai — dalelés blokuotos PBS-T su 2 % BSA tirpalu, 4, 5, 9, 14, 15 takeliai — dalelés blokuotos
Rotiblock tirpalu, 6, 7, 10, 16, 17 takeliai — dalelés blokuotos PBS su 2 % pieno milteliy tirpalu.
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2 priedas. IP naudojant skirtingus baltymy skiedimo tirpalus SDS-PAGE geliy nuotraukos. 1, 8 takeliai
— baltymy masés standartas, 2, 4, 9, 11 takeliai — naudota 2 pg antikino CPB11, 3, 5, 10, 12 takeliai —
naudota 2 pg antikino CPH7, 6, 7, 13, 14 takeliai — antikiino nedéta (neigiama kontrol¢). 2, 4, 6, 9, 11,
13 takeliai — naudota 1 pg HEV-3 baltymo, 3, 5, 7, 10, 12, 14 takeliai — naudota 2 pg ziurkiy HEV
baltymo. 2-7 takeliai — baltymai skiesti PBS-T su 2 % BSA ir 2 mM DTT tirpalu, 9-14 takeliai — baltymai

skiesti Assay Defender tirpalu.
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