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SANTRUMPQOS

11-MUR — 11-merkaptoundekano riigstis

ACE?2 — angiotenzing konvertuojantis fermentas 2 (angl., angiotensin-converting enzyme 2)
ADCC - nuo antikiiny priklausoma lgsteliy citotoksiné veikla (angl., antibody-dependent
cellular cytotoxicity)

BK7 — borosilikatinis optinis stiklas

CDC — nuo komplemento priklausoma citotoksiné veikla (angl., complement-dependent
cytotoxicity)

CDR — komplementaruma lemianti sritis (angl., complementarity-determining region)
CTD - C-galinis domenas (angl., C-terminal domain)

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

ERGIC — endoplazminio tinklo ir Goldzio aparato tarpiné sritis (angl., Endoplasmic
Reticulum-Golgi Intermediate Compartment)

Fc — kristalizuojamoji imunoglobulino fragmento dalis (angl., fragment crystallizable region)
FcRn — naujagimio Fc receptorius (angl., neonatal Fc receptor)

FDA — JAV Maisto ir vaisty administracija (angl., Food and Drug Administration)

HCI — vandenilio chloridas (druskos ragstis)

IgG — imunoglobulinas G

IL-1 — interleukinas 1

IL-6 — interleukinas 6

KA — pusiausvyros asociacijos konstanta

KD — pusiausvyros disociacijos konstanta

ka — asociacijos grei¢io konstanta

kd — disociacijos grei¢io konstanta

kr — stabilaus komplekso formavimosi greicio konstanta

KP — konvalescentiné plazma

M — membranos baltymas

mMAD — monokloninis antikiinas (angl., Monoclonal antibody)

MERS — Artimyjy Ryty respiracinis sindromas (angl., Middle East respiratory syndrome)
MHRA — Jungtinés Karalystés vaisty ir sveikatos priezitiros produkty reguliavimo agenttra
(angl. Medicines and Healthcare products Regulatory Agency)

NaOH — natrio hidroksidas

N — nukleokapsidés baltymas

NHS — 0.1 M N-hidroksisukcinimidas



NIH — JAV Nacionaliniai sveikatos institutai (angl., National Institutes of Health)

NTD — N-galinis domenas (angl., N-terminal domain)

PBS — fosfatinio buferio tirpalas

PEG - polietilenglikolis

PET — pozitrony emisijos tomografija

PPR — pavirSiaus plazmony rezonansas

RBD - receptorius surisantis domenas (angl., receptor-binding domain)

RNR — ribonukleortigstis

S — spyglys (angl. Spike)

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

SARS - sunkus Giminis respiracinis sindromas (angl., severe acute respiratory syndrome)
SARS-CoV - sunkaus iminio respiracinio sindromo koronavirusas (angl., severe acute
respiratory syndrome coronavirus)

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

SE — spektroskopiné elipsometrija

SPECT — vieno fotono emisijos kompiuteriné tomografija

SV —signalo vienetai

VVAE - visisko vidaus atspindzio elipsometrija

WHO - Pasauliné sveikatos organizacija (angl., World Health Organization)

RaktaZodziai: SARS-CoV-2, spyglio baltymas, monokloniniai antikiinai, sunkiosios grandinés

antikiinai, visiSko vidaus atspindZio elipsometrija.



SANTRAUKA
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SMILTE DROBNYTE

Specifiniy monokloniniy ir sunkiosios grandinés antikiiny saveikos su SARS-CoV-2 spyglio

baltymu jvertinimas taikant visiSko vidaus atspindZio elipsometrija

Tyrimo metu buvo istirta saveika tarp kovalentiskai imobilizuoto SARS-CoV-2-S baltymo ir
sunkiosios grandinés monokloniniy antikiiny Sb14, Sb15, Sb68 bei monokloninio zmogaus antikiino
CR3022. Parinkus salygas, tinkamas SARS-CoV-2-S baltymo kovalentiniam imobilizavimui, buvo
panaudotas realaus laiko visiSko vidaus atspindzio elipsometrijos metodas. Tokiu biidu nustatyti
elipsometriniy parametry pokyciai antikiinams sgveikaujant su SARS-CoV-2-S baltymu. Saveiky
jvertinimui pritaikyti du matematiniai modeliai. Taikant optinio modelio metoda apskaiciuotas
pavir$iaus masés tankis, o dviejy zingsniy modelis leido apskaiCiuoti kinetinius parametrus bei
termodinamika. Nustatyta, kad po saveikos su monokloniniais antikiinais didZiausias pavirSiaus
maseés tankis susidaré po saveikos su sunkiosios grandinés monokloniu antikiinu Sb15, o maziausias
— po saveikos su Zzmogaus monokloniniu antikiinu CR3022. Visi tirti monokloniniai antikiinai
pasizymejo dideliu giminingumu SARS-CoV-2 S baltymui. Ryskiausiai iSsiskyré Sbl4, kurio
maziausia pusiausvyros disociacijos konstanta (KD = 2,10 x 107" M), didZiausia asociacijos grei¢io
konstanta (ka = 4,76 x 10') bei labiausiai neigiama laisvoji Gibso energija (—59,9 kJ/mol) rodo

stipriausig antikiino—antigeno sgveika.



SUMMARY
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Evaluation of the Interaction Between Specific Monoclonal and Heavy-Chain Antibodies with
the SARS-CoV-2 Spike Protein Using Total Internal Reflection Ellipsometry

During the study, the interaction between covalently immobilized SARS-CoV-2 Spike protein and
the heavy-chain monoclonal antibodies Sb14, Sb15, Sb68, as well as the human monoclonal antibody
CR3022, was investigated. After selecting appropriate conditions for the covalent immobilization of
the SARS-CoV-2 S protein, a real-time total internal reflection ellipsometry method was employed.
This approach enabled the determination of changes in ellipsometric parameters during the interaction
of antibodies with the SARS-CoV-2 S protein.

Two mathematical models were applied to evaluate the interactions. An optical model was used to
calculate the surface mass density, while a two-step binding model enabled the determination of
kinetic parameters and thermodynamic characteristics of the interactions.

The results showed that following interaction with monoclonal antibodies, the highest surface mass
density was observed after binding with Sb15, whereas the lowest was detected after interaction with
the human monoclonal antibody CR3022. All investigated monoclonal antibodies exhibited high
affinity toward the SARS-CoV-2 S protein. Sb14 demonstrated the most pronounced binding
properties, characterized by a picomolar equilibrium dissociation constant (KD =2.10 x 107! M), the
highest association rate constant (ka = 4.76 x 10'°), and the most negative Gibbs free energy value
(—59.9 kJ/mol), indicating an exceptionally strong and thermodynamically favorable antibody—

antigen interaction.



IVADAS

2019 m. pabaigoje pasaulj pasieké Zinia apie naujo, iki tol nezinomo viruso protrikj Uhano mieste,
Kinijoje. Sis virusas, pavadintas SARS-CoV-2 (angl. Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2), tapo COVID-19 — itin uzkre¢iamos ir daugeliu atvejy sunkios eigos ligos — sukéléju.
Per trumpg laikg virusas iSplito visuose zemynuose, o 2020 m. kovo 11 d. Pasaulio sveikatos
organizacija paskelbé COVID-19 pandemijg (1). Remiantis 2024 m. pabaigos Pasaulinés sveikatos
organizacijos (WHO) duomenimis, visame pasaulyje nustatyta daugiau nei 775 milijonai uzsikrétimo

atvejy, o su COVID-19 susijusiy miréiy skai¢ius vir§ija 7 milijonus (2).

Kaip ir daugelis RNR virusy, SARS-CoV-2 pasizymi geb¢jimu greitai mutuoti, todél atsiranda naujos
jo atmainos. Kai kurios jy, pavyzdziui, Delta ar Omicron, pasiZymi didesniu uZkre¢iamumu,
greitesniu plitimu ir netgi i§ dalies atsparumu egzistuojan¢iam imuniniam atsakui (3). Tokie pokyc¢iai
kelia i8suikiy ne tik visuomenés sveikatai, bet ir mokslui — norint iSlaikyti efektyvias prevencijos ir

gydymo priemones, biitina nuolat analizuoti viruso struktiirg ir jo sgveikas su imunine sistema.

SARS-CoV-2 virusas priklauso B-koronavirusy genciai ir yra sudarytas i§ keliy struktiiriniy baltymy,
tarp kuriy svarbiausi — spyglio (S), apvalkalo (E), membranos (M) ir nukleokapsidés (N) baltymai. S
baltymas, esantis viruso pavirsiuje, atlieka lemiama vaidmenj infekcijos procese, nes jis jungiasi prie
Zmogaus angiotenzing konvertuojanc¢io fermento 2 (ACE2) receptoriy, taip inicijuodamas viruso
patekima j lastele (4). Dél Sios priezasties jis tapo pagrindiniu vakciny, diagnostiniy testy ir terapiniy

molekuliy — jskaitant monokloninius antiktinus (mAb) — taikiniu (5).

Monokloniniai antikiinai — tai laboratorinémis salygomis sukurti identiSki antikiinai, galintys
specifiskai atpazinti ir neutralizuoti viruso antigenus. Jie pasizymi gebéjimu blokuoti SARS-CoV-2
prisijungima prie Seimininko Igsteliy, taip sumazindami uzsikrétimo ar ligos progresavimo rizika (6).
Toks mechanizmas atveria galimybes kurti itin tikslias imunoterapijas ir gerinti pacienty gydymo

rezultatus.

SARS-CoV-2 struktiiros ir jo sgveikos su zmogaus imunine sistema mechanizmy suvokimas yra
esminiai aspektai, kuriant efektyvias terapijas ir vakcinas. Siekiant pazangesnio supratimo apie
baltymy ir antikiiny sgveikas, biitina taikyti realiu laiku veikiancius, didelio jautrumo biofizikinius

metodus, tokius kaip visisko vidaus atspindzio elipsometrija (VVAE) (7).

Siame magistro darbe analizuojama specifiniy monokloniniy ir sunkiosios grandinés antikiiny
(CR3022, Sh14, Sh15, Sh68) saveika su kovalentiskai imobilizuotu SARS-CoV-2 S baltymu. Tyrimo
metu taikomas VVVAE metodas, modifikuojant aukso lusty pavirSiy. Tokie tyrimai leidZia realiu laiku
stebéti SARS-CoV-2 S baltymo ir specifiniy monokloniniy bei sunkiosios grandinés antikiiny
sgveikas molekuliniu lygiu, jvertinti atskiry antiking gimininguma Siam baltymui, jy prisijungimo
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prie antigeno kinetikg. Gauti rezultatai gali prisidéti prie tikslesniy virusg neutralizuojanciy terapiniy

preparaty kiirimo, ypac svarbiy dél nuolat atsirandanciy naujy viruso atmainy.

Darbo tikslas:
Ivertinti sgveika tarp kovalentiskai imobilizuoto SARS-CoV-2 S baltymo ir specifiniy

monokloniniy bei sunkiosios grandinés antikiiny, taikant visisko vidaus atspindzio elipsometrijg.

Darbo uzdaviniai:

1. Parinkti tinkamas sglygas kovalentiniam SARS-CoV-2 S baltymo imobilizavimui ant
pavirsiaus.
2. Taikant VVAE metoda nustatyti elipsometriniy parametry poky¢ius specifiniams

monokloniniams ir sunkiosios grandinés antikiinams sgveikaujant su SARS-CoV-2 S
baltymu.
3. Pritaikius optinj modelj apskaiciuoti pavirSiaus masés tankj po specifiniy
monokloniniy ir sunkiosios grandinés antikiiny sgveikos su SARS-CoV-2 S baltymu.
4, Pritaikius dviejy zingsniy matematinj model;j apskaiciuoti specifiniy monokloniniy ir
sunkiosios grandinés antikiiny sgveikos su SARS-CoV-2 S baltymu Kinetinius ir

termodinaminius parametrus.



1. LITERATUROS ANALIZE
1.1. SARS-CoV-2 viruso sandara

1.1.1. Struktiriniai baltymai: S, E, M, N — ju funkcijos ir reik§mé viruso gyvybingumui bei

infekcijai.

Koronavirusai yra didelé ir jvairi virusy grupé, priklausanti Nidovirales biriui. Siam biriui
priskiriamos kelios virusy $eimos, tarp kuriy viena svarbiausiy yra Coronaviridae. Coronaviridae
Seimai priklausantys virusai pasizymi viengrandés teigiamos poliarizacijos RNR genomu ir gebéjimu
infekuoti jvairius Seimininkus, jskaitant Zmones ir gyvunus. Kaip pavaizduota 1 paveiksle,
Coronaviridae Seima skirstoma j poSeimj Coronavirinae, kuris toliau klasifikuojamas i keturias
pagrindines gentis: alfakoronavirusus (Alphacoronavirus), betakoronavirusus (Betacoronavirus),
gamakoronavirusus (Gammacoronavirus) ir deltakoronavirusus (Deltacoronavirus) (3). Sios gentys
skiriasi savo genetinémis savybémis, Seimininky spektru bei sukeliamy ligy pobudziu.
Alfakoronavirusai ir betakoronavirusai dazniausiai infekuoja zinduolius, 0 gamakoronavirusai ir
deltakoronavirusai dazniau aptinkami pauksSciuose, nors kai kurie jy taip pat gali infekuoti ir
zinduolius. Ypatinga reikSme zmoniy sveikatai turi betakoronavirusy gentis, kuriai priklauso keli
didelius protrukius sukéle virusai, tokie kaip SARS-CoV, MERS-CoV ir naujasis SARS-CoV-2.
Pastarasis virusas yra COVID-19 ligos sukéléjas, tapes pasaulinés pandemijos priezastimi, todél jo
struktiiros, biologiniy savybiy bei sgveikos su imunine sistema tyrimai tapo itin svarbis Siuolaikingje

virusologijoje ir biomedicinos moksluose.

Order ( Nidovirales >

Family

Subfamily ( Coronavirinae )

.......... [ |

QIphacoronavinD Gmmacomnaw‘ra (DeltacoronaviruD C Betacoronavirus)
= I
Lineage
e T e EE GARS—COV-a(SARS-COV)GAERS—COD

1 pav. SARS-CoV-2 ir kity koronavirusy taksonominé klasifikacija.
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Koronaviruso dalelé yra sferinés formos, o jos dydis svyruoja nuo 80 iki 120 nm. Vidutiniskai dalelés
molekuliné mas¢ siekia 40000 kDa. SARS-CoV-2 viruso pavirSiy dengia keturi pagrindiniai
struktariniai baltymai — S, N, M ir E (2 pav.).

viral RNA
2 pav. SARS-CoV-2 viruso dalelés schema: S, N, M, E baltymai ir viruso RNR.

S baltymas yra transmembraninis glikoproteinas, esantis viruso pavirSiuje. Jis jungiasi | trimerus,
kurie sudaro dideles virusui budingas ,kartinos* formos struktiras, vadinamas ,,spygliais®. S
baltymas yra homotrimeras, kurio kiekvienas monomeras sudarytas i$§ dviejy subvienety: S1 ir S2. S1
subvienetas atsakingas uZz receptoriaus atpazinimg ir jungimasi prie ACE2, aptinkamo Zmogaus
kvépavimo taky, plauciy, Sirdies, zarnyno ir kity audiniy Igstelése (10,11). S2 subvienetas skatina
virusingés dalelés ir Seimininko lgstelés membrany susiliejima, leisdamas virusui patekti j infekuojamo
organizmo lgstelés vidy (11).

M baltymas — gausiausias SARS-CoV-2 struktiirinis baltymas, atliekantis svarby vaidmenj
formuojant viruso dalelés struktiirg bei jg stabilizuojant. Tai yra mazas (apie 25-30 kDa) baltymas
turintis tris transmembranines sritis, trumpa N-galg, atsuktg j viruso pavirSiy ir ilgesnj C-gala,
nukreipta j viriono vidy (12). Sis baltymas yra biitinas viruso formos palaikymui. M baltymo buvimas
jgalina virusg jgyti taisyklingg sfering ar elipsing struktiira (13). Be Sio baltymo virusas daznai
nesugeba subresti arba yra nestabilus.

E baltymas yra trumpas, integralinis membraninis baltymas, sudarytas i§ 76—109 aminortugsciy, kuriy
dydis svyruoja nuo 8,4 iki 12 kDa (14). E baltymas lokalizuojasi endoplazminio tinklo ir Goldzio
aparato tarpingje zonoje (ERGIC), kur vyksta naujy virusiniy daleliy surinkimas. Jis sgveikauja su M
baltymu ir koordinuoja viriono formavima (14,15). Sis baltymas oligomerizuojasi j pentamerus,
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sudarancius jony kanalus viruso infekuotose Igstelése. Minétieji kanalai kei¢ia jony pusiausvyra,
skatina viruso replikacijai palankia aplinkg ir prisideda prie lastelés signaliniy keliy sutrikdymo
(16,17). Eksperimentiniai tyrimai rodo, kad virusai, kuriems triiksta E baltymo, yra Zenkliai maziau
patogeniski ir nesugeba efektyviai daugintis, todél Sis baltymas laikomas svarbiu terapiniu taikiniu
naujy vaisty kiirimo procesuose (14,18).

N baltymas glaudziai jungiasi su viruso RNR, sudarydamas ribonukleoproteiny kompleksa, kuris
saugo genomag ir reguliuoja viruso replikacija (15). Jis sudarytas i$ dviejy domeny — RNR jungiancio
N-galinio (NTD) ir C-galinio (CTD), kurie leidZia baltymams oligomerizuotis. N baltymas taip pat
sgveikauja su M baltymu viruso surinkimo metu ir dalyvauja lgstelés imuninio atsako reguliavime,
slopindamas interferono signalizacija. Dél savo stipraus imunogeniskumo, jis daznai naudojamas

diagnostiniuose testuose (19-21).

1.1.2. S baltymo saveika su ACE2 receptoriumi ir antikiinais.

SARS-CoV-2 pavirSiuje esantis S glikoproteinas yra pagrindinis viruso prisitvirtinimo prie
Seimininko lastelés ir patekimo j ja veiksnys. Sis baltymas sudarytas i§ dviejy pagrindiniy subvienety:
N-galinio S1 subvieneto, kuriame yra receptoriy atpazinimo sritis (RBD, angl. receptor-binding
domain), atsakinga uz sgveika su Seimininko Igstelés receptoriais, ir C-galinio S2 subvieneto, kuris
uztikrina viruso ir Seimininko lgstelés membrany susiliejimg bei vélesn] virusinés genetinés
medziagos patekimo j Igstele procesa (22).

ACE2 yra membraninis fermentas, plac¢iai aptinkamas zmogaus virSutiniy kvépavimo taky epitelio
gleivingje, ypac, nosies ertméje (23-25). Taciau vien prisijungimo prie ACE2 receptoriaus nepakanka
viruso jsiskverbimui — biitina papildoma S baltymo proteolitiné modifikacija, kurig atlieka Seimininko
lastelés proteazés (4). Sio fermentinio skilimo metu atidengiamas fuzinis peptidas (angl. fusion
peptide), kuris jsiterpia j infekuojamo organizmo lgstelés membrang ir leidzia virusui patekti  jos
vidy (26).

S baltymas taip pat yra pagrindinis virusa neutralizuojanéiy monokloniniy antikiiny taikinys. Sie
antiklinai gali prisijungti prie jvairiy RBD regiony, blokuodami S baltymo sgveika su ACE2
receptoriumi ir taip uZzkirsti kelig viruso patekimui j Igstel¢ (27). Tuo pagrindu yra kuriami ir
biologiniai jutikliai, kuriuose kaip atpazinimo elementai viruso nustatymui naudojami antik@inai pries

S baltyma.

1.1.3. Monokloniniai antikiinai prie§ SARS-CoV-2 baltyma

Monokloniniy antikiiny atradimas siejamas su 1975 metais César Milstein ir Georges Kohler sukurta

hibridomos technologija, kuri tapo tikru proverziu imunologijos srityje (28). Sio proceso metu
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laboratorinés pelés imunizuojamos specifiniu antigenu, kuris skatina jy B limfocity atsakg —
pradedama gaminti konkreciam antigenui biidingas antikiinas. Véliau B limfocitai, iSskirti i§ pelés
bluznies, sujungiami su mielomos (vézinémis) lastelémis. Taip sukuriamos hibridomos — lastelés,

kurios gali daugintis neribotg laikg ir nuolat sintetinti reikiamg antikiing (3 pav.)

—
) Murine
Hybridoma monoclonal
B calls antibody

3 pav. Monokloniniy antikiiny gamybos, taikant hibridomos technologija, schema.

Sie antikiinai yra vienodi (homogeniski) ir veikia prie§ konkrety antigeno pavirSiaus epitopa,
pasizymédami monovalentiniu giminingumu, apibtdinanciu, kaip stipriai viena antikiino
prisijungimo vieta jungiasi su konkrecia antigeno vieta (27,28).

Monokloniniai antikiinai, naudojami gydymo tikslais, turi reik§mingy pranaSumy lyginant su
polikloniniais antikiinais. Mab yra gaminami i§ vieno B limfocity klono, todél visi tos pacios
populiacijos antikiinai yra struktiiriSkai identiski ir atpaZjsta tg patj antigeno epitopa. D¢l Sios savybés
Ju veikimas yra labai specifiskas ir nukreiptas j konkrety molekulin;j taikinj, tuo tarpu polikloniniai
antikiinai sudaro heterogeniska antikiiny misinj, kuris atpazjsta skirtingus to paties antigeno epitopus
(32,33). Dar vienas svarbus monokloniniy antikiiny privalumas yra jy gamybos standartizavimas.
Naudojant stabilias lgsteliy linijas galima uztikrinti nuoseklig antikiiny sudétj ir savybes skirtingose
gamybos partijose, o polikloniniy antikiing sudétis gali skirtis priklausomai nuo imunizuoto
organizmo ar gautos serumo frakcijos (33,34). D¢l didelio specifiSkumo monokloniniai antikiinai
leidzia selektyviai veikti konkre¢ius molekulinius taikinius, todé¢l jie placiai taikomi kuriant tikslines
terapijas, ypac onkologiniy ligy ir virusiniy infekcijy gydymui. Tokia tiksliné sgveika gali sumazinti

nepageidaujamy reakcijy tikimybe ir padidinti gydymo efektyvuma (34,35).
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1.1.4. Sunkiosios grandinés antikiinai

Sunkiosios grandinés antiktinai (angl. heavy-chain antibody ) yra unikaliis antikiiny fragmentai,
pirma kartg aprasyti kupranugariniy Seimos gyviiny imuninéje sistemoje (36). Jie issiskiria i$ kity
antikiiny savo struktira: tai vienos sunkiosios grandinés kintamieji domenai, kuriy molekuliné masé
siekia tik 75 kDa, kai jprasti IgG antiktinai yra mazdaug du kartus didesni — apie 150 kDa (3 pav.)
(37).

Conventional antibody Heavy chain antibody Nanobody
(150 kDa) (75 kDa) (12-15 kDa)

________________________________________

Frame regions

CH1 FR1 CDR1 CDR2 CDR3 FR4

FR2 FR3 CDR2 CDR3 FR4

S —— ; e :
CH2 CH3 I

Conventional Heavy chain Nanobody
antibody antibody (12-15 kDa)

4 pav. Monokloniniy antik@iny ir sunkiosios grandinés antikiny schematinis vaizdavimas.

Sie vienadomeniai fragmentai neturi lengvyjy grandiniy ir Fc fragmento, todél jy architektiira yra
paprastesné, taciau kartu uztikrinamas didelis strukttirinis stabilumas. D¢l itin kompaktisko dydzio
sunkiosios grandinés antikiinai geba atpaZinti epitopus, kurie daZnai yra neprieinami konvenciniams
antikiinams — pavyzdziui, gilias baltymy jdubas ar aktyviasias fermenty vietas. Sia savybe lemia
ilgesné CDR3 kilpa, leidzianti pasiekti sudétingus antigeny pavirsius (38).

Vienas i§ esminiy sunkiosios grandinés antikiiny privalumy yra ypatingas stabilumas, nes jie iSlieka
funkcionaliis esant aukStesnei temperatiirai ar ekstremalioms pH salygoms. Jie gali biiti lengvai
ekspresuojami bakterijose, mielése ar net augaluose, todé¢l jy gamyba yra paprastesné ir pigesné
lyginant su tradiciniais monokloniniais antiklinais, kuriems dazniausiai reikia sudétingy zinduoliy
lasteliy kultiiry (39) Sie antikiinai yra itin lankstiis inZineriniu pozZiiiriu — jie gali biiti sujungiami j bi-
ar multivalentines konstrukcijas, prijungiami prie Fc fragmento, albuming jungian¢iy domeny ar net
radioizotopy chelatoriy, taip pritaikant juos jvairiems gydymo ir diagnostikos tikslams (40).
Lyginant su konvenciniais IgG tipo antikiinais, sunkiosios grandinés antikiinai turi keletg reikSmingy

skirtumy. D¢l mazo dydzio jie greitai difunduoja j audinius ir pasiskirsto organizme, todé¢l yra ypac
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naudingi naviky ar stipriai perfuzuoty audiniy pasiekimui (41). Kita vertus, biitent $is mazas dydis
lemia ir greita jy pasSalinimg per inkstus, todél jy pus¢jimo trukmé kraujyje yra zymiai trumpesné nei
IgG antikiiny, kurie dél Fc fragmento saveikos su FcRn receptoriais gali iSlikti organizme savaitémis
(42). Norint prailginti sunkiosios grandinés antikiny puséjimo trukme, daznai pasitelkiamos jvairios
inzinerin¢s strategijos — Fc fuzija, jungimas prie albuming atpazjstan¢iy domeny arba
polietilenglikolio (PEG) prijungimas. Taciau net ir su S$iais sprendimais jie natiiraliai neturi
efektoriniy funkcijy, tokiy kaip nuo antikiiny priklausoma lasteliy citotoksin¢ veikla (ADCC) ar
komplemento aktyvacija (CDC), kurios biidingos konvenciniams IgG antikinams. D¢l to, siekiant
jdarbinti efektorinius mechanizmus, sunkiosios grandinés antikiinai daznai modifikuojami jungiant
juos prie Fc fragmento ar kity imuniniy efektoriy moduliy (43).

Klinikingje praktikoje sunkiosios grandinés antikiinai jau yra jrod¢ savo veiksmingumg. Pirmasis
registruotas jy pagrindu sukurtas vaistas — Kaplacizumabas, skirtas jgytai trombotinei
trombocitopeninei purpurai gydyti, patvirtintas Europoje 2018 m. ir JAV 2019 m. (44). Terapijoje Sie
antikGinai turi pranasumy situacijose, kai reikalinga greita farmakodinamika, didel¢ audiniy
penetracija ar tikslinis citotoksiniy molekuliy, radioizotopy bei kity ,,naudingyjy kroviniy*
pristatymas (42,45). Kita vertus, jy trikumai, tokie kaip trumpa pusé¢jimo trukmé ar imunogeniskumo
rizika, ypac€ jei néra atlikta humanizacija, riboja jy taikyma, jei néra tinkamai suvaldyti inZineriniais
metodais (46).

Diagnostikoje sunkiosios grandinés antiktinai taip pat laikomi perspektyviais dél savo mazo dydzio
ir greito pasiSalinimo i§ organizmo. D¢l Siy savybiy vaizdinimo metodais, tokiais kaip PET (angl.
Positron Emission Tomography) ar SPECT (angl. Single Photon Emission Computed Tomography),
galima greitai gauti aiSky signalg ir maza foninj triukSma (47). Jie lengvai sujungiami su
radioizotopais ar fluoroforais, todél yra patogiis tiek molekuliniam vaizdinimui, tiek laboratorinéms
diagnostinéms priemonéms. Vis délto, jy Zzemas klirensas kartais riboja signalg 1é¢iau pasiekiamuose
audiniuose, o radioaktyviai pazyméti sunkiosios grandinés antikiinai gali kauptis inkstuose, kas
apsunkina pilvo ertmés ar inksty srities vizualizacijg (42,48).

Apibendrinant galima teigti, kad sunkiosios grandinés antikiinai pasizymi keliomis svarbiomis
savybémis — jie yra mazi, stabilils, lengvai modifikuojami ir tinkami sudétingiems epitopams
atpazinti. D¢l to jie gali buti taikomi tiek gydyme, tiek diagnostikoje. Palyginti su tradiciniais IgG
antiklinais, jie pasiZzymi geresne audiniy penetracija ir gali suteikti didesnj vaizdinimo kontrastg. Vis
délto trumpa pus¢€jimo trukmé ir ribotos efektorinés funkcijos lemia, kad kai kuriais atvejais

reikalingos papildomos jy modifikacijos.
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1.2. Specifiniy monokloniniy antikiiny saveika su SARS-CoV-2 baltymais

1.2.1. Tiriamy sunkiosios grandinés monokloniniy antikiiny Sb14, Sb15, Sb68 ir Zmogaus

monokloninio antikiino CR3022 apZvalga

Monokloniniai antiktinai yra laboratorijos sglygomis sukurti baltymai, gebantys specifiskai atpazinti
ir prisijungti prie virusiniy antigeny. SARS-CoV-2 pandemijos metu buvo sukurta daugybé antiktiny,
skirty viruso neutralizavimui. Siame darbe yra analizuojami sunkiosios grandinés antikiinai Sh14,
Sb15, Sh68 ir lyginami su zmogaus monokloniniu antikiinu CR3022. Sb14, Sb15 ir Sh68 yra mazesni
uz tradicinius IgG klasés antikiinus, ta¢iau pasizymi aukstu specifiskumu ir stipriu giminingumu. Sie
antik@inai buvo atrinkti dél gebéjimo jungtis prie SARS-CoV-2 receptoriaus suriSimo domeno (RBD)
ir blokuoti viruso sgveikg su zmogaus ACE2 receptoriumi (49,50). Monokloninis zmogaus antikiinas
CR3022 buvo pirmg kartg iSskirtas i§ SARS-CoV infekuoty pacienty, o véliau nustatyta, kad jis geba
atpazinti ir SARS-CoV-2 S baltymg (51). CR3022 jungiasi prie konservatyvaus epitopo receptoriy
suri§imo srityje, esancio S1 subvienete, ta¢iau i vieta nesutampa su ACE2 receptoriaus prisijungimo
sritimi. Dél to $is antiklinas virusg neutralizuoja netiesiogiai ir pasiZymi silpnesniu aktyvumu
veikdamas vienas pats, taciau gali sustiprinti poveikj deriniuose su kitais } RBD nukreiptais antikiinais
(52). Kadangi CR3022 atpazjsta konservatyvy RBD regiona, jis yra laikomas potencialiu kandidatu
kuriant plataus spektro koronavirusy neutralizavimo strategijas.

Vienas i§ sunkiosios grandinés antikiny - Sb14 - specifiskai prisijungia toje pacioje RBD vietoje,
kuri sutampa su ACE2 receptoriaus jungimosi sritimi, tod¢l veiksmingai blokuoja viruso sgveikg su
Seimininko lastelémis (53). Sb15 taip pat saveikauja su ACE2 jungimosi vieta, o jo veikimo
mechanizmas yra panasus — tiesiogiai neleidzia virusui prisitvirtinti prie lasteliy (53). Siy antikiiny
neutralizacijos stiprumas ypac ryskus, kai jie yra naudojami kartu su kitais epitopus atpazjstanciais
antiktinais.

Sunkiosios grandinés monokloninis antikiinas Sb68 jungiasi prie alternatyvaus RBD epitopo, kuris
nesutampa su ACE2 jungimosi sritimi (53). Nors vienas pats Sis antikiinas pasizymi ribotu
neutralizuojanc¢iu aktyvumu, kartu su Sb14 ar Sb15 jis gali prisijungti prie RBD tuo pa¢iu metu, nes
Jy jungimosi vietos nesutampa. Tokios kombinacijos sudaro pagrinda biparatopiniy antiktiny kiirimui,

kurie demonstruoja platesnj neutralizacijos spektra ir sumazintg atsparumo i$sivystymo rizikg (54).

1.2.2. Neutralizavimo mechanizmai

Antiktiny neutralizavimo mechanizmas priklauso nuo jy taikinio vietos bei jungimosi pobiidzio. Sb14
ir Sb15 antikiinai blokuoja viruso galimybe prisijungti prie ACE2 receptoriaus, uzimdami tg pacig ar
gretimg vieta RBD pavirsiuje. Taip jie tiesiogiai trikdo viruso patekima j zmogaus lasteles (27).
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Sunkiosios grandinés antikinas Sb68, nors nesikerta su ACE2 sgveikos vieta, neutralizuoja virusg
konformaciniu biidu, jungdamasis prie SARS-CoV-2 S baltymo periferiniy sri¢iy ir stabdydamas
reikiamus strukttrinius pokycius, butinus Igstelés infekcijai (27). Monokloninis zmogaus antikiinas
CR3022 veikia kitaip. Jis neblokuoja ACE2 saveikos tiesiogiai, taciau gali stabilizuoti spyglio
baltymg neaktyvioje biisenoje arba skatinti virusiniy daleliy iSardyma, taip prisidédamas prie
patogeno neutralizacijos proceso (55). Siy antikiiny veikimo mechanizmy jvairové atskleidZia
skirtingas strategijas, kurias organizmas gali naudoti kovai su SARS-CoV-2 bei suteikia pagrinda

tiksliniam terapiniy antiktiny kiirimui.

1.2.3. Praktiné ir klinikiné reik§meé

COVID-19 gydymo galimybiy paieskose vienas i§ pirmyjy iSbandyty metody buvo pasyvioji
imunizacija, ypa¢ konvalescentinés plazmos (KP) taikymas. Sis gydymas pagristas tuo, kad i$
asmeny, pasveikusiy po SARS-CoV-2 infekcijos, paimta antiklinais praturtinta plazma perpilama

sergantiems arba didelés rizikos pacientams, siekiant sustiprinti jy imuninj atsaka (5 pav.) (56).

A coviD-19
Convalescent
Plasma
| FLASHA |}
[
Recovery N o
—_— g I— L
-_— /,// \\A
\
Neutralizing
Antibodies
(see Panel B)
COVID-19 COVID-19 COVID-19
Patient Survivor Patient

Neutralizing
Antibody

ACE-2 Receptor

SARS-CoV-2
Spike Protein

5 pav. Schema, iliustruojanti konvalescentinés plazmos panaudojima, sergan¢iyjy COVID-19,

gydyme.

Ankstesniy SARS ir MERS protrikiy patirtis parode, kad tokia terapija gali turéti klinikinés naudos,

todél ji i§ pradziy buvo laikoma viena i§ perspektyviy priemoniy ir COVID-19 atveju (56).
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Vis délto, nors JAV Maisto ir vaisty administracija (FDA) laikinai leido naudoti KP pagal skubaus
taikymo tvarka, didelio masto tyrimai atskleidé, kad jos veiksmingumas néra vienareikSmis —
dauguma studijy nefiksavo rySkaus bendro paciento buklés pageréjimo, iSskyrus sunkiausiai
,,REMAP-CAP” — buvo nutraukti, nes nebuvo pastebéta statistiSkai reikSmingos terapinés naudos
(60,61). Remiantis Siais duomenimis, JAV Nacionaliniai sveikatos institutai (NIH) nerekomenduoja
KP naudoti hospitalizuoty pacienty gydymui (62), o Jungtinés Karalystés vaisty ir sveikatos
prieziiiros produkty reguliavimo agentira (MHRA) iSbrauke Sig procediirg i§ standartiniy gydymo
gairiy (62).

KP taikyma riboja keli praktiniai aspektai: donory plazmos antikiiny kiekis gali labai skirtis, biitina
suderinti kraujo grupes, kad biity iSvengta nepageidaujamy transfuzijos reakcijy, be to, plazma turi
bati patikrinta dél krauju plintanciy infekcijy (62). Vis délto §i terapija turi ir privalumy — plazma
galima surinkti dideliais kiekiais aferezés budu, reik§mingai nepaveikiant donoro hemoglobino (63).
Be to, kai kurie tyrimai rodo, kad tinkamai atrinkti pacientai, ypa¢ seronegatyviis arba turintys
imunings sistemos sutrikimy, gali gauti realios naudos, jei KP skiriama ankstyvuoju ligos periodu
(64).

Skirtingai nuo KP, monokloniniai antikiinai suteikia galimybe taikyti labiau tikslinj gydyma. Sie
preparatai gali buti naudojami dviem kryptimis. Pirmoji — uzdegiminio atsako slopinimas, ypac
citokiny audros mazinimas, kadangi didelé IL-1 ir IL-6 koncentracija siejama su sunkesne COVID-
19 eiga (65). Antroji — viruso neutralizacija blokuojant SARS-CoV-2 pavirsiaus S baltymo sgveika
su Seimininko ACE2 receptoriumi, tokiu bidu uzkertant kelig viruso patekimui j Igsteles (11). Dalis
tyrimy, atlikty su SARS-CoV ir MERS-CoV, leidzia manyti, kad neutralizuojantys antikiinai gali
atakuoti ir kitas S baltymo sritis, neapsiribojant tik receptoriaus suri§imo domenu (66).

Tokie monokloniniy antikiny veikimo mechanizmai suteikia jiems reik§mingg klinikine verte — jie
gali biiti naudojami tiek simptomy sunkumui mazinti, tiek tiesiogiai stabdyti viruso replikacija, todél

yra viena i$ pazangiausiy kryptiniy terapijy kovojant su COVID-19.
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2. MEDZIAGOS IR TYRIMO METODAI

2.1. MedzZiagos ir prietaisai

1 lentelé. Tyrimo metu naudotos medziagos ir prietaisai

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

Luzio rodiklj atitinkantis skystis Cargille, JAV
Metanolis Honeywell, Pranciizija

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

N-hidroksisukcinimidas (NHS) Sigma-Aldrich, JAV

SARS-CoV-2-S baltymas Baltymas, Lietuva

Prietaisas Gamintojas, Salis

Borosilikatinio stiklo (BK7) prizmé Cargille, JAV

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

BK?7 lustas, padengtas Cr-Au XanTec bioanalytics GmbH, Vokietija
2.2. Metodai

2.2.1. Aukso lusto modifikacijos

Spyglio baltymo kovalentiné imobilizacija ant aukso lusto pavirSiaus buvo atlikta naudojant 11-
merkaptoundekano rtigsties (11-MUR) savitvarkio monosluoksnio (SAM) technologija. PradZioje
aukso lustas, sudarytas i§ 1 mm storio borosilikatinio stiklo BK7, padengto plonu chromo-aukso
sluoksniu, buvo nuvalytas dejonizuotu vandeniu. Po to lustas buvo patalpintas j ultragarsing vonele
su metanoliu (panardinimas truko 3 min). ISgaravus metanoliui, lustas buvo jmerktas j I mM 11-
MUR tirpalg metanolyje ir laikytas 18 val., kad susiformuoty vientisas SAM sluoksnis.

Norint ant SAM pavirSiaus kovalentiskai prijungti spyglio baltyma, pirmiausia buvo aktyvuojamos
11-MUR esan¢ios karboksigrupés. Siam tikslui pasiekti, tris kartus po 5 minutes j elipsometrijos
matavimo cele buvo leidziamas tirpalas, sudarytas i$ 0,1 M N-hidroksisukcinimido (NHS) ir 0,4 M
N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimido hidrochlorido (EDC) miSinio santykiu 1:1. Po
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aktyvinimo pavirsius buvo praplaunamas fosfatiniu buferiniu tirpalu (PBS, pH 7,4). Po Sio zingsnio
] cele buvo leidziamas 333 nM koncentracijos spyglio baltymo tirpalas PBS tirpale ir palaikomas 45
minutes, kad baltymas galéty prisijungti prie pavirSiaus. Po imobilizacijos pavirSius buvo dar karta
nuplaunamas PBS tirpalu, o likusios aktyvios karboksigrupés neutralizuotos, jleidziant 1 M
etanolamino tirpalg (pH 8,5) 10 minuciy.

Véliau buvo tiriamos pavirsiaus sgveikos su sunkiosios grandinés monokloniniais antiktinais Sh14,
Sb15, Sb68 ir monokloniniu zmogaus antikiinu CR3022. Prie§ antikiiny jleidimo pradzia, buvo
leidziamas PBS tirpalas, norint stabilizuoti bazing linijg. Po spyglio baltymo ir antikiiny sgveikos
pavirsSius buvo plaunamas PBS tirpalu. Galiausiai buvo atliekama pavirSiaus regeneracija naudojant

2 pH 10 mM glicino hidrochlorido tirpala.

2.2.2. VVAE matavimai

Elipsometriniai matavimai atlikti naudojant J.A. Woollam M2000X elipsometrg (Lincoln, NE, JAV).
Visi VVAE eksperimentai vyko esant fiksuotam 70° $viesos kritimo kampui 400-800 nm bangos
ilgio diapazone. BK7 prizmé buvo pritvirtinta prie komercinio aukso lusto naudojant imersing alyva,
po to imontuota | VVAE cele, kurios skersmuo sieké 5 mm. Eksperimentinéje VVAE dalyje
matavimams buvo naudojama pusiau pratekanti sistema su teflonine cele, j kurig tirpalai buvo
leidziami Svirk$tu. Po kiekvienos pavirSiaus modifikacijos buvo registruojamas elipsometriniy

parametry W(A) ir A(L) spektras.

2.2.3. Tirpaly ruoSimas

2.2.3.1. 0,1 M NHS tirpalo ruoSimas (4,5 ml turiui)

Norint paruosti 0,1 M N-hidroksisukcinimido (NHS) tirpala, reikia tiksliai pasverti 51,7905 mg NHS
milteliy ir iStirpinti juos 4,5 ml distiliuoto arba dejonizuoto vandens. Gauta tirpalg rekomenduojama
paruosti SvieZiai prie§ naudojimg ir laikyti sandariame inde, apsaugotame nuo Sviesos, kad bty

iSvengta skilimo ar oksidacijos.

2.2.3.2. 0,4 M EDC tirpalo ruosimas (4,5 ml tiiriui)

Norint paruosti 0,4 M 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimido (EDC) tirpalg, reikia tiksliai
pasverti 279,432 mg EDC ir istirpinti 4,5 ml distiliuoto arba dejonizuoto vandens. Kaip ir NHS
tirpalas, EDC tirpalas turéty biiti ruoSiamas prie§ pat naudojima, nes Sis reagentas yra jautrus

hidrolizei, ypa¢ esant neutraliai arba Sarminei pH aplinkai.
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2.2.3.4. Fosfatinio buferio tirpalo ruosimas

Ruosiant fosfatinio buferio tirpala, specializuota tableté (Roth, Vokietija) buvo istirpinta 200 ml

dejonizuoto vandens.

2.2.3.5. Etanolamino tirpalo ruoSimas

Norint paruosti 40 ml 1 M etanolamino tirpalo, kurio pH bity 8.5, reikia pasverti 2.4432 ¢
etanolamino arba panaudoti 2.41 ml 1 M etanolamino tirpalo. Tuomet Sig medziaga skiedZiame
distiliuotu vandeniu iki 15 ml turio. Tirpalo pH sumaZzinamas iki 8.5, lasinant HCI. Kai pH pasiekia

reikiamg reikSme, tirpalas papildomas distiliuotu vandeniu iki galutinio 40 ml tdrio.

2.2.3.6. Glicino tirpalo ruosimas

Norint paruosti 10 mM glicino — HC1 50 ml tiirio tirpala, kurio pH buty 2, visy pirma, 40 mg glicino
ir 20 mg arba 0,045 ml HCI reikia istirpinti 40 ml distiliuoto vandens. Toliau, norint, kad tirpalas
pasiekty 2 pH reik§me, yra naudojamas HCI tirpalas. Galiausiai, gautas tirpalas praskiedZiamas

distiliuotu vandeniu iki 50 ml.
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3. REZULTATAI

3.1. SARS-CoV-2 S baltymo kovalentiné imobilizacija

SARS-CoV-2 S baltymo kovalentiné imobilizacija buvo atlikta ant aukso lusto, sudaryto i
borosilikatinio stiklo BK7, padengto plonu chromo-aukso sluoksniu. Pries formuojant 11-MUR SAM

buvo iSmatuoti Sio lusto elipsometriniai parametrai psi ir delta (6 pav., vientisa raudona ir zalia

kreivés).

— Au- - - - AU/SAM ¥
Au Au/SAM A

45

1

T I I I I I I I
200 300 400 500 600 700 800 900 1000
A (nm)

6 pav. Aukso lusto elipsometriniai parametrai ¥ ir A, iSmatuoti prie§ formuojant 11-MUR SAM

(vientisa raudona ir Zalia kreivés) ir po formavimo (punktyrinés raudona ir Zalia kreivés).

Po to, kai susiformavo 11-MUR SAM, buvo atlikti pakartotiniai matavimai norint jsitikinti, kad SAM
tinkamai susiformavo ant pavirsiaus (6 pav., punktyrinés raudona ir Zalia kreiveés).

Kadangi paveiksle yra stebimas kreiviy i$siskyrimas, tai rodo, kad SAM yra sékmingai suformuotas
ant aukso pavir$iaus ir toks lustas gali biiti toliau naudojamas baltymy imobilizacijai.

Tyrimas, kuriame SARS-CoV-2 S baltymas buvo kovalentiskai imobilizuotas ant 11-MUR SAM

sluoksnio, o vé¢liau tirtas imunokompleksy formavimasis Siam baltymui sgveikaujant su
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monokloniniais sunkiosios grandinés antikiinais (Sb14, Sb15, Sb68) ir zmogaus IgG klasés
monokloniniu antikiinu (CR3022), buvo vykdomas VVAE salygomis. Spyglio baltymo tirpalo
koncentracija (333 nM) pasirinkta apskai¢iavus maksimaly galima prisijungimo viety skaiciy ant 11-
MUR SAM pavirsiaus pagal aukso lusto plotg ir norimos imobilizuoti molekulés dydj. Tokiu badu
yra uztikrinamas §io baltymo kiekis, reikalingas kuo tankiau padengti pavirsiy, véliau naudojama
sgveikoms su antikiinais tirti. ] matavimo cele¢ jleidus pasirinktos koncentracijos spyglio baltymo
tirpalg PBS, Sis laikytas apie 60 minuciy iki kol buvo pasiekta pusiausvyra, o maksimalus A pokytis

buvo apie 87 laipsniai (7 pav.).

10 [ SARS-CoV-2 S baltymas

0 +——r—r—"T———T

0 10 20 30 40 50 60
Laikas (min.)

7 pav. Elipsometrinio parametro A pokytis laike SARS-CoV-2 S baltymo imobilizacijos ant

funkcionalizuoto aukso pavirSiaus metu.

Po to, kai nusistovéjo pusiausvyra, ] cele buvo leidziamas PBS tirpalas ir vykdomas pavirSiaus
nuplovimas, kurio metu pasalintos nespecifiSkai prisijungusios spyglio baltymo molekulés.
PavirSiaus masei, susidariusiai po spyglio baltymo imobilizacijos ir po sgveikos su antikiinais,
apskaiCiuoti naudotas A (t) parametras ties 679 nm bangos ilgiu ir jame pasiekiamas didziausias
matavimo jautris. Butent toks bangos ilgis pasirinktas todél, kad Sis spektro taskas yra ar¢iausiai PPR
ir ¢ia A ir W signalai yra jautriausi pavirSiaus masés pokyc¢iams. Po spyglio baltymo imobilizacijos
rezonansinése salygose, spektro pokytis buvo 12,5 nm (7 pav. juoda ir raudona kreivés). Véliau
pavirSius buvo blokuojamas etanolamino tirpalu. Likusios aktyvios karboksigrupés neutralizuotos,

nes etanolaminui sureagavus su NHS esteriais susidaré hidroksigrupe turincios, elektriskai neutralios
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pavirSiaus struktiiros. Po blokavimo susiformavo stabilus sluoksnis, kurio tankis ¥ ir A spektruose

buvo 5,1 nm (8 pav. juoda ir Zalia krevés).

—— PBS —— SARS-CoV-2-S baltymas Po blokavimo
10 200+
180
81 160
= 125 2 ]
B .5 nm o 140
g 6 5.1 nm >~
] 120
100
41 z
T T T T T 80 T T T T T T T
665 670 675 680 685 690 695 660 665 670 675 680 685 690 695 700
Bangos ilgis (nm) Bangos ilgis (nm)

8 pav. Elipsometriniy parametry ¥ ir A priklausomybé nuo bangos ilgio ir jy pokyciai po SARS-

CoV-2 S baltymo imobilizacijos (raudona kreivé) ir blokavimo (Zalia kreivé).
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3.2. SARS-CoV-2 S baltymo imobilizacijos ir jo saveikos su specifiniais monokloniniais ir

sunkiosios grandinés antikiinais metu susiformavusio pavirSiaus masés tankio jvertinimas

Norint nustatyti, koks pavirSiaus masés tankis susidaro antikiinams prisijungiant prie SARS-CoV-2
S baltymo, pirmiausia pagal iSmatuotus elipsometrinius W ir A parametrus buvo sukurtas optinis
modelis (9 pav).

Roughness = 0.04 nm
Layer # 5 = Chromas Chromas Thickness = 1.09 nm
+|Layer # 4 = Auksas Auksas Thickness = 40.71 nm
+|Layer # 3 = SAM SAM Thickness = 0.99 nm
Layer # 2 = SARS-CoV-2 Spyglio Baltymas SARS-CoV-2 Spyglio Baltymas Thickness = 10.11 nm
# of Constituents = 2
+ Material 1 = Cauchy
+ Material 2=PBS pH 7.4
EMA % (Mat 2)_SARS-CoV-2 Spyglio Baltymas = 58.5
Depolarization_SARS-CoV-2 Spyglio Baltymas = 0.333 Analysis Mode = Bruggeman
Layer # 1 = Sunkiosios grandies antikiinas Sunkiosios grandies antikiinas Thickness = 4.00 nm
# of Constituents = 2
- Material 1 = Cauchy
A =1.450 B=0.01000 C =0.0000
+ Urbach Absorption Parameters
+ Material 2 = PBS pH 7.4
EMA % (Mat 2)_Sunkiosios grandies antikiinas = 84.6
Depolarization_Sunkiosios grandies antikiinas = 0.333 Analysis Mode = Bruggeman

+|Substrate = PBS pH 7.4

9 pav. Pagal iSmatuotus elipsometrinius ¥ ir A parametrus sukurtas SARS-CoV-2 S baltymo

imobilizacijos ir jo sgveikos su antikiinais optinis modelis.

Siame modelyje, kuris gristas regresine analize, spyglio baltymy ir antikiiny (Sb14, Sb15, Sb68 ir
CR3022) sluoksniai buvo aprasomi naudojant Cauchy dispersijos funkcijg (67). Modeliavimo metu,
Cauchy dispersijos parametry vertés buvo A = 1,45, B = 0,01, C = 0, o storis - laisvai derinamas.
Rezultatai parod¢, kad kovalentiskai imobilizuoto SARS-CoV-2 S baltymo monosluoksnio storis (d)
buvo 10,11 nm. Taip pat Siame modelyje taikytas efektyvios terpés artinys, kuris leido jvertinti
baltymo ir PBS kiekj monosluoksnyje. SARS-CoV-2 S baltymo monosluoksnio atveju jj sudaré 41,5
% baltymo ir 58,5 % PBS. Ta pati modeliavimo procediira buvo taikoma ir apraSyti susidariusiy
antikiiny monosluoksniams. Sh14 antikiino atveju gauta, kad sluoksnis sudarytas is 92,2 % PBS ir

7,8 % antikiino (10 pav.). Sluoksnio storis sieké 8 nm.
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Roughness = 0.04 nm
Layer # 5 = Chromas Chromas Thickness = 1.09 nm
+|Layer # 4 = Auksas Auksas Thickness = 40.71 nm
+|Layer # 3 = SAM SAM Thickness = 0.99 nm
Layer# 2 =EMA Thickness# 2 =10.11 nm

# of Constituents = 2
+ Material 1 = SARS-CoV-2 Spyglio Baltymas
+ Material 2 = PBS pH 7.4

EMA % (Mat 2) = 58.5

Depolarization = 0.333 Analysis Mode = Bruggeman

Layer# 1 =EMA Thickness #1 = 8.00 nm
# of Constituents = 2
+ Material 1 = SB14
+ Material 2 =PBS pH 7.4
EMA % (Mat 2) = 92.2

Depolarization = 0.333 Analysis Mode = Bruggeman

+|Substrate = PBS pH 7.4

10 pav. Pagal iSmatuotus elipsometrinius ¥ ir A parametrus sukurtas SARS-CoV-2 S baltymo

imobilizacijos ir jo sgveikos su sunkiosios grandinés antikiinu Sb14 optinis modelis.

Analogiski analizés Zingsniai pritaikyti ir kitiems antikiinams. SARS-CoV-2 S baltymo ir sunkiosios

grandinés antikiino Sb15 sgveikos metu susiformavo sluoksnis, kurj sudaré 95,6% PBS ir 4,4 %

antiktino. Susiformavusio sluoksnio storis buvo lygus 8 nm (11 pav).
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Roughness = 0.04 hm
Layer # 5 = Chromas Chromas Thickness = 1.09 nm

+|Layer # 4 = Auksas Auksas Thickness = 40.71 nm
+|Layer # 3 = SAM SAM Thickness = 0.99 nm
Layer# 2 = EMA Thickness# 2 =10.11 nm
# of Constituents = 2
+ Material 1 = SARS-CoV-2 Spyglio Baltymas
+ Material 2=PBS pH 7.4
EMA % (Mat 2) = 59.0
Depolarization = 0.333 Analysis Mode = Bruggeman
Layer# 1 = EMA Thickness# 1 =38.00 nm
# of Constituents = 2
+ Material 1 = SB15
+ Material 2 =PBS pH 7.4
EMA % (Mat 2) = 95.6
Depolarization = 0.333 Analysis Mode = Bruggeman
+|Substrate = PBS pH 7.4

11 pav. Pagal iSmatuotus elipsometrinius ¥ ir A parametrus sukurtas SARS-CoV-2 S baltymo

imobilizacijos ir jo sgveikos su sunkiosios grandinés antikiinu Sb15 optinis modelis.

Kito sunkiosios grandinés antikiino, Sh68, saveikos su SARS-CoV-2 S baltymu metu susiformavo

sluoksnis, kurio 95,3 % sudaré PBS, o likusius 4,7 % - antikunas. Susiformavusio sluoksnio storis

buvo 8 nm (12 pav.).
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Roughness = 0.04 nm
Layer # 5 = Chromas Chromas Thickness = 1.09 nm

+|Layer # 4 = Auksas Auksas Thickness = 40.71 nm

+|Layer #3 = SAM SAM Thickness = 0.99 nm

Layer # 2 = EMA Thickness# 2 = 10.11 nm
# of Constituents = 2
+ Material 1 = SARS-CoV-2 Spyglio Baltymas
+ Material 2=PBS pH 7.4
EMA % (Mat 2) = 59.6

Depolarization = 0.333 Analysis Mode = Bruggeman

Layer# 1 = EMA Thickness# 1 = 8.00 nm
# of Constituents = 2

+ Material 1 = SB68

+ Material 2=PBS pH 7.4
EMA % (Mat 2) = 95.3

Depolarization = 0.333 Analysis Mode = Bruggeman

+(Substrate = PBS pH 7.4

12 pav. Pagal iSmatuotus elipsometrinius ¥ ir A parametrus sukurtas SARS-CoV-2 S baltymo

imobilizacijos ir jo sgveikos su sunkiosios grandinés antikiinu Sb68 optinis modelis.

Zmogaus monokloninio antikiino CR3022 saveikos su SARS-CoV-2 S baltymu metu, susiformavo

12 nm sluoksnis. Jo didziaja dalj — 94,8 % sudaré PBS, o 5,2 % sudaré minétasis antiktinas (13

pav.).
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Roughness = 0.04 nm
Layer # 5 = Chromas Chromas Thickness = 1.09 nm
+|Layer # 4 = Auksas Auksas Thickness = 40.71 nm
+|Layer # 3 = SAM SAM Thickness = 0.99 nm
Layer# 2 = EMA Thickness# 2 = 10.11 nm
# of Constituents = 2
+ Material 1 = SARS-CoV-2 Spyalio Baltymas
+ Material 2=PBS pH 7.4
EMA % (Mat 2) = 60.3
Depolarization = 0.333 Analysis Mode = Bruggeman
Layer# 1 = EMA Thickness # 1 = 12.00 nm
# of Constituents = 2
+ Material 1 = CR3022
+ Material 2=PBS pH 7.4
EMA % (Mat 2) = 94.8
Depolarization = 0.333 Analysis Mode = Bruggeman
+(Substrate = PBS pH 7.4

13 pav. Pagal iSmatuotus elipsometrinius ¥ ir A parametrus sukurtas SARS-CoV-2 S baltymo

imobilizacijos ir jo sagveikos su monokloniniu zmogaus antikiinu CR3022 optinis modelis.

Eksperimento metu gauti duomenys panaudoti Complete EASE programoje. Gautiems duomenims
pritaikius optinj modelj, nustatyti susiformavusiy sluoksniy liZio rodikliai (n) ir storis (d). Sios

reik§més véliau panaudotos apskai€iuoti pavirSiaus mases tankiui taikant de Feijter formule:

= Astwokonis ZMtowteris) 190

Ac

Sioje formuléje susidariusio SARS-CoV-2 S baltymo sluoksnio storis yra zymimas raide d, o An/Ac
iSraiSka apibtdina luZio rodiklio priklausomybe nuo baltymo koncentracijos. Toliau pateiktuose
grafikuose yra vaizduojamas pavirSiaus masés tankio (I') pokytis laike. Tai yra sausosios mases verte
be PBS buferio, kuris gali buti likes tarpuose tarp prie pavirSiaus prisijungusiy molekuliy. Vertinant
pavirSiaus maseés tankj, grafikuose analizuojama ta masés dalis, kuri iSlieka po pavirSiaus plovimo
PBS tirpalu. Pirmiausia ant 11-MUR SAM pavirSiaus buvo imobilizuotas SARS-CoV-2 S baltymas.

Susiformavo sluoksnis, kurio maksimalus masés tankis po nuplovimo sieké 66,1 ng/cm? (14 pav.).
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14 pav. SARS-CoV-2 S baltymo pavirSiaus masés tankio pokytis laike imobilizacijos ant MUR-11

SAM pavirSiaus metu.

Po to buvo tiriamos pavirSiaus sgveikos su skirtingais sunkiosios grandinés monokloniniais
antik@inais - Sb14, Sb15, Sb68 ir monokloniniu zmogaus antikiinu - CR3022. Prie$ antikiiny jleidimo
pradzig, buvo leidZziamas PBS tirpalas, norint stabilizuoti bazing linijg. [vykus mAb Sb14 sgveikai su

SARS-CoV-2 S baltymu, susiformavo sluoksnis, kurio maksimalus pavirSiaus masés tankis buvo 59,9

ng/cm? (15 pav.).
60
po nuplovimo 59,9 ng/c?2
50
40
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D 30+
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15 pav. mAb Sb14 pavirSiaus masés tankio pokytis laike sgveikaujant su SARS-CoV-2 S baltymu.

Po spyglio baltymo ir antikiino sgveikos pavir§ius buvo plaunamas PBS tirpalu. Galiausiai buvo
atlickama pavirSiaus regeneracija naudojant 2 pH 10 mM glicino hidrochlorido tirpalg. Tokia pati
veiksmy seka buvo atlickama ir su kitais antikiinais. Jvykus antikiino Sb15 pavirSiaus sgveikai su
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SARS-CoV-2 S baltymu susiformavo sluoksnis, kurio maksimalus pavirSiaus tankis sieké 62,9

ng/cm2 (16 pav.)

62,9 ng/cm?
40
30
o«
1S
Lo
(@]
£
= 201
10
—— Sb15
oOfF———T7T——— T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Laikas (min)

16 pav. mAb Sb15 pavirSiaus masés tankio pokytis laike sgveikaujant su SARS-CoV-2 S baltymu.

Toliau buvo stebima sunkiosios grandinés antikiino Sb68 sgveika su SARS-CoV-2 S baltymu.

Gautoji maksimali susiformavusio pavirSiaus masés tankio verté buvo lygi 59,8 ng/cm2 (17 pav.).

35
59,8 ng/cm?
30

25

20

I (ng/cm?)

15

10

0 10 20 30 40 50 60
Laikas (min)

17 pav. mAb Sb68 pavirSiaus masés tankio pokytis laike sgveikaujant su SARS-CoV-2 S baltymu.

Galiausiai buvo vertinama monokloninio Zmogaus antikino CR3022 su imobilizuoto SARS-CoV-2

S baltymo pavirSiumi sgveika. Nustatytas maksimalus susiformavusio sluoksnio pavir§iaus masés

tankis sieké 59,2 ng/cm? (18 pav.).
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18 pav. Monokloninio zmogaus antikino CR3022 pavirSiaus masés tankio pokytis laike

sgveikaujant su SARS-CoV-2 S baltymu.

3.3. SARS-CoV-2 S baltymo ir monokloniniy antikiiny kinetiné analizé

Kinetikos analizei pasirinktas bangos ilgis, kuriame elipsometriniy parametry pokyciai laikui bégant
yra aiskiausiai matomi — kuo aréiau PPR bangos ilgio ir stebint kuo mazesnj triukima. Siomis
saglygomis uztikrinamas didziausias metodo jautris, tiriant pavirS§ing imobilizacijg ir sgveikas su
antiktinais. Kinetiniy parametry analizé buvo atlikta taikant negrjZztama dviejy Zingsniy matematinj

modelj, naudojant normalizuotg A(t) signalg ties 679 nm bangos ilgiu (19 pav.).
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covalent immobilization of SCoV2-S on 11-MUA

state 1 state 2
SCoV2-S/mAb-SCoV2-S immune complex formation

state 1 state 2

19 pav. Schematinis vaizdavimas: dviejy zingsniy modelio SARS-CoV-2 S baltymo kovalentinés
imobilizacijos (A) ir giminingumo pagrindu jvykusios sgveikos tarp kovalentiSkai imobilizuoto
SARS-CoV-2 S baltymo su mAb (B). Baltymai pereina j prading biiseng 1 esant grei¢io konstantai
ka, tada gali desorbuotis esant grei¢io konstantai kq arba stipriai jungtis esant greicio konstantai kr

(68).

Pagal § modelj, pradiniame kovalentinés imobilizacijos etape SARS-CoV-2 S baltymas arba
giminingumo saveikos su mAb/SARS-CoV-2 S baltymu metu baltymai yra 1 biisenoje. Si biisena
pasiekiama grei¢iu ka X ¢ (Cia ¢ yra SARS-CoV-2 S baltymo arba mAb/SARS-CoV-2 S baltymo
koncentracija PBS tirpale, o ka — asociacijos grei¢io konstanta). Pasiekus 2 buiseng, SARS-CoV-2 S
baltymas (kovalentinés imobilizacijos metu) arba mAb/SARS-CoV-2 S baltymas (giminingumo
sgveikos metu) gali desorbuotis nuo pavirsiaus, esant grei¢io konstantai kq, arba stipriai jungtis, esant
grei¢io konstantai kr. SARS-CoV-2 S baltymo kovalentinés imobilizacijos pradZioje molekuliy
monosluoksnis daugiausia sudarytas i§ 1 biisenos molekuliy. Tac¢iau véliau jos pereina i 2 biiseng, ir
galiausiai monosluoksnj sudaro tik negriztamai prisijunggs SARS-CoV-2 S baltymas. Ta pati
veiksmy seka galioja ir mAb/SARS-CoV-2 S baltymui giminingumo sgveikos su kovalentiSkai
imobilizuotu SARS-CoV-2 S baltymu metu.

Remiantis $iuo modeliu buvo apskaiciuotos asociacijos (ka) ir disociacijos (kq) greicio konstantos,
stabiliy imuniniy kompleksy formavimosi grei¢io konstanta (kr), pusiausvyros asociacijos ir
disociacijos konstantos (Ka ir Kp) bei laisvoji Gibso energija (AG). Normalizuoti A pokyc¢iai laike

po SARS-CoV-2 S baltymo imobilizacijos (20 pav.) ir tiriamyjy sunkiosios grandinés monokloniniy
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antikiny bei zmogaus monokloninio antikiino sgveikos su pavir§iumi (21 pav.) buvo grafiskai

pavaizduoti kartu su eksperimentiniams duomenims pritaikyta dviejy zingsniy modelio kreive.

AAnormalizuotas

A SARS-CoV-2 S baltymas

Dviejy Zingsniy sgveikos modelis

20 pav. Normalizuoto A parametro pokytis laike SARS-CoV-2 S baltymo imobilizacijos ant 11-
MUR SAM pavirSiaus metu. Simboliai zymi eksperimento metu gautus duomentis, o kreive -

pritaikyta matematinj model;.

34



10

OO g o oo oy

g
O
8
g
5 0,5
g
<
0O SB14
—— Dviejy zingsniy sgveikos modelis
0,0
0 1000 2000 3000
Time (s)
1,0
8
s
]
K]
E o5
3:
SB68
Dviejy zingsniy sgveikos modelis
0,0
0 1000 2000 3000

Time (s)

AAnormalizuotas

AAnormahzuolas

— Dviejy Zingsniy sgveikos modelis

1,0

1000 2000 3000
Time (s)

0,5

0 CR3022
— Dviejy zingsniy sgveikos modelis
1000 2000 3000
Time (s)

21 pav. Normalizuoto A parametro pokytis laike sgveikaujant sunkiosios grandinés

monokloniniams antiktinams Sb14, Sb15, Sh68 bei monokloniniam zmogaus antikiinui CR3022 su

SARS-CoV-2 S baltymu. Simboliai Zymi eksperimento metu gautus duomenis, o kreivé - pritaikyta

matematinj modelj.

Analizés metu nustatyta, kad visy tirty sunkiosios grandinés antikiiny sgveikos su SARS-CoV-2 S

baltymu grei¢io konstantos yra tos pacios eilés (1 lentel¢). Didziausia asociacijos greic¢io konstanta

nustatyta mAb Sb15 (k, = 7,70x10* M'-s™"), o maziausia — mAb Sb14 (k, = 3,45x10* M'-s™).

Vertinant stabiliy imuniniy kompleksy disociacijos grei¢io konstantas, didziausia kr reikSmé buvo
nustatyta mAb Sh14 (kr= 1,91x10°° s'), o maziausia — mAb Sh15 (kr = 8,39x10°¢ s!). Lyginant

pusiausvyros konstantas, nustatyta, kad mAb Sbh14 disociacijos konstanta (Kp = 2,10x10-* M) buvo

apie 14 karty mazesné nei mAb Sb68 (Kp =2,99x1071° M), o atitinkamos asociacijos konstantos sieké
Ka=4,76x10"M"ir Ka=3,34x10° M. Apskaiciuotos laisvosios Gibso energijos (AGyind) reikSmés
rodo, kad stipriausia sgveika su SARS-CoV-2 S baltymu biidinga mAb Sb14 (AGpind =-59,9 kJ/mol),
o0 silpniausia — CR3022 antiktinui (AGyind = —52,7 kJ/mol).
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2 lentelé. Monokloniniy antikiiny ir SARS-CoV-2 S baltymo sgveiky kinetiniai parametrai bei

laisvoji Gibso energija.

Saveika ka (M1s) | kr(s?) ka(s?) | Ka(M?Y) | Kb (M) | AGoind (kJ/mol)
11-MUA/SARS-CoV-2 S baltymas | 1.62x10* | 1.05x107° | 4.26x10° | 3.82x10® | 2.62x10°° -48.2
SARS-CoV-2 S baltymas/Sh14 3.45x10* | 1.91x10° | 7.24x107 | 4.76x10% | 2.10x101 -59.9
SARS-CoV-2 S baltymas/Sh15 7.70x10* | 8.39x10° | 2.83x10° | 2.72x10° | 3.68x107° -52.9
SARS-CoV-2 S baltymas/Sh68 3.87x10* | 6.39x10° | 1.16x10° | 3.34x10° | 2.99x101° -53.5
SARS-CoV-2 S baltymas/CR3022 | 4.81x10* | 7.41x10% | 1.96x10° | 2.46x10° | 4.07x1071° -52.7
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4. REZULTATU APTARIMAS

Darbo metu buvo tiriamos sgveikos tarp SARS-CoV-2 S baltymo ir specifiniy sunkiosios grandinés
monokloniniy antikiing Sb14, Sb15, Sb68 bei Zmogaus monokloninio antikiino CR3022. Taikant
VVAE metodg gauti elipsometriniy parametry pokyciai buvo naudojami pavirSiaus masés tankio,
kinetikos ir termodinamikos parametrams apskaiciuoti.

Tyrimo metu pasitelkiant VVAE metoda jvertintos sgveikos tarp SARS-CoV-2 S baltymo ir
sunkiosios grandinés antikiiny. Tai jgyvendinta pirmiausia atlikus lusto, sudaryto i§ 1 mm
borosilikatinio sluoksnio BK7, padengto chromo-aukso sluoksniu, modifikacijas. Modifikacijy metu
ant lusto pavirSiaus esancio 11-MUR SAM atlikta kryptinga SARS-CoV-2 S baltymo imobilizacija.
Nustatyti elipsometriniy parametry ¥ ir A poslinkiai (12,5 nm) po baltymo imobilizacijos jrodé, jog
antigeno imobilizacija ant pavirSiaus buvo sékminga. SARS-CoV-2 S baltymo ir sunkiosios
grandinés monokloniniy antiking bei Zmogaus monokloninio antikiino giminingumas vertintas
apskaiciuojant antikiiny pavirSiaus masés tankius ir taikant dviejy Zingsniy modelj. Pastarasis leido
apskaiciuoti kinetinius parametrus bei Gibso laisvaja energija. Absoliutus pavir§iaus masés tankis
apskaiCiuotas pritaikius de Feijter formulg. Ankstesni SARS-CoV-2 baltymy ir antikiiny sgveiky
tyrimai (66) parodé, kad $iy saveiky kinetika ir termodinamika negali biiti tinkamai jvertintos taikant
vieno zingsnio Langmuiro modelj. Todél analizéje taikytas negriztamas dviejy Zingsniy matematinis
modelis, | skai¢iavimus jtraukiant papildoma sulaikymo konstantg k.

Po antikiiny sgveikos su SARS-CoV-2 S baltymu, VVAE metodu nustatyti pavirSiaus masés tankiai.
SARS-CoV-2 S baltymo saveikos su sunkiosios grandinés antikiinu Sb14 metu, susiformavusio
pavirsiaus masés tankis buvo lygus 59.9 ng/cm?. Labai artima verté (59,8 ng/cm?) nustatyta antigeno
ir antikiino Sb68 sgveikos metu. Pats maziausias pavirSiaus masés tankis susiformavo SARS-CoV-2
S baltymo ir zmogaus antikiino CR3022 saveikos metu. Pavirsiaus masés tankis sieké 59,2 ng/cm?.
Didziausias pavirSiaus masés tankis susiformavo SARS-CoV-2 S baltymui sgveikaujant su sunkiosios
grandinés monokloniniu antikiinu Sb15. Pavir§iaus masés tankis buvo lygus 62,9 ng/cm?.

Tyrime taip pat buvo vertinami SARS-CoV-2 S baltymo ir sunkiosios grandinés monokloniniy
antikliny bei Zmogaus antikiino sgveiky kinetiniai, termodinaminiai parametrai. Remiantis gautais
parametrais galima daryti iSvada, kad wvisi tirti monokloniniai antikinai pasizymi dideliu
giminingumu SARS-CoV-2-S baltymui, taciau ryskiausiai iSsiskiria Sb14, kurio maziausia Kp verté
(2,10 x 10°'* M), didZiausia asociacijos konstanta ir silpniausia laisvoji Gibso energija (—59,9 kJ/mol)
rodo itin stiprig saveika. Sj pranasuma daugiausia lemia labai mazas disociacijos greitis, t. y. susidares
kompleksas yra itin stabilus. Sb15 pasizymi didziausiu asociacijos greiciu, todél gali greitai
prisijungti prie antigeno, taciau dél greitesnés disociacijos, jo giminingumas antigenui yra mazesnis

lyginant su Sb14. Sh68 ir CR3022 pasizymi vidutinio giminingumu antigenui. Tai patvirtina jy
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biologiskai reik§mingg sgveikg su S baltymu, nors komplekso stabilumas mazesnis nei Sh14 atveju.
Lyginant vertes su 11-MUA/SARS-CoV-2 S baltymo kompleksu, visy antikiny sgveikos yra
reikSmingai stipresnés. Tai jrodo, jog antikiinams jungiantis su antigenu vyko specifinis imunologinis
atpazinimas. Apibendrinant galima teigti, kad Sb14 pasizymi stipriausia sgveika su SARS-CoV-2-S
baltymu bei potencialiai didziausiu antigeng neutralizuojanciu efektyvumu. Kiti antikiinai, nors ir
jungiasi su SARS-CoV-2-S baltymu silpniau, gali biiti svarbiis kaip alternatyviis ar kombinuotos

terapijos komponentai dél skirtingy kinetiniy savybiy ir galimo epitopy specifiSkumo.
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5. ISVADOS

Kovalentiné SARS-CoV-2-S imobilizacija buvo atlikta ant 11-MUR modifikuoto
aukso lusto pavirsiaus.

VVAE eksperimento metu gauti elipsometriniy parametry ¥ ir A poky¢iai parod¢, kad
SARS-CoV-2-S baltymo imobilizacija buvo sékminga ir jvyko sgveika su
monokloniniais antikiinais.

Pritaikius optinj modelj buvo apskaiciuoti pavirSiaus mases tankiai ir nustatyta, kad po
SARS-CoV-2-S baltymo sgveikos su specifiniais monokloniniais ir sunkiosios
grandinés antikiinais, didZiausias pavirSiaus masés tankis buvo stebimas po sgveikos
su sunkiosios grandinés monokloniniu antiktinu Sb15, o maZziausias — po sgveikos su
monokloniniu zmogaus antikiinu CR3022.

Pritaikius dviejy zingsniy matematinj modelj buvo nustatyta, kad visi tirti specifiniai
monokloniniai ir sunkiosios grandinés antikiinai pasizymi dideliu giminingumu
SARS-CoV-2 S baltymui, tac¢iau ryskiausiai i$siskiria Sb14, kurio maziausia KD verté
(2,10 x 107'* M), didziausia asociacijos konstanta (4.76x1010) ir labiausiai neigiama

laisvoji Gibso energija (—59,9 kJ/mol) rodo itin stiprig antikiino — antigeno sgveika.
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