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SANTRUMPOS

APS — amonio peroksosulfatas.

BSA — jaucio serumo albuminas (angl. bovine serum albumin).
CD59 — diferenciacijos antigenas 59.

CDC - nuo cholesterolio priklausomas citolizinas.
Fc — antikiino dalis, kuri sgveikauja su lgstelés receptoriais.
HRP — krieny peroksidazé.

IB — imunoblotingas.

IFA — imunofermentiné analizé.

1gG — imunoglobulinas G.

IL-1p — interleukinas-1p.

IL-6 — interleukinas-6.

ClyA — citolizinas A.

LLO - listerolizinas O.

ILY — intermedilizinas.

INY — inerolizinas.

PLY — pneumolizinas.

SLO - streptolizinas O.

VLY - vaginolizinas.

PFO — perfringolizinas O.

Eqtll — ekvinatoksinas II.

Stnll — sticholizinas II.

FraC — fragacetoksinas C.



Hbl — hemolizinas BL.

Hla — a-hemolizinas.

HIgAB — y-hemolizinas.

LukED - leukotoksinas ED.

PFT — poras formuojantis toksinas.

CCR — CC-chemokiny receptorius.

MACPF — membranos atakos komplekso/perforino baltymy Seima.
BV — bakteriné vaginozé.

MAK — monokloninis antikiinas.

NDS - natrio dodecilsulfatas. .

OT - optinis tankis.

PBS — fosfatinis buferinis tirpalas.

PBST - fosfatinis buferinis tirpalas su 0,1 % Tween-20.

PVDF — polivinildifluoridas.



IVADAS

Poras formuojantys toksinai yra didelé baltymy grupé. Siai grupei priklausantys nuo
cholesterolio priklausomi citolizinai daznai biina svarbis virulentiskumo veiksniai, kaip
parodyta Streptococcus pneumoniae sintetinamui citolizinui pneumolizinui (Witzenrath et al.
2006). Inerolizinas yra nuo cholesterolio priklausomas citolizinas, sintetinamas Lactobacillus
iners bakterijy. L. iners motery lyties taky mikrobiotoje gali biiti svarbus vystantis disbiozei.
Motery lyties taky mikrobiotos disbiozés yra tam tikri mikrobiotos sutrikimai, sukeliami
pakitusios mikroorganizmy bendrijos. Disbiozéms priskiriama kandidozé, aerobinis vaginitas
ir bakteriné vaginoz¢. Bakteriné vaginoze yra labai paplitusi bukle, sukelianti jvairius
simptomus ir galimai susijusi su prieslaikiniu gimdymu. Didelé dalis bakterinés vaginozés
atvejy yra nediagnozuojami, todél biitina sukurti jautresnes diagnostikos priemones bakterinés
vaginozés nustatymui. L. iners gali dalyvauti motery lyties taky mikrobiotai pereinant j
baktering vaginozg, nors jprastai Lactobacillus seimos bakterijos sukuria nepalankig terpe
patogeninéms bakterijoms vystytis. Bakterinés vaginozés metu gali padidéti L. iners
populiacija, taip pat L. iners gali padidinti inerolizino geno raiskg. Todél inerolizino
koncentracija gali buti mikrobiotos biiklés rodiklis. Monokloniniai antikiinai prie§ inerolizing
gali biiti panaudoti kuriant kiekybines inerolizino nustatymo sistemas. Sukurtos sistemos gali
biiti svarbios priemonés nustatant motery lyties taky mikrobiotos fenotipus. Bakalauro
baigiamojo darbo tikslas yra sukurti monokoniniy antikiiny kolekcija prie§ rekombinantinj

inerolizing, juos apibudinti ir panaudoti kiekybinio inerolizino nustatymo sistemos kiirimui.
Bakalauro baigiamojo darbo uzdaviniai:

e susintetinti inerolizing Escherichia coli raiSkos sistemoje ir patikrinti baltymo
hemolizinj aktyvuma,;

e sukurti hibridomas, sintetinanc¢ias monokloninius antikiinus prie§ rekombinantinj
inerolizing;

e istirti sukurty monokloniniy antikiiny specifiskumg ir gimininguma antigenuli,
nustatyti kryZzmiSkai reaguojancius antiktinus;

e nustatyti monokloninius antikiinus, kurie slopina inerolizino hemolizinj
aktyvuma;

e sugrupuoti monokloniniy antikiiny kolekcijg pagal atpazjstamas
imunodominuojancias sritis inerolizine;

e sukurti ir optimizuoti inerolizino kiekybinio nustatymo sistema.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1.  Poras formuojantys toksinai

Poras formuojantys toksinai (PFT) yra dazni patogeniniy bakterijy virulentiSkumo
veiksniai (Los et al, 2013). Sie baltymai sudaro poras taikinio membranose, todél gali paZeisti
epitelio barjera, veikti imuning sistema ir sudaryti salygas patogeno plitimui. Poras
formuojantys baltymai yra bendresné baltymy grupé, kurios nariai randami ne vien
prokariotuose, bet ir eukariotuose (Ros et al. 2015). Vienas toks pavyzdys yra jgimto

imuniteto komplemento sistemoje dalyvaujantys membranos atakos komplekso baltymai.

PFT randami jvairiose bakterijose ir gali lemti jy ekologine ni$g. PFT sintetinami
Zzmogaus patogeny: Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Listeria
monocytogenes. Siy bakterijy sintetinami PFT atlieka nevienodas funkcijas: S. pneumoniae
sintetinamo pneumolizino (PLY) poros lizuoja Igsteles, membranoje turinéias cholesterolio, ir
yra svarbus §io patogeno virulentiskumo veiksnys (Witzenrath et al. 2006); dalis S. aureus
i§skiriamy PFT yra specifis$ki imuninés sistemos lgsteléms; L. monocytogenes iSskiriamas
listeriolizinas O (LLO) leidzia bakterijai istriikti i§ fagolizosomy ir lokalizuotis taikinio
lasteliy citozolyje (lacovache et al. 2010). Visais zinomais atvejais PFT monomerai atpazjsta
tam tikras strukturas taikinio membranose, todé¢l gali biiti specifiSki skirtingoms Iasteléms
(Perraro et al. 2016). Taigi PFT gali lemti skirtinga patogeny ekologine nisg ir sukelti jvairius

padarinius infekuotam organizmui.

PFT gali biiti skirstomi pagal tai, kokiomis antrinémis strukttiromis jsitvirtina taikinio
membranoje (Leseur et al. 1997). a-PFT taikinio membranoje jsitvirtina a-spiralés, o B-PFT —
[-statinés strukttromis. PFT priklauso 6 baltymy $eimos: koliciny, Citoliziny A ir
aktinoporiny Seimos priskiriamos a-PFT, o hemoliziny, aeroliziny ir nuo cholesterolio
priklausomy citoliziny (CDC) Seimos priskiriamos B-PFT. Toliau pateikiama iSsamesné §ioms

grupéms priklausanciy baltymy Seimy apzvalga.

1.1.1 a-PFT

a-PFT grupés baltymai turi keletg panaSumy. Skirtingi a-PFT domenai paprastai
atsakingi uz skirtingas biologines funkcijas: atpazinimo, translokacijos arba toksiskumo.
Poras formuojantys domenai dazniausiai sudaryti i$ keletos arba keliolikos hidrofobisky
spiraliy. Nepaisant struktiiriniy panasumy, tarp o-PFT grupés baltymy Seimy néra aptinkamo
aminortgsciy seky panasumo. a-PFT grupés baltymams priskiriamos trys baltymy Seimos:

koliciny, ClyA ir aktinoporiny.



Kolicinai yra kai kuriy E. coli kamieny sintetinami bakteriocinai, toksiski kitoms E. coli
bakterijoms (Cascale et al. 2007). Koliciny struktiira susideda i$ trijy domeny: N-galinis
domenas susij¢s su kolicino translokacija, vidurinis — svarbus receptoriaus atpazinimui, C-
galinis — aktyvuma lemiantis domenas. Kolicinai veikia Igsteles prisijungdami prie iSorinés
membranos baltymy, susijusiy su maistiniy medziagy pernasa. Tuomet kolicinai patenka j
periplazmg ir, pasinaudodami pernasos Sistemos baltymais, priartéja prie bakterijy vidinés
membranos. Koliciny toksinis poveikis kyla dél suformuojamy jtampa valdomy kanaly
vidinéje bakterijy membranoje arba dél koliciny endonukleazinio aktyvumo suardomos DNR

ir RNR. Sioje apzvalgoje nagrinéjamas tik koliciny pory formavimo mechanizmas.

Koliciny veikimas nagrinéjamas kolicino A pavyzdziu.Poras formuojantis kolicinas A
(1.1 pav.) vandenyje yra tirpaus monomero formos. Kolicinas A isorinéje E. coli membranoje
atpazjsta P statinés formos baltymus, pavyzdziui, BtuB (Chai et al. 1982). Tuomet kolicinali
yra perneSami baltymu OmpF | periplazma, kur jie saveikauja su Tol arba Ton pernasos
baltymais ir nune$ami iki bakterijy vidinés plazminés membranos (Zamaroczky et al. 2012).
Kolicino A molekulé jgauna vadinamg ,,skécio* konformacija (Padmavathi et al. 2008),
hidrofobinis a segtuko motyvas jsitvirtina membranoje. ,,Skéc¢io” konformacija palengvina
dimery ir aukStesnés eilés oligomery formavimg. Ivykus oligomerizacijai, susidaro jtampa
valdomi kanalai, dél kuriy kyla lasteliy membranos potencialo depoliarizacija, ATP

difunduoja i8 lastelés, 1astelé mirsta (Ridleya et al. 2010).

Citoliziny A (ClyA) Seimai priklauso jvairts bakteriniai PFT, pavyzdziui: E. coli,
Salmonella enterica bakterijy sintetinamas ClyA, Bacillus cereus gaminamas nehemolizinis
trinaris enterotoxinas (Nhe) ir hemolizinas BL (Hbl). Sie toksinai lizuoja Zzinduoliy lasteles,
kuriy membranoje yra cholesterolio, suformuodami 25 A skersmens poras (Hunt et al. 2010).
ClyA yra pirmas PFT, kurio kristalinés struktiiros nustatytos tiek tirpaus monomero, tiek
membranoje jsitvirtinusio protomero, o tai padéjo geriau suprasti visy a-PFT poros

formavimo etapa bendrai.
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1.1 pav. a-PFT grupei priklausanciy baltymy poros formavimo schema. (Pagal Perraro
et al. 2016).

ClyA yra 34 kDa baltymas, tirpale esantis ilgos, daugiausiai i$ o spiraliy sudarytos
formos, i§skyrus trumpa p segtuko motyva vadinama B-liezuviu (1.1 pav.). Salia cholesterolio
turin¢iy membrany, B-liezuvis nutolsta nuo likusios baltymo molekulés ir jlenda j plazming
membrana. Sis etapas inicijuoja didZiulius konformacinius pokygius, dél kuriy baltymo N-
gale esanti amfipatiné a-spiralé nusvyra iki plazminés membranos. Tuomet jvyksta
oligomerizacijos etapas, kurio metu amfipatinés o spiralés suformuoja statinés struktiirg ir

jsistato j lipidy sluoksnj (Vaidyanathan et al. 2014).

Aktinoporinai yra eukarioty Sintetinami toksinai. Pirmi aktinoporiny nariai rasti
aktinijose, taciau struktiiriSkai panasiy baltymy randama ir kituose organizmuose (Birck et al.
2004). Rentgenostruktiirinés analizés btidu gautos baltymy ekvinatoksino 11 (Eqtll),
sticholizino II (Stnll) ir fragacetoksino C (FraC) erdvinés struktiiros. Aktinoporiny
molekuliné masé siekia 20 kDa, juos sudaro vidiné f sumustinio struktiira, kurig i$ abiejy
Sony remia a spiralés. Baltymo N-gale esanti amfipatiné o spiralé dalyvauja poros sudaryme
(Crnigoj Kristan et al. 2009).

Aktinoporiny pory formavimo mechanizmas panasus j kity a-PFT, ypa¢ CryA $eimos
baltymy. Visy pirma aktinoporino aromatinés aminortigstys saveikauja su sfingomielinu
esanciu taikinio Igstelés membranoje (Anderluh et al. 2002). Tuomet N-galo amfipatiné a
spiralés nusvyra iki plazminés membranos, panasiai kaip ir CryA Seimos baltymy poros

formavimo mechanizme. Jvykus 4-9 monomery oligomerizacijai susidaro 20 A pora.
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Aktinoporiny Seimos baltymo FraC rentgenostruktiirinés analizés biidu gautos monomery,
dimery ir oktamery struktiiros leido geriau suprasti pory sudarymo mechanizmag (Tanaka et
al. 2015). FraC oktameriné pora sudaryta i$§ FraC ir sfingomielino santykiu 1:1. Taigi
sfingomielinas veikia ne tik kaip FraC receptorius, bet ir kaip kofaktorius, svarbus poros

formavime (1.1 pav.).

1.1.2 B-PFT

B-PFT taikinio membranoje sudaro B statinés strukttira. B-PFT turi keletos domeny
struktiirg, taciau kitaip nei a-PFT, skirtingi domenai dazniausiai néra atsakingi uz skirtingas
biologines funkcijas. B-PFT grupés baltymai nuo a-PFT skiriasi didesniu kiekiu p-struktiiry,
pirmin¢je baltymy strukttiroje nerandama ilgo hidrofobinio fragmento biidingo a-PFT, 0
poros formuojamos i$ didesnio kiekio monomery (Feil et al. 2010). B-PFT priklauso

hemoliziny, aeroliziny ir CDC baltymy Seimos.

Hemoliziny baltymy Seimos nariai randami S. aureus kamienuose ir yra svarbiis
virulentiSkumo veiksniai. Hemolizinai biina sudaryti i§ vieno komponento, tokie kaip a-
hemolizinas (Hla), arba dviejy komponenty, pavyzdziui, y-hemolizinas AB (HIgAB),
leukotoksinas ED (LUKED)(DuMont et al. 2014). Hemoliziny aktyvumui svarbiis baltymai
taikinio membranose, kuriais pasinaudodami toksinai sukelia jvairius padarinius. Pavyzdziui,
LukED veikia Igsteles, kurios turi 5 tipo CC-chemokiny receptorius (CCRY), todél Sis
toksinas formuoja poras makrofaguose, dendritinése ir T Igstelése (Alonzo et al. 2013).
Skirtingi stafilokoky hemolizinai veikia skirtingas imuninés sistemos Igsteles, taip pat leidzia
patogenui pazeisti epitelinius barjerus. Todél S. aureus sintetinamy PFT pagrindu sukurtos
vakcinos yra perspektyvus biidas kovojant su meticilinui atspariy kamieny sukeliamomis

infekcijomis (Hu et al. 2014).

S. aureus hemolizinai yra budingi B-PFT baltymai. S. aureus hemolizinai tirpioje
formoje yra kompaktiski baltymai, daugiausiai sudaryti i§  struktiiry, 0 transmembraninj 3
segtukg formuojantis domenas yra baltymo iSor¢je (1.2 pav.). Hla, kaip ir kiti hemolizinai,
sudaryti i$ trijy domeny: kepurés, krastinio ir kamieno domeny (DuMont et al. 2014). Prie
membranos prisijunge monomerai oligomerizuojasi j heptamerines arba oktamerines pre-
poras, tuomet suformuojama amfipatiné f statinés struktiira, kurios iSoré yra hidrofobiné.
Susidariusi pre-pora iskart jsistato j membrang, sudaroma pora, pro kurig gali laisvai judéti

mazos molekulinés masés junginiai. Panasus mechanizmas btidingas visiems -PFT.
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Aerolizinai yra daugiadomeniai baltymai, sintetinami gram-teigiamy Aeromonas seimos
bakterijy ir gram-neigiamy bakterijy, pavyzdziui: Clostridium septicus, Pseudomonas
entomophila (lovache et al. 2015). Patogeny PFT, tokie kaip Aeromonas hydrophila
sintetinamas aerolizinas, padeda bakterijai plisti uzkréstame organizme, pazeidziant epitelio
barjerg (Ballard et al. 1993).

Pory formavimo mechanizmas iSaiskintas naudojant aerolizino mutantinius baltymus,
turin¢ius aminortgs$¢iy, atsakingy uz skirtingus poros formavimo etapus, mutacijas.
(Degiacomi et al. 2013). Tirpis aerolizino monomerai turi dvi f laksto struktiiras, atskirtas
pailgo kamieno domeno (1.2 pav.). Vienas aerolizino i$skirtinumas yra tai, jog $ie baltymai
sintetinami kaip pro-toksinai, C-gale turintys peptida, neleidziantj monomerams per anksti
oligomerizuotis (lacovache et al. 2006). Proteazémis paveikti aerolizino monomerai
prisijungia prie membranos ir sudaro heptamering pre-poros struktiirg. Pora susiformuoja
ivykus kamieno domeno konformaciniams pokyc¢iams, kuriy metu susidaro ir | membrang
Isiterpia B statinés struktiira. D¢l Siy pokyciy ekstralasteliné poros dalis tampa plokscio disko

formos.
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1.2 pav. B-PFT poros formavimo mechanizmy schema.(Pagal Perraro et al. 2016)

Nuo cholesterolio priklausomi citolizinai (CDC) yra didelé baltymy Seima, kurios nariai
sintetinami daugiausiai gram-teigiamy bakterijy i$ Bacillus, Clostridium, Streptococcus ir
Listeria genc¢iy (Hotze et al. 2012). Neseniai atrasti CDC baltymai ir gram-neigiamose

bakterijose (Hotze et al. 2013). CDC leidzia patogenams prisitaikyti prie skirtingos aplinkos ir
12



uzimti jvairias ekologines niSas: anks¢iau minéto L. monocytogenes sintetinamas LLO lemia
mikrobo gebéjima kolonizuoti lasteliy citozolj, S. pneumoniae citolizinas PLY svarbus
bakterijai patenkant j organizmg bei skatina uzdegima ir komplemento aktyvacija (Hotze et al.
2012). StruktariSkai panasis baltymai randami visuose organizmy domenuose. Membranos
atakos komplekso/perforino (MACPF) baltymai randami eukarioty imuninése sistemose, nors

tarp CDC ir MACPF nerandama reik§mingo aminoriig§¢iy seky panasumo (Rosado et al.
2007).

Perfringolizinas (PFO) buvo pirmasis CDC $eimos narys, kurio erdvinis modelis buvo
i$sprestas remiantis rentgenostruktiirinés kristalografijos duomenimis (Rossjohn et al. 1997).
CDC budinga keturiy domeny struktiira, sudaryta daugiausiai i$ p struktiry. Kiekvienas
monomeras galutinéje poroje sudaro po du transmembraninius amfipatinius B segtukus, tuo
tarpu aerolizinai ir hemolizinai — po vieng. Tirpioje monomery formoje Sios struktiiros yra o
spiralés, vadinamos transmembraninémis spiralémis (TMH) (1.3 pav.). CDC taip pat gali
formuoti funkcionalias nepilno ziedo poras taikinio membranoje (Gilbert et al. 2005).

D3-D12 , {/
sanddra N N

|\ \ TMH2

N \ Y
O} \\ L3
1~
\ /\ L2
Q/'\\t«/ L
;{T;; CRM
L491}

|

1.3 pav. PFO kristalinés strukttiros nuotrauka. D1-4 — domenai 1-4, TMH — transmembraniné
spiralé¢, UDP — undekapeptidas, CRM — cholesterolj atpazjstantis motyvas, L1-4 — Kkilpos 1-4,
susijusios su poros formavimu (Pagal Tweten et al. 2015).

CDC pory formavimo mechanizmas primena kity -PFT mechanizmus: visy pirma
monomerai prisijungia prie membraninio receptoriaus, tuomet jvyksta monomery
oligomerizacija membranos pavirsiuje ir sudaroma pre-pora. Suformuota pre-pora jsiterpia j
membrang dél centrinio domeno konformaciniy poky¢€iy ir susidaro membraning pora
(Czajkowsky et al. 2004). Siai baltymy $eimai priklauso inerolizinas (INY), Lactobacillus
iners sintetinamas citolizinas, todél issamesnis CDC pory formavimo mechanizmo apraSymas

pateikiamas kitame skyrelyje.
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1.1.3 CDC pory formavimo mechanizmas
CDC pory formavimas susideda i§ keturiy etapy: monomery prisijungimo prie
membranos, oligomerizacijos membranos pavirSiuje, B statinés suformavimo ir jsiterpimo j

membrang.

Pirmame etape vandenyje tirpiis monomerai (PFO atveju dimerai) prisijungia prie
membranos per specifinius receptorius. Dazniausiai CDC prisijungia prie membraninio
cholesterolio, taciau intermedilizino (ILY) receptorius yra zmogaus CD59 (Giddings et al.
2004). CDC ketvirtame domene C-gale randama seka ECTGLAWEWWR, kuri yra labai
konservatyvi (Alouf et al. 2005). Manyta, jog §i seka (dar vadinama triptofanu-gausi kilpa
arba undekapeptidu) atsakinga uz cholesterolio atpazinimg membranoje, nes $ioje sekoje
jvedant mutacijas gaunami neaktyviis mutantiniai baltymai (Soltani et al. 2007). Véliau buvo
suprasta, jog UDP jsiterpia ] membrang, stabilizuodamas monomera. Dabar cholesterolj
atpazjstan¢iu motyvu (CRM) laikoma treonino-leucino aminortigséiy pora, konservatyvi

visuose zinomuose CDC (Farrand et al. 2010).

1.4 pav. PFO trecio domeno struktiira. (Pagal Tweten et al. 2015).

CDC monomerams prisijungus prie membranos, jvyksta oligomerizacija, susijungiant
30-50 monomery. Per CRM prie membranos prisijunge monomerai jsitvirtina L2, L3 ir
undekapeptido kilpomis (Ramachandran et al. 2002, 2004). Tuomet, dél lateralinés lipidy

difuzijos, monomerai gali sgveikauti vienas su kitu.

Oligomerizacijos mechanizmui paaiskinti yra sukurtos kelios hipotezes.Viena hipoteze
oligomerizacija paaiSkina alosterinés aktyvacijos principu. CDC monomerui prisijungus prie

cholesterolio, i§ baltymo D4 domeno per D2 domeng konformaciniai virsmai perduodami D3
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domenui. CDC D3 domenui budingos penkios  strukttros (1.4 pav.). Dél judraus glicino
jungtuko B5 pasitraukia nuo B4 struktiiros ir pastaroji gali sgveikauti su kito monomero 1

struktiira, susidarant CDC dimerams.

Remiantis kita hipoteze, oligomerizacija yra grjZztamas procesas (Hotze et al. 2012).
Membranoje jsitvirtine monomerai nuolat sudaro nestabilius dimerus (1.5 pav.). Siluminio
judéjimo energija gali biti panaudojama pirmojo monomero 5 struktiiros disociacijai, taip
susiformuojant rySiams tarp pirmojo monomero 34 ir antrojo monomero 1 strukttry.
Konformaciné informacija perduodama antrajam monomerui susidariusiame stabiliame
dimere ir skatina B5 struktiiros disociacijg. Susidaro grandininé reakcija ir greitai

oligomerizuojama daug monomery. kol sudaroma pre-pora.

Monomeras hlestabilus — Stabilus Pre-poros suformavimas g statines
dimeras dimeras suformavimas
P statines
J jsistatymas
_’(_ - — >
() 0.0 0 O (0
N/ NI /oA \ S JAS )

Membrana \:\\%3\%;&

1.5 pav. CDC poros formavimo mechanizmo schema. (Pagal Tweten et al. 2015).

B statinés suformavime svarbios CDC D3 domene esancios glutamo rugsties E183 ir
lizino K336 aminoriigstys, kurios sudaro drusky tiltelj. ISsiskyrusi energija panaudojama
domeny D3 ir D1,2 sandiiros iardymui, taip iSlaisvinant a spirale, kuri tuomet gali sudaryti
TMH1 (Sato et al. 2013). Manoma, jog E183 ir K336 suartéjimui reikalinga, jog baltymo
molekulé palinkty apie 30 ° membranos atzvilgiu. Siame procese gali dalyvauti tirozino Y181
ir fenilanino F318 aminoriigs¢iy sudaroma stekingo sgveika (1.4 pav.)(Wade et al. 2015).
Susidariusi B statinés struktiira sieckia membrang (1.5 pav.), taciau poros sudarymui reikalinga,
kad §i struktiira jsiterpty ] membrang. Todél reikalingas dar vienas etapas, kuriame pre-poros
kompleksas nusileidzia vertikaliai apie 40 A, ir B statiné jsistato j membrana (Czajkowsky et
al. 2004). Kaip Sis etapas jvykdomas dar néra tiksliai nustatyta, taCiau manoma, jog jame

svarby vaidmenj turi domenas D2 (Tilley et al. 2005).

1.1.4 CDC baltymy aktyvumo priklausomybé nuo pH
CDC baltymy aktyvumas daznai priklauso nuo terpés pH. ILY yra aktyvus dideliame

pH diapazone, zmogaus eritrocity hemolizé stebima nuo pH 4,0 iki 8,0 (Nagamune et al.
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1996). Daugumos citoliziny, tarp jy PLY ir vaginolizino (VLY), aktyvumo maksimumas yra
neutralioje, apie 7,0 pH, terpéje. Vos keli CDC $eimos baltymai, LLO ir INY, yra aktyvis
ragstinéje terpéje (Rampersaud et al. 2018).

LLO ir INY aktyvumas nuo pH reguliuojamas skirtingais biidais. L. monocytogenes
neutraliame pH negrjztamai iSsilanksto ir praranda savo aktyvumg. LLO aktyvumas glaudziai
susijes su Listeria gyvenimo ciklu ir yra svarbus patogeno islaisvinimui i§ fagolizosomy. Taip
pat, LLO turi PEST seka, tod¢l endolastelinés bakterijos gali ilgai parazituoti Seimininko
lasteles ir jy neprazudyti. (Dramsi et al. 2002). L.iners citolizinas INY taip pat aktyvus
rugsStiniame pH, bet skirtingai nei LLO, paveiktas neutralaus pH INY gali atgauti savo
aktyvumga riigstinéje terpéje (Rampersaud et al. 2018). Todél INY aktyvumas yra
reguliuojamas kitokiu btidu nei LLO.

1.2 Motery lyties taky mikrobiota.

Motery lyties taky mikrobiota yra sudétinga mikroorganizmy bendrija, paprastai
sudaryta i§ daugelio rasiy bakterijy. Eubiotinéje (sveikos buklés) mikrobiotoje vyrauja
Lactobacillus seimos bakterijos, kurios sukuria nepalankia terpg patogeninéms bakterijoms
vystytis, iSskirdamos pieno riigstj, vandenilio peroksidg ir bakteriocinus (Mendling et al.
2016). Motery lyties taky disbiozémis vadinami mikrobiotos sutrikimai: Candida genties
mieliy sukeliama kandidozé, aerobiniy bakterijy sukeliamas aerobinis vaginitas ir jvairiy
bakterijy sukeliama bakteriné vaginozé (BV). Pastaryjy mety tyrimai parod¢, jog bakterijos
Lactobacillus iners gali biiti susijusios su BV (Borgdorff et al. 2016). Sioje literatiirinéje
apzvalgoje bus nagrinéjama tik BV ir jos sasaja su motery lyties taky mikrobiotos

bakterijomis, kurios gali dalyvauti Sios biiklés patogenezéje.

1.2.1 Bakteriné vaginozé: diagnostika, epidemiologija ir mikrobiologija

Bakterine vaginoze skirtingose Salyse serga nuo 5 iki 50 % motery (Klebanoff et al.
2004). Literatiiroje vyrauja keletas skirtingy BV apibrézimy, kas iliustruoja mokslinés
bendruomenés nesutarimg dél BV (Reid, 2018). Daznai BV laikoma biikle, kurios metu
motery lyties mikrobiotoje vyrauja jvairiis anaerobiniai mikroorganizmai, jskaitant
Gardnerella ir Prevotella seimos organizmus. Vienas i$ sunkumy diagnozuojant BV yra
Iprasty simptomy, tokiy kaip nieZ¢jimas, nemalonus kvapas ar skausmas $lapinantis,
nebuvimas, todél dauguma atvejy gali buti nediagnozuojami (Kenyon et al. 2013). BV yra

susijusi su didesne rizika uzsikrésti lytiskai plintan¢iomis ligomis, sukeliamomis patogeny
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Tichomonas vaginalis, Chlamydia trachomatis ir Neisseria gonorrhoeae (Brotman et al.
2010). Taip pat manoma, jog BV yra prieslaikinio gimdymo rizikos veiksnys (Darwish et al.
2005). Asimptominé BV yra viena i§ priezas¢iy, kodél biitina sukurti jautresnius BV
diagnostinius testus. Todél visy pirma bus apzvelgta, kokios diagnostinés priemonés
naudojamos BV nustatymui Siuo metu, pateikti epidemiologiniai duomenys ir BV

metagenominiai tyrimai.

BV ilga laika buvo laikyta liga, sukeliama Gardnerella vaginalis bakterijy (Gardner et
all. 1954). Taciau vélesni tyrimai parodé, jog Sios riiSies bakterijos randamos ir sveiky
pacienciy lyties taky mikrobiotoje (Paramel et al. 2012). Plac¢iai naudojamas diagnostikos
metodas BV nustatyti buvo Amselio kriterijai (Amsel et al. 1983). BV diagnoz¢é biidavo
skiriama toms moterims, Kurios atitiko tris i§ keturiy Amselio kriterijy: lyties taky iSskyry pH
didesnis uz 4,5; randamos baltos ar geltonos spalvos homogeniskos i$skyros;
mikroskopuojant epitelio méginius randama epitelio lgsteliy, kurias dengia prikibusios
bakterijos; lyties taky isskyras paveikus 10 % kalio Sarmo tirpalu jau¢iamas nemalonus, zuvj
primenantis kvapas. Véliau naudota Nugent vertinimo sistema, kuri rémési motery lyties taky
éminiy Gramo dazymo rezultatais (Nugent et al. 1991). Nugent vertinimo sistemoje méginiai
mikroskopuojami $viesiniu mikroskopu, naudojant aliejaus imersijg, esant 1000 karty
padidinimui. Tuomet apskaiciuojamas vidutinis regéjimo lauke esanciy skirtingy morfologijy

bakterijy kiekis ir priskiriamos diskrecios vertés (1.1 lentele).

1.1 lentelé. Nugent vertinimo sistema Gramo dazu nudazytiems motery lyties taky
éminiams.

Vertinimas Lactobacillus Gardnerella ir ISlinkusios Gram-
morfotipai Bacteroides morfotipai variabilios lazdelés

0 4+ 0 0

1 3+ 1+ 1+

2 2+ 2+ 3+

3 1+ 3+ -

4 0 4+ -

Morfotipai jvertinami apskaiciuojant vidutinj lasteliy skai¢iy regéjimo lauke. 0 — Igsteliy
nestebima; 1 — <1 Igstelés; 2 — stebimos 1-4 Igstelés; 3 — 5-30 Igsteliy; 4 — 30 ir daugiau
lasteliy. Galutinis jvertinimas apskai¢iuojamas sudedant Lactobacillus, Gardnerella ir
Bacteroides, ir gram-variabiliy morfotipy vertinimus.

Galutiné verté Nugent vertinimo sistemoje yra lygi skai¢iui nuo 0 iki 10. Vertés
didesnés uz 7 rodo, jog yra BV; vertés nuo 4 iki 6 laikomos tarpinémis; vertés nuo 0 iki 3
laikomas normalia biikle. (Nugent et al. 1991). Nugent vertinimo sistema laikoma BV

diagnozavimo ,,auksiniu standartu* (Marazzo et al. 2008).

17



BV epidemiologija skirtinguose regionuose ir etninése grupése yra skirtinga, tai
parodyta naudojantis Nugent vertinimo sistema (Kenyon et al. 2013). BV labiausiai paplitusi
Afrikoje, maziausiai — Azijoje ir Europoje. Taciau kickviename regione yra iSimciy,
pavyzdziui: vakary Europoje paprastai mazas BV paplitimas, i§skyrus Lenkija, Norvegijg ir
Turkijg, kur BV yra stebima daugiau nei 30 % tirty motery. Taip pat, skirtingose etninése
grupése gali labai skirtis BV paplitimas palyginus su Salies vidurkiu. Vienas i$ keleto JAV
vykdyty ilgalaikiy tyrimy parodé, jog juodaodés moterys dazniau serga BV (51,4 %) nei
baltaodés (23,2 %), tuo tarpu tarp Lotyny amerikie¢iy BV paplitimas buvo tarpinis (31,9 %)
(Koumans et al. 2007). Kituose ilgalaikiuose tyrimuose §ios tendencijos isliko (Yen et al.
2003).

Atsiradus naujos kartos sekoskaitos technologijoms buvo pritaikyti metagenominiai
tyrimai motery lyties taky mikrobiotal, atlieckant 16S rRNR geno sekoskaita (Petrova et al.
2017). Remiantis metagenominiais ir mikrobiologiniais tyrimais, asimptominiy motery lyties
taky mikrobiotos buvo suskirstytos j 5 grupes pagal vyraujanc¢ius mikroorganizmus: | (26.2%)
vyrauja L. crispatus, Il (6.3%) - L. gasseri, 111 (34.1%) — L. iners, V(5.3%) — L. jensenii. Like
27 % motery priskiriamos heterogeniskai IV grupei, kuriy lyties taky mikrobiotoje vyrauja
jvairios anaerobinés bakterijos (Ravel et al. 2011). Si grupé turbiit atspindi asimptoming BV
mikrobiota (1.4 pav.). Taip pat buvo pastebéta, jog skirtingy etniniy grupiy motery lyties taky
i8skyry pH buvo skirtingas: auks$ciausias pH stebétas Lotyny amerikietése (pH 5,0 + 0,59) ir
juodaodése (pH 4,7 + 1,04), palyginus su azijietémis (pH 4,4 + 0,59) ir baltaodémis (pH 4,2 +

0,3) moterimis. Sie rezultatai atspindi etninius skirtumus motery lyties mikrobiotoje.

Motery lyties taky mikrobiota

I
l ! 1

Sveika mikrobiota Sveika - pereinamoji mikrobiota Dishiozé
| grupé: | 1 grupé: Dominuoja anaero bai:
L dominusjama mikrobiot L. iners dominucjama mikmbicta rinerella, Atopobium Fre
pH4 -Vidutinidka pieno rigities gamyba : 5. Meg:
.y -Randama tiek sveikose, tiek B priklausanéios risys, BVAB1/2/3
P . serganéiosemo teryse , N
= e S == - -Dominuojantys mikroorganizmai n e
= R A = A~ po gydymo antibiotikais =
= Xea X %
[ =] =] - = ;_j._\.
oo o ——
M . == e iy
grupé: — ——
L. gassen dominuojama mikrobiota - —_— T
pHE
= Oy
oo &
o S
~—g - _.- .
W ogrupé:

pé:
L.jensenii dominuojama mikrobiota
pH47

pHE3

1.6 pav. Motery lyties taky mikrobioty grupés. (Pagal Petrova et al. 2017).
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Motery lyties taky III grupés mikrobiotoje vyrauja L. iners, nejprastos Lactobacillus
Seimos bakterijos, kurios randamos tiek sveiky motery lyties takuose, tiek serganciy BV
(Macklaim et al. 2011). Spé¢jama, jog mazdaug 50 % motery lyties takuose turéty biti L. iners
(Ma et al. 2012). Siy bakterijy kiekis taip pat iSauga po BV gydymo metronidazolu, o Kiti
empiriniai duomenys rodo, jog L. iners gali bati susijusi su mikrobiotos peréjimu j BV
(Vaneechoutte et al. 2017).

1.2.2 Lactobacillus iners vaidmuo motery lyties taky mikrobiotoje.

L. iners yra nejprasta Lactobacillus seimos bakterija, iSsiskirianti i$ kity $ios Seimos
nariy maza vandenilio peroksido ir pieno riigsties gamyba ir mazu, apie 1 MB genomu, kali
kity Lactobacillus $eimos bakterijy genomai siekia 3-4 MB. Taip pat L. iners bakterijos
neauga ant laktobaciloms isskirti skirtos Man Rogosa Sharp terpés, augimui reikalingas
zinduoliy kraujas. L. iners yra vienintelé zinoma Lactobacillus seimos bakterija, sintetinanti
CDC — INY. Pastaryjy mety tyrimai rodo, jog L. iners gali dalyvauti BV patogenezéje. Sioje
dalyje pateikiami duomenys apie L. iners vaidmenj motery lyties taky mikrobiotoje, sasajas su

BV ir prieslaikiniu gimdymu.

L. iners vaidmuo motery lyties taky mikrobiotoje néra vienareik§mis. Sios bakterijos
pirma kartg i$skirtos i$ motery urogenitaliniy taky 1999 m. (Falsen et al. 1999). Kaip minéta
ankscCiau, L. iners yra viena i$ labiausiai paplitusiy bakterijy motery lyties taky mikrobiotoje
(Ravel et al. 2011). Kai kurie autoriai teigia, jog tai yra tiesiog labai paplitusi Lactobacillus
bakterija, ir gali bti laikoma probiotiku (Saunders et al. 2007). Ta¢iau metagenominiai
tyrimai rodo, jog yra tam tikra sasaja tarp L. iners ir BV: viename tyrime L. iners buvo
randama 86,3 % motery, turin¢iy BV (Srinivasan et al. 2012). Taip pat, po BV gydymo
antibiotiku metronidazolu L. iners yra dazniausiai randamos bakterijos (Ferris et al. 2007).
Sie duomenys rodo, jog L. iners gali biiti turéti parazitinj vaidmenj motery lyties taky

mikrobiotoje.

L. iners populiacija motery lyties taky mikrobiotoje kinta ménesiniy ciklo metu, Sios
bakterijos uzima tam tikrg ekologine nisa. Pastebéta, jog motery lyties taky mikrobiotoje L.
iners dazniausiai nerandama kartu su L. crispatus, kita dazna Lactobacillus seimos bakterija
(De Becker et al. 2007). Galbut Sie duomenys gali biiti paaskinami tuo, jog L. iners ir L.
crispatus konkuruoja dél tos pacios ekologinés niSos (France et al. 2016). Taciau kiti autoriai
argumentuoja, jog butent dél skirtingy ekologiniy nisy L. iners gali nukonkuruoti L. crispatus,

ir atvirks¢iai (Jespers et al. 2012). Pavyzdziui, L. crispatus gali vyrauti eubiozés metu, 0 L.
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iners — BV ir menstruacijy metu. L. iners populiacija mikrobiotoje padidéja menstruacijy
metu, tuo paciu padidéja G. vaginalis ir Atopobium vaginae populiacijos, dél ko kyla didesné
tikimybé susirgti BV (Srinivasan et al. 2010). Todél motery lyties taky mikrobiotos tyrimuose

turéty buti atsizvelgiama j tiriamyjy meénesiniy ciklo fazes.

Mikrobiota, kurioje vyrauja L. iners, dazniau pereina j disbioze, tokio tipo mikrobiota
maziau atspari lytiSkai plintanc¢ioms ligoms. [vykus tam tikriems pokyciams, vyraujancios
bakterijos mikrobiotoje gali buiti nukonkuruojamos kitos riiies bakterijy. Tyrimai rodo, jog
mikrobiota, kurioje vyrauja L. iners, yra maziau stabili, nei L. crispatus (Macklaim et al.
2013). Taip pat padaryta i§vada, jog L. iners mikrobiotoje suteikia maZesnj atsparumg ZIV
nei kitos Lactobacillus seimos bakterijos (Borgdoff et al. 2016). Vieni autoriai teigé, jog ne
zemesnis terpés pH eubiozés biikléje, bet didesnis D-pieno ragsties kiekis gali veikti kaip
apsauginis veiksnys nuo uzsikrétimo ZIV (Nunn et al. 2015). Kadangi L. iners negeba
sintetinti D-pieno ragsties, $iy bakterijy vyravimas motery lyties taky mikrobiotoje gali biti
uzsikrétimo ZIV rizikos veiksnys (Witkin et al. 2013). Taigi mikrobiota, kurioje vyrauja L.

iners yra maziau stabili ir gali padidinti rizika uzsikrésti ZIV.

L. iners gali biti susijusios su komplikacijomis néstumo metu. NéStumo metu motery
lyties takuose padidéja Lactobacillus seimos bakterijy, todél yra mazesné rizika susirgti BV
(Aagard et al. 2012). Taciau, kaip minéta anksciau, mikrobiota, kurioje vyrauja L. iners néra
stabili. Tiriant néScias moteris, kurios patyré prieslaikinj gimdyma (anksciau nei 34 savaite),
buvo pastebéta, jog lyties taky mikrobiotoje vyravo L. iners (11 motery i$ 13, apie 85 %)
(Petricevic et al. 2014). Buvo manyta, jog BV gali sukelti prieslaikinj gimdyma, ta¢iau BV
turincias moteris gydant metronidazolu néStumo metu prieslaikinio gimdymo atvejy
nesumazéjo (Donders et al. 2017). Taip pat yra nustatyta, jog L. iners motery lyties taky
mikrobiotoje biina atsparios metronidazolui, po BV gydymo metronidazolu $iy bakterijy biina
daugiausiai. D¢l $iy duomeny Kai kurie autoriai spéja, jog ne BV, bet L. iners sukelia
prieslaikinj gimdyma, taciau tokiai hipotezei patvirtinti reikty daugiau tyrimy (Kindinger et
al. 2017).

Epidemiologiniai tyrimai rodo, jog L. iners motery lyties taky mikrobiotoje gali biiti
susijusi su daugeliu neigiamy reiskiniy: padidéjusia rizika uzsikrésti lytiskai plintan¢iomis
ligomis, didesné prieSlaikinio gimdymo rizika, rizika mikrobiotai pereiti | disbiozés biiseng. L.
iners taip pat turi keleta gluminanciy charakteristiky, kurios $ias bakterijas i$skiria i$ kity

Lactobacillus bakterijy. Viena i$ jy — ypatinga bakterijy morfologija. L. iners bakterijy
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morfologija primena kokus, jos nesidazo Gramo dazu, nors filogenetiskai yra Gram-teigiamos
bakterijos (Vaneechoutte et al. 2017). L. iners taip pat geba stipriai prikibti prie
ekstralgstelinio matrikso fibronektino, tod¢l gali biiti svarbios formuojant biofilmus
(McMillian et al. 2013). Sios bakterijos taip pat negeba sintetinti D-pieno riigsties, pasizymi
maza vandenilio peroksido ir L-pieno riigSies produkcija (Witkin et al. 2013). L. iners
disbiozés metu geba pakeisti mazdaug 10 % geny raiska, padidindama INY, muciny ir
glicerolio pernasos sistemy baltymy kiekj (Witkin et al. 2013). Sios L. iners charakteristikos

gali biiti svarbios identifikuojant sutrikusig motery lyties taky mikrobiota.

Apibendrinant, L. iners yra vienos i§ dazniausiai randamy bakterijy motery lyties taky
mikrobiotoje. Ivairts tyrimai rodo, jog $ios bakterijos gali lemti komplikacijas néStumo metu,
padidéjusig rizikg uzsikrésti lytiskai perneSamomis ligomis, o taip pat biiti vienas i§ BV
rizikos veiksniy. Todél L. iners tyrimai gali buti svarbtis BV diagnostikai ir terapiniy
priemoniy sukiirimui. Monokloniniai antik@inai prie$ L. iners sintetinamg inerolizing galéty
leisti identifikuoti skirtingus mikrobiotos fenotipus ir sukurti naujas BV diagnostikos

priemones.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

2.1. Medziagos

2.1.1. Reagentai, antikuinai, antigenai ir rinkiniai

Agarozé TopVision (Thermo Fisher Scientific);

DNR ilgio standartai: GeneRuler™ 1kb Plus Ladder ir O' GeneRuler™ 1 kb DNA
ladder (Thermo Fisher Scientific).

Etidzio bromidas (Desitin);

10X DreamTaq polimerazés Green buferinis tirpalas (su 20 mM MgCI,) (Thermo Fisher
Scientific);

dNTP 2 mM (Thermo Fisher Scientific);

DreamTag DNR polimerazé (5 U/ul) (Thermo Fisher Scientific);
Izopropil-B-tiogalaktopiranozidas (IPTG) (Thermo Fisher Scientific);
Restrikcijos endonukleazés Nhel, Xhol, Sspl (Thermo Fisher Scientific);

T4 DNR ligazé (Thermo Fisher Scientific);

Misinys PGR metodui 2X Phusion Flash PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific);
Vektorius pET28a(+) (Merck);

Vektorius pJET1.2/blunt (Thermo Fisher Scientific);

Serino proteaziy slopiklis fenilmetilsulfonilfluoridas (PMSF) (Sigma-Aldrich);
Antiputokslis (Sigma-Aldrich);

Pieno milteliai (Roth);

Rinkiniai: GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific), CloneJET
PCR Cloning Kit (Thermo Fisher Scientific), GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Fisher
Scientific), GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific);
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Imunofermentinés analizés nebaltyminis blokavimo tirpalas 10X Roti®Block (Roth);
Ozkos polikloniniai antik@inai pries pelés IgG Zyméti su krieny peroksidazé (BioRad);

Pelés imunoglobuliny izotipy nustatymo IFA rinkinys Mouse Immunoglobulin Isotyping
ELISA Kit (BD Biosciences)

TMB (3,3¢,5,5¢-tetrametilbenzidinas) imunofermentinei analizei NeA-Blue (Clinical

Science Products Inc.);
TMB skirtas membranoms (Sigma);
4-chlornaftolis (Sigma);
Metanolis (Scharlau);
H,0, (Roth);

50 karty koncentruotas HAT (Hipoksantinas, aminopterinas, timidinas) (Sigma-
Aldrich);

Lasteliy suliejimo agentas PEG-4000 (Sigma-Aldrich)
,rProtein A Sepharose Fast Flow* (GE Healthcare);
»Sephadex G-25% koloné¢le ,,PD-10* (GE Healthcare);
Silikoninés zarnelés dializei (Roth)

Poliakrilamidinio baltymy gelio dazas: PageBlue™ Protein Staining Solution (Thermo
Fisher Scientific);

Baltymy molekulinés masés standartas: PageRuler™ Prestained Protein Ladder Mix

(Thermo Fisher Scientific);

Darbui buvo naudojami rekombinantiniai baltymai, sukurti Vilniaus universiteto
Gyvybés moksly centro Biotechnologijos instituto Imunologijos ir lastelés biologijos skyriuje
— inerolizinas (INY), pneumolizinas (PLY), vaginolizinas (VLY), streptolizinas O (SLO),
intermedilizinas (ILY). Taip pat buvo naudojama karboanhidrazé XII (CAXII), sukurta

Biotermodinamikos ir vaisty kiirimo skyriuje.
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Darbe naudoti dr. Mildos Pleckaitytés sukurti pradmenys INY sekos padauginimui
PGR. 3° pradmens 5° gale yra Nhel endonukleazés atpazjstama seka (5°-G*‘CTAGC-3°).

Likusi pradmens seka yra komplementari amplifikuojamos DNR 5° sekai:
3¢ pradmens seka: 5*-AGCTAGCAATACTGAGCCAAAAACAGCTAT-3¢

5¢ pradmens 3 gale yra Xhol endonukleazés atpazjstama seka (5°-C*TCGAG-3°), uz jos
— transkripcijos pabaigos kodonas TAA. Likusi pradmens seka komplementari

amplifikuojamos DNR 3° sekai:
5¢ pradmens seka: 5*-“ACTCGAGTTAGTCATTTTTTACTTCTTCTTTG-3¢

2.1.2. Buferiniai ir kiti tirpalai

Bakterijy cheminei transformacijai naudoti $ie tirpalai:

LB terpé: 1% peptonas, 0,5% mieliy ekstraktas, 1% NaCl;

Agarizuota LB: LB terpé su 2% agaro;

Na" tirpalas: 100 mM NaCl, 5 mM MgCly, 5 mM Tris-HCI, pH 7,5-8;
Ca®" tirpalas: 100 mM CaCl,, 5 mM MgCI2, 5 mM Tris-HCI, pH 7,5-8.

Bakterijy lasteliy lizaty paruo$imui elektroforezei naudoti tirpalai:

PBS su 2 % natrio dodecilsulfato (NDS).

DNR elektroforezei naudoti $ie tirpalai:

50 karty koncentruotasTris-acetato-EDTA (TAE) buferinis tirpalas (Thermo Fisher
Scientific).

Imunofermentinei analizei naudoti Sie tirpalai:

Fosfatinis buferinis tirpalas (PBS) 10 karty koncentruotas (1,37 M NaCl (Roth), 27 mM
KCI (Roth), 81 mM Na,HPO,4-12H,0 (Roth), 15 mM KH,PO, (Roth), laikomas +4 °C,

naudojamas skiestas 10 karty distiliuotu vandeniuy);
PBST (PBS su 0,1 % (w/v) Tween-20 (Roth));

Plovimo tirpalas (PBST:H,0, 1:1);
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Imobilizacijos buferinis tirpalas (0,05 M Natrio karbonato buferinis tirpalas, pH 9,5,
laikomas +4 °C);

Blokavimo tirpalas (10 karty koncentruotas Roti®-Block(Roth), naudojamas skiestas 10

karty distiliuotu vandeniu);

Baltymu elektroforezei denaturuojanciomis salyegomis buvo naudoti $ie tirpalai:

30 % akrilamido-bisakrilamido tirpalas (30 % (w/v) akrilamido (Sigma) ir 0,8 % (w/v)
N,N*-metilenbisakrilamido (Sigma), laikomas +4 °C temperatiiroje, tamsoje, neilgiau kaip 30
dieny);

1,5 M TRIS-HCI (pH 8,8) buferinis tirpalas (laikomas +4 °C temperatiiroje, tamsoje,
neilgiau kaip 30 dieny);

0,5 M TRIS-HCI (pH 6,8) buferinis tirpalas (laikomas +4 °C temperatiiroje, tamsoje,
neilgiau kaip 30 dieny);

10 % Natrio dodecilsulfato (NDS (Roth)) tirpalas (laikomas kambario temperatiiroje);
10 % Amonio peroksosulfato (APS (Fluka)) tirpalas (naudojamas pagaminimo dieng);

Baltymy elektroforezés buferinis tirpalas (TRIS-Gly-NDS) 10 karty koncentruotas (247
mM TRIS (Sigma), 1,92 M glicino (Roth), 35 mM NDS (Roth), pH 8,3-8,6, tirpalas

naudojamas praskiestas 10 karty);

12 % skiriamasis gelis (9,825 ml (1 geliui 4,9 ml tirpalo): 4 ml akrilamido-
bisakrilamido, 2,5 ml TRIS-HCI pH 8,8, 100 ul 10 % NDS, 3,17 ml dej. H20, 50 ul 10 %
APS, 5 ul TEMED);

4 % koncentruojantis gelis (5 ml (1 geliui 2,3 ml tirpalo): 670 pl akrilamido-
bisakrilamido, 1,25 ml TRIS-HCI pH 6.8, 50 pl 10 % NDS, 3 ml dej. H20, 25 pul 10 % APS, 5
ul TEMED);

Baltymy méginiy uzneSimo buferinis tirpalas: ,,Lane Marker Reducing Sample Buffer

(5X)* (Thermo Fisher Scientific);

Imunoblotinge buvo naudojami Sie tirpalai:
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Baltymy pernesimo buferinis tirpalas (TRIS-Gly) (25 mM TRIS (Sigma), 150 mM
glicino (Roth));

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

Chlornaftolio tirpalas (1 tableté 4-chlornaftolio tirpinama 10 ml metanolio; Membranos
rySkinimui naudojamas tirpalas: 10 ml PBS, 2 ml chlornaftolio istirpinto metanolyje, 30 pl

HsO).

Antiktiny gryninime ir konjugavime naudoti Sie tirpalai:

Uznesimo/plovimo tirpalas (1,5 M glicino, 3 M NaCl, pH 8,9);
Eliucijos tirpalas (100 mM glicino, pH 3,0);

1 mM Natrio acetatinis buferinis tirpalas (pH 4,5);

0,2 M Natrio karbonatinis buferinis tirpalas (pH 9,5);

0,01 M Natrio karbonatinis buferinis tirpalas (pH 9,5);

0,2 M Natrio perjodato tirpalas;

4 mg/ml Natrio borhidrido tirpalas;

Hemolizés tyrimams buvo naudoti Sie tirpalai:

Buferinis tirpalas 35 mM NaCl, 125 mM Na,HPO,, pH privedamas su ledine acto
ragstimi(4,5, 5,4, 6,8 pH).

Terpiy sudétys:

Hibridomy ir Sp2/0 lasteliy augimo terpé: DMEM terpé (Biochrom) su 2 mM L-
glutamino (Roth), 200 pg/ml gentamicino (Roth), 10-15 % (v/v) fetalinis verSiuko serumas
(FBS) (Biochrom).

Neserumin¢ terpé: DMEM terpé (Biochrom) su 2 mM L-glutamino (Roth), 200 pg/ml
gentamicino (Roth).

HAT terpé: augimo terpé su HAT (Sigma).
HT terpé: augimo terpé su HT (Sigma).
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Lasteliy Saldymo terpé (10 % (v/v) DMSO (dimetilsulfoksidas) istirpintas FBS
(Biochrom)).

2.1.3. Eksperimentiniai gyviinai ir lastelés

Eksperimentams buvo naudojamos BALB/c linijos pelés (Vilniaus universiteto Gyvybés

moksly centro Biochemijos instituto Vivariumas). Peliy imunizavimas ir eutanazija stuburo
slanksteliy dislokavimo biidu buvo atlieckami asmens, turin¢io FELASA reikalavimus

atitinkantj sertifikatg dirbti su laboratoriniais gyvinais.

Rekombinantinj inerolizing koduojanciy vektoriy kiirimui ir jy raiSkai naudoti
Escherichia coli DH5a ir DE3 kamienai (Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro

Biotechnologijos institutas Imunologijos ir lastelés biologijos skyrius).

Hibridomy kiirimui naudota Sp2/0 lasteliy linija, nesintetinanti imunoglobuliny. Sios
lastelés turi hipoksantinguaninfosforiboziltransferazés geno mutacija, todél neauga

selektyvioje HAT terp¢je (Shulman et al. 1978).

Hemolizés testui naudoti zmogaus eritrocitai. Kraujas surinktas i§ sveiko savanorio

VEenos.

2.1.4. Prietaisai ir tyrimo priemonés

CO; inkubatoriai ,,Galaxy R* (RS Biotech), ,,MIDI 40* (Thermo Scientific);

Vienkanaliai, 8- ir 12-kanaliai dozatoriai (Thermo Scientific, Eppendorf, Finnpipette

Campus);
0,5 ml, 1,5 ml ir 2 ml mégintuveliai (Eppendorf);
Vienkartiniai dozatoriy antgaliai (200 pl, 1 ml, 5 ml, 10 ml) (Nerbe Plus);
Laminarinis boksas ,,MSC-Advantage™* (Thermo Scientific);
Saldytuvai: -70 °C , -20 °C, +4 °C;
Vandens termostatas ,,Memmert” (Thermo Fisher Scientific);
Saldanti centrifuga ,,5424R* (Eppendorf);
Goriajevo ir Buerker lgsteliy skai¢iavimo kameros (Sigma);

Plastikiniai loveliai (Titertek);
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Audiniy kultiroms skirti indai: 6, 24 ir 96 $ulinéliy plokstelés, 25 cm? ir 75 cm? flakonai
(TPP);

Kriokonservavimo ampulés (1,5-2,0 ml) (Nunc);

Purtyklé bakterijy auginimui ,,Certomat IS* (B. Braun Biotech International);
Vorteksas (Fisher Scientific);

Termocikleris ,,2720% (Applied Biosystems);

Ultragarsinis homogenizatorius ,,CY-500 (J. P. Selecta);

Elektros Saltinis elektroforezei (Biometra);

Meégintuveliy Sildymo jrenginys (Hettich);

Plokstelés imunofermentinei analizei ,,MaxiSorp* (Nunc);

Plokstelés imunofermentinei analizei (Nerbe plus);

Spektrofotometras ploksteléms ,,Multiskan GO™* (Thermo Scientific);
Purtyklé ploksteléems — ,, Titertek* (Flow Laboratories);
Polivinildifluorido (PVDF) membrana (Roth);

Imunoblotingo popierius (Whatman);

Spektrofotometras ,,NanoDrop* (Thermo Scientific);

Programiné jranga: ,,OriginPro 8.5 (OriginLab), ,,GNU Image Manipulation Program*
(http://gimp.org).

2.2. Metodai

2.2.1. Geny inZinerijos metodai

2.2.1.1. Polimeraziné grandininé reakcija (PGR) INY DNR seky pagausinimui

INY DNR be signalinés sekos padauginamos polimerazinés grandininés reakcijos
metodu (PGR). PGR vykdoma galutiniame 25 pL tiryje. Mi$inj sudaro Phusion polimerazés
PGR misinys PCR Master Mix, skiestas 2 kartus vandeniu, su 0,4 uM 3¢ pradmens, 0,4 uM 5°
pradmens, 3 pL DNR matricos ir vandens iki 25 pL ttrio. DNR matrica gauta i§ motery lyties
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taky éminio (leidimas atlikti biomedicininj tyrimg Nr. 158200-13-697-223, 2013-11-12),
iSgryninus genoming DNR rinkiniu GeneJET Genomic DNA purification Kit. Reakcijos
rezimas 10 s 98 °C, 30 cikly: 2 s 98 °C, 30 s 60 °C, 30 s 77 °C; uzbaigiama 1 min 72 °C. PGR
produktai analizuojami 1 % agarozés gelyje, elektroforez¢ vykdoma esant 125 V jtampai.

Gelis dazomas etidzio bromido tirpalu.
2.2.1.2. Rekombinantinio klonavimo vektoriaus konstravimas

PGR metu pagausinta INY DNR seka i§ PGR miSinio jklonuojama j pJET1.2/blunt
klonavimo vektoriy, naudojant rinkinj CloneJET PCR Cloning Kit. Polimeraze Phusion
pagausinta INY DNR seka yra bukais galais, jvedimui j pJET1.2/blunt vektoriy naudojama T4
DNR ligazé. Sukonstruotu pJET/NY vektoriumi transformuojamos E. coli DH5a kamieno
lastelés. Transformuotos lastelés i§s¢jamos ant agarizuotos LB terpés 1ékstelése su ampicilinu
(100 pg/mL) ir auginamos +37 °C per naktj. Teigiamos kolonijos atrenkamos PGR
pagausinant tikslinio fragmento DNR, | PGR miSinj uzneSant bakterijy kolonijos nuo kilpelés.
PGR miSinio sudétis: DreamTaq DNR polimerazés Green buferinis tirpalas skiestas 10 karty,
su 2 mM MgCl;, 0,2 mM dNTP, 0,4 uM 5° pradmens, 0,4 uM 3‘ pradmens, 1,25 vieneto
DreamTaq DNR polimerazés, ir vandens iki galutinio 25 pL tiirio. Reakcijos rezimas yra 3
min 94 °C, 30 cikly: 30 s 94 °C, 30 s 60 °C, 1 min 72 °C; uzbaigiama 10 min 72 °C. Teigiamy
kolonijy plazmidiné DNR i§gryninama i§ naktinés kultiros GeneJET Plasmid Miniprep Kit

rinkiniu ir saugoma -20 °C.
2.2.1.3. DNR sekoskaita

Rekombinantinis klonavimo vektorius pJET/INY analizuotas Vilniaus universiteto
Gyvybés moksly centro Biotechnologijos instituto DNR Sekoskaitos centre. Tiriamosios
DNR seka nustatyta automatiniu 16 kapiliary genetiniu analizatoriumi 3130x1 (Applied
Biosystems), kuriuo atliekama fluorescentiniais dazais Zzymeéty DNR fragmenty elektroforeze,

ju detekcija lazeriu ir kompiutering analizé.
2.2.1.4. Rekombinantinio raiskos vektoriaus konstravimas

Rekombinantinis raiSkos vektorius sudaromas i§ Nhel ir Xhol endonukleazémis kirpty
pET28a(+) ir pJET/INY vektoriy. Reakcijos misinys susideda i§ 2 ug pET28a(+) arba 1 pg
pJET/INY vektoriaus, 4 pL FastDigest buferinio tirpalo, po 1 pl (10 U/uL) endonukleaziy
Nhel ir Xhol, ir vandens iki galutinio 40 pL tirio. Reakcija vykdoma 30 min +37 °C ir
stabdoma 5 min +65 °C. Produktai frakcionuojami elektroforezés budu 1 % agarozés gelyje.
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Iskirpty DNR fragmenty iSgryninimui i§ 1 % agarozés gelio naudojamas GeneJET Gel
Extraction Kit rinkinys. Paruostos pET28a(+) plazmidés ir fragmento DNR sujungimo
reakcijos miSin] sudaro pET28a(+) ir fragmento DNR santykiu 1:2-1:5, T4 DNR ligazés
buferinis tirpalas, 1 uL T4 DNR ligazés (5 U/uL) ir vanduo iki galutinio 20 pL tirio. Reakcija
vykdoma +4 °C per naktj. Rekombinantiniais pET28/INY vektoriais transformuojamos E. coli
kamieno DH5a lgstelés, skirtos padauginti rekombinantinio raiskos vektoriaus kiekiui.
Teigiamos kolonijos atrenkamos PGR padauginant tikslinio fragmento DNR ir elektroforeze 1
% agarozeés gelyje. ISgryninti raiSkos vektoriai papildomai patikrinami DNR restrikcijos
analize. DNR restrikcijos analizé atlickama pagal pasirinkty restrikcijos endonukleaziy
gamintojo rekomendacijas.

2.2.1.5. DNR restrikcijos analizé

PET28/INY vektoriy DNR restrikcijos analiz¢ atlikta naudojant tokias restrikcijos
endonukleazes, kad po reakcijos DNR produkty ilgiai parodyty, ar INY DNR fragmentas |
vektoriy jsistates reikiama kryptimi. Visos reakcijos atliktos pagal gamintojo rekomendacijas.
Rekombinantinis pET28/INY vektorius naudojamas trijose skirtingose reakcijose su
endonukleazémis Nhel, Spel ir Sspl. Ivykus reakcijai miSiniai frakcionuojami 1 % agarozés
gelyje. Tinkamai jsistates INY DNR fragmentas pET28-INY vektoriuje po inkubacijos su
endonukleazémis sudaryty trumpesnio ilgio produktus. Inkubuojant su Ndel susidaro 6763 bp,
su Spel — 6367 bp ir 396 bp, su Sspl — 5238 bp, 957 bp ir 568 bp produktai.

2.2.1.6. E. coli bakterijy transformacija

E. coli DH5a ir DE3 kamieny Igstelés auginamos 5 mL LB terpés 2-2,5 h, +37 °C, 220
aps./min, augima stabdant lede. Lastelés centrifuguojamos 5 min 3000 aps./min +4 °C,
nusédusios lastelés suspenduojamos 5 mL Na™ tirpalo, inkubuojamos +4 °C 5 min ir
centrifuguojamos 10 min 3000 aps./min +4 °C. Nupylus supernatantg lgstelés
suspenduojamos 3 mL Ca** tirpalo, inkubuojamos +4 °C 30 min, nucentrifugavus 5 min 3000

aps./min supernatantas nupilamas. Lastelés suspenduojamos likusiame tirpale, laikoma lede.

Transformacijai imama 50 pL kompetentiniy lasteliy ir 5 pL ligato DHS5o arba 1 pL
ligato DE3 kamieno lgsteléms. MiSinys laikomas lede 30 min, inkubuojama 1,5 min +42 °C, 2
min lede. Ant miSinio uZpilama 1 mL LB terpés, inkubuojama 30 min +37 °C. MiSinys
centrifuguojamas 5 min 3000 aps./min, supernatantg nupylus lgstelés iSs¢jamos j 2

agarizuotos LB terpés leksteles su ampicilinu (100 pg/mL) ir auginamos +37 °C per naktj.
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2.2.1.7. INY sintez¢ pET raiskos sistemoje

E. coli DE3 kamieno bakterijy, transformuoty rekombinantiniu pET28/INY vektoriumi,
kultira auginama 5 mL LB terpés su ampicilinu 2,5-3 h +37 °C 220 aps./min. Prie$ baltymy
sintezés indukavimg paiamamas 1 mL lasteliy kulttiros, hucentrifuguojama 5 min 3000
aps./min, supernatantas nusiurbiamas, Igstelés saugomos -20 °C ir naudojamos lasteliy lizato
paruoSime. INY geno rais$ka indukuojama IPTG, kuris blokuoja lac operatoriaus represoriy
Lacl. | bakterijy kulttirg pripilama IPTG iki galutinés 0,1 mM koncentracijos ir auginama 2 h

+37 °C 220 aps./min Paimamas dar vienas lasteliy méginys Igsteliy lizato paruoSimui.

Surinkty lasteliy kulttiry lizatai naudojami baltymy elektroforezéje denatiiruojanciomis
salygomis. Lastelés suspenduojamos 40 pL PBS su 2 % SDS ir inkubuojama 10 min 100 °C. |
misinj jdedama 10 puL 5X Reducing Sample Buffer ir inkubuojama 10 min 100 °C. Paruosty
lizaty j gelio Sulinélj neSama po 4-6 puL. Baltymy sintezés indukcija IPTG jvertinama
poliakrilamidiniame gelyje lyginant INY molekuling masg atitinkacios juostelés dydj
méginiuose be IPTG ir su IPTG. Atliekamas imunoblotingas, naudojant antikiinus prie$

heksahistidino zyme.

2.2.1.8. Baltymy elektroforezé poliakrilamidiniame gelyje denattiruojanciomis

salygomis.

Baltymy elektroforezei denatiiruojanc¢iomis salygomis naudoti dvisluoksniai
poliakrilamido geliai su natrio dodecilsulfatu, sudaryti i$ 12 % apatinio (skiriamojo) ir 4 %
virsutinio (koncentruojamojo) gelio. Surenkama elektroforezés kaseté, i ja supilami sumaisyti
skiriamojo gelio komponentai (galutinis taris 4,9 mL) ir gelio pavirSius lyginamas 1 mL 70 %
izopropanolio sluoksniu. Inkubuojama 20 min kambario temperatiiroje, kol skiriamasis gelis
sustingsta. Skiriamajam geliui sustingus, paavir§ius nusausinamas ir uzpilami sumaisyti
koncentruojan¢io gelio komponentai (galutinis tiiris 2,9 mL). Sulin¢liai formuojami jstatant
Sulinéliy trafaretus. Koncentruojancio gelio sluoksnis sustingsta inkubuojant 40 min kambario
temperatiiroje. Sustingus geliui, nuo kaseciy pasalinamos guminés tarpinés, kasetés jstatomos
1 elektroforezés aparata, uzpilama elektroforezés buferinio tirpalo, iStraukiami Sulinéliy
trafaretai ir uzneSami méginiai po 1-2 pg baltymuyj takelj, 4-15 pL tiryje. Pries atliekant
elektroforeze baltymy méginiai sumaisomi su 5X Reducing Sample Bufferir inkubuojami 10
min +100 °C. Elektroforezé vykdoma 80 V jtampoje, kol baltymai pereina j skiriamajj gelj,
po to tesiama 140-200 V jtampoje. Po elektroforezés gelis jmerkiamas j stikling su dazu ir

inkubuojamas 1,5 min 800 W mikrobangy krosneléje. Nupylus daza, gelis plaunamas
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distiliuotu vandeniu, inkubuojant 800W mikrobangy krosnel¢je. Kei¢iamas vanduo,

kartojamas plovimas iki norimo rySkumo ir skenuojama.
2.2.1.9. Bakteriniy lasteliy ardymas ultragarsu

E. coli bakterijy DE3 kamieno lgstelés, transformuotos rekombinantiniu vektoriumi
PET28/INY, lizuotos naudojant ultragarsinj homogenizatoriy (,,CY-500). 150 pL naktinés
kultaros pridéta j 30 mL LB terpés su kanamicinu (50 ug/mL), auginta 37 °C 220 aps./min
greiciu 2-2,5 h Baltymy sintezé indukuota pridedant IPTG iki galutinés koncentracijos 0,5
mM ir inkubuojama 37 °C 220 aps./min grei¢iu. Praéjus 2 h, kas 30 min paimamas lgsteliy
suspensijos méginys ir matuojama $viesos sugertis 600 nm Sviesos bangos ilgyje. Lastelés
auginamos iki OTge=1, paimamas 1 mL méginys lasteliy lizato paruo$imui. Lasteliy
suspensija centrifuguojama 5 min 3000 aps./min, nupilamas supernatantas. Lasteliy nuosédos
suspenduojamos 3 mL PBS su serino proteaziy inhibitoriumi PMSF (galutiné koncentracija
1mM) ir 1-2 pL antiputokslio. Laikoma leduose, lastelés lizuojamos ultragarsiniu
homogenizatoriumi. Lizatas centrifuguojamas 5 min 3000 aps./min. Atskiriama skysta

frakcija nuo kietos, paimami méginiai baltymy elektroforezei.

2.2.2. Imunologiniai tyrimo metodai.

2.2.2.1. Imunofermentiné analizé

Imunofermentiné analizé (IFA) skirta peptidy, baltymy ar kity molekuliy aptikimui
méginiuose. Pagrindinis IFA principas — specifiska antikiino sgveika su antigenu ir antikiino-
antigeno komplekso susidarymas. Darbe buvo naudojami keturi IFA variantai: netiesioging,

tiesioginé, konkurenciné ir dviepitopé.

Netiesioginés IFA metu antigenai sorbuojami plokséiadugnése 96 Sulinéliy plokstelése.
Antigenai (3 ng/puL) imobilizacijos buferiniame tirpale iSpilstomi j ploksteles po 50 pL j
Sulinélj. Inkubuojama +4 °C 16 h arba +37 °C 1 h. Laisvas Sulinéliy pavirSius blokuojamas
150 pL 10 karty distiliuotu vandeniu skiestu Roti®-block, inkubuojama 1 h ant purtyklés.
Blokavimo tirpalas iSpurtomas, ploksteliy Sulinéliai praplaunami distiliuotu vandeniu. Po
blokavimo uzpilami tiriamieji méginiai (antikiinai hibridomy augimo terpéje ar peliy kraujas).
Inkubuojama kambario temperatiiroje 1 h ant purtyklés. Tiriamieji méginiai i§purtomi, 3
kartus praplaunama PBST:H,O 1:1 tirpalu, 2 kartus distiliuotu vandeniu. Antikino-antigeno
kompleksams aptikti naudojami ozkos antiktinai prie$ pelés IgG Zymeéti krieny peroksidaze.

Antriniai antiktinai skiedziami PBST pagal gamintojo rekomendacijas, i§pilstoma po 50 pL j
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Sulinélj. Inkubojama 1 h ant purtyklés. ISpurcius antrinius antikinus 3 kartus plaunama
PBST:H,0 1:1 tirpalu ir 2 kartus distiliuotu vandeniu. Uzpilama 50 pL krieny peroksidazés
substrato TMB, ryskinama iki 15 min Reakcija stabdoma 25 pL 3,6% H,SO4 tirpalu.

Ploksteliy spektrofotometru matuojama absorbcija 450 nm bangos ilgyje.

Tiesioginé IFA naudota nustatyti antikino, zyméto fermentino Zyme, darbiniams
skiedimams. Viskas atlickama kaip ir netiesioginés IFA atveju, bet po blokavimo iskart
uzpilami antiktinai Zyméti krieny peroksidaze. Darbiniai skiedimai pasirenkami i§ OTasg

priklausombés nuo antikiiny méginio skiedimo grafiko.

Konkurenciné IFA leidzia jvertinti, kaip antikiinai konkuruoja dél saveikos su antigeno
epitopais. Po blokavimo Sulinéliai uzpilami 50 pL antikiiny hibridomy augimo terpéje ir
inkubuojami 1 h kambario temperatiroje. Nepraplovus Sulinéliy pripilama kito antikino
zymeéto krieny peroksidaze ir inkubuojama 1 h Toliau viskas vykdoma kaip netiesioginéje
IFA. Konkurencija stebima tuose Sulinéliuose, kur optinis tankis sumazéjes, lyginant su
kontroliniu Sulinéliu, kuriame vietoj konkuruojanciy antiktiny uzpilta terpé. Rezultatai

iSreiSkiami procentine konkurencija.

Dviepitopé IFA naudojama sudaringjant rekombinantinio inerolizino (INY) kiekybines
kalibracines kreives, kurias biity galima panaudoti nustatant baltymo koncentracijg
tiriamuosiuose méginiuose. Siame metode visy pirma imobilizuojamas vienas i3
nekonkuruojancios poros MAk 10 pg/mL PBS tirpale po 50 pL j Sulin¢l;. Plokstelés pavirSius
blokuojamas, uzpilama 100 pL tam tikros koncentracijos antigeno ir inkubuojama 1 h ant
purtyklés. Sorbuoto antikiino prijungti antigenai atpazjstami optimalaus darbinio skiedimo
MAK su krieny peroksidazés zyme, po 50 uL j Sulinélj. Ryskinama taip pat kaip ir Kitais IFA

metodais.
2.2.2.2. IFA rinkiniai

Monokloniniy antiktiny klasés, poklasiai ir lengvyjy grandiniy tipai nustatyti naudojant

TMec pelés imunoglobiny izotipavimo IFA rinkinj. ,,MaxiSorp* 96 Sulinéliy

,»BD Pharmigen
ploksteléje 20 karty PBS skiesti antikiinai pries pelés antikiiny Fc fragmentus supilami po 50
uL j Sulinélj, inkubuojama 2 h + 37 °C. Sulinéliy laisvas pavirsius blokuojamas PBS istipintu
1 % BSA tirpalu,ispilstoma po 200 pL j Sulinélj. Inkubuojama 1 h kambario temperatiiroje.

Antiktinai skirtingy hibridomy augimo terpése uzpilami po 50 puL j Sulin€lj, neigiama kontrole
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naudota seruminé Igsteliy augimo terpé DMEM. Tolimesni zingsniai atlikti taip pat kaip ir

netiesioginés IFA metodu.
2.2.2.3. Imunoblotingas

Atliekama baltymy elektroforezé denatiiruojan¢iomis sglygomis kaip aprasyta anksciau.
Baltymai poliakrilamidiniame gelyje perneSami ant PVDF membranos. Geliai ir filtriniai
popieriai mirkomi baltymy perneSimo buferiniame tirpale. PVDF membranos pirmiausiai
Jmerkiamos j metanolj, o po to perkeliamos j baltymy pernesimo buferin;j tirpalg. Priemonéms
iSmirkus vykdomas pusiau sausas baltymy pernesimas ant PVDF membranos. Ant baltymy
pernesimo katodo padedami iSmirke baltymy pernesimo buferyje filtrinio popieriaus lakstai,
ant jy uzdedamas PVDF membranos, gelis ir dar vienas filtrinio popieriaus lapas. Viskas 1§
vir$aus prislegiama aparato anodiniu padu ir 1 h vykdomas baltymy perne$imas, esant 1 mA
srovés stipriui j 1 cm? gelio. Po perne§imo membrana plaunama PBST ir blokuojama 2 %
(w/v) pieno milteliy iStirpinty PBST per naktj +4 °C. Po blokavimo membrana plaunama 4
kartus PBST. Hibridomy augimo terpé su tiriamaisiais antikiinais skiedziama 4-8 kartus 2 %
(w/v) pieno milteliy istirpinty PBST. UZpilama skiesta hibridomy augimo terpé, inkubuojama
1 h kambario temperattiroje ant purtyklés. Membrana plaunama 4 kartus PBST. Skiedziamas
antiktiny pries pelés IgG zymety krieny peroksidaze tirpalas santykiu 1:4000 PBST su 2 %
(w/v) pieno milteliy ir inkubuojama 1 h kambario temperatiiroje. Po inkubacijos su antriniais
antiklinais membrana plaunama 6 kartus PBST, 2 kartus inkubuojant 5 min ant purtyklés.
Ryskinama TMB substratu membranoms arba chlornaftolis, reakcija stabdoma perkeliant
membrang i§ rySkinimo tirpalo j vandenj. Membrana dziovinama ant filtrinio popieriaus ir

skenuojama.
2.2.2.4. Antikiiny titro nustatymas imunizuoty peliy kraujo serume

Antikiiny titrai nustatomi netiesioginés IFA metodu, naudojant INY. Antigenai
skiedZziami iki 5 pg/mL imobilizacijos buferiniame tirpale ir i§pilstomi 96 Sulinéliy
ploksc¢iadugnése plokstelése po 50 pL i Sulinélj. Imunizuoty peliy kraujas skiedziamas PBST
ir atliekami serijiniai skiedimai nuo 1:100 iki 1:72900, i$pilstant po100 pl méginiy j Sulinélj.
Inkubuojama 1 h, antigeno-antikino kompleksai aptinkami taip pat kaip ir netiesioginés IFA

metodu.

2.2.3. Hibridomy ir monokloniniy antikiiny kiirimas
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Hibridomy kiirimas vyksta $iais etapais: BALB/c peliy imunizacija, 1asteliy
hibridizacija, atranka, klonavimas, sukurty MAk specifiSkumo antigenui tyrimas, klasiy ir
poklasiy nustatymas, hibridomy (B limfocity ir mielominiy Iasteliy hibridy)

kriokonservavimas ir antikiiny gryninimas.
2.2.3.1. BALB/c peliy imunizavimas

Imunizuotos 8 savai¢iy BALB/c linijos pelés, auginamos Vilniaus universiteto Gyvybés
moksly centro Biochemijos instituto vivariume. Rekombinantiniu INY imunizuotos 3 pelés,
atliekant poding injekcija tris kartus kas 28 dienas. Kiekvienai imunizacijai naudota 50 pg
antigeno pelei. Pirmos imunizacijos metu suleistas antigenas istirpintas PBS ir lygiu ttiriu
sumaisytas su pilnu Freundo adjuvantu. Antrosios imunizacijos metu suleistas antigenas
iStirpintas PBS ir lygiu tliriu sumaiSytas su nepilnu Freundo adjuvantu. Treciosios
imunizacijos metu suleistas antigenas iStirpintas PBS. Pries$ kiekvieng imunizacijg paimti
kraujo méginiai, uzsaldyti -20 °C ir naudoti kraujo titro nustatymui. Imunizacijos atliktos

Zmogaus, turin¢io leidimg dirbti su laboratoriniais gyviinais.
2.2.3.2. Mielominés lasteliy linijos Sp2/0 kultivavimas

Hibridomy gavimui naudota Sp2/0 mielominiy lasteliy linija. Si peliy lasteliy linija
nesintetina imunoglobuliny, hipoksantinguaninfosforiboziltransferazés (HGPRT) geny
mutacijas. Dél HGPRT mutacijos jos ztusta HAT (hipoksantino, aminopterino ir timidino)
tuincioje terpeje. Sp2/0 mielominés lgstelés auginamos DMEM terpéje, turincioje 9 %
fetalinio verSiuko serumo. IKi hibridizacijos atgaivintos Sp2/0 lastelés perséjamos 3 kartus.
Perséjimo tikslas yra suliejimui naudoti gyvas, vienodo dydzio Iasteles logaritminéje augimo

fazgje.
2.2.3.3. Hibridizacija

Surinktas imunizuoty peliy kraujas analizuotas IFA metodu, nustatytas antikiiny pries§
INY kraujo titras. Imunizuota pelé, turinti didziausig kraujo titrg, tris dienas prie$ hibridizacija
dar kartg imunizuojama 50 pg INY istirpintu PBS. Taip aktyvuojama bluznies lgsteliy
proliferacija.

Pries$ suliejima mielominés lastelés surenkamos ir centrifuguojamos 5 min 200xg.
Supernatantas nupilamas, lastelés suspenduojamos 30 mL neserumings terpés. INY

imunizuotos pelés peritoniniai makrofagai surenkami praplaunant neserumine DMEM terpe.
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Bluznis steriliai pasalinama ir merkiama j neseruming DMEM terpe. SutraiSkoma bluznis,
suspenduojama terpéje ir centrifuguojama 5 min 200xg. Bluznies Igsteliy suspensija
nupilama, lgstelés suspenduojamos 10 mL neseruminés terpés. Mielominiy ir bluznies Igsteliy
kiekis skai¢iuojamas su Goriajevo kamera. Suliejimui mielominés ir bluznies Igstelés
sumaisytos santykiu 2:5. Lastelés centrifuguotos 5 min 200xg. Supernatantas nupilamas,
lastelés maiSomos 1 min su 1 mL PEG-4000 ir inkubuojama 2 min Ant Igsteliy suspensijos
per 2 min uzlaSinama 10 mL neseruminés terpés. Pripilama neseruminés terpés iki 50 mL,
centrifuguojama 5 min 200xg. Pasalinamas supernatantas, lastelés suspenduojamos HAT
praturtintoje DMEM terpéje su 15 % FBS. Supilami surinkti pelés peritoniniai makrofagai,
iSpilstoma j 96 Sulinéliy ploksteles skirtas audiniy kultiroms po 200 pL (212 tukst. 1asteliy) |

Sulinélj.

Praéjus 7 ir 11 dieny po hibridizacijos kei¢iama hibridomy augimo terpé. IS Sulinéliy

nusiurbiama 100 pL terpés ir uzpilama 120 pL lgsteliy augimo terpés, turincios HT (Sigma).
2.2.3.4. Makrofagy sluoksnio paruosimas

Hibridomy auginimg pagerina maitinancios Igstelés, iSskirianc¢ios tam tikrus citokinus,
pvz. interleuking-6, kuris skatina B lasteliy proliferacija, diferenciacijg ir antikiiny sekrecija
(Zhu Y, et al., 1993). Siame darbe naudotas pelés peritoniniy makrofagy sluoksnis.
Makrofagai iSskiria citokinus, fagocituoja Igsteliy nuolauzas ir kitas atliekas, pagerindami

hibridomy augimga.

Peritoniniai makrofagai surenkami 1§ pelés pilvo ertmés. Pradiirus pelés pilvapléve pilvo
ertmé praplaunama 10 mL neseruminés DMEM terpés ir surenkama j sterily mégintuvélj.
Centrifuguojama 5 min 200xg, supernatantas pasalinamas, lastelés suspenduojamos 3 mL
seruminés DMEM terpés. Lasteliy kiekis skai¢iuojamas Goriajevo kamera. Lastelés
atskiedziamos serumine DMEM terpe iki reikiamos koncentracijos ir iSséjamos 1000 lgsteliy j
0,5 cm? tankiu. Makrofagai kultivuojami CO, inkubatoriuje 0,5h, pries uZpilant hibridomas.

Paruosta makrofagy kultiira naudojama hibridomy kultivavimui.
2.2.3.5. Hibridomy atranka ir klonavimas.

Hibridomos klonuojamos, siekiant i§ vienos lgstelés uzauginti monokloning hibridomy
kultiirg. Hibridomos klonuojamos 96 Sulinéliy plokstelése su makrofagy sluoksniu.
Hibridomy lgstelés suspenduojamos pradiniame Sulinélyje ir perkeliamos ] plokstele su

makrofagy sluoksniu. Atliekami serijiniai skiedimai, kol Sulinéliuose lieka tik po vieng
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hibridomy Igstele. Isklonuotos hibridomos (klonai) auginamos inkubatoriuje 5-7 dienas.
Klonams iSaugus, jy kiekis Sulinéliuose jvertinamas mikroskopu. Tuose Sulinéliuose, kur
matoma homogeniSka lasteliy masé iSaugusi i vienos lgstelés, antikiiny sekrecija jvertinama
netiesioginés IFA metodu. Nustatoma, kurie klonai sekretuoja antikiinus pries reikiamag

antigeng.

Hibridomy klono linija laikoma stabili, jei visi reklonai sintetina specifinius antikiinus.
Turint nestabily hibridomos klona, atrenkamas reklonas, kuris auga greiciausiai ir kurio
augimo terp¢je sekretuojami specifiski antikiinai prie§ antigeng. Klonavimas kartojamas, kol
gaunamas stabilus hibridomos klonas. Stabiliy hibridomy klony, sintetinancy specifinius
antikiinus, lastelés perkeliamos j audiniy kultiiroms skirtas 24 Sulinéliy ploksteles,

kultivuojamos ir uzsaldomos.
2.2.3.6. Lasteliy kriokonservavimas

Hibridomy Saldymas atliekamas fetalinio verSiuko serume, su 10 % kriokonservanto
dimetilsulfoksido (DMSO). DMSO yra medziaga, apsauganti lasteles nuo $al¢io poveikio
krentant $aldymo terpés temperatiirai. Si medziaga taip pat yra toksiska lasteléms, todél
naudojama kuo mazesné efektyvi DMSO koncentracija. Hibridomy Iastelés gyvybingumas
iSlieka didesnis, jei Saldoma 1-2 °C per minutg, naudojama Saldymo terpé yra 4 °C temperatiiros,

Saldymo terpéje suspenduotos hibridomy Igstelés kuo grei¢iau jdedamos j — 70 °C $aldiklj.

Hibridomy Iasteliy, kuriy konfluencija yra daugiau nei 90 %, Sulinéliy turinys surenkamas j
atskirg mégintuvélj. Lasteliy suspensija centrifuguojama 5 min 200xg. Supernatantas
paSalinamas, lgsteliy nuosédos suspenduojamos 700 pL Saldymo terpés su 10 % DMSO ir
perkeliamos j kriokonservavimo ampules. Ampulés jdedamos | polistirolo dézutes Saldymui ir tik
tuomet perkeliamos j -70 °Csaldytuva. Taip lastelés Saldomos palaipsniui, krentant temperatiirai
1-2 °C/min Ilgam saugojimui ampulés su uzsaldytomis lastelémis perkeliamos j skysto azoto

divarus.
2.2.3.7. Antikiiny gryninimas i§ hibridomy augimo terpés.

Antikiinai gryninami atliekant afiniSkumo chromatografijg. Naudojant §j metoda
antikiinai taip pat yra sukoncentruojami buferiniame tirpale. AfinisSkumo chromatografijoje
naudojami sefarozés rutuliukai su baltymu A, kuris sgveikauja su antikiiny Fc fragmentu.
Gryninimas atlickamas naudojant kolonéles, j kurias uZzneSama sefarozés su baltymu A.

Koloné¢lé prie§ gryninimg kalibruojama: uzpilamas 10 karty didesnis nei sefarozés su baltymu
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A tiris uznesimo/plovimo buferinio tirpalo. Hibridomy augimo terpé sumaiSoma su
uznesimo/plovimo buferiniu tirpalu santykiu 1:2 ir pilama j kolonélg. Po chromatografijos
kolon¢lé plaunama 20 karty didesniu nei sefarozés su baltymu A ttriu uZzneSimo/plovimo
buferiniu tirpalu. Tuomet vykdoma eliucija: pilama po 200-300 pL eliucijos tirpalo,
pratekéjes pro kolonéle skystis surenkamas j mégintuvélius su 30-40 uL 1 M Tris-HCI pH 8
tirpalu. Nustatoma imunoglobuliny koncentracija spektrofotometru ,,NanoDrop*. Didziausias
imunoglobuliny koncentracijas turinCios frakcijos supilamos j silikonines zarneles dializei ir
dializuojama PBS tirpale per naktj +4 °C. ISgryninti antiktinai naudojami konjugavimui su

krieny peroksidaze.
2.2.3.8. Antikiiny konjugavimas su krieny peroksidaze.

IFA daznai naudojami antiklinai zyméti fermentais, reaguojanciais su chromogeniniais
substratais, tokiu biidu sukuriantys spektrofotometru i§matuojama analizinj signala. Siame
darbe sukurti monokloniniai antiktinai konjuguojami su krieny peroksidaze, naudojant natrio
perjodatinj metoda. Siuo metodu krieny peroksidazés monosacharidy molekulés
oksiduojamos natrio perjodatu, susidariusios aldehido grupés susijungia su antikiiny
aminoriigs¢iy amino grupémis. Susidare aldiminai (Sifo bazés) redukuojami natrio borhidridu
(Wisdom, 2005).

I$gryninti antiktinai dializuojami 10 mM natrio karbonato buferiniame tirpale per naktj
+4 °C. Pasiruosiami krieny peroksidazés (5 mg/mL), natrio perjodato (0,2 M) ir natrio borhidrido
(4 mg/mL) tirpalai. Pridedama natrio perjodato j krieny peroksidazés tirpalg iki galutinés 40 mM
koncentracijos. Inkubuojama kambario temperatiroje 20 min tamsoje. Aktyvuota krieny
peroksidazé nudruskinama kolonéléje ,,PD-10% su ,,Sephadex G-25*. | antikiiny tirpalg pridedama
aktyvuotos krieny peroksidazés masés santykiu 1:1 ir natrio karbonato buferinio tirpalo iki
galutinés 20 mM koncentracijos. Inkubuojama 2 h kambario temperatiroje tamsoje. I misinj
pridedama natrio borhidrido iki galutinés 0,2-0,4 mg/mL koncentracijos, inkubuojama 2 h +4 °C.
Misiniai dializuojami tamsoje PBS tirpale +4 °C temperatiiroje per naktj. Po dializés j antikiiny,
zymety krieny peroksidaze, tirpalus pripilama BSA iki galutinés 2 % koncentracijos ir glicerolio

iki galutinés 50 % koncentracijos. Laikoma -20 °C.

2.2.3. Hemolizés testas
Zmogaus kraujas surinktas i§ sveiko suagusiojo savanorio venos j vakuuminj
mégintuvelj su heparino sulfatu. Eritrocitai atskirti centrifuguojant 5 min 200xg ir

suspenduoti steriliame, kambario temperattiros buferiniame tirpale (35 mM Na;HPO,, 125
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mM NaCl, pH 4,5-6,8). Hemolizés reakcija vykdyta 1 mL tiiryje. Nustatyta optimali eritrocity
koncentracija suspensijoje. Tam tikslui skirtingos eritrocity koncentracijos tirpalai lizuoti
dejonizuotame vandenyje ir matuojama laisvo hemoglobino $viesos sugertis 415 nm bangos
ilgyje spektrofotometru. Pasirinktas eritrocity suspensijos skiedimas, kuriam esant OTj15=
2,5. INY citolizinio aktyvumo kreivé sudaryta matuojant OTg35 priklausomybe nuo INY
kiekio reakcijos miSinyje. Tolesniems eksperimentams naudojamas maziausias kiekis INY,
kuris pilnai lizuoja eritrocitus. ISgryninti antiktinai atskiedziami iki 10 ng/uL 4,5 pH buferiniu
tirpalu. | reakcijos misinj pridedama MAKk, inkubuojama 30 min kambario temperatiiroje su
INY, tuomet pridedama eritrocity suspensijos ir inkubuojama dar 30 min kambario
temperatiiroje. Méginiai centrifuguojami 5 min 200xg, matuojamas OT415. Rezultatai

iSreiskiami procentine hemolize, pagal formulg:

oT.

meginio

oT,

randans

~ Moureirn. o 400 04

- UTbuf.r:'rp.

Procentiné hemolizé =
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3. Eksperimenty rezultatai ir jy aptarimas

3.1. Rekombinantinio inerolizino sintezé E. coli.

Rekombinantinio inerolizino (INY) sintezei naudojama E. coli pET raiskos sistema.
Visy pirma PGR pagausinta DNR seka jvedama j klonavimo vektoriy ir patikrinama
sekoskaitos budu. Tuomet naudojant restrikcijos endonukleazes iskerpama tikslinj baltyma

koduojanti DNR seka ir jklonuojama j raiskos vektoriy.

PGR naudoti pradmenys pateikti 3.1 lenteléje. DNR matrica naudota rinkiniu Genomic
DNA Purification Kit isskirta genominé DNR i§ moters lyties taky éminio, gauto i§
Nacionalinés visuomenés sveikatos priezitiros laboratorijos, DNR isskirta Vilniaus
universiteto Gyvybés moksly centro Biotechnologijos instituto Imunologijos ir Igstelés

biologijos skyriuje (dr. M. Pleckaityté).

3.1 lentelé. Pradmenys naudoti INY DNR pagausinimui PGR metodu.

Pradmens pavadinimas Pradmens seka
INY_F 5‘-“AGCTAGCAATACTGAGCCAAAAACAGCTAT-3¢
INY_R 5-ACTCGAGTTAGTCATTTTTTACTTCTTCTTTG-3¢

3.1.1. Klonavimo vektoriaus konstravimas

PGR pagausinta DNR seka jvesta j klonavimo vektoriy pJET1.2/blunt (3.1 pav.)
naudojant rinkinj CloneJET PCR Cloning Kit pagal gamintojo rekomendacijas. pJET1.2/blunt
vektorius pasizymi atsparumo ampicilinui genu ampR ir E. coli 1asteléms mirtinu genu

eco471/T7, kurio seka pazeidziama j vektoriy jterpus DNR seka.

Sukonstruotu rekombinantiniu klonavimo vektoriumi pJET/INY transformuotos E. coli
kamieno DH5a Igstelés. Iterpto DNR fragmento sekoskaita atlikta Vilniaus universiteto
Gyvybés moksly centro Biotechnologijos instituto Sekoskaitos centre. Vektoriai, kuriose
jterptos DNR sekos atitiko palyginamaja seka ir nepakito Nhel ir Xhol restrikcijos

endonukleaziy atpazinimo Sritys, naudoti raiskos vektoriaus konstravime.
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<EcoRV= (2974)

- <EcoRV= {0)

pJET1.2/blunt
2974 bp

3.1 pav. pJET1.2/blunt klonavimo vektorius. ampR — atsparumo ampicilinui genas,
eco471/T7 — E. coli Iagsteléms mirtinas genas.

3.1.2. RaiSkos vektoriaus konstravimas

Tikslinio baltymo sintezei naudojamas raiskos vektorius pET28a(+), turintis T7 RNR
polimerazés promotoriaus seka, atsparumo kanamicinui geng kanR ir laktoze indukuojama
tikslinio baltymo sintez¢. INY DNR seka perkelta i§ rekombinantinio klonavimo vektoriaus
pJET/INY | raiskos vektoriy pET28a(+) naudojant restrikcijos endonukleaziy Nhel ir Xhol
atpazinimo sekas vektoriuose pJET/INY ir pET28a(+). Vektoriai pJET/INY ir pET28a(+)
veikti restrikcijos endonukleazémis Nhel ir Xhol, susidarg¢ produktai iSgryninti i$ 1 %
agarozés gelio naudojant rinkinj GeneJET Gel Extraction Kit. Iskirpto INY DNR fragmento ir
linearizuoto pET28a(+) grynumas patikrintas elektroforeze. Paruostos pET28a(+) plazmidés
ir INY DNR fragmento sujungimo reakcija atlikta naudojant T4 DNR ligaze. Sukonstruota
plazmide (3.2 pav.) transformuotos E. coli kamieno DH5a Igstelés, kurias naudojant
pagausinamas rekombinantinio vektoriaus pET28/INY kiekis. Uzaugusios kolonijos
tikrinamos PGR metodu ir frakcionuojant PGR produktus 1 % elektroforezés gelyje.
Kolonijose, kuriose buvo rekombinantinis vektorius pET28/INY, PGR produkty
elektroforezés gelyje matomas INY koduojancios DNR masés fragmentas. IS teigiamy
kolonijy naktinés kultiiros i§skiriama pET28/INY plazmidé rinkiniu GeneJET Plasmid
Miniprep Kit.
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3.2 pav. pET28/INY raiskos vektorius. kanR — atsparumo kanamicinui genas. 6xHis —
heksahistidino zyme koduojanti DNR seka. rop — baltymo, atsakingo uz mazakopijinio
vektoriaus kiekj Igsteléje, genas. RBS — ribosomos prisijungimo sritis.

Atlikta sukonstruoto pET28/INY vektoriaus analizé restrikcijos endonukleazémis Nhel,
Spel ir SsplI (3.3 pav.). Teoriskai apskaiCiuotos vertés atitiko empiriskai gautas vertes, todél
INY DNR fragmentas vektoriuje jterptas reikiama kryptimi. Toks vektorius tinkamas naudoti
INY baltymo sintezei E. coli lastelése, todél juo transformuojamas E. coli kamieno DE3

lastelés, turincios T7 RNR polimeraze.

M 1 2 3 4 5 6 78 8
bp
- . prd w 9
za & =T
- . - - = S8 s F763 5367 573
2000
1500
1000 —— e — W
750
500 568
396
250 |

3.3 pav. pET28/INY vektoriaus analiz¢ restrikcijos endonukleazémis. Kair¢je — empiriskai
gauti rezultatai, desinéje — in silico apskai¢iuoti DNR fragmenty dydziai. M — DNR ilgio
standartas (O' GeneRuler™ 1 kb DNA ladder). 1-2 — pET28/INY veikta Nhel. 3-5 —
pPET28/INY veikta Spel. 6-8 — pET28/INY veikta Sspl.
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3.1.3. Rekombinantinio INY baltymo sintezé.

Rekombinantinio INY baltymo sintez¢ gauta E. coli kamieno DE3 lastelése, kurios
transformuotos vektoriumi pET28/INY. Naktiné kultiira atskiesta 200 karty ir auginta 2,5 — 3
h. Baltymy sintezé indukuota jpilant laktozés analogo IPTG iki galutinés koncentracijos 0,1
mM ir auginant dar 2 h. Tikslinio baltymo sintezé patikrinta lasteliy lizaty baltymy
elektroforeze denatiiruojanciomis saglygomis (3.4 pav.) ir imunoblotingu (3.5 pav.), naudojant
antikiinus pries heksahistidino zyme. Tikslinio baltymo molekuliné masé apie 56 kDa, todél i$
elektroforezés ir imunoblotingo nuotrauky galima spresti, jog rekombinantinio INY baltymo

su heksahistidino zyme sintezé sékmingai indukuota bakterijy raiskos sistemoje.

kDa M 1 2 3 4

170 |
130

100
70

55|
40
35 |

25

15 | —

3.4 pav. Lasteliy lizaty baltymy elektoforezés denatiiruojan¢iomis sglygomis nuotrauka.
M - baltymy molekulinés masés standartas (PageRuler™ Prestained Protein Ladder). 1-2 - E.
coli kamieno DE3 lasteliy, transformuoty pET28/INY, lizatas. 3-4 - E. coli kamieno DE3
lasteliy, transformuoty pET28/INY, lizatas po indukcijos IPTG.

kDa M 1 2

95
72

55

43

34

26

17

3.5 pav. Imunoblotingo su antikiinais prie$ heksahistidino Zyme nuotrauka. M - baltymy
molekulinés masés standartas (PageRuler™ Prestained Protein Ladder). 1 - E. coli kamieno
DE3 lasteliy, transformuoty pET28/INY, lizatas. 2 - E. coli kamieno DE3 lasteliy,
transformuoty pET28/INY, lizatas po indukcijos IPTG.
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Sintetinamas tikslinis baltymas gal¢jo buti netirpus, todél atlikta elektroforez¢ ir
imunoblotingas naudojant lasteliy lizaty tirpias ir netirpias frakcijas. Lastelés buvo ardomos
ultragarsu, atskirta tirpi frakcija nuo netirpios ir paruoSiami méginiai kaip kaip apraSyta 2.
skyriuje. Elektroforezés ir imunoblotingo nuotraukose buvo matoma, jog INY baltymas buvo

tirpioje lasteliy frakcijoje (rezultatai nepateikiami).

3.1.4 Rekombinantinio INY baltymo aktyvumo tyrimas

INY priklauso CDC baltymy Seimai, kurios nariai pasizymi hemoliziniu aktyvumu.
Siekiant i$siaiSkinti, ar sintetinamas baltymas yra natyvios, funkciskai aktyvios
konformacijos, atlikti hemolizés eksperimentai naudojant sveiko savanorio krauja, surinkta i

Li heparino turintj vakuuminj mégintuvelj.

INY hemolizinis aktyvumas rtigstiniame (4,5-6,0) pH didesnis, nei neutraliame pH
(Rampersaud et al., 2010). Siekiant istirti sintetinamo rekombinantinio INY hemolizinj
aktyvuma, naudoti 5,4 ir 6,8 pH buferiniai tirpalai (35 mM NaCl, 125 mM Na;HPO,).
Skirtingy pH buferiniuose tirpaluose paruosta eritrocity suspensija veikiama tam tikru tiriu

lasteliy lizato skystos frakcijos, kurioje yra randamas INY (3.6 pav.)
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INY kiekis, s.v. INY kiekis, s.v.

A B
3.6 pav. Sintetinamo INY baltymo hemolizinis aktyvumas. A — hemolizés reakcija
vykdyta 5,4 pH buferiniame tirpale, B — 6,8 pH buferiniame tirpale.

INY buvo aktyvus, kai reakcijos miSinio pH buvo 5,4 ir stebétas apie 100 karty
mazesnis aktyvumas, esant pH 6,8. Gauti rezultatai atitiko anksciau skelbtus duomenis apie
INY hemolizinio aktyvumo priklausomybe nuo pH, todél susintetintas baltymas buvo

naudotas kuriant monokloninius antikiinus prie§ inerolizing.
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INY baltymo gryninimas atliktas Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro
Biotechnologijos instituto Biotermodinamikos ir vaisty tyrimo skyriuje (V. Michailovienés),

naudojant afining chromatografijg.

3.2. Hibridomy kiirimas

MAK pries$ inerolizing sukurti naudojant hibridomy technologija (Kohler ir Milstein,
1975). Visy pirma 3 BALB/c linijos pelés imunizuotos tris kartus kas 28 dienas po 50 ug
antigeno. Pirma imunizacija atlikta naudojant pilng Freundo adjuvanta, antra — nepilng
Freundo adjuvanta, o treia — antigeng iStirpintg PBS tirpale. Specifiniy antikiiny titrai peliy
kraujo plazmoje po imunizacijy nustatyti atlickant netiesioging IFA (3.7 pav.). Stulpelinése
diagramose matoma, jog specifisky INY antikiiny titras didéjo atliekant papildomas
imunizacijas. Taigi, susintetintas INY baltymas yra imunogeniskas BALB/c peliy imuninéje
sistemoje. Trys dienos pries hibridizacijg pelé su auk$¢iausiu specifiniy antikiiny titru Kraujo
plazmoje dar karta imunizuota antigenu istirpintu PBS tirpale siekiant padidinti antigenui

specifinius antikiinus gaminanciy B Igsteliy proliferacija.

80000

Titras

2 |
1 imunizacija 2 imunizacija 3 imunizacija Neimunizuota

3.7 pav. Specifiniy antikiiny peliy kraujyje titro didéjimas imunizacijos metu.

Imunizuotos pelés bluznies lgstelés sulietos su mielominémis Igstelémis santykiu 5:2,
suliejimui naudojant polietilenglikolj (PEG-4000). Lastelés augintos selektyvioje terpéje su
hipoksantinu, aminopterinu ir timidinu (HAT). Aminopterinas slopina dihidrofolato
reduktaze, DNR de novo sintezés kelyje dalyvaujantj fermentg. Alternatyviame DNR sintezés

kelyje naudojamas hipoksantinas ir timidinas. Mielominiy Sp2/0 Iasteliy
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hipoksantinguaninfosforiboziltransferazés (HGPRT) genas mutaves, todél jos negali
alternatyviu keliu i$ hipoksantino sintetinti inozitolio monofosfato (IMP), reikalingo
guanozino ir adenozino trifosfaty sintezei, todél ztiva. Susidare hibridai vien i§ mielominiy
lasteliy neturi HGPRT, tod¢l neauga HAT atrankioje terpéje. Bluznies lgstelés ir jy tarpusavio
hibridai mirsta lasteliy augimo terpéje po keletos dieny. Atrankioje HAT turincioje terpéje
iSgyvena bluznies ir mielominiy lgsteliy hibridai. Po hibridizacijos pra¢jus 7 ir 11 dieny
hibridomy augimo terpé pakeista j Iasteliy augimo terpe su HT. Praéjus 14 dieny nuo
hibridizacijos atlikta netiesioginé IFA, naudojant hibridomy augimo terpe. Nustatyti
Sulinéliai, kuriuose hibridomos sintetina specifinius antiktinus pries INY. Lastelés i$ iy

Sulinéliy reklonuotos.

Lastelés klonuotos 96 Sulinéliy audiniy kultiiry plokstelése. Praéjus savaitei klonai
apzitiréti §viesiniu mikroskopu. Sulinéliai, kuriuose buvo matomos lasteliy sankaupos,
iSaugusios i$ vienos lastelés (reklonai), dar kartg tikrinami netiesiogine IFA. Jeigu visi klono
reklonai sintetino specifinius antikiinus prie$ INY, jie perkelti j 24 Sulinéliy ploksteles,
surinkta lasteliy augimo terpé tolesniam antiktiny apibadinimui ir Igstelés uzsaldytos. Klonai,
kuriy reklonai nebuvo stabilis, klonuoti pakartotinai, kol gautos stabilios lasteliy linijos.Po

klonavimo pavyko stabilizuoti 9 hibridomas, gaminancias specifinius antiktinus prie$ INY.

3.3. Monokloniniy antikiiny apibadinimas

MAKk apibiidinti keliais biidais. Visy pirma hibridomy augimo terpé patikrinta
netiesiogine IFA, nustatyti terpiy titrai, nustatytos MAK klasés, poklasiai ir lengvosios
grandinés tipai. Tada jvertintas antikiiny gimingumas antigenui ir nustatytas kryzminis
specifiskumas su Kitais baltymais. Po to istirtas MAk geb¢jimas neutralizuoti INY hemolizinj
aktyvuma. Galy gale atlikta MAk kolekcijos konkurenciné analizé siekiant istirti INY
antigenine strukttrg ir sukurta dviepitopés IFA sistema kiekybiniam INY nustatymui.

3.3.1. Hibridomy terpiu titro, MAk klasiy, poklasiu ir lengvuju grandiniy tipuy
nustatymas

Antikiiny apibiidinimas pradétas nustatant hibridomy augimo terpiy titrus netiesioginés
IFA metodu (3.2 lentel¢). Terpes titras didesnis, jeigu joje yra didelé koncentracija antikiiny ir
(arba) jy giminingumas antigenui didesnis. Klony 1C9 ir 8 A6 augimo terpiy titras yra
didZiausias (1:8100), 0 4G5, 1F9,13F9, 3D10 ir 2G10 yra maziausias (1:900). Sie rezultatai
rodo, jog skirtingy klony hibridomy antikiiny sintezés efektyvumas ir gaminamy antikiiny

giminingumas antigenui skiriasi.
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Sukurti MAK analizuoti naudojantis rinkiniu BD™ Pharmigen Mouse Immunoglobulin
Isotyping ELISA Kit. Visi 9 MAK yra IgG; poklasio, o jy lengvosios grandinés tipas yra k (3.3
lentel¢). Rezultatai rodo, jog imunizacijy metu INY aktyvavo nuo T limfocity priklausoma

imuninj atsaka, kuris yra budingas imuninés sistemos atsakas j ekstralgstelinius antigenus

(Kracker ir Radbruch, 2004).

3.2 lentelé. MAK kolekcijos terpiy titrai, antikiiny klasés, poklasiai ir lengvosios
grandinés tipai.

Klono Terpés titras MAKk klasé, poklasis ir lengvosios
pavadinimas grandinés tipas
1E2 1:2700 1gGy, x

4G5 1:900 1gGy, x

1F9 1:900 19Gy, x

1C9 1:8100 1gGy, x

13F9 1:900 1gGy, x

8A6 1:8100 19Gy, «

11E2 1:2700 19Gy, «

3D10 1:900 1gGy, x

2G10 1:900 1gGy, x

3.3.2. MAK pries INY kryZminio specifiSkumo tyrimas

INY priklauso CDC baltymy Seimai, todél tikétina, kad gauti MAKk prie§ INY gali ir
Kitus Sios Seimos baltymus. Taip pat, rekombinantinis INY baltymas N-gale turi
heksahistidino zyme, todél reikéjo patikrinti, ar MAK nesusidaré butent pries ja. Norint tai
i$siaiskinti, buvo atlikti sukurty MAk kryzminiy reakcijy tyrimai pries kitus antigenus, N-gale
turin¢ius heksashistidino zyme. Kryzmiskas antikiiny specifiSkumas tirtas netiesioginés IFA ir
imunoblotingo metodais. Naudoti nuo cholesterolio priklausomy citoliziny Seimos nariai:
inerolizinas (INY), vaginolizinas (VLY), pneumolizinas (PLY), intermedilizinas (ILY) ir
streptolizinas (SLO). Taip pat naudotas E. coli sintetintas nehomologiskas baltymas
karboanhidrazé XII (CAXII).
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3.8 pav. MAKk kryzminio specifiskumo tyrimui naudoty antigeny baltymy elektroforezés
denattiruojanc¢iomis sglygomis nuotrauka. M — baltymy molekulinés masés standartas
PageRuler™ Prestained Protein Ladder Mix.
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3.9 pav. MAK kryzminio specifiskumo tyrimo imunoblotingu rezultatai. A - imunoblotingo su
kryzmiskai nereaguojanc¢iu MAk 1E2 nuotrauka; B — imunoblotingo su kryzmiskai
reaguojan¢iu MAk 2G10 nuotrauka. M — baltymy molekulinés masés standartas PageRuler ™
Prestained Protein Ladder Mix.

Visi kolekcijos MAk atpazino INY naudojant netiesioginés IFA ir IB metodus.
Vienintelis MAk 2G10 kryzmiskai reagavo tiek netiesioginéje IFA, tiek IB su antigenais ILY
ir VLY (3.9 pav. B), kurie yra homologiski INY baltymai (3.4 lentelé). Baltymy seky
palyginimas atliktas naudojantis Clustal Omega programa.

3.3 lentelé. Naudoty CDC $eimos baltymy seky palyginimas Clustal Omega programa.

Pavadinimas Baltymo ilgis, Pavadinimas Baltymo ilgis, Seky
aminoriugstys aminoriagstys identisSkumas, %

INY 519 ILY 535 51,95 %

INY 519 VLY 490 54,23 %

INY 519 PLY 474 53,38 %

INY 519 SLO 574 37,97 %
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MAK nereagavo su kitais baltymais, N-gale turinéiais heksahistidino Zyme. Tai
patvirtina, kad MAk susidare ne prie§ heksahistidino Zyme, bet pries likusia baltymo seka ir
turéty atpazinti nattraly INY baltyma.

3.3.3. MAK giminingumo INY tyrimas

MAK gimingumas INY apibiudintas tariamosiomis disociacijos konstantomis (Kp),
nustatytomis netiesioginés IFA biidu. Tariamoji Kp apskaiciuota i§ OTs¢ priklausomybés nuo
antikliny koncentracijos kreiviy, naudojant keturiy parametry logistinj modelj (O'Connell et
al. 1992). Is 3.9 paveiksle pavaizduotos kreivés nustatoma MAk koncentracija, atitinkanti

puse maksimalios OTysg vertés, kuri yra lygi tariamajai Kp.

R’ = 0,98953

T T — T T — T
0,01 0,1 1

MAKk koncentracija, pg/mL
3.10 pav. MAKk 1E2 keturiy parametry logistiné kreivé tariamosios Kp nustatymui.
Tariamoji Kp taip pat yra lygi parametrui ¢ logistinio modelio kreivés formuléje:

=d+ (d — a)
L+ 0P

x

d — maksimali reik§mé (asimptoté, kai x — o0), 8 — minimali reik§mé (asimptoté, kai x — 0),
b — koeficientas, nusakantis kreivés nuozulnuma.

Antik@iny giminingumas antigenui yra atvirSciai proporcingas tariamajai Kp: Kuo
mazesné Kp, tuo didesnis giminingumas. MAk kolekcijos antikiiny giminingumas INY
svyruoja nuo 82 iki 3590 pM (3.11 pav.). Didziausio giminingumo antigenui yra MAk 8A6
(82 pM), 1C9 (90 pM) ir 11E2 (112 pM). Maziausiai giminingas — MAK 1F9 (3590 pM).
Antiktinai yra laikomi auks$to giminingumo, kai jy Kd yra nM eilés, o gautieji antikiinai yra

pPM eilés, iSskyrus 3 MAKk, todél gauti MAK labai stipriai susirisa su antigenu.
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3.11 pav. MAK giminingumas INY.

3.3.4. MAK poveikio INY hemoliziniam aktyvumui tyrimas

MAKk gali jungtis prie baltymo epitopo, kuris yra svarbus jo funkciniam aktyvumui.
Antiktiny apibtdinimui svarbu yra istirti, ar antigeno-antikiino sgveika slopina arba
neutralizuoja toksino aktyvuma. Sukurti MAK naudoti INY hemolizinio slopinimo tyrimuose.
INY pasizymi hemoliziniu aktyvumu ragstiniame (4,5-6,0) pH (Rampersaud et al., 2010).
Hemolizés eksperimentai atlikti 4,5 pH buferiniame tirpale (35 mM NaCl, 125 mM
Na,HPQO,) Aktyvumo tyrimams naudotas sveiko savanorio veninis kraujas, surinktas j

vakuminj mégintuvélj su Li heparinu.

Hemolizés reakcija vykdyta eritrocitus veikiant tiksliu INY kiekiu ir matuojant laisvo
hemoglobino sugertj 415 nm bangos ilgyje. Pirmiausiai nustatomas minimalus INY kiekis,

lizuojantis eritrocitus i§ OT415 priklausomybés nuo INY kiekio kreivés (3.12. pav.).
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3.12 pav. Hemolizes priklausomybé nuo INY kiekio.

Maziausias INY kiekis pilnai lizuojantis eritrocitus hemolizés reakcijoje yra 50 ng.

Siekiant istirti MAk neutralizacinj poveikj INY hemoliziniam aktyvumui, INY prie$

hemolizés reakcijg veiktas tiksliu MAk kiekiu. Tuomet j reakcijos misinj pridedama eritrocity

suspensijos ir apskaic¢iuojama eritrocity lizé. MAK kolekcijoje 7 MAk nepasizyméjo INY

hemolizés slopinimu esant 1000 ng MAk reakcijos miSinyje (duomenys nepateikiami). MAK

8A6 ir 11E2 parodé neutralizacinj poveikj INY (3.13 pav.). MAK neutralizacinis poveikis

INY palyginimas apskaiciuojant MAk koncentracija, kurioje erotrocity lizé sumazéja 50 %

(1Cs0).
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3.13 pav. INY hemolizinj aktyvuma neutralizuojanciy MAk efektyvumas.

ICs yra tiriamosios medZiagos (Siuo atveju antikiiny) geb¢jimo slopinti tam tikra

biocheminj procesg (Siuo atvéju hemolizg) matas. 1Cso lygi MAK koncentracijai, kuri slopina
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hemolize 50 %. Sukurtoje MAKk kolekcijoje yra 2 MAKk, neutralizuojantys INY hemolizinj
aktyvuma. MAk 11E2 stipriau neutralizuoja INY hemolizinj aktyvumga (ICso = 147,5 ng/mL),
palyginus su MAK 8A6 (ICso = 138,9 ng/mL).

3.3.5. INY antigeninés struktiiros tyrimas

Baltymo antigeniné struktiira gali biiti apibiidinama nustatant imunodominuojancias
sritis ar epitopus baltymo erdvinéje strukttiroje, kuriuos atpazjsta imuninio atsako metu
susidar¢ antikinai. Konkurenciné IFA leidzia sugrupuoti visus kolekcijos MAk pagal
atpazjstamus epitopus. Konkurencingje IFA naudojami MAk konjugatai su krieny
peroksidaze ir nemodifikuoti MAk. MAk pries tg pati ar panasy epitopa konkuruoja dél
sgveikos su antigenu. Atliekant konkurencing IFA krieny peroksidaze zymeéty MAk ir
nezyméty MAk konkurencija jvertinama signalo sumazéjimu. Esant signalo sumazéjimui
lyginant su kontroliniu méginiu (be konkuruojancio nezyméto MAKk) laikoma, jog nezymétas
MAK konkuruoja dél saveikos su antigenu. Sio darbo metu buvo sukurti 9 MAK, i3 kuriy trys
MAK issiskyré savo savybémis: 2G10 reagavo kryzmiskai su kitais antigenais; 8A6 ir 11E2
neutralizavo INY hemolizinj aktyvumga. Siy MAKk atpaZjstami epitopai funkcigkai skiriasi nuo

likusiy antikiiny.

3.4 lentelé. Konkurencinés IFA rezultatai.

4G5*
1E2*  1F9*  13F9* 1C9*  8A6*  11E2* 2G10*  Grupe
3D10*
1E2 ++ - - - - - - I
4G5, 3D10 - ++ - + - - - I
1F9
13F9 - - ++ + - - - Il
1C9 - + + ++ - - + v
8A6 - + - + ++ - + \Y
11E2 + - + - - ++ - VI
2G10 - - - + - - ++ VI

,H —stipri (daugiau uz 70 %) konkurencija; ,,+* — silpna (nuo 50 iki 70 %)
konkurencija; “-*“ — néra konkurencijos.
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Atlikus konkurencing IFA MAk sugrupuoti j 7 grupes. MAk konkurencija suskirstyta j
tris kategorija: 70 % ir daugiau — stipri konkurencija, nuo 50 % iki 70 % - silpna
konkurencija, maziau uz 50 % - néra konkurencijos. Neutralizuojantys INY hemolizinj
aktyvumg MAK 8A6 ir 11E2 tarpusavyje nekonkuravo. Kryzmiskai reaguojantis MAk 2G10
pateko j atskirg grup¢. DidZiausia grupé yra 11, jai priklauso MAk 4G5, 3D10 ir 1F9. Kai
kuriais atvejais vieno klono nezymétas MAk konkuravo su kito klono zymétu MAK, bet ne
atvirksc¢iai. Tokie rezultatai gali bati paaiskinti tuo, jog MAk giminingumas skiriasi ir
didesnio giminingumo MAKk nukonkuruoja mazZesnio gimingumo MAKk. Pavyzdziui, 11E2
sumazina 1E2* signala, bet 1E2 nesumazina 11E2* signalo. Siy MAk gimingumai skiriasi:
11E2 didesnis (Kp = 112 pM) uz 1E2 (Kp =213 pM). Taip pat, vieno klono MAKk
sudarydamas antikiino-antigeno kompleksa gali trukdyti antrojo klono MAk saveikai dél
steriniy trukdziy, bet esant atvir§¢iai situacijai, t.y. antrajam MAKk sudarius antikiino-antigeno

kompleksa, pirmojo antiklino atpazjstamas epitopas lieka prieinamas.

Gauti rezultatai rodo, kad INY antigeniné strukttira sudaryta i$ bent 7
imunodominuojanciy sriciy. IS Siy rezultaty galima spéti, kad baltymo erdvingje struktiiroje,
ko gero, yra daug kilpy, kurios yra lengvai pricinamos B lgsteliy receptoriams imuninio

atsako metu ir gali juos aktyvinti.

3.4. Kiekybinio INY nustatymo sistemos kiirimas
MAKk pladiai naudojami diagnostikos tyrimams, nustatant méginiuose esanciy medziagy
kiekj. Gautos MAk prie§ INY kolekcijos antikiinai naudoti dviepitopés IFA sistemos

sukarimui, skirtos nustatyti INY kiekj jvairiuose méginiuose.

Dviepitopei IFA reikalinga MAKk pora, kuri atpazjsta skirtingus baltymo epitopus.
Vienas i§ MAk sorbuojamas plokstelés pavirsiuje ir sudaro antiktino-antigeno kompleksus su
méginiuose esanciu antigenu. Antrasis poros MAKk, zymeétas krieny peroksidaze, sgveikauja su
antigenu susidariusiame pirmojo antiktino-antigeno komplekse. Antigeng prisijungusiy MAKk,
zyméty krieny peroksidaze, sukuriamas signalas yra proporcingas antigeno koncentracijai
tiriamajame méginyje. Sis metodas leidZia tiksliai nustatyti méginiuose esanéiy tiriamyjy

antigeny koncentracija.

Dviepitopés IFA sistemai sukurti naudotos MAk poros, kurios atpazjsta skirtingus INY
baltymo epitopus ir pasirinkta MAK pora, turinti Zemiausig aptikimo ribg. Jautriausia
dviepitopés IFA sistema sudaroma sorbuojant MAK 1C9 ir naudojant MAK 11E2, Zymétus

krieny peroksidaze signalo gavimui (3.14 pav.). Sios sistemos jautrumas yra apie 0,8 ng/mL.
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INY koncentracija, ng/mL
3.14 pav Dviepitopés IFA INY kiekybinio nustatymo kalibraciné kreivée.
Tolesniuose tyrimuose sudaryta dviepitopés IFA sistema kiekybiniam INY nustatymui

bus optimizuojama ir naudojama INY koncentracijos nustatymui biologiniuose méginiuose.

Taigi, $iame bakalauro darbe pirmiausia buvo susintetintas funkciskai aktyvus
rekombinantinis INY, kuris buvo panaudotas kaip antigenas MAk kolekcijos sukairimui.

Sukurtieji MAk buvo i$samiai apibudinti jvairiais metodais ir pritaikyti INY funkciniams

tyrimams bei jo kiekybiniam nustatymui.
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ISVADOS
1. Susintetintas rekombinantinis inerolizinas E. coli pET baltymy raiskos sistemoje,
kuris turéjo hemolizinj aktyvuma. Tai rodo, kad rekombinantinis inerolizinas yra taisyklingos

konformacijos ir tinka funkciniams tyrimams bei antikiiny kiirimui;

2. Sukurtos 9 hibridomy linijos, gaminancios auksto giminingumo IgG; poklasio
monokloninius antikiinus prie§ rekombinantinj inerolizing. Tai rodo, kad rekombinantinis

inerolizinas yra imunogeniSkas ir sukelia nuo T lasteliy priklausomg imuninj atsaka.

3. Tiriant monokloniniy antikiiny kolekcijg imunofermentinés analizés ir imunoblotingo
metodais, identifikuotas kryzmisku specifiSkumu pasizymintis klonas 2G10, reaguojantis su
inerolizinui homologiskais baltymais intermedilizinu ir vaginolizinu, todél §§ monokloninj

antikiing buty galima panaudoti minéty baltymy bendry epitopy tyrimams.

4. Atlikti inerolizino hemolizinio aktyvumo slopinimo monokloniniais antikiinais
tyrimai parodé, jog du klonai 8A6 ir 11E2 slopino inerolizino hemolizinj aktyvumag. Tai rodo,
kad inerolizino hemolizinj aktyvumg lemiancios sritys yra eksponuotos inerolizino molekulés

pavirSiuje ir yra prieinamos B limfocitams.

5. I8tyrus monokloniniy antikiiny kolekcijg konkurencinés imunofermentinés analizés
metodu, sukurtieji antikiinai sugrupuoti pagal jy atpazjstamus epitopus j 7 grupes. Skirtingy

grupiy antikinus galima panaudoti kiekybinio inerolizino nustatymo sistemos kiirimui.

6. Sukurta ir optimizuota dviepitopés imunofermentinés analizés sistema inerolizino
kiekybiniam nustatymui, kuri gali bati pritaikyta inerolizino nustatymui

biologiniuoseméginiuose.
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Development and Characterisation of Monoclonal Antibodies against Inerolysin

Bachelor Thesis

Summary

Lactobacillus iners is present in women vaginal microbiota. This bacterium was shown
to be a key factor in the development of bacterial vaginosis and it might play a role in
premature birth. L. iners is the only known Lactobacillus bacterium, which releases
cholesterol-dependent cytolysin inerolysin (INY), a pore-forming toxin. This study was aimed
at development of monoclonal antibodies (MAbs) against INY and MAb-based INY
quantitation system. Recombinant INY was expressed in E. coli pET system. It showed an
increased haemolytic activity in acidic (pH 5.4) compared to neutral (pH 6.8) solution.
Following immunisation of BALB/c mice, recombinant INY was shown to induce a strong
humoral immune response. After immunisation, development of IgG antibodies was observed
suggesting that recombinant INY activated antigen presenting cells and T cells. Using
hybridoma technology, nine MAb-producing hybridoma cell lines were generated. MADb
specificity was investigated using Western Blot and ELISA methods. One MAb was cross-
reactive against intermedilysin and vaginolysin. Eight out of 9 MAbs were reactive
exclusively with INY. The results of a competitive ELISA allowed to classify the generated
MADbs into 7 groups, directed to different immunogenic regions of INY. MADbs selected from
different groups were used to develop sandwich ELISA for INY quantification. The MAb-
based immunoassay was suitable for detection of recombinant INY. Generated MADbs were
investigated for their ability to inhibit haemolytic activity of INY in vitro. Two out of 9 MAbs
were able to inhibit INY haemolytic activity. In conclusion, the MAbs generated and
described in the current study may be useful for structural and functional studies of INY as

well as detection of INY in biological specimens.
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