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SANTRUMPOS

A549/D3 — zmogaus plauciy karcinomos lIgsteliy linija

ACTB — ziurkiy p—aktino iRNR

ALT — alanino transaminazé

APS — amonio peroksosulfatas

ASGPR - asialoglikobaltymo receptorius

AST — aspartato transaminazé

AT—KPGR — atvirkstinés transkripcijos kiekybiné PGR

AT-LAMP — atvirk$tinés transkripcijos izoterminis pagausinimas (angl.
reverse transcription loop-mediated isothermal amplification)

AT-PGR - atvirkstinés transkripcijos PGR

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

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

CDR — komplementarumg nulementi sritis (angl. complementary determing
region)

Chx — sunkiosios grandinés pastoviosios dalies domenas

CL — lengvosios grandinés pastoviosios dalies domenas

DMSO — dimetilsulfoksidas

eHEV — HEV virionas su apvalkaléliu

EpCAM - epitelio lasteliné adhezijos molekulé

ESCRT — endosominiai rasiavimo kompleksai reikalingi transportavimo
sistemai (angl. endosomal sorting complexes required for transport)

FBS — fetalinis verSiuko serumas (angl. fetal bovine serum)

HAT — hipoksantino, aminopterino, timidino misinys hibridomy selekcijai
HBYV — hepatito B virusas

HCV — hepatito C virusas

Hel — RNR helikazé

HEV — hepatito E virusas

HGPRT - hipoksantinguaninfosforiboziltransferazé

HRP — krieny peroksidazé (angl. horseradish peroxidase)

HSPG — heparansulfato proteoglikanai

HT — hipoksantino, timidino miSinys hibridomy selekcijai

HVR — hipervariabilus regionas

IFA — imunofermentiné analizé (angl. enzyme-linked immunosorbent assay,
ELISA)

IgG — imunoglobulinas G

IgM — imunoglobulinas M



IPTG — izopropil-p-tiogalaktopiranozidas
ITGA3 — integrinas o3
KDNR — kopijiné DNR
KPGR — kiekybiné PGR
LIL — Iétinés inksty ligos
MAK — monokloniniai antik@inai
MAk-HRP — MAk Zyméti HRP
MARC-145, Vero — bezdzionés inksty Iasteliy linijos
Met — metiltransferazé
MVB — daugialypiai kiineliai (angl. multivesicular bodies)
NA — neuralginé amiotrofija
ORF — atviro skaitymo rémelis (angl. open reading frame)
ORF2¢ — HEV kapsidés baltymas sudarantis viriong (Yin et al., 2018)
ORF25 — sekretuojamas HEV kapsidés baltymas (Yin et al., 2018)
ORF2c — sekretuojamas sutrumpintas HEV kapsidés baltymas (Montpellier et
al., 2018)
ORF2g — sekretuojamas glikozilintas HEV kapsidés baltymas (Montpellier et
al., 2018)
ORF2i — infektyvy viriong sudarantis HEV kapsidés baltymas (Montpellier et
al., 2018)
OT - optinis tankis
PAK — polikloniniai antik@inai
PBS - fosfatinis buferinis tirpalas
PBST — PBS su 0,1 % Tween-20
PCP — | papaing panasi cisteino proteazé
PEG - polietilenglikolis
PI — pasikliautinasis intervalas
PK-15 — kiaulés inksty lasteliy linija
PSAP — prolinu turtingas motyvas
PVDF — polivinildifluoridas
RdRp — nuo RNR priklausoma RNR polimerazé
S/P — tiriamo méginio OT santykis su teigiamos kontrolés OT (angl. sample-
to-positive ratio)
SDS — natrio dodecilsulfatas
SDS-PAGE — natriododecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezé
Sp2/0 — peliy mieloming lasteliy linija
TEMED - tetrametiletandiaminas
TGOLN2 — Goldzio aparato tinklo baltymas
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TIM-1 — T lasteliy imunoglobulino mucino domenas 1

TK — timidinkinazés

TMB — tetrametilbenzidinas

Tn5 ir Sf9 — vabzdziy lgsteliy linijos

Tsg101 — imlumo navikui genas 101 (angl. tumor susceptibility gene 101)
VH — sunkosios grandinés kaiciosios dalies domenas

VL — lengvosios grandinés kaiciosios dalies domenas

VPD - virusg primenancios dalelés

ZIV — zmogaus imunodeficito virusas



I[VADAS

Hepatitas E yra infekciné liga, kurig sukelia hepatito E virusas (HEV).
HEV turi teigiamos orientacijos viengrandés RNR genoma ir yra priskiriamas
Hepeviridae Seimai. Siuo metu Orthohepevirus gentj sudaro septyni HEV
genotipai, kurie infekuoja jvairius zinduolius. HEV genotipai 1, 2, 3, 4 ir 7
gali infekuoti zmones. Pirmas HEV genotipas (HEV-1) ir HEV-2 cirkuliuoja
zmoniy populiacijoje, plinta per uZter§ta vandenj ir sukelia infekcijy
protrikius su mirtinomis pasekmémis. HEV-3 yra zoonotinis — gali infekuoti
ne tik zmones, bet ir kiaules, Sernus, elnius ir kitus zinduolius. HEV-3
dazniausiai plinta per blogai termiskai apdorotg kiauliena, Serniena, elnieng ar
ju produktus. HEV-3 gali biiti perduodamas medicinoje naudojamais kraujo
produktais ar organy transplantatais. Lyginant su HEV-1 ir HEV-2, HEV-3 —
maziau patogeniS$kas virusas, pavojingiausias silpng imunine sistema
turintiems asmenims bei pacientams, kuriems atliekamas gydymas kraujo
produktais, imunosupresiniais preparatais, organy transplantatais. Taip pat yra
tikimybé, kad HEV-3 gali infekuoti ne tik Zmonés ir kiaules, bet ir Ziurkes,
kurios yra daugelio infekcijy sukéléjy neSiotojos. HEV-3 infekcija yra
potenciali grésmé visuomenés sveikatai.

Hepeviridae Seimai priskiriami j HEV panaSis virusai identifikuoti
vistose, SeSkuose, lapése, SikSnosparniuose, briedziuose ir kt. Ziurkiq HEV
identifikuotas 2010 metais Vokietijoje ir nustatytas daugelyje kity valstybiy.
Nuo viruso atradimo buvo diskutuojama, ar jis gali biiti zoonotinis, kol 2018—
2020 m. buvo nustatytos pirmosios Ziurkiy HEV zoonozés. Siuo metu Ziurkiy
HEV yra pripazjstamas kaip Zmogaus patogenas.

Epidemiologiniai HEV tyrimai Zmonése atliekami molekuliniais ir
serologiniais metodais. Standartizuoti diagnostiniai molekuliniai metodai —
populiariausi  nustatant HEV  infekcijas.  Serologiniai  metodai
epidemiologiniams tyrimams galéty biiti paprastesné ir ekonomiskai
naudingesné priemoné. Deja, kol kas néra standartizuoto serologinio
diagnostinio metodo. Tyréjai naudoja jvairiy gamintojy ar savo paciy sukurtas
serologines sistemas. Rezultatai biina skirtingi ir priklauso nuo gamintojo,
todél yra poreikis naujoms serologinés diagnostikos sistemoms. Be to,
neseniai nustatytos ziurkiy HEV zoonozés zmoniy populiacijoje rodo, kad
serologiniy sistemy, kurios nustato antikiinus pries ziurkiy HEV, aktualumas
auga.
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HEV biologijoje taip pat yra daug neatsakyty klausimy apie viruso
replikacijg ir plitimg. Tokiems tyrimams galéty pasitarnauti jvairiomis
savybémis ir specifiSkumu pasizymintys antikiinai.

Darbo tikslas
Sukurti jrankius HEV infekcijy nustatymui ir juos panaudoti HEV
paplitimo tyrimams Lietuvoje.

UZdaviniai:

1. Sukurti ir apibtidinti monokloninius antikiinus prie§ mielése
susintetintus HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymus bei jvertinti
$iy baltymy imunogeniskuma ir antigeniskuma.

2. Sukurti serologinius metodus ziurkiy HEV specifisky IgG ir IgM
antikliny nustatymui ir panaudojant juos bei molekulinius metodus
istirti HEV paplitima laukinése Ziurkése.

3. Serologiniais metodais istirti HEV infekcijy paplitima kiauliy ir
Zmoniy méginiuose ir jvertinti rekombinantiniy HEV kapsidés
baltymy tinkamuma serologiniams kiauliy ir Zmoniy méginiy
tyrimams.

4. Ivertinti sukurtyjy monokloniniy antikiiny tinkamuma HEV kapsidés
baltymo nustatymui ziurkiy, kiauliy ir Zmoniy méginiuose.

Darbo aktualumas ir mokslinis naujumas:

HEV sukeltas hepatitas E yra visame pasaulyje paplitusi infekciné liga.
HEV-1 ir HEV-2 infekuoja tik zmogy, o HEV-3 ir HEV-4 — Zzmogy ir kitus
zinduolius, pavyzdziui, kiaules, Sernus, elnius, triusius. HEV-7 taip pat yra
zoonotinis virusas infekuojantis kupranugarius ir Zmones. Ekonomiskai
silpnai i$sivys¢iusioms $alims buidingos HEV-1 ir HEV-2 infekcijos, kurios
plinta per uztersta vandenj. Siy genotipy infekcijos nustatomos ir Europoje,
taciau jos siejamos su kelionémis. HEV-3 yra zoonotinis virusas, jis buidingas
ekonomiskai i$sivys¢iusioms 3alims. Sio viruso infekcijy pagrindinis altinis
yra blogai termiSkai apdoroti mésos produktai. Neseniai buvo nustatytas
ziurkiy HEV kaip naujas hepatito E sukéléjas. Serologiniy testy ziurkiy HEV
infekcijy nustatymui néra, o jy paklausa nuolat auga.

HEYV infekcijy diagnostika ir jy paplitimo tyrimai atliekami molekuliniais
ir serologiniais metodais. Molekuliniai tyrimai remiasi atvirkstinés
transkripcijos PGR metodais, nustatanciais skirtingus HEV genotipus.
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Moksliniais tikslais serologiniai paplitimo tyrimai atlieckami naudojant jvairiy
gamintojy diagnostines sistemas, kuriy rezultatai tiriant tuos pacius méginius
daznai skiriasi, todél yra poreikis kurti naujus jrankius ir sistemas viruso
infekcijy tyrimams. Siame darbe apibadinti HEV antigenai formuojantys
virusg primenancias daleles buvo pirmg kartg susintetinti mielése. Mieléms
sintetinant baltymus, jy vykdomos potransliacinés modifikacijos skiriasi nuo
kity eukariotiniy ar prokariotiniy lasteliy, todél rekombinantiniai virusy
baltymai gali pasizyméti unikaliomis savybémis.

Siame darbe sukurti monokloniniai antikiinai (MAk) yra HEV tyrimams
tinkami jrankiai, kurie papildo jau egzistuojanciy priemoniy arsenalg. Sukurti
MAKk pasizymi iSskirtinémis savybémis. Visi anks¢iau apraSyti antikiinai pries
HEV-3 kapsidés baltymus jungési prie vieno i§ trijy domeny, kuriame yra
iSsidéste natiiralios infekcijos metu susidaranciy virusa neutralizuojanciy
antikiiny epitopai. Siame darbe sukurty ir apibadinty MAk atpaZjstamos sritys
HEV kapsidés baltymuose yra iSsidésCiusios visuose domenuose. Tokia
antikiiny prie§ HEV kolekcija apraSyta pirma kartg. Tai suteikia galimybe
modeliuoti ir iSbandyti potencialiai nasesnes ir placiau pritaikomas HEV
tyrimo metodikas. Vienas i§ MAk yra jtrauktas | tarptautinés kompanijos
»Abcam* ir Lietuvos jmonés UAB ,,Baltymas‘ katalogus kaip produktas.

HEV paplitimo tyrimai Lietuvoje iki Siol yra riboti. Mokslininkai i$
Lietuvos sveikatos moksly universiteto yra atlike HEV infekcijy paplitimo
vertinimg kiauliy, Serny ir kity laukiniy kanopiniy gyviny populiacijose
(Spancerniene et al., 2018). Gauti rezultatai pademonstravo, kad HEV
infekcijos yra paplitusios §iuose gyviinuose Lietuvoje. Siame darbe atlikti
tyrimai papildo zinias apie HEV infekcijy paplitimg kiauliy populiacijoje.
Taip pat pirmg kartg buvo istirtas HEV paplitimas zmoniy populiacijoje bei
laukinése ziurkése. Laukiniy ziurkiy tyrimas reikSmingai papildé anksciau
gautg informacijg apie ziurkiy HEV infekcijas Siaurés ryty Europoje.
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1. LITERATUROS APZVALGA
1.1 HEV Kklasifikacija

Hepatito E virusai (HEV) yra RNR genoma turintys, Hepeviridae seimos,
Orthohepevirus genties virusai (Smith et al., 2020). Po paskutinés 2020 m.
redakcijos Orthohepevirus taksonomija remiasi filogenetine analize ir virusy
genomo subgenominiy regiony seky skirtumais. HEV kapsidés baltymo
konservatyvaus regiono filogenetiné analizé rodo, kad virusas gali buti
skirstomas ] keturias rasis — Orthohepevirus A, Orthohepevirus B,
Orthohepevirus C ir Orthohepevirus D. Taip pat yra HEV, kurie nepriskiriami
Sioms rasims (1.1 pav.). Orthohepevirus A rasiai priskiriami HEV genotipai
1-8 (HEV-1—-HEV-8), i§ kuriy HEV-1 — HEV-4 ir HEV-7 infekuoja Zmones,
kiaules, Sernus, triusius, kupranugarius (Smith ir Simmonds, 2018).
Orthohepevirus B rasiai priskiriami pauks¢ius infekuojantys HEV, kurie
pirmg karta nustatyti vistose (Payne et al., 1999, Hagshenas et al., 2002,
Huang et al., 2002). 2010 m. buvo nustatyti HEV kamienai infekuojantys
ziurkes (Johne et al., 2010b, Johne et al., 2010a), kirstukus, Seskus ir audines,
kurie priskiriami Orthohepevirus C rasiai. Orthohepevirus D rasiai
priskiriami HEV kamienai infekuojantys siksnosparnius (Drexler et al., 2012).
Yra nustatyti Orthohepevirus genciai giminingi virusai briedziuose (Lin et al.,
2014), lapése (Bodewes et al., 2013), sakaluose (Reuter et al., 2016a) ir
garniuose (Reuter et al., 2016b). Sie virusai nepriskiriami auks¢iau
paminétoms keturioms riiSims, bet taip pat néra klasifikuojami j atskiras riisis.
Manoma, kad Orthohepevirus risiy jvairové iSsiplés, nes HEV giminingy
virusy paieskos vykdomos vis daugiau skirtingy potencialiy viruso nesiotojy
populiacijose (Smith ir Simmonds, 2018).

Orthohepevirus A riisiai priklausan¢iy HEV kamieny, i$skirty i§ zmoniy ir
kity viruso neSiotojy, seky analizé leidzia suskirstyti virusus j atskirus
genotipus ir subtipus (1.2 pav.). HEV genotipai 1-4 (HEV-1 — HEV-4) buvo
nustatyti zmonése, HEV-3 ir HEV-4 taip pat ir kiaulése, Sernuose ir elniuose
(Lu et al., 2006), HEV-5 ir HEV-6 isskirti tik i§ kiauliy (Takahashi et al.,
2014). HEV-7 buvo nustatytas vienkupriuose kupranugariuose (Woo et al.,
2014) bei yra identifikuotas vienas zmogaus infekcijos atvejis (Lee et al.,
2016). HEV-8 yra isskirtas i$ dvikuprio kupranugario (Woo et al., 2016). Yra
aprasyta daug HEV subtipy, priskiriamy HEV-1 — HEV-4, tac¢iau sudétinga
nustatyti aiSky kriterijy, pagal kurj viruso kamienai priskiriami vienam
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baltymo regiono palyginima.

subtipui buty atskirti nuo kito subtipo (Smith et al., 2013). Sudétingiausia
konkre¢iam subtipui priskirti HEV variantus izoliuotus i$ triusiy (Zhao et al.,
2009), kurie véliau nustatyti ir zmonése (Izopet et al., 2012, Abravanel et al.,
2017). Sie HEV variantai turi specifines insercijas genomo atviro skaitymo
rémelyje 1 (ORF1). Sios viruso atmainos filogenetidkai artimos HEV-3
kamienams, taciau labiau skiriasi nuo zmogaus HEV-3 varianty nei vienos
nuo kity (Smith et al., 2013). Visgi jos kol kas priskiriamos HEV-3. Panasis
sunkumai budingi HEV-5 ir HEV-6, kurie gali bati klasifikuojami kaip vieno
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1.2 pav. Filogenetiniai rysiai tarp Orthohepevirus A HEV varianty (pagal
Smith ir Simmonds, 2018). Medis sukonstruotas pagal HEV genomo
atviro skaitymo rémeliy 1 (ORF1) ir 2 (ORF2) koduojanciy seky
palyginima.

Kitoms Orthohepevirus risims priskiriamy HEV kamieny jvairové yra
maziau apibudinta lyginant su Orthohepevirus A. Yra identifikuoti keturi
artimai giminingi Orthohepevirus B genotipai, du issiskiriantys genotipai
nustatomi grauzikuose ir kiauniniuose yra priskiriami Orthohepevirus C
rasiai. Orthohepevirus D rasiai priskiriami HEV kamienai grei¢iausiai gali
buti suklasifikuoti j daug genotipy (Smith ir Simmonds, 2018).
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1.2 HEV S$eimininkai ir neSiotojai

HEV yra pavojingas Zmogaus patogenas. Salyse, kuriose sanitarinés
salygos yra prastos ir tritksta Svaraus vandens, pasireiSkia HEV infekcijy
protrikiai, paveikiantys deSimtis tikstanc¢iy individy (TEO, 2012, Spinaetal.,
2017). Didé¢jant tyrimy apimtims pastebéta, kad HEV yra zoonotinis virusas
paplites visame pasaulyje (Nan et al., 2017, Kenney, 2019). Zoonotiniai
virusai naudoja gyviiny rusis kaip rezervuarus, kuriuose gali islikti aplinkoje,
mutuoti ir tapti labiau virulentiskais. Siekiant iSsiaiSkinti galimus HEV
plitimo kelius nuo gyviny iki zmogaus, reikia identifikuoti visus galimus
viruso $eimininkus ir nesiotojus (Lentelé 1.1).

Lentelé¢ 1.1. HEV Seimininkai ir zoonotinis potencialas (Wang ir Meng,

2021).
Ruisis Seimininkai .
(Ortho- . Zoonotinis
hepe- Genotipas ; i potencialas
€p Naturalus Eksperimentiniai P
virus)
HEV-1 Zmogus Nezmoginiai Néra
primatai
HEV-2 Zmogus Nezmoginiai Néra
primatai
Zmogus, kiaulé, Sernas, Nezmoginiai
HEV-3 elnias, bezdzioné, primatai, kiaulé, Yra
mangusta, triusis, kiskis triusis
Zmogus, kiaulé, §ernas Nezmoginiai
HEV-4 COBHS, auie, > primatai, kiaulé, Yra
bezdzioné A
A triusis
HEV-5  Sernas Nezmoginiai Tikétinas
primatai
HEV-6 Sernas Nezinomas
HEV-7 Kupranugaris Yra
HEV-8 Kupranugaris N?Zmogmlal Tikétinas
primatai
nepriskirtas  Briedis Nezinomas
nepriskirtas VIStaj Vl.a gkmlal Vista, kalakutas Abejotinas
B pauksciai
nepriskirtas ~ Garnys Abejotinas
HEV-C1 Ziurke, kirstukas Ziurke Yra
C HEV-C2 Seskas, audiné Seskas Nezinomas
nepriskirtas  Lapé, laukiniai grauzikai NeZzinomas
D nepriskirtas  Sik§nosparnis Abejotinas
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Orthohepevirus A rasiai priskiriami HEV genotipai yra natiiraliai
infekuojantys tik zmones arba zoonotiniai. Manoma, kad HEV-1 ir HEV-2
galimy Seimininky rezervuaras yra aukstesnieji primatai. Eksperimentiskai
HEV-1 ir HEV-2 gali infekuoti keleta primaty rasiy (Kenney, 2019). HEV-1
yra pagrindinis  genotipas  cirkuliuojantis Zmoniy  populiacijoje
besivystanciose Salyse (Krain et al., 2014). HEV-2 taip pat plinta Zmoniy
populiacijoje ir neseniai sukélé susirgimy protrikj Nigerijoje (Wang et al.,
2018a). Neéra aisku, kaip HEV-1 ir HEV-2 issilaiko zmoniy populiacijose
neturédami kitos negu primatai gyviny risies rezervuaro. Kol nebus
identifikuoti kiti HEV-1 ir HEV-2 antriniai neSiotojai, galima manyti, kad Sie
HEYV genotipai specifiskai prisitaike infekuoti zmones (Kenney, 2019).

HEV-3 yra labiausiai iStyrinétas zoonotinis HEV genotipas. HEV-3
varianto, kuris infekuoja kiaules, atradimas pakeité nuostatg, kad HEV yra tik
Zmogaus patogenas paplites besivystanciose Salyse (Meng et al., 1997, Meng,
2000). Siuo metu HEV yra laikomas badingu Zmogaus patogenu
besivystanciose Salyse ir zoonotiniu patogenu, kuris paplitgs visame
pasaulyje. Iskart po HEV-3 identifikavimo, tyrimai ieSkantys HEV varianty
buvo daugiausia atlickami primaty ir kiauliy populiacijose. Tik keletas
ankstyvyjy serologiniy tyrimy nustaté HEV giminingy virusy egzistavimo
jrodymy ziurkése (Kabrane-Lazizi et al., 1999), Sunyse, galvijuose ir
grauzikuose (Arankalle et al., 2001). Vis did¢jantis potencialiy HEV
giminingy virusy nesiotojy skaicius parodé, kad HEV-3 yra paplites daugelyje
zinduoliy rasiy. Pradedant nuo kiauliy (Meng et al., 1997) HEV-3 nustatytas
gyviiny rusyse, kurios susijusios su zmogaus veikla, pavyzdziui, ozkos
(Peralta et al., 2009, Sanford et al., 2013), avys (Peralta et al., 2009, El-Tras
et al., 2013), triusiai (Cossaboom et al., 2011, lzopet et al., 2012, Caruso et
al., 2015, Hammerschmidt et al., 2017) ir arkliai (Zhang et al., 2008). HEV-3
variantai taip pat nustatyti laukiniy gyviny rasyse, pavyzdziui, Sernuose
(Sonoda et al., 2004, Pavio et al., 2010), elniuose (Sonoda et al., 2004, Reuter
et al., 2009, Tomiyama et al., 2009, Forgach et al., 2010, Anheyer-
Behmenburg et al., 2017) ir kiskiuose (Hammerschmidt et al., 2017). HEV-3
kamienai apraSyti ir tokiuose gyviinuose kaip mangusta (Nakamura et al.,
2006, Li et al., 2006, Nidaira et al., 2012) ir delfinai (Villalba et al., 2017).
Taigi, HEV-3 nesiotojy jvairové yra labai didelé. Pagrindinis HEV-3 infekcijy
Saltinis yra blogai termiSkai apdorotas maistas. Taip pat virusas perduodamas
kartu su kraujo produktais ar organy transplantatais i$ infekuoty donory (Li et
al., 2005c, Lewis et al., 2010, Breum et al., 2010, Miyamura, 2011).
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HEV-4 panasus | HEV-3 tuo, kad tai zoonotinis patogenas. Skirtingai nei
HEV-3, HEV-4 yra daugiausia paplites Azijoje ir tik neseniai buvo nustatyti
HEV-4 infekcijy atvejai Europoje (Forni et al., 2018). HEV-4, kaip ir HEV-3,
visy pirma buvo nustatytas kiaulése ir Sernuose (Pavio et al., 2010). Véliau
Kinijoje HEV-4 taip pat identifikuotas galvijuose (Huang et al., 2016, Yan et
al., 2016), avyse (Wu et al., 2015) ir ozkose (Li etal., 2017, Long et al., 2017).
Taigi HEV-4 taip pat turi jvairiy viruso nesiotojy. HEV-5, HEV-6, HEV-7 ir
HEV-8 yra maziausiai paplit¢ Orthohepevirus A atstovai. HEV-5 ir HEV-6
buvo identifikuoti Serny méginiuose Japonijoje (Takahashi et al., 2010,
Takahashi et al., 2011). Jy zoonotinis potencialas yra menkai istirtas (Li et al.,
2019), o geografinis paplitimas tik Japonijoje rodo, kad $ie virusai néra isplite.
HEV-7 ir HEV-8 yra neseniai nustatyti HEV genotipai. HEV-7 rezervuaras
yra vienkupriai kupranugariai, 0 HEV-8 — dvikupriai kupranugariai (Sridhar
et al., 2017). Yra aprasytas atvejis, kai HEV-7 sukélé 1éting infekcija inksto
recipientui (Lee et al., 2016). Tai rodo, kad virusas gali buti laikomas
potencialiu  zoonotiniu patogenu. Taigi, HEV-5 — HEV-8 genotipy
pagrindiniai rezervuarai dabartiniais duomenimis yra gyvinai, taiau jy
vaidmuo kaip zoonotiniy Zmogaus patogeny dar turéty buti tiriamas.

Orthohepevirus B rasiai yra priskiriami paukséius infekuojantys HEV.
Pirmieji Sios riiSies kamienai buvo nustatyti visc¢iukuose, kuriems pasireiské
susirgimai susij¢ su kepeny ir bluZznies pazeidimais (Hagshenas et al., 2001).
Tai rodo, kad virusas aktualus paukstininkystés sri¢iai, nes buvo nustatyta, kad
kai kuriy pauksciy HEV kamieny infekcijos koreliuoja su visciuky
patologijomis Kinijoje (Su et al., 2018). Pauks¢iy HEV genomo panaSumas j
zinduoliy HEV yra apie 48 % (Hagshenas et al., 2001). Siuo metu
identifikuojami keturi pauk$¢iy HEV genotipai. Genotipas 1 nustatytas
vis¢iukuose Australijoje, 2 — JAV, 3 — Europoje ir Kinijoje, 4 — VVengrijoje ir
Taivane (Hagshenas et al., 2001, Zhao et al., 2010, Marek et al., 2010, Béanyai
etal., 2012, Hsu ir Tsai, 2014). Tyrimai su pauks¢iy HEV genotipu 2 parodé,
kad virusas gali infekuoti kalakutus, bet ne makakas ar kiaules (Sun et al.,
2004). Kitas tyrimas parodé, kad pauks¢iy HEV genotipas 3 gali infekuoti ne
tik kalakutus, bet ir antis, zasis ir triusius, esancius viename tkyje (Liu et al.,
2018). Tai kelia klausima, ar kai kurie pauks$¢iy HEV kamienai gali
prisitaikyti infekuoti zinduolius. Vis daugiau pauksCiy rusSiy yra
identifikuojamos kaip pauksciy HEV neSiotojos. Virusai nustatyti tokiose
rusyse kaip garniai, pelédos, strazdai, balandziai (Zhang et al., 2017) ir
zvirbliai (Yang et al., 2018). Taigi, pauks¢iy HEV neSiotojy tyrimai yra
besivystanti sritis.
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Orthohepevirus C rasiai priskiriami pirmieji HEV variantai buvo nustatyti
panasiu metu kaip ir kiauliy HEV. Tyrimo JAV metu pastebéta, kad daugiau
negu pusé ziurkiy turéjo antiktinus prie§s HEV (Kabrane-Lazizi et al., 1999,
Easterbrook et al., 2007), taciau HEV RNR nustatyta nebuvo. Viruso RNR
greiiausiai nebuvo nustatyta dél pradmeny pasirinkimo remiantis
Orthohepevirus A sekomis ir Orthohepevirus A ir C seky skirtumo. Plataus
masto PGR pradmeny panaudojimas leido atlikti pilno ilgio ziurkiy HEV
kamieny sekoskaita (Johne et al., 2010b, Johne et al., 2010a). Siy kamieny
genomo seky panasumas zmogaus ir pauks¢iy HEV yra 50 % ir maziau.
Véliau Orthohepevirus C variantai buvo iSskirti i§ skirtingy ziurkiy rasiy
(Johne et al., 2010a, Johne et al., 2010Db), peliy (Wang et al., 2018b, de Souza
et al., 2018), bandikoty (Li et al., 2013c), kirstuky (Guan et al., 2013), Sesky
(Raj et al., 2012), audiniy (Krog et al., 2013, Xie et al., 2018). Orthohepevirus
C panaSiy virusy RNR i8skirta i$ lapiy (Bodewes et al., 2013) ir sakaly (Reuter
et al., 2016a) iSmaty. Tai kelia klausimg, ar §ie HEV variantai infekuoja $iuos
gyvinus, ar infekuoja jy grobj. I§ pradziy buvo manoma, kad ziurkiy HEV
negali infekuoti auks$tesniyjy primaty ir Zmoniy. Neseniai buvo nustatyta, kad
ziurkiy HEV sukélé létinj hepatitg pacientui su kepeny transplantatu (Sridhar
et al., 2018) ir tmy hepatitg individui su sveika imunine sistema (Andonov et
al., 2019). Be to, neseniai buvo patvirtinti dar septyni ziurkiy HEV infekcijos
Zzmonése atvejai (Sridhar et al., 2020). Tai leidzia ziurkiy HEV vertinti kaip
zoonotin] Zmogaus patogena.

Orthohepevirus D rtsiai priskiriamy S$ikSnosparniy HEV panaSumas
zmogaus HEV-1 — HEV-4 yra 57,4-64,2 % (Drexler et al., 2012, Johne et al.,
2014). Siksnosparniy HEV nustatytas keliose Sik§nosparniy $eimose (Drexler
et al., 2012, Johne et al., 2014, Kobayashi et al., 2018). Manoma, kad
Siksnosparniy HEV negaléty infekuoti zmoniy dél didelio seky skirtumo. Be
to, iStyrus kraujo donory populiacija nebuvo nustatyti antikinai pries
SikSnosparniy  HEV ar viruso RNR (Drexler et al., 2012). Taigi
Orthohepevirus D yra menkiausiai iStyrinéta rasis.

1.3 HEV replikacija ir genomo struktiira

HEV genomas yra teigiamos orientacijos apie 7,2 kb ilgio viengrandiné
RNR. Genomas sudarytas i§ 5° gale esancio nekoduojancio regiono Su 7—
metilguanozino kepure, uz kurio yra trys atviro skaitymo rémeliai (ORF). 3°
nekoduojanc¢iame regione yra poli(A) uodega (1.3 pav.) (Nimgaonkar et al.,
2018). Taigi, HEV genomo struktiira primena eukarioting informacing RNR.
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1.3 pav. HEV genomo struktira (pagal LeDesma et al., 2019). Met —
metiltransferazé, Y — nezinomos funkcijos domenas, PCP — spéjama i
papaing panasi cisteino proteazé, HVR — hipervariabilus domenas, X —
nezinomos funkcijos domenas, Hel — RNR helikazé, RdRp — nuo RNR
priklausoma RNR polimerazé, JR — jungties regionas, ORF1-ORF3 —
atviro skaitymo rémeliai.

Viruso replikacija prasideda nuo ORF1 koduojamo polipeptido transliacijos.
Po ORF1 transliacijos nuo RNR priklausoma RNR polimerazé (RdRp) atlicka
genominés RNR transkripcijg ir susintetina genomo ilgio neigiamos
orientacijos RNR. Si RNR, kurios yra susintetinama salyginai mazi kiekiai,
yra matrica dviejy skirtingy teigiamos orientacijos RNR (genominés ir
subgenominés) transkripcijai. Pilno ilgio tranksriptas yra genominé RNR, kuri
véliau pakuojama j naujus virionus. Taip pat yra sintetinama subgenominé
RNR, kurioje yra ORF2 ir ORF3 (1.4 pav.) (Graff et al., 2006, Varma et al.,
2011). Nuo ORF2 yra transliuojamas kapsidés baltymas, o nuo ORF3 —
fosforilintas multifunkcinis baltymas.

ORF1 koduojamas nestrukturinis polipeptidas yra sudarytas i$
metiltransferazés (Met), X ir Y domeny, | papaing panasios cisteino proteazés
(PCP), hipervariabilaus regiono (HVR), RNR helikazés (Hel) ir RdRp (1.3 ir
1.4 pav.). Tik Met, Hel ir RdRp funkcijos yra gerai apibuidintos. Met yra
atsakinga uz HEV genomo 5° galo 7-metilguanozino kepurés formavima. Met
pernes$a metilo grupe ant guanozino trifosfato (GTP) sukurdamas m7-GTP.
Sis junginys kovalentiskai prijungiamas prie 5¢ galo HEV genome (Magden
etal., 2001, Kumar et al., 2020). Hel yra atsakinga uz RNR dupleksy isardyma
ir dalyvauja RNR transliacijoje (Karpe ir Lole, 2010b, Karpe ir Lole, 2010a).
RdRp vykdo neigiamos orientacijos RNR sintez¢ nuo teigiamos orientacijos
RNR 3¢ galo nekoduojancio regiono. RdRp prisijungia prie neigiamos
orientacijos RNR 5°¢ galo nekoduojancio regiono, kad susintetinty pilno ilgio
teigiamos orientacijos RNR genomg. RdRp taip pat prisijungia prie
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1.4 pav. HEV genomo replikacija (pagal Nimgaonkar et al., 2018). Met —
metiltransferazé, Y — nezinomos funkcijos regionas, PCP — spéjama i
papaing panasi cisteino proteazé, HVR — hipervariabilus regionas, X —
nezinomos funkcijos regionas, Hel — RNR helikazé, RdRp — nuo RNR
priklausoma RNR polimerazé, JR - jungties regionas, ORF1 -
polipeptidas, pORF2 — kapsidés baltymas, pORF3 — fosforilintas
baltymas.

subgenominio promotoriaus, esan¢io neigiamos orientacijos RNR. Nuo jo yra
vykdoma subgenominés RNR, kuri koduoja ORF2 ir ORF3, transkripcija
(Graffetal., 2006, Ichiyamaetal., 2009, Cao et al., 2010). Kity ORF1 domeny
funkcija néra iki galo iStirta. Vis dar neaisku, ar polipeptidas veikia kaip
daugiafunkcinis baltymas, ar yra suskaldomas j maZesnius funkcinius
domenus (Parvez, 2013). Taip pat néra aiSkaus jrodymo, kad PCP veikia kaip
proteazé (Parvez ir Khan, 2014). Nors ORF1 koduojamas polipeptidas yra
butinas HEV replikacijai, jame esan¢io HVR nukleotidy seka yra labai
variabili net ir lyginant to pacio genotipo izoliaty HVR sekas (Smith et al.,
2012). HEV genomy dydziy skirtumai daugiausia priklauso nuo HVR dydzio.
I8 skirtingy pacienty izoliuoty HEV genomy seky analizé rodo, kad HVR yra
insercijos i§ kity viruso genomo regiony arba zmogaus geny (Smith et al.,
2020).

1.4 HEV viriono susidarymas ir i§éjimas i$ lastelés

HEV genome ORF2 koduoja kapsidés baltyma, kuris supakuoja HEV
genomg ] virusines daleles. Kapsidés baltymas turi mechanizmg, kuriuo
atskiria virusing RNR nuo $eimininko RNR. Sis baltymas N gale turi signalinj
peptida, uz kurio yra argininu praturtintas domenas. Sis regionas galimai
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dalyvauja RNR supakavime viriono susiformavimo metu (Tam et al., 1991,
Surjit et al., 2004). Mazdaug 110 aminortig§ciy, esanciy N gale, specifiSskai
sgveikauja su 76 nukleotidy ilgio regionu HEV genomo 5° gale, vadinamu
supakavimo signalu (Surjit et al., 2004). Vis délto dar néra atlikta detali
genetiné analize, kuri identifikuoty supakavimo signalg ir Siam procesui
bitinas kapsidés baltymo aminortgstis. HEV replikacijos metu taip pat yra
sintetinama subgenominé RNR, kurioje yra ORF2 ir ORF3 (Graff et al.,
2006). Visgi yra manoma, kad tik HEV genomo 5° gale yra supakavimo
signalas, kuris uZztikrina, kad tik pilno ilgio HEV genomas yra atpazjstamas
kapsidés baltymo ir supakuojamas. Spéjama, kad kapsidés baltymui
prisijungus prie supakavimo signalo yra aktyvinama kapsidés baltymo
oligomerizacija, taCiau $io proceso mechanizmas ir kapsidés baltymo
domenas atsakingas uz oligomerizacija yra nezinomi (Ju ir Ding, 2019).

HEV viriony susidarymas yra menkai istirtas dél tinkamos lasteliy linijos
HEYV kultivavimui trikumo. Yra keletas fundamentaliy klausimy, susijusiy su
HEV viriono susiformavimu. Visy pirma néra Zzinoma tiksli viriono
susirinkimo vieta Igsteléje. Manoma, kad viriono susidarymo pradziai reikia,
jog laisvas HEV genomas sudaryty saveika su kapsidés baltymu. Siekiant
i§siaiskinti HEV viriono susidaryma, bty galima pasitelkti konfokaling ir
elektroning mikroskopija ir nustatyti HEV kapsidés baltymo lokalizacija
lastelése. Tai leisty identifikuoti potencialig viriony susirinkimo vieta (Ju ir
Ding, 2019). Tai greiGiausiai neatlikta dél to, kad néra efektyvios HEV
replikacijos in vitro sistemos. Kitas klausimas yra susijes su mechanizmu, kurj
HEV naudoja perjungti genomo replikacijos procesa i genomo pakavima.
Galima spéti, kad ORF1 uzkoduotas polipeptidas yra atsakingas uz tai. RNR
modifikacijos tokios kaip Né-metiladenozilinimas (m6A) gali reguliuoti RNR
struktiirg, lokalizacijg, stabilumg ir funkcija. Yra nustatyta, kad mo6A
modifikacija hepatito C viruso RNR genome daro jtakag RNR saveikai su
viruso Serdiniu baltymu (Gokhale et al., 2016). Néra aisku, ar tokia pati
modifikacija HEV RNR genome gali reguliuoti §j procesa.

HEYV virionai iSkeliauja i$ lastelés po viriono susirinkimo (1.5 pav.). HEV
ORF3 koduoja fosforilinta multifunkcinj baltyma sudaryta i§ 113 ar 114
aminorigi¢iy. Sis baltymas néra reikalingas viruso replikacijai, viriono
susirinkimui ar viruso patekimui j Huh7 lasteliy linija (Emerson et al., 2006).
Multifunkcinis baltymas reguliuoja HEV i8¢éjimg ar paleidima i§ infekuotos
lastelés (Yamada et al., 2009). Vis délto, Sio proceso mechanizmas néra gerai
apibtidintas. Yra sudarytas spéjamas HEV i$¢jimo i§ Igstelés modelis (Ju ir
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1.5 pav. HEV viriono susidarymas ir i$¢jimas i$ lastelés (pagal Ju ir Ding,
2019). Met, Y, PCP, HVR, X, Hel, RdRp — ORF1 regionai, ORF25 —
sekretuojamas kapsidés baltymas, ORF2C — kapsidés baltymas sudarantis
viriong.
Ding, 2019). ORF3 koduojamas baltymas gali saveikauti su neglikozilintu
kapsidés baltymu (Tyagi et al., 2002). Sis baltymas nereikalingas viriono
susirinkimui, ta¢iau manoma, kad sgveika su neglikozilintu kapsidés baltymu
gali biiti mechanizmas, kuriuo yra atpazjstamos susidariusios HEV virusinés
dalelés ir nukreipiamos i§ lastelés. IS Iastelés nukreiptas HEV virionas keliauja
j daugialypius kiinelius (angl. multivesicular bodies, MVB) per endosominius
rasiavimo kompleksus reikalingus transportavimo (angl. endosomal sorting
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complexes required for transport, ESCRT) sistemai. Multifunkcinis baltymas
sgveikauja ne tik su kapsidés baltymu, bet ir su keletu Seimininko baltymy.
Pavyzdziui, citoskeleto mikrovamzdeliais (Zafrullah et al., 1997) ir imlumo
navikui genu 101 (angl. tumour susceptibility gene 101, Tsg 101), kuris yra
ESCRT sistemos dalis (Surjit et al., 2006, Kannan et al., 2009). ORF3
koduojamas baltymas sgveikauja su mikrovamzdeliais per savo N gale
esancius hidrofobinius domenus. Si saveika padidina acetilinto a—tubulino
kiekj, o tai padidina mikrovamzdeliy stabilumg (Kannan et al., 2009).
Multifunkcinio baltymo ir mikrovamzdeliy sgveikos fiziologiniy padariniy
rySys su HEV gyvenimo ciklu néra aiskus. Manoma, kad tai leidzia HEV
virionams pasinaudoti mikrovamzdeliais vidulasteliniui transportui iki tol, kol
pasitelkiama ESCRT sistema (Ju ir Ding, 2019). Tai leidzia manyti, kad
vélyvojo endosominio kompartmento MVB nulemia HEV viriony paleidima.
MVB biogenezé remiasi ESCRT baltymy kompleksais (Katzmann et al.,
2002, Hanson ir Cashikar, 2012). Atlikti tyrimai leidzia manyti, kad prolinu
turtingas motyvas (PSAP) multifunkcinio baltymo C gale gali saveikauti su
Tsgl01 tam, kad iSnaudoty ESCRT sistemg ir pakrauty HEV virionus | MVB
1 MVB sistema néra apibudintas.

Kitas HEV viriony i§¢jimo i$ lastelés etapas nulemia, ar virionas bus su
Seimininko lastelés membraninés kilmés apvalkaléliu ar be. HEV nustatomas
iSmatose be apvalkalélio, tac¢iau kraujyje cirkuliuoja virionai su membrana
(angl. enveloped HEV, eHEV) (Jinshan et al., 2010, Yin et al., 2016).
Dauguma lgsteliy linijose kultivuoto HEV daleliy yra su apvalkaléliu (Qi et
al., 2015). eHEV turi lipidines membranas savo pavirSiuje, kurios yra
susijusios su ORF3 koduojamu baltymu, o0 HEV be apvalkalélio tokiy
membrany neturi (Takahashi et al., 2008b, Yin et al., 2016). 1§ Seimininko
membranos komponenty sudarytas apvalkalélis uzmaskuoja HEV kapsidés
baltymg ir taip mazina neutralizuojan¢iy antikiny efektyvuma (Yin et al.,
2016). Lastelés egzosominiu keliu transportuojami eHEV yra iSgryninami
kartu su lastelés egzosomomis toje pacioje frakcijoje. Nustatyta, kad
tetraspaninai CD63, CD9 ir CD81, epitelio Igsteliné adhezijos molekulé
(EpCAM) ir fosfatidilserinas (PS) bei Goldzio aparato tinklo baltymas
(TGOLN2) yra eHEV viriony pavirSiuje. Tai rodo, kad Iastelés egzosomos ir
eHEV membranos komponentai yra bendri (Nagashima et al., 2014b,
Nagashima et al., 2017). Vis délto, eHEV biogenez¢é néra visiskai isaiskinta,
todél néra apibiidinta ir eHEV gaubian¢ios membranos sudétis (Ju ir Ding,

2019). Paskutinis etapas HEV paliekant lastele yra viriony i$éjimas pro
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lastelés membrang. MVB, kuriuose yra eHEV, susijungia su plazmine
membrana ir i§leidZia virionus i§ lastelés. Sis procesas yra reguliuojamas
Rab27 baltymo, nes nesant §io baltymo virusiniy daleliy paleidimo
efektyvumas mazéja (Raposo ir Stoorvogel, 2013, Nagashima et al., 2014a).
Be to, CD63 ir CD81, kuriy yra daug egzosomy membranose, yra susij¢ su
eHEV. Tai leidzia manyti, kad eHEV naudojasi sekrecinémis egzosomomis i$
MVB tam, kad palikty lastele (Nagashima et al., 2014a). Apibendrinant
galima teigti, kad HEV viriono susidarymas lastelés viduje ir i$¢jimas i$
lastelés vis dar turi daug neatsakyty klausimy ir reikalauja nuodugnesniy
tyrimy.

HEV multifunkcinis baltymas, koduojamas ORF3, gali oligomerizuotis ir
veikti kaip jony kanalas. Sis aktyvumas yra reikalingas virusiniy daleliy
i8¢jimui i§ lastelés (Ding et al., 2017). Jony kanalo reikalingumas HEV
i8éjimui i$ lastelés néra aiskus. Visgi tikétina, kad jony kanalas reguliuoja
endosomos jony koncentracijg ir pH tam, kad sudaryty salygas HEV viriono
paleidimui. Be fosforilinimo HEV ORF3 koduojamas baltymas taip pat yra
palmitoilinamas ant cisteino aminorigs¢iy liekany esanéiy baltymo N
galiniame regione. Tai atlieka kol kas nenustatyta palmitoiltransferaze. Si
modifikacija nulemia tai, kad multifunkcinis baltymas yra lokalizuotas
lastelés viduje ir prisijunggs prie membranos. Taip pat palmitoilinimas yra
butinas, kad HEV virionai palikty lastele (Gouttenoire et al., 2018). Taigi
HEV ORF3 uzkoduoto baltymo potransliacinés modifikacijos (fosforilinimas,
palmitoilinimas ir kitos nezinomos) yra dinaminis procesas, kuris nulemia Sio
baltymo jvairias lokalizacijas lasteléje ir parodo, kad tai multifunkcinis
baltymas.

Hepatocitai yra poliarizuotos epitelinés lasteles. Jy iSskirtinis poliskumas
pasireiskia tuo, kad fiziologinémis salygomis susiformuoja du domenai.
Apikaliné dalis yra nukreipta j tulzies kapiliarus, o bazolateraliné dalis — |
kepeny kraujagysles (sinusoidus) (Gissen ir Arias, 2015). HEV virionai gali
palikti lastele per abiejy daliy membranas. Yra nustatyta, kad HEV ORF3
koduojamas baltymas yra lokalizuotas aréiau tulZies kapiliaro hepatocituose
in vitro (Emerson et al., 2010, Capelli et al., 2018) ir in vivo (Allweiss et al.,
2016). Dauguma infektyviy HEV daleliy, kurios yra su apvalkaléliu, iSeina i$
hepatocity per apikaling dalj i tulzies kapiliarg. IS ten HEV keliauja j tulzies
trakta ir patenka j i$matas. Siuo keliu i§ lastelés is¢jusiy HEV viriony
membraninis apvalkalélis dél tulzies poveikio yra degraduojamas, todél
iSmatose nustatomas HEV yra be apvalkalélio. Maza dalis HEV viriony iSeina
i§ lastelés pro bazolateraline dalj j kraujg ir gali i8plisti po visg organizma (Ju
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ir Ding, 2019). Taigi, infektyvis HEV virionai gali bati dviejy pavidaly dél
fiziologiniy salygy esanciy kepenyse.

1.5 HEV patekimas j Igstele

Virusy gebéjimas prisijungti prie lastelés ir patekti | ja yra svarbiausi
zingsniai sékmingai viruso infekcijos pradziai. Tai nulemia viruso gebéjima
infekuoti skirtingus Seimininkus, specifinius audinius ir patogeneze. Lasteliy
gaminami jvairlis plazminés membranos komponentai, kurie gali bti virusy
receptoriai, lemia viruso gebéjimg infekuoti tam tikrus Igsteliy tipus (Grove ir
Marsh, 2011). HEV virionai su apvalkaléliu ir be jo j lIgstele patenka
skirtingais mechanizmais (1.6 pav.) (Yin et al., 2016, Chapuy-Regaud et al.,
2017, Nagashima et al., 2017). HEV be apvalkalélio prisijungia prie lastelés
pavirSiaus per heparansulfato proteoglikanus (HSPG) (Kalia et al., 2009),
asialoglikobaltymo receptorius (ASGPR) (Zhang et al., 2016) ir sp&jamus
receptorius integrinus o3 (ITGA3) (Shiota et al., 2019). Manoma, kad eHEV
prisijungia prie lgstelés per viruso fosfatidilsering turin¢ia membrang prie T
lasteliy imunoglobulino mucino domeng 1 (TIM-1) ant infekuojamos Iastelés,

HEV be apvalkalélio ‘ .
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1.6 pav. HEV patekimas | lastele (pagal Wiling et al., 2020).
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kaip ir kiti virusai su apvalkaléliu (Jemielity et al., 2013, Das et al., 2019,
WiRing et al., 2020). Visgi iSlieka neaiSku, ar toks dvejopas skirtingy HEV
viriony tipy prisijungimo prie lastelés biidas daro jtaka viruso i§gyvenamumui
ir specifiskumui jvairiems audiniams. Zinant, kad HEV infekcijos
neapsiriboja tik kepeny lastelémis, maziau specifiskas eHEV viriony negu
viriony be apvalkalélio prisijungimas prie lasteliy galéty paaiskinti, kodél
HEYV infekcijos nustatomos jvairiuose audiniuose.

Po HEV prisijungimo prie lastelés receptoriaus, abiejy tipy HEV virionai
yra endocituojami. Viriono i$pakavimo mechanizmai yra menkai iStyrinéti,
taciau yra aisku, kad abiem HEV formoms reikia skirtingy mechanizmy. HEV
virionai be apvalkalélio yra iSpakuojami ankstyvosiose endosomose. RNR
genomas, manoma, keliauja j citoplazma per pora, kuri susidaro virionui
susijungiant su lastelés receptoriumi. eHEV viriony iSpakavimui reikia, kad
endosoma subresty iki lizosomos. Lizosomoje susidaranti ragstiné aplinka
reikalinga, kad viriono membrana iSirty (Kapur et al., 2012, Yin et al., 2016,
Wiling et al., 2020). I8irus virionui, RNR genomas atsiduria citoplazmoje ir
prasideda replikacijos procesas (1.3 skyrius).

1.6 HEV kapsidés baltymas

HEYV kapsidés baltymas infekcijos metu nustatomas skirtingy formy. Yra
aprasyti du tyrimai, kurie pademonstravo, kad HEV infekcijos metu dalis
susintetinto kapsidés baltymo susirenka j sekretuojamas pseudodaleles, o kita
dalis dalyvauja viriono susiformavime. Vienas tyrimas nustaté infektyvy
(ORF2i), glikozilinta (ORF2g) ir sutrumpintg (angl. cleaved, ORF2c)
kapsidés baltymo formas. ORF2i baltymas sudaro infektyvaus HEV viriono
kapsidg. ORF2g ir ORF2c yra sekretuojami viruso baltymai, kurie nesudaro
infektyviy HEV daleliy (Montpellier et al., 2018). Kitas tyrimas yra parodes,
kad sekretuojamo kapsidés baltymo (ORF2%) transliacija pradedama nuo
pradzios kodono esancio 15 kodony uz kito pradzios kodono, nuo kurio yra
transliuojamas viriong sudarantis kapsidés baltymas (ORF2¢). ORF2° buvo
nustatytas kaip glikozilintas dimeras, kuris efektyviai keliauja i§ lastelés
klasikiniu sekrecijos keliu. Sio baltymo sudétyje yra panasios antigeninés
struktiiros kaip ir i§ ORF2C baltymo sudarytoje kapsidéje, bet jos néra
identiskos (Yin et al., 2018). Manoma, kad antrojo tyrimo metu nebuvo
nustatytas sutrumpintas kapsidés baltymas (ORF2c) maziau efektyvios
baltymy raiskos Igsteliy kultiiros modelyje (Ankavay et al., 2019). Dauguma
susintetinto kapsidés baltymo yra sekretuojama kaip ORF25, 0 ne ORF2C,
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kuris supakuoja HEV genomg j virionus. Sekretuojamo kapsidés baltymo
vaidmuo HEV gyvenimo cikle néra Zinomas. Spéjama, kad jis gali veikti kaip
priedanga, kuri apsaugo infektyvius HEV virionus nuo neutralizuojanciy
antikiiny. ORF2S ir ORF2° erdviné struktiira Siek tiek skiriasi, todél tai leidzia
manyti, kad imuninis atsakas susidares pries ORF2° yra maziau efektyvus
pries ORF2C. Tai galéty iSsekinti imuning sistemg ir atidéti efektyvios
apsaugos pries HEV infekcija susiformavimg (Ju ir Ding, 2019). Taigi
apibendrinant abu tyrimus yra aisku, kad dalis HEV kapsidés baltymo yra
iSskiriama i§ infekuotos lgstelés be viruso genomo, o kita dalis — supakuoja
viruso genomag ir sudaro viriong.

Natyviy HEV viriony struktiira néra nustatyta. Nors jau yra iSvesta lgsteliy
linija, kuri gali palaikyti nuolating HEV replikacija (Meister et al., 2019),
pakankamo natyviy HEV viriony kiekio struktiiros tyrimams iSgryninti
nepavyksta. Rekombinantinio HEV kapsidés baltymo savybé oligomerizuotis
buvo iSnaudota virusag primenanéiy daleliy (VPD) sintezei in vitro.
Pavyzdziui, rekombinantiniai sutrumpinti HEV kapsidés baltymai po sintezés
Escherichia coli formavo dimerus ir heksamerus (Li et al., 2005a, Li et al.,
2009a). Sutrumpinti baltymai, kuriuos sudaro HEV kapsidés baltymo sritys
394-606 ir 459-660 suformuoja heksamerus. Rekombinantinis virusinis
baltymas p239 (368-606 aminortigs¢iy sritis) formuoja 23 nm skersmens
daleles (Li et al., 2005b). HEV-1 kapsidés baltymo jvairaus ilgio varianty
sintezé taip pat atlikta bakulovirusy sistemoje (Li et al., 1997). Susintetinus N
galiniy aminortgs¢iy mutanta (112—660 aminortigsciy sritis) TnS ir Sf9
lasteliy linijose buvo nustatyti 58 ir 53 kDa dydzio baltymai. Tik 53 kDa
baltymas susintetintas Tn5 Igstelése buvo sekretuojamas ir formavo 23—24 nm
skersmens daleles (Li et al., 2005a). Bakulovirusy sistemoje susintetintas N
gale sutrumpintas ziurkiy HEV kapsidés baltymas formavo subvirusines
daleles, kuriy skersmuo panaSus j nattiraliy HEV viriony — 35 nm (Li et al.,
2011). Taip pat yra aprasyta sutrumpinto HEV kapsidés baltymo (112-608
aminorigstys), kuris suformavo 22 nm skersmens VPD, sintezé mielése
Pischia pastoris (Gupta et al., 2020). HEV kapsidés baltymas (110-610
aminortigstys) yra susintetintas augaluose Nicotiana benthamiana ir formuoja
100 nm skersmens struktiras (Mardanova et al., 2020). Taigi yra jvairiy
rekombinantiniy HEV kapsidés baltymy, kurie gali biiti panaudoti HEV
tyrimams.
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Tiriant rekombinantiniy HEV kapsidés baltymy strukttras nustatyta, kad
juos sudaro trys domenai — S (angl. shell), M (angl. middle) ir P (angl.
protruding) (1.7 pav.) (Yamashita et al., 2009). Erdvinéje kapsidés baltymo
struktiiroje S domenas tarnauja kaip pagrindas iskeliantis M ir P domenus. M
domeno pavirSius stipriai sgveikauja su S ir P domenais. P domenas
prisijungia prie lastelés receptoriaus bei yra neutralizuojanéiy antikiiny
prisijungimo vieta (Xing et al., 2010). Rekombinantiniy HEV kapsidés

B

1.7 pav. Sutrumpinto HEV kapsidés baltymo (112—606 aminorigstys)
suformuotos virusg primenancios dalelés (T=1) strukttiros modelis (A) ir
baltymo modelis (B) (pagal Yamashita et al., 2009).

baltymy struktiiry tyrimai taip pat atskleide, kad VPD gali buti dviejy skirtingy
simetrijy — T=1 ir T=3. HEV-3 ir HEV-4 kapsidés baltymai sudaryti i§ 112—
608 aminortg§¢iy srities sudaro T=1 simetrijos VPD (1.7 ir 1.8 pav.) (Guu et
al., 2009, Yamashita et al., 2009). HEV-3 kapsidés baltymas be C galo 52
aminoriig§ciy, gali sudaryti T=3 simetrijos natiiralaus HEV viriono dydzio
VPD, kuri savo viduje turi RNR (1.8 pav.) (Xing et al., 2010). Kapsidés
baltymo N galiniy 14—111 aminoriig§¢iy regiono sgveika su RNR lemia T=3,
o ne T=1 simetrijos viriony susiformavima (Guu et al., 2009, Yamashita et al.,
2009, Xing et al., 2010). Spéjama, kad kapsidés baltymo dimerai susijungia j
dekamerus, tada j ikozaedring T=3 simetrijos kapside (Xing et al., 2010, Mori
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1.8 pav. Skirtingy simetrijy HEV VPD susidarymo modelis (pagal Xing
et al., 2010).

ir Matsuura, 2011). Natiralios infekcijos metu HEV virionas yra sudarytas i$
pilno ilgio kapsidés baltymo ir yra T=3 simetrijos.

HEV infekcijos sukelta liga yra vadinama hepatitu E. Daugumai
uzsikrétusiyjy HEV infekcija nesukelia jokiy simptomy. Jeigu ir pasireiskia
silpni simptomai, dazniausiai daugumos pacienty organizmas pats susitvarko
su infekcija per kelias savaites. Hepatitas E klasikiniu atveju pasireiskia kaip
imi infekcija su geltos simptomais (5-30 % atvejy). Sios ligos pirminiai
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simptomai yra kar$¢iavimas, pykinimas, vémimas, apetito praradimas ir
negalavimo jausmas. Véliau atsiranda tokie simptomai kaip tamsus §lapimas
ir gelta. Liga praeina savaime po keliy dieny ar savaités, ta¢iau mirtingumas
gali pasiekti 0,54 % atvejy per protrikius (Wedemeyer et al., 2012). HEV-1
ir HEV-2 dazniausiai infekuoja jaunus vyrus (15-30 mety amziaus)
besivystanciose Salyse. Infekcija gali biiti besimptomé, sukelti nesudétingus
simptomus arba gali i§sivystyti staigus ir imus hepatitas, kuris sukelia kepeny
nepakankamumag. Nésc¢iosios priskiriamos padidintos rizikos grupei.
Uzsikrétus HEV antrame ir treCiame néStumo trimestruose, gali iSsivystyti
kepeny nepakankamumas. Mirtingumas gali pasiekti 25 % per trecig néStumo
trimestra (Navaneethan et al., 2008). Nésc¢iosios mirsta dél komplikacijy,
pavyzdziui, kraujavimo ir eklampsijos. Yra apraSytas ir kepeny
nepakankamumas. Negyvy kiidikiy gimimas taip pat yra daznas. HEV gali
biti perduotas vertikaliai i§ motinos kudikiui. Tai padidina naujagimiy
sergamumg ir mirStamuma (Khuroo et al., 2009). HEV-1 infekcija néstumo
metu yra siejama su daZnesniais persileidimais, prieslaikiniu gimdymu,
mirStamumu gimdymo metu. Taigi besivystanciose Salyse HEV infekcija yra
pavojingiausia nés¢iosioms, taciau sukelia klinikinius simptomus ir vyrams
(Khuroo et al., 2009).

ISsivysCiusiose Salyse HEV jprastai infekuoja vidutinio amziaus ar
vyresnius vyrus (>55 mety amziaus). Pavojingos HEV infekcijos nés¢iosioms
néra apraSytos. Pacientai, kurie jau serga kepeny liga, yra rizikos grupéje
i§sivyscCiusiose ir besivystanciose Salyse (Dalton et al., 2007a, Péron et al.,
2007). Europoje 5-33 % pacienty infekuoty HEV-3 arba HEV-4 pasireiskia
hepatito E simptomai, jskaitant geltg (Said et al., 2009, Guillois et al., 2016,
Faber et al., 2018). Simptomy pasireiskimas gali buti siejamas su HEV viriony
koncentracija organizme. Tai rodo tyrimai, kurie nustaté, kad pacientai su
pasireiSkusiais simptomais turi didesng HEV RNR koncentracija kraujyje
negu sveiki kraujo donorai, kuriy kraujyje nustatyta HEV RNR (Lhomme et
al., 2019).

Pacientams su nusilpusia imunine sistema gali iSsivystyti létine HEV-3 ar
HEV-4 infekcija. Tai pacientai po transplantacijos (Gérolami et al., 2008,
Kamar et al., 2008b, Haagsma et al., 2008) arba infekuoti Zmogaus
imunodeficito virusu (ZIV) (Colson et al., 2009, Dalton et al., 2009, Kenfak-
Foguena et al., 2011). Taip pat yra aprasyti létinés HEV infekcijos atvejai
pacientams su hematologine liga, kuriems atliekama chemoterapija (Peron et
al., 2006, Tamura et al., 2007, Ollier, 2009, Geng et al., 2013), kamieniniy
lasteliy recipientams (Versluis et al., 2013) arba pacientams su reumatiniais

31



sutrikimais, kuriems atliekama imunin¢ sistemg slopinanti imunoterapija
(Bauer et al., 2015, Pischke et al., 2019). Yra apraSyta HEV-7 infekcija
pacientui, kuris vartojo kupranugario mésa ir piena. Manoma, kad $i infekcija
buvo létiné (Lee et al., 2016). HEV infekcija yra laikoma létine, kai HEV
dauginimasis tesiasi ilgiau negu 3 ménesius (Kamar et al., 2013). Jos metu
gali i8sivystyti létinis hepatitas, kuris greitai progresuoja | kepeny ciroze¢ 10 %
infekuoty pacienty atvejy (Gérolami et al., 2008, Haagsma et al., 2008, Kamar
et al., 2008a, Kamar et al., 2011). Dalis $iy pacienty gali mirti dél
nepakankamai atsistaciusios kepeny funkcijos po cirozés praéjus 2—3 metams
nuo hepatito E diagnozés. Néra aprasyta iimaus hepatito atvejy HEV infekuoty
transplantaty recipientams (Lhomme et al., 2020). Taigi HEV-3 ir HEV-4
infekcijos sudétingiausias klinikines biikles sukelia pacientams su nusilpusia
imunine sistema.

simptomai gali biti skirstomi j neurologinius ir sukeliamus sutrikusios inksty
funkcijos. Nedaug yra zinoma apie mechanizmus, kurie sukelia Siuos
Klinikinius simptomus. Manoma, kad tiesioginis HEV replikacijos organuose
poveikis arba netiesioginiai imuninés sistemos veiklos padariniai gali biiti su
jais susije.

Neurologiniai sutrikimai yra nustatyti pacientams, kurie sirgo Gmiu arba
létiniu hepatitu E, kurj sukélé HEV-1 ir HEV-3 infekcijos (Dalton et al.,
2016). Buvo aprasyti tokie neurologiniai sutrikimai kaip neuralgine
amiotrofija (NA), Guillain-Barré sindromas, paralyzius veido srityje ir
daugybiné radikulopatija (uzdegimas nugaros smegenyse) (Dalton et al.,
2017). Keletas hepatito E pacienty kohorty ir atvejy tyrimy susijusiy su NA
buvo atlikti HEV-3 infekuotiems europiefiams. Vienas tyrimas apimantis
keturis tyrimo centrus Pranciizijoje, Jungtinéje Karalystéje ir Nyderlanduose
prospektyviai iSanalizavo daugiau nei 450 pacienty su Uimia netrauminia
neurologine pazaida. Buvo nustatyta, kad 2,4 % tiriamyjy buvo infekuoti HEV
(Daltonetal., 2017). Trys NA atvejai buvo susieti su HEV. Panasius rezultatus
gavo ir kitas Jungtinés Karalystés ir Nyderlandy kohortos tyrimas, kuris
nustaté, kad 10,6 % pacienty su NA turéjo HEV infekcija, kai pasireiské
neurologinis susirgimas (Van Eijk et al., 2014). Kitas plataus masto 118
pacienty su NA tyrimas Europoje parodé, kad pacientai, kuriy susirgimas
siejamas su HEV, issiskiria klinkiniu fenotipu palyginus su pacientais su NA,
bet be HEV infekcijos. Pacientai, kuriems nustatyta HEV infekcija ir NA,
turéjo didesng tikimybe, kad jiems i$sivystys peties nervy rezginio pazeidimai.
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1.9 pav. HEV infekcijos padariniai organizme uz kepeny riby (Pischke et

Siems pacientams taip pat daZniau nustatyti neurologiniai paZeidimai
freniniuose nervuose (Van Eijk et al., 2017). Neseniai atliktas tyrimas nustaté
HEV RNR ir IgM klasés antikiinus prie§ HEV stuburo kanale pacientui su
NA. Tai rodo neurotroping HEV infekcija (Fritz et al., 2018). HEV infekcijos
rySys su Guillain-Barré sindromu yra iSanalizuotas tyrimuose Bangladese
(Geurts van Kessel et al., 2013), Japonijoje (Fukae et al., 2016) ir
Nyderlanduose (Van Den Berg et al., 2014). Neseniai buvusi HEV infekcija
nustatyta 5-11 % pacienty su Guillain-Barré sindromu. Tai buvo didesnis
HEYV infekcijos daznis lyginant su sveiky zmoniy kontroline grupe. Belgijoje
atliktas tyrimas parodé, kad 8 % pacienty su Guillain-Barré sindromu turéjo
HEV infekcija (Stevens et al., 2017). Kiti neurologiniai simptomai,
pavyzdziui, neuropatinis skausmas, skausmo jautimo sutrikimai, encefalitas
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ar mielininio dangalo uzdegimas, periferine neuropatija, taip pat buvo aprasyti
HEV infekuotiems pacientams (Dalton et al., 2016, Abravanel et al., 2018).
Dauguma HEV infekuoty pacienty su neurologiniais sutrikimais turéjo
normalig arba lengvai sutrikusig kepeny veiklg. Tai rodo, kad neurologiniai
sutrikimai yra pagrindiniai simptomai $iems pacientams.

Su HEV siejamy neurologiniy sutrikimy patofiziologija néra iSaiSkinta.
Spé¢jama, kad imuninis atsakas, kurj sukelia virusas, gali daryti jtaka. Yra
nustatyta, kad neurologiniai pazeidimai dazniau nustatomi pacientams su
sveika imunine sistema (22,6 %) negu pacientams su nusilpusia imunine
sistema (3,2 %, p < 0,001) (Abravanel et al., 2018). Tai leidzia manyti, kad
Guillain-Barré sindromas ir NA yra dél imuninio atsako, sukelto HEV
infekcijos, atsirandantys sutrikimai. Kita hipotezé yra tiesioginis viruso
neurotropizmas. I$skirtinis atvejis buvo nustatytas létinge HEV infekcija
turiniam inksto recipientui. HEV kamienai, nustatyti cerebrospinaliniame
skystyje ir serume tuo paciu metu, skyrési. Tai leidzia spéti, kad
evoliucionuoja neurotropiniai HEV variantai (Kamar et al., 2010) ir kad HEV
galimai gali replikuotis centrinéje nervy sistemoje. Taigi neurologinius
sutrikimus gali sukelti HEV infekcijos sukeltas imuninis atsakas, tiesioginis
viruso poveikis arba abu.

Umios ir létinés HEV infekcijos gali sukelti inksty paZeidimus ir sutrikdyti
inksty funkcijas (Kamar et al., 2005, Kamar et al., 2012), tatiau mazai yra
Zinoma apie mechanizmus, kurie nulemia Siuos klinikinius simptomus. HEV-
1 arba HEV-3 infekuoty pacienty inksty biopsijos parodé glomerulinés ligos
zenklus (Kamar et al., 2012). HEV taip pat gali paskatinti jau esancios IgA
nefropatijos paiméjimg (Kamar et al., 2012, Del Bello et al., 2015). HEV
RNR buvo nustatyta kraujo serume, paimtame i$§ paciento su sveika imunine
sistema ir imia HEV infekcija bei inksty uzdegimu (Guinault et al., 2016).
HEV infekcija taip pat buvo identifikuota kaip nepriklausomas veiksnys
nulemiantis krioglobulinemija organy recipientams (Marion et al., 2018).
Inksty funkcija pageréja pasibaigus HEV infekcijai (Kamar et al., 2012, Del
Bello et al., 2015, Guinault et al., 2016). Taigi HEV infekcija gali pasunkinti
jau esancius inksty funkcijy sutrikimus ir kitas ligas.

HEV infekcijos poveikio inkstams mechanizmas néra Zinomas.
Pacientams su hepatito C viruso (HCV) infekcija ir inksty uzdegimu gali
susidaryti HCV antigeno, IgG antikiiny prie§ HCV ir reumatoidinio veiksnio
imuniniy kompleksy sankaupos glomerulése (D’ Amico, 1998). Manoma, kad
panasSus mechanizmas veikia ir HEV infekcijos atveju. HEV antigenas ir RNR
buvo nustatyta pacienty su létine HEV-3 arba HEV-4 infekcija §lapime (Geng
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et al., 2016, Marion et al., 2019). Didelés HEV antigeno koncentracijos buvo
nustatytos pacienty su nusilpusia imunine sistema Slapime nepriklausomai
nuo to, ar nustatyta HEV RNR. Didelés molekulinés masés HEV virionai
neturéty laisvai pereiti glomeruliy filtracijos barjero (Robinson et al., 1998,
Montpellier et al., 2018, Yin et al., 2018). Visgi mazesnés molekulinés masés
sekretuojami kapsidés baltymo variantai (ORF2° (Yin et al., 2018) arba
ORF2c ir ORF2g (Montpellier et al., 2018)) galéty biti sekretuojami j Slapima
ir nustatomi. Taip pat tikétina, kad HEV antigenas | Slapima galéty biiti
sekretuojamas inksty epiteliniy Iasteliy. Yra pademonstruota, kad HEV gali
daugintis nezmoginiy primaty ir kiauliy inksty Igstelése (Grigas et al., 2020).
Vis délto néra jokiy jrodymy, kad HEV yra tiesiogiai nefrotoksiskas ar kad jis
galéty daugintis zmogaus inksty lastelése (Lhomme et al., 2020). Taigi, ar
HEV infekcija tiesiogiai paveikia inkstus ir kaip tai vyksta lieka neiSaiskinta.

1.8 Molekuliniai HEV nustatymo metodai

informacijos, kad bty patvirtinta HEV infekcijos diagnozé. Visgi tai padeda
identifikuoti virusinés infekcijos pradzia ar jos stadija. HEV infekcijai
diagnozuoti optimaliausias variantas yra molekuliniy ir serologiniy HEV
infekcijos nustatymo metody derinimas. Siy metody derinimas leidZia
patvirtinti infekcijg bei vertinti gydymo efektyvuma létinés infekcijos atveju.
Egzistuoja keletas molekuliniy ir imunocheminiy (zr. 1.9 skyriy) HEV
nustatymo metody.

Molekuliniai HEV nustatymo metodai nustato viruso RNR. Kraujyje HEV
RNR gali biiti nustatoma labai ankstyvoje imios HEV infekcijos stadijoje ir
jos kiekis tolygiai mazéja iki 5-6 savaités, kol blina nebenustatomas (1.10
pav.). Pragjus 2-3 savaitéms nuo infekcijos pradzios HEV RNR yra nustatoma
iSmatose. HEV RNR yra nustatoma tik imios infekcijos fazés metu (Al-Sadeq
et al.,, 2018). Keletas tyrimy yra parod¢, kad HEV RNR nustatymas yra
reikalingas norint patvirtinti HEV buvimga kraujo ar organy donacijy metu
(Vollmer et al., 2012, Fischer et al., 2015, Nasrallah et al., 2017). HEV RNR
detekcija yra laikoma standartine procedira HEV pastovios infekcijos
nustatymui individams su nusilpusia imunine sistema (Pischke et al., 2010,
Movert et al., 2013). Visgi kraujo produkty tikrinimas prie$ kraujo donacijas
ar transfuzijas yra diskutuotinas (Coilly et al., 2013, Pawlotsky, 2014).
Europoje kraujo donory tyrimai nustaté HEV viremijas. Be to, rutiniSkai HEV
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1.10 pav. HEV Zymeny titras infekcijos zmoguje eigoje (pagal Al-Sadeq
etal., 2018).

infekcijos kraujo donoruose yra tiriamos Airijoje, Jungtingje Karalystéje,
Pranciizijoje, = Nyderlanduose,  Vokietijoje, Ispanijoje,  Austrijoje,
Liuksemburge (Boland et al., 2019).

Dazniausiai HEV RNR nustatymui yra naudojamas PGR metodas (lentelé
1.2). Diagnostikai populiariausia yra atvirkstinés tranksripcijos tikro laiko
kiekybiné PGR (AT-kPGR), ta¢iau taip pat yra naudojama AT lizdiné (angl.
nested) PGR ir AT-PGR. AT-KPGR taikiniai yra i$sidéste ORF1 (Pas et al.,
2012, Slot et al., 2013, Gupta et al., 2013, Behrendt et al., 2016), ORF2
(Abravanel et al.,, 2012) arba ORF3 (Sauleda et al., 2015). Yra keletas
gamintojy, kurie tiekia rinkinius HEV diagnostikai AT-KPGR metodu. Taip
pat Pasaulio sveikatos organizacija yra patvirtinusi visy HEV genotipy RNR
standarty rinkinj diagnostiniy metody validavimui (Baylis et al., 2019). AT—
PGR taikiniai yra ORF1 (Jothikumar et al., 1993, Abravanel et al., 2013).
Lizdinés PGR taikiniai taip pat yra ORF1 (Meng et al., 1997, Wu et al., 1998,
Zhang et al., 2006, Garg et al., 2016). AT-kPGR yra naudojama taip pat ir
kiekybiniam HEV RNR kiekio jvertinimui méginiuose, o kity PGR tipy
produktai yra nuskaitomi DNR sekoskaita ir naudojami HEV genotipavimui.
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Lentelé 1.2. HEV RNR nustatymo metodai ir jy taikiniai.

Metodas Taikiniai HEV-3 | Taikiniai Ziurkiu
genome HEV genome

Atvirkstinés tranksripcijos tikro ORF1; ORF2; 5¢ galas; ORF1; ORF2;

laiko kiekybiné PGR ORF3 ORF1 ir ORF2

ribojimosi vieta

Atvirkstinés tranksripcijos lizdiné ORF1 ORF1

PGR

Atvirkstings tranksripcijos PGR ORF1 Nekoduojanti RNR

Atvirkstinés transkripcijos ORF2; ORF3 -

izoterminis pagausinimas

Atvirkstinés transkripcijos izoterminis pagausinimas (angl. reverse
transcription loop-mediated isothermal amplification, AT-LAMP) yra greitas
metodas naudojamas HEV nustatymui (lentelé 1.2). Yra publikuota keletas
AT-LAMP sistemy, skirty nustatyti HEV kiauliy, véziagyviy ir Zmoniy
méginiuose (Lan et al., 2009, Zhang et al., 2012, Chen et al., 2014, Gao et al.,
2016). Sios sistemos taikiniai yra konservatyviis viruso genomo regionai.
Taikiniy pagausinimui yra naudojami keletas iSoriniy, vidiniy ir ,kilpos
pradmeny (angl. loop primers) sistemy komplementariy kelioms skirtingoms
genomo sritims. Kadangi HEV turi RNR genoma, LAMP metodas yra
derinamas su atvirkstinés transkripcijos reakcija. Atvirkstiné transkripcija ir
LAMP reakcija vyksta tame paciame mégintuvélyje izoterminése salygose
(63 °C). Gaunami kokybiniai rezultatai, kurie identifikuojami DNR
elektroforezés metodu arba reakcijos miSinio spalva keicianCiomis ar
fluorescencinémis medziagomis (Zhang et al., 2012, Chen et al., 2014). AT—
LAMP jautrumas — 9 HEV RNR kopijos (Al-Sadeq et al., 2018). Taigi yra ir
alternatyviy HEV nustatymo molekuliniy metody.

HEV nustatymui ziurkése yra naudojami AT lizdiné PGR ir AT-kPGR.
RNR meéginiai yra gryninami i§ ziurkiy kepeny ir iSmaty. PGR taikiniais
pasirenkamos sritys, esancios genomo 5° gale, ORF1, ORF2, ORF1 ir ORF2
ribojimosi vietoje (Johne et al., 2010b, Mulyanto et al., 2013, Widén et al.,
2014). PGR taikiniy detalesné analizé atlickama DNR sekoskaitos metodu.
Filogenetiniams ry$iams tirti nuskaitomi ne maziau kaip 200 nukleotidy ilgio
fragmentai (Purdy ir Sue, 2017, Ryll et al., 2017). Vykstant HEV genomo
replikacijai yra sintetinama nekoduojanti RNR, kurios nustatymas parodo
vykstancig HEV replikacija. Nekoduojanti HEV RNR yra nustatoma AT-—
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PGR (Billam et al., 2008, Zhang et al., 2011). Taigi, yra keletas btidy ziurkiy
HEV RNR nustatymui.

1.9 Imunocheminiai HEV nustatymo metodai

Imunocheminiai HEV nustatymo metodai gali nustatyti viruso antigeng
arba virusui specifiskus antikiinus kraujyje. Viruso antigenas imios infekcijos
fazés metu yra nustatomas kraujyje ir kepenyse. Létinés infekcijos metu HEV
antigenas taip pat yra aptinkamas. Viruso antigeno nustatymas dviepitopés
imunofermentinés analizés (IFA) metodu yra vienas i§ tiesioginiy budy
nustatyti HEV viremija (Aggarwal ir Goel, 2016). HEV antigenas yra viruso
kapsidés baltymas (Zhang et al., 2006). ORF3 nekoduoja HEV kapsidés
baltymo, taciau taip pat yra nustatomas kraujo serume imios infekcijos metu
(Takahashi et al., 2008b). Dviepitopés IFA metodui gali biiti panaudoti
monokloniniai ir/arba polikloniniai antikiinai. Jais gali buti padengiamas
plokstelés Sulinéliy dugnas tam, kad iSgaudyty HEV antigenus. Tie patys
antikiiny tipai gali buti naudojami HEV antigeno-antikiino kompleksy
detekcijai (Zhang et al., 2006). HEV antigeno nustatymas dazniau sutampa su
HEV RNR nustatymu negu IgM klasés antikiiny pries HEV nustatymas su
HEV RNR (Zhang et al., 2006, Vollmer et al., 2014, Trémeaux et al., 2016).
IgM pries HEV susidaro infekcijos pradzioje (1.10 pav.). Nors AT-PGR yra
jautresné uz HEV antigeno nustatymo metodus (Vollmer et al., 2014,
Trémeaux et al., 2016), jtakg PGR jautrumui gali daryti HEV genomo sekos
variabilumas ir genotipy jvairové. Tikétina, kad HEV antigeno nustatymo
metodai gali toleruoti Sig HEV genotipy jvairove (Zhang et al., 2006). HEV
antigeno nustatymo IFA sistemos pasiZzymi aukstu specifiSkumu, nes néra
nustatomos kryzminés reakcijos su kity hepatito A, B ar C virusy antigenais
(Trémeaux et al., 2016). Deja, HEV antigeny nustatymo IFA sistemy
jautrumas variuoja nuo 40 iki 91 % (Vollmer et al., 2014). Kraujyje HEV
antigeny koncentracija yra didesné, kai yra nustatomas mazas kiekis IgM
klasés antikiiny pries HEV ir atvirk$¢iai. SumaiSius kraujo seruma su IgM
pries HEV su lasteliy kultiiros infekuotos HEV supernatantu, antigeno
nustatymo metodo signalas sumazgjo lyginant su kontroline grupe (Vollmer
et al., 2014). Be to, pacientams su nusilpusia imunine sistema HEV infekcijos
metu nustatytas didesnis HEV antigeno kiekis kraujyje lyginant su pacientais
turin€iais sveikg imunine sistemg. Tai siejama su sumaZzéjusia antikiiny
gamyba (Vollmer et al., 2014, Trémeaux et al., 2016). Viruso antigeno
nustatymas HEV replikacijos metu yra labiau tikétinas létinés infekcijos metu
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netgi esant antikiinams prie§ HEV. HEV antigeno ir antikiiny prie§ HEV
nustatymo metodai gali biti naudojami léting HEV infekcijos patvirtinimui
(Gupta et al., 2013). Taigi, HEV antigenas galéty bati puikus tiesioginis HEV
infekcijos Zymuo, taciau néra sukurtas nustatymo metodas, kuris pasizyméty
aukstu jautrumu.

Netiesiogiai HEV infekcija yra diagnozuojama naudojant serologinius
testus, kurie nustato antikiinus prie§ HEV. IgM ir IgG klasiy antik@inai prie$
HEV yra humoralinio imuninio atsako dalis. Umios HEV infekcijos metu,
IgM pries HEV yra nustatomi simptomy atsiradimo metu ir iSlicka kraujyje
iki keliy ménesiy (1.10 pav.) (Favorov et al., 1992). 1gG pries HEV parodo
buvusig HEV infekcija arba létinj hepatita E, kai paciento imuniné sistema yra
nusilpusi ir negali jveikti infekcijos. 1gG prie§ HEV gamyba prasideda iskart
po IgM pries HEV atsiradimo. IgG antikiinai kraujyje islieka ilgiau negu IgM
(1.10 pav.). Keletas tyrimy parodé, kad IgG prie§ HEV galima nustatyti
praéjus metams po infekcijos, taciau tikslus laikas néra nustatytas (Favorov et
al., 1992). IgA pries HEV taip pat yra nustatomi ir yra Gmios infekcijos
zymuo. Jy nustatymas taip pat gali padéti diagnozuoti HEV infekcija kartu su
IgM prie§ HEV arba kai IgM antikiinai nenustatomi (Takahashi et al., 2005,
Herremans et al., 2007, Zhang et al., 2009b). Svarbu paminéti, kad nors
egzistuoja keli HEV genotipai, jie sukelia labai panasy imuninj atsaka, todél
laikoma, kad egzistuoja vienas HEV serotipas. Taigi netiesioginiy HEV
infekcijos Zymeny nustatymo serologiniai metodai gali buiti universalis
diagnostiniai jrankiai.

IFA yra daZniausiai naudojama antikiny prieS HEV nustatymui
moksliniams HEV infekcijy paplitimo tyrimams. Yra keletas serologiniy
antikiny nustatymo metody, kurie skiriasi HEV antigenu, méginio skiedimu,
atlikimo trukme ir ribine signalo verte, kuri atskiria teigiamus méginius nuo
neigiamy. Galima jsigyti keliy skirtingy gamintojy antikiny prie§ HEV
nustatymo IFA rinkinius (lentelé 1.3). Siuose rinkiniuose yra naudojami
skirtingi antigenai — rekombinantiniai baltymai arba sintetiniai peptidai. Sios
molekulés atkartoja HEV kapsidés ir/arba ORF3 koduojamo baltymy
imunodominuojancius epitopus. HEV antigenai iSgaudo antikiinus prie§ HEV
i§ paciento kraujo méginio (Aggarwal, 2013). Be to, yra IFA testas, kuriame
naudojami rekombinantiniai mozaikiniai baltymai, kuriuose yra jterpti HEV
baltymy antigeni$ki epitopai (Fields et al., 1996). Rekombinantiniai antigenai
geriau atkartoja konformacinius epitopus negu trumpi peptidai, nes IFA
paremta pilno ilgio antigenu pasizymi aukstesniu jautrumu (Mast et al., 1998,

Aggarwal, 2013). Imunoblotingo metodai taip pat yra sukurti antikiny prie$
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HEV nustatymui, taciau jy efektyvumas yra prastas (Herremans et al., 2007).
Imunoblotingo testai skiriasi nuo IFA tuo, kad juose naudojama
nitroceliulioziné membrana padengta iSgryninty HEV rekombinantiniy
antigeny juostele. Siy testy atlikimas uztrunka dél ilgy inkubacijy su pacienty
kraujo méginiu ir detekciniais antikiinais. Be to, imunoblotingo testo rezultaty
interpretacija priklauso nuo vizualaus spalvotos juostelés rySkumo vertinimo.
Juostelés ryskumas priklauso nuo prisijungusiy antiktiny prie§ HEV kiekio.
»Mikrogen Diagnostik® yra vienintelé jmoné, kuri gamina imunoblotingo
testg. Taigi yra labai jvairiy serologiniy testy antikiiny prie§ HEV nustatymui.

Lentelé 1.3. Serologiniy HEV nustatymo IFA sistemy palyginimas.

.3eagenta?, g . é’r )'2 O\O v o
Gamintojas ls,ga_Udantls, 5 '_i g 2% g 2 =] Saltinis
antikiinus prie§ | € Z| = 2 ElES
HEV < |5 |“2
,,Wantai‘ Antikiinai  prie§ | IgM 97,7 | 99,6 43 (Abravanel et al., 2013)
IgM sunkigja 75 >99 34 (Pas et al., 2013)
granding 65,4 - 52 (Avellon et al., 2015)
Rekombinantiniai 1gG 62 99 216 (Norder et al., 2016)
HEV antigenai 72,5 - 40 (Avellon et al., 2015)
100 96,5 189 (Al-Absi et al., 2018)
,Mikrogen* Rekombinantiniai IgM 38 99 66 (Norder et al., 2016)
HEV-1 ir HEV-3 74 99 34 (Pas et al., 2013)
kapsidés baltymai 75 - 52 (Avellon et al., 2015)
1gG 62 99 216 (Norder et al., 2016)
72,5 - 40 (Avellon et al., 2015)
,Euroimmun“ | Rekombinantiniai | IgM 61,5 - 52 (Avellon et al., 2015)
HEV-1ir HEV-3 19G 42 99 216 (Norder et al., 2016)
antigenai 57,5 - 40 (Avellon et al., 2015)
615 | 988 108 (Al-Absi et al., 2018)
MP Trys IgM 74 84 34 (Pas et al., 2013)
Diagnostics™ rekombinantiniai 59,6 - 52 (Avellon et al., 2015)
HEV antigenai 80 86,1 309 (Wu et al., 2014)
1gG 70 - 40 (Avellon et al., 2015)
733 | 653 | 309 (Wu et al., 2014)
100 98,5 169 (Al-Absi et al., 2018)
,,DiaPro* Keturi peptidai su | IgM 72 100 66 (Norder et al., 2016)
konservatyviais 81 98 34 (Pas et al., 2013)
HEV ORF2 ir 59,6 - 52 (Avellon et al., 2015)
ORF3 koduojamy | IgG 98 96 216 (Norder et al., 2016)
baltymy epitopais 77,5 - 40 (Avellon et al., 2015)
,Axiom* HEV-1 kapsidés | IgM 29 99 66
baltymo Cgalas | IgG | 95 | 98 | 216 (Norder etal., 2016)
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Serologinius antikiiny pries HEV nustatymo metodus yra lengviau atlikti
ir jie yra pigesni negu molekuliniai testai, taciau jy jautrumas ir specifiSkumas
yra labai skirtingas. Tokia testy jvairové apsunkina HEV infekcijy
seroepidemiologiniy tyrimy rezultaty vertinima (Park et al., 2012, Wenzel et
al., 2013, Shrestha et al., 2016). [vairiy gamintojy IFA rinkiniai demonstruoja
skirtingus rezultatus, nepaisant to, kad yra tiriami identiski méginiai (Mast et
al., 1998, Lin et al., 2000, Bendall et al., 2010, Abravanel et al., 2013, Pas et
al., 2013, Avellon et al., 2015, Shrestha et al., 2016, Capai et al., 2019). Siuo
metu populiariausias serologinis testas yra ,,Wantai anti-HEV IgG*
gaminamas ,,Beijing Wantai Biological®. Sio testo jautrumas ir specifiskumas,
nustatant IgG antikiinus prie§ HEV, yra atitinkamai 97,7 % ir 99,6 % (lentelé
1.3). Be to, tyrimai taip pat pademonstravo didesnj antikiiny nustatymo daznj
su ,,Wantai“ testu lyginant su kitais. Sis skirtumas grei¢iausiai egzistuoja ne
deél klaidingai teigiamy rezultaty (Rossi-Tamisier et al., 2013, Hartl et al.,
2016). ,,Wantai* testas nustato labai mazg paplitimg vaiky populiacijose.
Antikiing nustatymo daznis yra didesnis vyresniy zmoniy grupése
(Christensen et al., 2008, Mansuy et al., 2011). Be to, didZioji dalis ,,Wantai*
testu nustatyty teigiamy rezultaty yra patvirtinti imunoblotingo metodu
(Rossi-Tamisier et al., 2013). Kiti testai nepakankamai jvertina HEV
paplitimg. Danijoje atliktas tyrimas parodé 10,7 % antikiiny pries HEV
nustatymo daznj su kito gamintojo testu ir 19,8 % — su ,,Wantai“ (Holm et al.,
2015). Katalony kraujo donory tyrimas atskleidé 19,96 % (,,Wantai*) ir 10,72
% (,,Mikrogen®) teigiamy méginiy (Sauleda et al., 2015). Prancizijoje
teigiamy méginiy nustatoma nuo 3,2 % iki 22,4 % priklausomai nuo
naudojamo testo (Boutrouille et al., 2007, Mansuy et al., 2016). Taigi galima
manyti, kad seroepidemiologinés studijos atliktos su ,,Wantai* testu parodo
rezultatus, kurie yra arciausiai realios situacijos. Labai svarbu yra paminéti,
kad néra né vieno patvirtinto serologinio testo, kuris galéty buti naudojamas
klinikinei HEV infekcijos diagnostikai. Siuo metu egzistuojantys testai gali
biiti naudojami tik epidemiologiniams tyrimams ir kaip pagalbiné priemoné
diagnostikai.

Antikiinai prie§ ziurkiy HEV zZiurkése dazniausiai yra nustatomi
mokslininky sukurtomis IFA sistemomis. Antikiiny prie§ HEV iSgaudymui
yra naudojami rekombinantiniai ziurkiy HEV kapsidés baltymai (Li et al.,
2011, Purcell et al., 2011, Johne et al., 2012). Serologiniams Ziurkiy kraujo
meéginiy tyrimams yra isbandyta ,,Axiom" IFA sistema, kuri paremta HEV-1
antigenais, kurie i$gaudo antikiinus nepriklausomai nuo jy kilmés. Si sistema

nebuvo efektyvi tiriant Ziurkiy méginius (Johne et al., 2012). Néra né vieno
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platinamo IFA rinkinio skirto serologiniams ziurkiy kraujo méginiy ar
antik@iny prie§ ziurkiy HEV nustatymo Zmonése tyrimams.

Kiauliy serologiniams tyrimams pritaikyty testy yra jvairiy gamintojy.
Dazniausiai naudojamas metodas yra IFA. Kiauliy tyrimams naudojami
pritaikyti netiesioginés IFA formato testai arba adaptuoti Zmoniy tyrimams
skirti serologiniai testai, kuriuose naudojami kiauliy antikiinams specifiski
detekciniai antiktinai (Grierson et al., 2015, Spancerniene et al., 2016). Taip
pat serologiniams tyrimams yra populiariis IFA testai, kurie nustato antikiinus
nepriklausomai nuo jy kilmés (Thiry et al., 2017a). Taigi kiauliy tyrimams yra
galimybeé jsigyti pritaikyty serologiniy testy.

1.10 HEV-3 ir ziurkiy HEV paplitimas

HEV-3 dideliy protrikiy kaip HEV-1 ir HEV-2 nesukelia, taciau
i§sivysCiusiose Salyse yra atliekama vis daugiau tyrimy, kurie rodo, kad
virusas yra paplites populiacijoje. HEV specifiski IgG klasés antikiinai yra
persirgtos HEV infekcijos zymuo. 2019 m. atlikta publikacijy duomeny
bazése esancCiy zmoniy populiacijos seroepidemiologiniy tyrimy analizé
(Capai et al., 2019). ] analiz¢ buvo jtraukti 26 tyrimai, kurie naudojo ,,Wantai‘
testa, atlikti 15 Saliy. Vidutinis apskai¢iuotas antikiiny pries HEV nustatymo
daznis yra 19 %, o tyrimai atlikti bendrai 63828 individams (Capai et al.,
2019). Pranciizijoje bendros populiacijos kraujo donory tyrimai parodé, kad
antikiny prie§ HEV nustatymo daznis yra 22,4 % (Mansuy et al., 2016). Tai
néra aukstas rodiklis lyginant jj su Pranciizijos atskiry regiony paplitimu.
Regionuose HEV infekcijy paplitimas yra gerokai aukstesnis — antikiinai
nustatyti 52,5 % (Mansuy et al., 2011), 39,1 % (Mansuy et al., 2015) ir 34 %
(Izopet et al., 2015) méginiy surinkty i§ kraujo donory. Taigi galima sakyti,
kad tam tikri regionai yra hiperendeminiai. Lenkijoje bendros populiacijos
kraujo donoruose nustatytas 43,52 % antikiiny prie§ HEV daznis (Grabarczyk
et al., 2018), o regionuose Siek tiek aukstesnis — 49,6 % (Bura et al., 2017).
Nyderlanduose antikiiny prie§ HEV nustatymo daznis yra 27-31 % (Slot et
al., 2013, van Gageldonk-Lafeber et al., 2017, Mooij et al., 2018). Vertinant
regioninj paplitima Italijoje, centrinéje Salies dalyje nustatyta 49 % teigiamy
tirty méginiy (Lucarelli et al., 2016). Tai yra taip pat daugiau negu bendroje
Italijos populiacijoje — 8,7 % (Spada et al., 2018). Siaurinéje Italijos dalyje
antik@iny prie§ HEV nustatymo daZznis panasus j bendraja populiacijag — 9,8 %
(Galli et al., 2017). Vidutinis HEV paplitimas — 12-19,96 % — nustatytas
Jungtinéje Karalystéje, JAV, Austrijoje, Norvegijoje, Danijoje ir Ispanijoje
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(Beale et al., 2011, Xu et al., 2013, Fischer et al., 2015, Sauleda et al., 2015,
Holm et al., 2015, Lange et al., 2017, Zafrullah et al., 2018). Maziausiais
antikiiny prie§ HEV nustatymo daznis — 4,2-9,7 % — nustatytas Naujojoje
Zelandijoje, Skotijoje, Airijoje, Kanadoje, Australijoje (Dalton et al., 2007b,
Cleland et al., 2013, Shrestha et al., 2014, O’Riordan et al., 2016, Fearon et
al., 2017, Hewitt et al., 2018, Thom et al., 2018). Taigi HEV paplitimas
didziausias yra Europoje. Tokius duomenis galima pagrijsti gastronominiais
jprociais vartoti nepakankamai termiskai apdorotus arba iSvis neapdorotus i§
kepeny pagamintus mésos produktus. Taip pat jtaka gali daryti profesijy,
susijusiy su padidinta HEV infekcijy rizika, populiarumas.

Zmonéms, kurie darbe susiduria su gyviinais, yra daZniau nustatomi
antikiinai prie§ HEV. Tokiy tiksliniy populiacijy tyrimai atlikti jvairiais
serologiniais testais, todél rezultaty tiksliai palyginti nejmanoma (Capai et al.,
2019). Visgi galima nuspéti, kurios populiacijos yra padidintoje HEV
infekcijy rizikoje. Pavyzdziui, kiauliy tkiy darbuotojai ar zmonés savo darbe
susiduriantys su kiaulémis (Meng et al., 2002, Krumbholz et al., 2014,
Ivanova et al., 2015, Teixeira et al., 2017), miskininkai (Dremsek et al., 2012,
Carpentier et al., 2012, Chaussade et al., 2013) ir tikiy darbuotojai (Lange et
al., 2017). Jdomu tai, kad veterinarai ne visada yra padidintoje HEV infekcijos
rizikoje (Lange et al., 2017, Kantala et al., 2017, De Sabato et al., 2017). Vis
délto, veterinaro darbo vieta (regioninés ar miesto vietovés) gali daryti jtaka
HEV infekcijos tikimybei. Norvegijoje atliktas tyrimas parodé, kad
veterinary, kurie dirba su kiaulémis, antikiiny pries HEV nustatymo daznis yra
didesnis uz tuos, kurie toje srityje nedirba (Lange et al., 2017). Miskininkai,
medziotojai, kiauliy ar kity tikiy darbuotojai yra padidintos rizikos profesijy
pavyzdziai.

Labai svarbu yra tirti HEV paplitimg kiauliy tkiuose, norint jvertinti
kiauliy populiacijos uzsikrétimo laipsnj ir visuomenés sveikatos rizika. Yra
atlikta daug jvairiy kiauliy populiacijy tyrimy. Méginiai juose yra surinkti i§
skerdykly, atsitiktinai arba specifiskai pasirinkty oikiy. Serologiniai tyrimai
atliekami retrospektyviai, nustatant antikiinus prieS HEV ir vertinant paplitima
tam tikru periodu (Salines et al., 2017). Europoje HEV infekcijy paplitimas
yra daznas (1.11 pav.). Antikiiny prie§ HEV nustatymo daznis tirtose kiaulése
Europoje variuoja nuo 20,4 iki 92,8 %. Labiausiai HEV infekcijos kiaulése
paplitusios Suomijoje, Jungtinéje Karalystéje, Italijoje ir Kroatijoje (daugiau
negu 75 % paplitimas). Tokia rezultaty jvairové, ko gero, nustatyta dél
naudoty metody ir dél atsitiktinumo pasirenkant tkius ir individus tyrimams.
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Antikiing

Valstybé prie$ HEV Saltinis
paplitimas, %

Belgija 73 (Thiry et al., 2014)
Kroatija 91,7 (Lipej et al., 2013)
Danija 732 (Breum et al., 2010)
Estija 61,6 (Ivanova et al., 2015)
Lietuva 4375 (Spancerniene et al., 2016)
Suomija 86,5 (Kantala et al., 2013)
Pranciizija 31 (Rose et al., 2011)
Vokietija 68,6 (Wacheck et al., 2012)
Airija 27 (O’Connor et al., 2015)
Italija 50,2-87 (Martinelli et al., 2011, Di Bartolo et al., 2011, Costanzo et al., 2015, Caruso et al., 2017)
Norvegija 73 (Lange et al., 2017)
Skotija 614 (Crossan et al., 2014)
Ispanija 20,4-484  (Seminati et al., 2008, Casas et al., 2009, Jiménez De Oya et al., 2011)
Sveicarija 58,1 (Burri et al., 2014)

Jungtiné Karalysté 85,5-92,8  (Banks et al., 2004, Grierson et al., 2015)

1.11 pav. HEV infekcijy kiaulése paplitimas. Pagal intervalus zemélapio
legendoje skirtingomis spalvomis paZymétos valstybés, kuriose
serologiniais metodais nustatytas HEV paplitimas patenka j nurodytus
intervalus. Lenteléje pateikti antikiiny prie§ HEV nustatymo daZniai
Ivairiose valstybése.

Ukio ypatybés ir tikininkavimo praktika yra veiksniai, nulemiantys didesnj
antikiiny prie§ HEV nustatymo daznj. Vidutinio dydzio ar Seimos tikiai su

44



salyginai nedideliu skai¢iumi gyvuliy yra padidintoje HEV infekcijy rizikoje
(Di Bartolo et al., 2008, Li et al., 2009b, Jinshan et al., 2010, Hinjoy et al.,
2013). Taip pat yra parodyta, kad HEV specifiski antikiinai dazniau nustatomi
ekologiskuose tkiuose negu jprastiniuose (Rutjes et al., 2014). Keletas
padidintos rizikos tikininkavimo praktiky taip pat yra apibiidinta. Pagrindinés
praktikos yra vélyvas atjunkymas, gyvuliy maiSymasis nuo gimimo augimo
metu ir prasta higiena (Walachowski et al., 2014). Biosaugos reikalavimai,
pavyzdziui, nusiprausimas duSe prie§ patenkant ] auginimo patalpas,
identifikuoti kaip apsaugantys nuo HEV infekcijy veiksniai (Wilhelm et al.,
2016). Taigi, yra nustatyta keletas veiksniy, kuriuos buty galima keisti arba
pritaikyti iikininkavimo praktikoje siekiant iSvengi HEV infekcijy.

Europoje Sernai yra jvardijami kaip potencialus HEV rezervuaras (Jori et
al., 2016, Thiry et al., 2017a). Be to, keli eksperimentiniai tyrimai nustaté, kad
HEV kamienai i§ Serny gali infekuoti kiaules (Wilhelm et al., 2016, Thiry et
al., 2017a, Thiry et al., 2017b). Cekijoje 8,5 % tirty Serny nustatyti antikiinai
prie§ HEV (Boxman et al., 2019). Vokietijoje 11,5 % tirty Serny nustatyti
antik@inai prie§ HEV, o 3,85 % HEV RNR (Weigand et al., 2018). Kitas
tyrimas vieno medzioklés sezono metu surinktuose méginiuose nustaté 27,08
% tirty Serny antikiinus prie§ HEV, o 6,31 % HEV RNR. Kito medzioklés
sezono metu antikiny prie§ HEV ir HEV RNR nustatymo daZznis iSaugo
atitinkamai 51,52 % ir 24,09 % (Weigand et al., 2018). Italijoje HEV RNR
nustatyta 13,7 % tirty Serny méginiy (Aprea et al., 2018), 52,2 % (De Sabato
etal., 2018), 16,3 % (Di Pasquale et al., 2019), o antikiinai prie§ HEV — 49,73
% (Bertelloni et al., 2020). Lenkijoje atsizvelgiant ] HEV RNR ir antikiiny
pries HEV nustatymo daznj, vertinama, kad paplitimas yra 36,8 % (Dorn-In
et al., 2017). Portugalijoje 14 % tirty Serny nustatyti antikiinai prie§ HEV
(Goncalves et al., 2018). Rumunijoje apraSytas 18 % HEV RNR nustatymo
daznis (Porea et al., 2018). Ispanijoje HEV RNR nustatyta 6,8 %, o antiktinai
prie§ HEV 5,2 % tirty Serny (Risalde et al., 2017), kitame tyrime HEV RNR
nustatyta 23,2 % Serny (Rivero-Juarez et al., 2018), dar kituose tyrimuose
antik@inai prie§ HEV nustatyti 57,6 % (Caballero-Gomez et al., 2019) ir 59 %
(Wang et al., 2019) meéginiy. Svedijoje vieno tyrimo metu nustatytas 15 %
HEV infekcijy paplitimas Serny populiacijoje (Roth et al., 2016). Taigi
aktyviy HEV infekcijy daznis Europos Sernuose yra nuo 3,85 iki 52,2 %, o
nuo 8,5 iki 59 % Serny yra susidiire su HEV infekcija. Tai rodo, kad HEV
infekcijos yra paplitusios Europos Serny populiacijose.

Kiauliy kepeny ir mésos produktai yra tiriami dél HEV uzkrato. Keletas
mokslininky grupiy iStyré parduodamus produktus, pavyzdziui, SvieZias
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kepenis, desreles, figatellu (Korsikoje gaminama kepeniné desra), pastets.
Vokietijoje 4-10 % tirty Svieziy kepeny buvo nustatyta HEV RNR (Wenzel
et al., 2011, Pallerla et al., 2020). Tiriant jvairias kiaulienos desras Jungtinéje
Karalystéje 10 % istirty produkty nustatyta HEV RNR (Berto et al., 2012),
Ispanijoje — 6 %, Cekijoje ir Italijoje — 0 % (Di Bartolo et al., 2012).
Pranciizijoje HEV RNR kiaulienos produktuose nustatomi gerokai dazniau.
Vienas tyrimas virusg nustaté 58 % figatellu (Colson et al., 2010), kitas — 30
% (Pavio et al., 2014). Taip pat buvo nustatyta, kad 29 % kepeniniy desry turi
HEV RNR, o vytinty ir stdyty kepeny — 3 % (Pavio et al., 2014).
Nyderlanduose atliktas maisto produkty tyrimas nustateé, kad 12,7 % kiauliy
kepeny, 70,7 % kepeniniy desry, 68,9 % pastety yra uzkrésti HEV. Tas pats
tyrimas HEV RNR nenustaté kiaulienos pjausniuose, Svieziuose kiaulienos
desrelése ir Sernienoje (Boxman et al., 2019). Taigi termiskai neapdorotos ar
blogai termiskai apdorotos mésos vartojimas yra potenciali rizika visuomenés
sveikatai, nes Siuose produktuose yra nustatomas HEV uzkratas.
Orthohepevirus C priskiriamy ziurkiy HEV paplitimas yra tiriamas
serologiniais ir molekuliniai metodais. Siuo metu virusai yra nustatyti
jvairiose Salyse ir zemynuose (1.12 pav.) (Wang et al., 2020). Serologiniai

1.12 pav. Orthohepevirus C paplitimo zemélapis (pagal Wang et al.,
2020). Mélynai pazymétose Salyse nustatyti antikiinai prie§ HEV-C ir
viruso RNR; zaliai — tik antikiinai; oranZiné — tik RNR.
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antikiny prie§ ziurkiy HEV nustatymo tyrimai pilkosiose Ziurkése (Rattus
norvegicus) atlikti JAV nustaté, kad antikiinai aptikti 76,9 % méginiy,
surinkty 1986-1997 m., 68,5 % — 1994-1998 m. ir 73,5 % — 2005-2006 m.
(Kabrane-Lazizi et al., 1999, Favorov et al., 2000, Easterbrook et al., 2007).
Tai yra gerokai daugiau negu kitose Salyse. Japonijoje 2000-2002 m.
sugautose pilkosiose Ziurkése antikiinai nustatyti 31,5 % atvejy, o kitame
tyrime nustatyta 28,6 % (Hirano et al., 2003, Kanai et al., 2012). Vokietijoje
antik@inai nustatyti 24,5 % atvejy 2007-2010 m. (Johne et al., 2012). Panasus
antikiiny nustatymo daznis stebétas ir Kinijoje — 27,8 % 2011-2012 m. (Li et
al., 2013c). Vietname du atskiri tyrimai 2011 m. nustaté antiktinus 20,3 % ir
22,3 % pilkyjy ziurkiy méginiy, o tyrimas 2012-2013 m. aprasé 12,3 %
antikiny nustatymo daznj (Li et al., 2011, Koma et al., 2013, Obana et al.,
2017). Juodyjy Ziurkiy (Rattus rattus) méginiuose antikainy pries ziurkiy HEV
nustatymo daznis varijuoja labiau negu pilkyjy ziurkiy. JAV antikiinai
nustatyti 90,2 % méginiy 1986-1997 m., 0 1994-1998 m. tik 38,3 % (Kabrane-
Lazizi et al., 1999, Favorov et al., 2000). Indonezijoje atlikty tyrimy metu
aptikta 18,1 % teigiamy méginiy 2011-2012 m., 37,1 % — 2012 m. ir 4,1 % —
2014-2016 m. (Mulyanto et al., 2013, Mulyanto et al., 2014, Primadharsini et
al., 2018). Japonijoje nustatyta 13,3 % teigiamy meéginiy 2000-2002 m.
(Hirano et al., 2003). Lietuvoje atlikti serologiniai tyrimai antikiinus prie$
ziurkiy HEV nustaté 31,2 % tirty méginiy (Simanavicius et al., 2018a). Sis
tyrimas placiau aptariamas 3.3 skyriuje. Kitose ziurkiy rasyse antikiiny pries
HEV nustatymo daZnis taip pat jvairus. Vietname atlikti Rattus tanezumi
meéginiy tyrimai atskleidé 25 % ir 33,3 % nustatymo daznius 2011 m. ir 19,6
% 2012-2013 m. (Li et al., 2011, Koma et al., 2013, Obana et al., 2017).
Plataus masto laukiniy ziurkiy meéginiy tyrimas Kinijoje 2011-2012 m.,
pademonstravo, kad jvairiose raSyse daznis variuoja nuo 11,8 % iki 23 % (Li
et al., 2013c). Skirtingi antikiiny prie§ HEV nustatymo dazniai ziurkése
greiCiausiai yra dél skirtingy serologiniy testy naudoty tyrimams. Vieni
tyrimai naudojo komercinius antikiiny prie§ HEV nustatymo IFA testus,
kurivose naudojami zmogaus HEV antigenai, kiti — tyrimo autoriy
laboratorijose sukurtus imunocheminius testus, panaudojant sutrumpintus
arba pilno ilgio Zmogaus ir ziurkiy HEV kapsidés baltymus. Be to, manoma,
kad HEV yra vieno serotipo. Tai reiskia, kad serologiniai testai gali parodyti
kryzmines reakcijas tarp antikiiny susidariusiy pries skirtingus HEV kamienus
ir naudojamo antigeno serologiniame teste.

Molekulinés biologijos metodai taip pat yra naudojami tiriant HEV
genomga. Ziurkiy HEV RNR nustatymui yra naudojami AT-PGR metodai,
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Sangerio sekoskaita ir metagenominé analizé¢ su naujos kartos sekoskaita.
RNR tyrimams yra gryninama i§ jvairiy gyviny riisiy kepeny, iSmaty ir kraujo
meéginiy. Pirmosios ziurkiy HEV sekos buvo nustatytos pilkosiose zZiurkése
(Johne et al., 2010a, Johne et al., 2010b). Véliau viruso genominés Sekos
identifikuotos JAV, Kinijoje, Vokietijoje, Pranctzijoje, Danijoje, Anglijoje,
Vengrijoje, Austrijoje, Sveicarijoje, Italijoje, Ispanijoje, Graikijoje, Belgijoje,
Cekijoje ir Vietname (Li et al., 2011, Purcell et al., 2011, Lack et al., 2012,
Vollmer et al., 2012, Wolf et al., 2013, Li et al., 2013c, Widén et al., 2014,
Ayral et al., 2015, Wang et al., 2017, Ryll et al., 2017, Spahr et al., 2017, Wu
etal., 2018, He et al., 2018, Murphy et al., 2019). Juodosiose ziurkése Ziurkiy
HEV RNR nustatyta Indonezijoje, Kinijoje, Kenijoje ir 12 Europos Saliy
(Mulyanto et al., 2013, Ryll et al., 2017, Primadharsini et al., 2018, Onyuok
et al., 2019, De Sabato et al., 2020). Lietuvoje atlikti molekuliniai tyrimai
HEV RNR nustaté 8,3 % tirty méginiy (Simanavicius et al., 2018a). Placiau
Sie tyrimai aptariami 3.3 skyriuje. Rattus tanezumi Ziurkése HEV RNR
nustatyta Vietname ir Kinijoje (Lietal., 2011, Lietal., 2013b, Wu et al., 2018,
He et al., 2018). Kinijoje taip pat nustatyta ir kitose ziurkiy rasyse (Li et al.,
2013c, Wang et al., 2017, He et al., 2018). Orthohepevirus C giminingy HEV
varianty RNR nustatyta taip pat kitose grauziky rasyse Kinijoje, Vengrijoje,
Vokietijoje ir Brazilijoje (Wang et al., 2018b, de Souza et al., 2018, Wu et al.,
2018, Kurucz et al., 2019, Ryll et al.,, 2019). Be to, Orthohepevirus C
giminingi virusy variantai nustatyti kitose zinduoliy rii§yse. Kinijoje ir
Kenijoje HEV variantai nustatyti Kirstukuose (Guan et al., 2013, Wang et al.,
2018b, He et al., 2018, Onyuok et al., 2019). Idomiausi atvejai nustatyti
Europoje. Vokietijoje zoologijos sode ziurkiy HEV RNR nustatyta Sirinio
rudojo lokio (Ursus arctos syriacus) méginyje (Spahr et al., 2017). Spéjama,
kad tai ziurkiy HEV atsitiktinis perSokimas i$ pilkyjy ziurkiy, kurios laisvai
migruoja. Nyderlanduose 2012 m. nustatytas Orthohepevirus C priskiriamas
HEYV variantas infekaves Seskus (Raj et al., 2012). Véliau tokie HEV variantai
nustatyti SeSkuose JAV, Japonijoje ir Kinijoje ir audinése Danijoje ir Kinijoje
(Krog et al., 2013, Li et al., 2014, Wang et al., 2018c). Taigi ziurkiy HEV ir
giminingi virusai yra nustatomi jvairiuose zinduoliy risSyse, dazniausiai
ziurkése, kituose grauzikuose. Pasitaiko ir laikini viruso perSokimai |
didesnius zinduolius, pavyzdZziui, rudojo lokio infekcijos atvejis ar devyni
zmogaus infekcijos atvejai (Sridhar et al., 2018, Andonov et al., 2019, Sridhar
et al., 2020). Deja, tokiy infekcijy Saltiniai ir plitimo kelias néra isaiskintas.
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1.11 Monokloniniai antikiinai

MAK yra puikus jrankis virusy tyrimams. Jais galima specifiskai
identifikuoti viruso kapsidés ar replikacijos procese dalyvaujancius baltymus
(Kumar et al., 2020). MAK taip yra pritaikomi serologinése virusy nustatymo
sistemose. Vienas i§ metody yra IgM klasés antikiiny prie§ virusg IFA
nustatymo sistemos (Samuel et al., 2003). Kita taikymo sritis yra viruso
antigeny nustatymas dviepitope IFA (Zhang et al., 2006).

Populiariausias btdas sukurti MAK yra hibridomy technologija (Kohler ir
Milstein, 1975). Hibridomos — tai hibridinés lastelés, kurios susidaro suliejant
mielomos ir bluznies lasteles. Dazniausiai yra naudojama pelés bluznis, Kuri
suliejama su pelés mielomos lasteliy linija. Bluznyje yra daug B lasteliy,
kurios sintetina antikiinus prie$ antigenus, su kuriais biina susidirgs gyviinas.
Siekiant sukurti antikfinus prie§ konkrety antigena, juo yra imunizuojamas
gyvinas, dazniausiai kelis kartus, kol susiformuoja antrinis imuninis atsakas,
kurio metu dominuoja IgG klasés antikiinai ir pasiekiamas aukstas antikiiny
titras kraujyje. Mielomos lasteliy linija yra imortalizuota Igsteliy linija, kuri

Antigenas

Mielomos I3stelés

<y & @ (HGPRT~, 1)
Pirminés B astelés C ,\_ / O
(HGPRT ™, 19 *) @ @> - (@ @

Polietileno glikolis

Nesusiliejusios B lastelés Nesusiliejusios mielomos Iastelés

£ _ "
06 €0 @

\ Heterokarional 4
(Igstelés, turincios du Ir dauglau %enellfkn/ nevienody branduoliy)

HAT atranka (auga tik B Iqstelly ir mielomos Igstelly hibridomos)

= Hibridoma
<<—— (HGPRT+, 1g-+)
AR N

1.13 pav. Hibridomy technologijos schema (Tamositinas et al., 2012).
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neturi imunoglobuliny (Ig) ir hipoksantinguaninfosforiboziltransferazés
(HGPRT) ar timidinkinazés (TK) geny (Shulman et al., 1978). Pirmasis
hibridomy technologijos etapas yra i§ imunizuoto gyviino isskirty bluznies
lasteliy ir mielomos suliejimas (1.13 pav.). Pavyzdziui, polietilenglikolis
(PEG) isretina lasteliy membranas ir dél to jos gali susilieti j hibridus. Sio
procesu metu susidaro keletas skirtingy hibridiniy lasteliy. Gali susiformuoti
bluznies ir bluznies, mielomos ir mielomos bei bluznies ir mielomos Igsteliy
hibridai. Taigi antrasis etapas yra bluznies ir mielomos Igsteliy hibridy,
vadinamy hibridomomis, atranka. Ji yra vykdoma lasteliy augimo terpéje
jpilant hipoksantino, aminopterino ir timidino (HAT). Aminopterinas
blokuoja puriny sintezés de novo kelia, taciau terpéje esant hipoksantino ir
timidino, nukleotidai yra sintetinami alternatyviuoju keliu. Taigi mielomos ir
mielomos lasteliy hibridai, kurie yra imortalizuoti, zista, nes negamina
fermenty, kurie vykdo nukleotidy sintezg alternatyviuoju keliu. Bluznies ir
mielomos lgsteliy hibridai iSgyvena, nes mielomos lgsteliy fermenty trukumas
yra kompensuojamas genais i§ bluznies lasteliy. HAT terpéje bluznies ir
bluznies lasteliy hibridai yra pirminé kultira, kuri ztsta per 7-10 dieny.
TreCiame etape yra vykdoma iSgyvenusiy hibridomy selekcija pagal jy
sintetinamus antikinus. Hibridomos antikiinus sekretuoja j augimo terpe,
todél selekcija yra atliekama imunocheminiais metodais panaudojant augimo
terpe kaip antikiiny Saltinj. Dazniausiai selekcija yra vykdoma netiesioginé
IFA metodu dél galimybés patikrinti daug méginiy vienu metu, taciau gali biiti
atliekama ir Kitais metodais, pavyzdziui, imunoblotingu. IFA metodu yra
tikrinama, ar hibridomy augimo terpé¢je yra antikiiny, kurie specifiskai
atpazjsta antigeng, imobilizuojamg mikrotesto ploksteliy Sulinéliy dugne.
Hibridomos, kuriy augimo terpéje yra nustatomi specifiski antikiinai, yra
stabilizuojamos klonuojant. Klonavimas yra atlickamas lgsteles pers¢jant
tokiu tankiu, kad audiniy kultiiry plokstelés Sulinéliuose hibridomy klonai
iSaugty i$ vienos lastelés. Tokiy klony gaminami antikiinai yra vadinami
MAK.

MAK struktiira yra sudaryta i$ dviejy lengvyjy ir dviejy sunkiyjy grandiniy
(1.14 pav.). Sunkigja granding sudaro 3 pastoviosios dalies domenai (Cx1-3)
ir vienas kaiciosios dalies domenas (Vn). Lengvaja granding sudaro po vieng
pastoviosios dalies (Cp) ir kaiciosios dalies (VL) domena. Abejy grandiniy
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Sunkioji grandiné

Lengvoji

Glikozilinimo
vieta b .()-CHZ

1.14 pav. Antikiino struktiiros schema (pagal Beck et al., 2010). Cy1-3 —
sunkiosios grandinés pastoviosios dalies domenai; C. — lengvosios
grandinés pastoviosios dalies domenas; Vu — sunkosios grandinés
kaiciosios dalies domenas; V. — lengvosios grandinés kaiciosios dalies
domenas; CDR — komplementarumg nulementi sritis (angl.
complementary determing region).

kaiciosiose dalyse yra po tris komplementaruma nulemiancias sritis (CDR,
angl. complementary determing region), kurios nulemia antikiino
specifiSkuma antigenui ir sgveikos stiprumg. Sunkigsias ir lengvasias baltymo
grandines jungia disulfidiniai rySiai. Antikino molekulés taip pat yra
glikozilintos.

1.12 Literatairos apzvalgos apibendrinimas

Hepatitas E yra infekciné liga, kurig sukelia hepatito E virusas (HEV).
HEV-1 ir HEV-2 infekuoja tik zmones, o HEV-3 ir HEV-4 — Zmones ir kitus
zinduolius, pavyzdziui, kiaules, Sernus, elnius, triusius. Ekonomiskai silpnai
i§sivysc¢iusioms $alims budingos HEV-1 ir HEV-2 infekcijos, kurios plinta per
uztersta vandenj. Siy HEV genotipy infekcijos nustatomos ir Europoje, ta¢iau
jos siejamos su kelionémis. HEV-3 yra zoonotinis virusas, jis budingas
ekonomiskai i$sivysciusioms Salims. HEV-3 infekuoja Zmones ir kiaules,
Sernus, elnius. Sio viruso infekcijos pagrindinis $altinis yra blogai termiskai
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apdoroti mésos produktai. HEV infekcijos pavojingiausios pacientams su
nusilpusia imunine sistema, pavyzdziui, transplantuoty organy recipientams.
HEV infekcijos pavojingesnés ne tik kepeny transplantaty recipientams.
Létinémis inksty ligomis sergantys ar inksty recipientai yra padidintoje HEV
infekcijy rizikoje. Taigi yra labai aktualu reguliariai atlikti HEV paplitimo
rizikos grupése vertinima. Neseniai buvo nustatytas ziurkiy HEV kaip naujas
hepatito E sukéléjas zmonése. Taigi ziurkiy HEV tyrimy aktualumas iSaugo,
kadangi tai yra taip pat potenciali grésmé zmogaus sveikatai.

HEV infekcijos ir jy paplitimo tyrimai atliekami molekuliniais ir
serologiniais metodais. Molekuliniai tyrimai remiasi atvirkStinés
tranksripcijos PGR metodais, kurie yra pritaikyti jvairiems HEV genotipams.
Serologiniai tyrimai atlickami naudojant jvairiy gamintojy nustatymo
sistemas, kuriy rezultatai tiriant tuos pacius méginius skiriasi, tod¢l yra
poreikis kurti naujus jrankius ir sistemas HEV infekcijos diagnostikai ir
tyrimams. Serologiniy testy ziurkiy HEV infekcijy nustatymui néra, o jy
poreikis turéty iSaugti.

HEV paplitimo tyrimai Lietuvoje iki $iol yra riboti. Mokslininkai i$
Lietuvos sveikatos moksly universiteto yra atlike HEV infekcijos paplitimo
vertinimg kiauliy, Serny ir kity laukiniy kanopiniy gyviiny populiacijose
(Spancerniene et al., 2018). Gauti rezultatai parodé, kad HEV infekcija yra
dazna $iy gyviiny populiacijose Lietuvoje. Papildantys HEV paplitimo kiauliy
populiacijoje tyrimai yra aktualiis, nes pagrindinis HEV infekcijy $altinis
zmonése yra maistas. HEV paplitimo zmonése ir laukinése ziurkése tyrimai
néra atlikti.

Rekombinantiniai HEV  kapsidés baltymai formuojantys virusg
primenancias daleles yra potencialus jrankis serologiniy testy kiirimui. Tokie
baltymai atkartoja natiiralaus viruso kapsidés struktiirg. Taip pat Sie baltymai
gali biiti naudojami monokloniniy antikiingy (MAk) kiirimui. MAk yra HEV
tyrimams tinkami jrankiai. Juos galima panaudoti tiesioginiam viruso
nustatymui infekuotuose audiniuose bei HEV antigeno nustatymui
biologiniuose méginiuose. Iki Siol aprasyti MAk prie§ HEV-3 jungési tik prie
vieno kapsidés baltymo domeno, todél norint modeliuoti potencialiai plac¢iau
pritaikomas HEV tyrimo metodikas yra detaliai apibudinty MAK,
prisijungianciy prie jvairiy kapsidés baltymo viety, poreikis.

Sios disertacijos tikslas yra sukurti jrankius HEV infekcijy nustatymui ir
juos panaudoti HEV paplitimo tyrimams Lietuvoje. Siam tikslui pasiekti
suformuoti uzdaviniai:
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Sukurti ir apibiidinti monokloninius antikiinus prie§ mielése
susintetintus HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymus bei jvertinti
$iy baltymy imunogeniskuma ir antigeniSkuma.

Sukurti serologinius metodus ziurkiy HEV specifisky IgG ir [gM
antikliny nustatymui ir panaudojant juos bei molekulinius metodus
istirti HEV paplitimg laukinése Ziurkése.

Serologiniais metodais istirti HEV infekcijy paplitimg kiauliy ir
zmoniy méginiuose ir jvertinti rekombinantiniy HEV kapsidés
baltymy tinkamuma serologiniams kiauliy ir Zmoniy meéginiy
tyrimams.

Ivertinti sukurtyjy monokloniniy antiktiny tinkamuma HEV kapsidés
baltymo nustatymui ziurkiy, kiauliy ir Zmoniy méginiuose.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Medziagos
2.1.1 Reagentai

Darbui _su hibridomomis: L-glutaminas (Sigma-Aldrich), gentamicino
sulfatas (Roth), fetalinis verSiuko serumas (FBS, angl. fetal bovine serum)
(Biochrom), 50x HAT, 50x HT, PEG/DMSO (Sigma-Aldrich), DMSO
(Roth).

Darbui su antikiinais: krieny peroksidazé (HRP) (Merck), sorbentas
,rProtein A Sepharose Fast Flow* ir kolonélé ,,HiTrap Protein A HP 1 ml*
(GE Healthcare), ,,Sephadex G-25* kolonélé ,,PD-10 (GE Healthcare), Alexa
Fluor 555 NHS esteris (Invitrogen).

Imunocheminiams metodams: pelés MAk pries heksahistiding Zymg
(Thermo Fisher Scientific), ,,NeA-Blue Tetramethylbenzidine substrate*
tetrametilbenzidino (TMB) tirpalas skirtas IFA ,, (Clinical Science Products),
,»1-Step Ultra TMB-Blotting Solution* TMB skirtas imunoblotingui (Thermo
Scientific), mikroskopijai naudota dengiamoji terpé ,,ProLong Diamond
Antifade Mountant with DAPI* (Invitrogen).

Baltymy natrio dodecilsulfato polikarilamidinio gelio elektroforezei
(SDS-PAGE) denattiruojan¢iomis sglygomis: baltymy méginio paruo$imo
tirpalas ,,5% Reducing Sample Buffer (Thermo Scientific), gelio dazas
»PageBlue Protein Staining Solution* (Thermo Fisher Scientific).

PGR: ,,Maxima Hot Start Green PCR Master Mix“, ,,Maxima Probe qPCR
Master Mix*, ,,DreamTaq* DNR polimerazé, ,,dNTP 2 mM* (Thermo Fisher
Scientific).

RNR apsaugai ,,Ribolock RNase Inhibitor* (Thermo Fisher Scientific).

Audiniy saugojimo tirpalas ,,RNAlater (Qiagen).

Restrikcijos endonukleazés: Sapl, ,,FastDigest* Xbal, BamHI, Nhel, Ndel
(Thermo Fisher Scientific).

Kiti fermentai: T4 DNR ligazé, ,,FastAP* Sarminé fosfatazé, Proteinazé K,
DNazé ,,dsDNase* (Thermo Fisher Scientific).

Nukleortig&liy elektroforezei: ilgio standartai ,,GeneRuler 50 bp DNA
Ladder Plus®, ,,O‘GeneRuler 100 bp DNA Ladder*, ,,0‘GeneRuler 100 bp
Plus DNA Ladder®, ,,GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, ,,RiboRuler High
Range RNA Ladder* (Thermo Fisher Scientific) ir dazai ,,6x DNA Loading
Dye*, ,,2x RNA Loading Dye* (Thermo Fisher Scientific), 50x TAE buferinis
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tirpalas (Thermo Fisher Scientific), agarozé (Thermo Fisher Scientific),
etidzio bromido tirpalas (10 mg/ml), NaOH (Roth).

Nukleoriig§€iy  iSsodinimui:  chloroformas,  fenolio/chloroformo/
izoamiloalkoholio  miSinys  (25:24:1)  ,Roti-P/C/I“ pH  7,5-8,
fenolio/chloroformo/izoamiloalkoholio miSinys (25:24:1) ,,Roti-Aqua—
P/C/T“ pH 4,5-5 (Roth), Natrio acetatinis buferinis tirpalas 3 M , pH 5,2
(Thermo Fisher Scientific).

Sterilus vanduo be nukleaziy (Thermo Fisher Scientific).

Antibiotikai: ampicilinas (AppliChem), kanamicinas (Sigma-Aldrich).

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

2.1.2 Tirpalai ir terpés

Darbui_su hibridomomis: DMEM terpé (Biochrom, HyClone arba
Cegrogen Biotech), serumin¢ terpé (DMEM su 15 % inaktyvuoto FBS, 2 mM
L—glutamino ir 200 pg/ml gentamicino), neseruminé terpé (DMEM su 2 mM
L—glutamino ir 200 pg/ml gentamicino), Saldymo terpé (90 % FBS ir 10 %
DMSO).

Darbui su antik@inais: fosfatinis buferinis tirpalas (PBS, 137 mM NaCl
(Roth), 8,1 mM NayHPO, (Roth), 2,7 mM KCI (Roth), 1,5 mM KH,PO,
(Roth), pH 7,4), PBST (PBS su 0,1 % Tween-20(Roth)), Sotus (NH4)2SO4
(Roth) tirpalas.

Antikiiny gryninimui: Glicino uzne§imo tirpalas (1,5 M Glicino (Roth), 3
M NaCl, pH 8,9), Tris uznesimo tirpalas (0,1 mM Tris (Roth), pH 8), Eliucijos
tirpalas (100 mM glicino, pH 3).

Antikting Zyméjimui: Natrio karbonatinis buferinis tirpalas (0,2 M
NaHCO; (Roth), 0,2 M Na.CO; (Roth), pH 9,5), 4 mg/ml NaBH, (Sigma-
Aldrich) tirpalas, 0,2 M NalO, tirpalas, 1 mM Natrio acetatinis (Roth)
buferinis tirpalas (pH 4,5), 0,1 M NaHCOs (Roth) pH 8,3 tirpalas, 10 % NaN3
(Sigma-Aldirch) tirpalas, 1,5 M hidroksilamino (Sigma-Aldrich) pH 8,5
tirpalas.

Darbui su imunocheminiais metodais: IFA naudotas imobilizacijos
buferinis tirpalas (0,05 M NaHCO3 (Roth) pH 9,5), blokavimui naudotas 10x
,RotiBlock“ (Roth), 3,6 % H,SO,4 (Roth) tirpalas, imunoblotinge naudotas
baltymy pernesimo buferinis tirpalas (25 mM Tris (Roth), 150 mM glicino
(Roth)), blokavimo tirpalas (PBS su 2 % pieno milteliy (Roth)).

SDS-PAGE: 30 % akrilamido tirpalas (30 % akrilamidas (Sigma) ir 0,8 %
N,N‘—metilenbisakrilamidas (Sigma)), 10 % natrio dodecilsulfato tirpalas
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(SDS, angl. sodium dodecylsulphate, Roth), 10 % amonio peroksosulfato
(APS, Fluka) tirpalas, baltymy elektroforezés buferinis tirpalas (10x, 247 mM
Tris, 1,92 M glicino, 35 mM SDS, pH 8,3-8,6), 12 % skiriamojo gelio tirpalas
(2 geliams: 4 ml 30 % akrilamido tirpalo, 2,5 ml 1,5 M Tris-HCI pH 8,8, 0,1
ml 10 % SDS, 0,05 ml 10 % APS, 0,005 ml N, N, N¢, N‘-tetrametiletano—
1,2-diamino (TEMED, Sigma-Aldrich) ir vanduo iki 9,8 ml tario), 4 %
koncentruojamasis gelis (1 geliui: 0,67 ml 30 % akrilamido tirpalo, 1,25 ml
0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 0,05 ml 10 % SDS, 0,025 ml 10 % APS, 0,005 ml
TEMED ir vanduo iki 5 ml tiirio).

Bakterijy transformacijos CaCl, metodu tirpalai:

NaCl tirpalas: 5 mM Tris—HCI (pH 8,0) (Roth), 5 mM MgCl; (Roth), 100
mM NaCl (Roth).

CaCl, tirpalas: 5 mM Tris—HCI (pH 8,0), 5 mM MgCl,, 100 mM CaCl;
(Roth).

Bakterijy augimo terpés: Agarizuota LB (3,5 % tirpalas) ir LB (2 %
tirpalas) (Sigma-Aldrich).

Bakterijy lizaty paruo§imo tirpalai: PBS su 2 % SDS (Roth), 6 M Slapalo
tirpalas (Urea, Roth).

2.1.3 Antriniai antik@inai

Ozkos polikloniniai antikiinai (PAK) prie$ pelés IgG sunkiajg ir lengvaja
grandines (H+L) zyméti HRP (Bio-Rad)

Ozkos PAK pries pelés IgG zyméti Alexa Fluor 488 Plus (Invitrogen)

Ozkos PAk pries ziurkiy IgM zyméti HRP (Invitrogen)

Ozkos PAk pries ziurkiy IgG zymeéti HRP (Invitrogen)

Triusio PAk pries kiauliy IgG F(ab‘), zyméti HRP (LSBio0)

Pelés MAk pries zmogaus IgG Fc Zyméti HRP (SouthernBiotech)

2.1.4 Rinkiniai

2.1.4.1 Rinkiniai naudoti molekulinés biologijos ir geny inzinerijos
metodams

DNR gryninimui: ,,GeneJET PCR Purification Kit“, ,,GeneJET Gel
Extraction Kit“, ,,GeneJET Plasmid Miniprep Kit“ (Thermo Fisher Scientific).

RNR gryninimui: ,,GeneJET RNA Purification Kit“ (Thermo Fisher
Scientific), ,,RNeasy Plus Mini Kit* (Qiagen).

Klonavimui: ,,CloneJET PCR Cloning Kit®.
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In vitro transkripcijos: ,,Transcript AID T7 High Yield Transcription Kit*
(Thermo Fisher Scientific).

Atvirkstings transkripcijos: ,,RevertAid RT Kit“ (Thermo Fisher
Scientific).

2.1.4.2 Rinkiniai naudoti antikliny apibtidinimui ir serologinei analizei

Pelés antikiing klasés ir poklasio nustatymo rinkinys ,,Mouse
Immunoglobulin Isotyping ELISA Kit*“ (BD Biosciences).

Kiauliy kraujo serumo méginiai tirti ,, HEV-Ab EIA* (Axiom Diagnostic).

Zmoniq kraujo serumo méginiai tirti ,,HEV-IgM ELISA* ir ,,HEV-IgG
ELISA* (Beijing Wantai Biological Pharmacy).

HEV antigeno nustatymui naudotas ,,HEV Ag Elisa Plus CE IVD* (Beijing
Wantai Biological Pharmacy).

2.1.5 Rekombinantiniai baltymai

Siame darbe naudoti Vilniaus universiteto Gyvybés moksly centro
Biotechnologijos instituto Eukarioty ir geny inZinerijos skyriuje (VU GMC
BTI EGIS) mielése susintetinti rekombinantiniai pilno ilgio HEV-3 (1-660
aminorfigstys), sutrumpintas HEV-3 (112-608 aminoragstys), pilno ilgio
ziurkiy HEV (1-645 aminortgstys) ir sutrumpintas Ziurkiy HEV (112-608
aminoriigstys) kapsidés baltymai, taip pat Zzmoniy parvoviruso 4 (PARV4)
kapsidés baltymas. HEV kapsidés baltymy apibiidinimo eksperimentai atlikti
dr. Pauliaus Luko Tamosiiino (VU GMC BTI EGIS), medziagos ir metodai
apraSyti publikacijoje Simanavicius et al., 2018.

2.1.6  Eksperimentiniai gyviinai

Hibridomy karimui buvo panaudotos BALB/c linijos pelés. Visi
eksperimentai su laboratoriniais gyvunais atlikti VMTI Inovatyvios medicinos
centre (Vilnius) pagal Lietuvos ir Europos teisés aktus. Valstybinés maisto ir
veterinarijos tarnybos leidimo laboratoriniy peliy veisimui nr. 184, leidimo
polikloniniy ir monokloniniy antiktiny ktrimui nr. 209 (licencijos nr. LT 59—
902). Eksperimentus atliko VU GMC BTI ILBS darbuotojai (dokt. Martynas
Simanavi¢ius ir dr. Indré Kucinskaité-Kodzé), turintys pazyméjimus,
suteikiancius teis¢ darbui su laboratoriniais gyvunais.

Ziurkiy polikloniniy antikiiny prie§ HEV kapsidés baltymus kirimui buvo
panaudotos Wistar ziurkés. Eksperimentai atlikti VU GMC Biochemijos
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instituto Biologiniy modeliy skyriaus vivariume (Vilnius). Eksperimentus
atliko vivariumo darbuotojai. Ziurkés (n=3) imunizuotos 1 karta 100 pg
ziurkiy HEV kapsidés baltymo doze. Kraujo méginiai surinkti prie§
imunizacija, pra¢jus 8 ir 13 dieny po imunizacijos. Gyviinai paaukoti ir
kraujas polikloniniy antikiiny i§sodinimui amonio sulfatu surinktas praéjus 14
dieny po imunizacijos.

2.1.7 Lasteliy linijos

Hibridomy kirimui naudota pelés mielomos Sp2/0 lasteliy linija. Sios
lastelés panaudotos suliejimui su pelés bluznies lgstelémis. Lastelés augintos
DMEM terpéje su 9 % FBS, 1,9 mM L-glutamino ir 145 pg/ml gentamicino,
75 cm? flakonuose.

Imunofluorescencinei mikroskopijai naudotos jvairios lgsteliy linijos
(lentelé 2.1). A549/D3 lasteliy infekuoty HEV-3 kamienu 47832c
kultivavimas (Johne et al., 2016) ir imunofluorescenciné mikroskopija atlikta
dr. Reimar Johne. Lastelés Vero ir PK-15 kultivuotos ir uzkréstos HEV-3
kamienu WB323 Lietuvos sveikatos moksly universitete (eksperimentus
atliko dokt. Juozas Grigas) (Grigas et al., 2020). Lastelés su virusu uzfiksuotos
ir uzkonservuotos bei transportuotos | VU GMC dazymui ir mikroskopijai.
Vero ir PK-15 Igstelés augintos MEM terpéje (Gibeo) su 10 % FBS, 100 U/ml
penicilino ir 100 pg/ml streptomicino, 25 cm? flakonuose, o
imunofluorescencinei analizei ant 10 cm? plastikinio objektinio stikliuko su
kamera lgsteliy auginimui (,,Clipmax“, TPP).

Lentelé 2.1. HEV infekuotos lgsteliy linijos imunofluorescencinei
mikroskopijai.

Lasteliy linija Kilmé HEY infekuoty lasteliy
kultivavimo vieta
(mokslininkas)
Federalinis rizikos vertinimo

Zmogaus plauciy

Ab49/D3 . institutas, Berlynas, VVokietija (dr.
karcinoma .
Reimar Johne)

Vero BezdZionés inkstai Lle_:tuvo-s svelka_t 08 m_OkSh_l_ .
universitetas Mikrobiologijos ir
virusologijos institutas, Kaunas

PK-15 Kiaulés inkstai

(dokt. Juozas Grigas).
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2.1.8 Bakterijy kamienai

E. coli kamienas DH10B naudotas kuriant HEV-3, ziurkiy HEV ir ACTB
RNR standartus, HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymy persidengiancius
fragmentus.

E.coli kamienas Tuner (DE3) naudotas HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés
baltymy persidengianciy fragmenty sintezei.

2.1.9 Pradmenys

Oligonukleotidiniai pradmenys ir zondai buvo susintetinti ,,Metabion
International AG*“ (Vokietija). Pradmenys naudoti persidengianciy HEV-3 ir
ziurkiy HEV fragmenty geny pagausinimui pateikti lenteléje 2.2.

Lentelé 2.2. Pradmenys, skirti pagausinti HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés
baltymy persidengianc¢iy fragmenty genus.

Frag- Pradmens prisijungimo vieta
Prad- mento HEV-3 (GenBank FJ705359) , ,
muo pavadi- ir Ziurkiy HEV (GenBank Pradmens seka, 5 > 3
nimas GU345042) genome
ratlF 6296-6315 nt AGTGGATCCTTAAGACCG
F1-Ziurkiy (ziurkiy HEV) CCAGTTGGTGATGGG
ratiR HEV 5267-5288 nt AGCCATATGAATACCGCG
(ziurkiy HEV) CCTGTCCCAGATG
rat2F 6737-6757 nt AGTGGATCCTTAAGCTACT
F2-ziurkiy ziurkiy HEV) GACGCCTGCTCAGT
rat2R HEV 5843-5864 nt AGCCATATGAATTTGACCC
(ziurkiy HEV) CTGGTAACACGA
rat3F 6542-6562 nt ATAGGATCCTTACTGCCAA
F3-Ziurkiy (ziurkiy HEV) AAACTGATCTTGCC
rat3R HEV 5588-5608 nt AGACATATGAATTCCATCA
Ziurkiy HEV) CTTCCACCGAC
heVAE 6567-6587 nt CGTGGATCCTTACCATAAA
F1-HEV-3 HEV-3) ACATCATTAGCGCG
heVAR 5502-5522 nt ATAGCTAGCACTGCCATAT
(HEV-3) CACCTGCTCCC
hevBE 6783-6800 nt ATAGGATCCTTACCCGCGA
F2-HEV-3 (HEV-3) AGCGGGAGAAC
hevBR 5739-5759 nt ATAGCTAGCGCTACGATTC
(HEV-3) GTTACAGGCCA
hevCE 6972-6989 nt ATAGGATCCTTAAGCCGA
F3-HEV-3 (HEV-3) ATGTGGGGCTAA
hevCR 6099-6116 nt ATAGCTAGCAACCTGACA
(HEV-3) CCCGGGAAC

Restrikcijos endonukleaziy BamHI ir Nhel arba Ndel taikiniai pabraukti.
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KPGR pradmenys ir zondai, skirti ziurkiy HEV detekcijai (Widén et al.,
2014), HEV-1-HEV-4 nustatymui (Jothikumar et al., 2006), ir atskaitos
sistemos kPGR pradmenys, kurie pagausina ziurkiy f—aktino iRNR (ACTB)
fragmenta, pateikti lentelgje 2.3.

Lentelé 2.3. Pradmenys ir zondai, naudoti HEV nustatymui, atliekant AT—
KPGR.

kPGR Pradmens/ PGR
taikinys zondc? Pradmens/zondo seka” 5¢ - 3° p_ro_dukto
pavadi- ilgis, bp
nimas
Ziurkiy  rHEV-F TACCCGATGCCGGGCAGT
HEV rHEV-R2 ATCYACATCWGGGACAGG 74
rHEV-P2 6-FAM-AATGACAGCACAG
(zondas) GCACCGGCGCC-BHQ-1

HEV-1- HEV1-4 F GGTGGTTTCTGGGGTGAC
HEV-4 HEV14 R GGGTTGGTTGGATGAATATAGG

HEV1-4 P 6-FAM-TTGATTCTCAGCC 70
(zondas) CTTCGCC-BHQ-1
Ziurkiy ACTB_F GATCAAGATCATTGCTCCTCCT
B— ACTB_R CCTAGAAGCATTTGCGGTG 153
aktinas ACTB_P2 Joe-ACTGTCCACCTTCCAGCAG
(zondas) ATGTGG-BHQ-1

"W-AarT;Y-CarT.6-FAM, Joe — fluoroforai; BHQ-1, BHQ-2 — fluorescencijos
slopintojai (angl. black hole quencher).

Lentelé 2.4. Pradmenys, naudoti RNR standarty sintezéje, su Xbal ir BamHI
restrikcijos endonukleaziy atpazinimo sritimis.

Prad_m!ans Pradmens seka* 5¢ > 3¢ PGR produkto
pavadinimas ilgis, bp
rHEV_F_Xbal TGACGGGCCGTAGCCCATAG
ATCTAAT 104
rHEV_R_BamHlI GGACAGGGTCTACACCTATC
CTAGGTAT
HEV1-4 F Xbal CAGTGGGGTCTTTGGTGGAG
ATCTAAT 77
HEV1-4 R_BamHI GGATATAAGTAGGTTGGTTG
GGCCTAGGTAT
ACTB_F-Xbal GTCCTCCTCGTTACTAGAAC
TAGATCTAAT
ACTB_R-BamHI GTGGCGTTTACGAAGATCCT 166
AGGTAT

"W-AarT;Y-CarT.
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Ziurkiy HEV, HEV-1-HEV-4 specifisky ir atskaitos sistemos ACTB
pradmeny sekos, turinéios Xbal ir BamHI restrikcijos endonukleaziy
atpazinimo sritis, pateiktos lenteléje 2.4. Sie pradmenys naudoti minétyjy

kPGR sistemy standarty paruosime.

Lizdinés PGR iSoriniy ir vidiniy pradmeny poros, naudotos ziurkiy HEV

genomo fragmenty pagausinimui, pateiktos lenteléje 2.5. Pradmenys parinkti

ir modifikuoti pagal publikacija (Johne et al., 2010b).

Lentelé 2.5. Lizdinés PGR pradmenys.

Pradmens PGR
pavadinimas Pradmens seka” 5¢ 2 3¢ produkto
ilgis, bp
csn TGTGCTCTGTTTGGCCCNTGGTTYCG 365
cas GCCATGTTCCAGACDGTRTTCCA
csn TGTGCTCTGTTTGGCCCNTGGTTYCG 332
casn CCAGGCTCACCRGARTGYTTCTTCCA
"D-AGarT;N-AC,GarT;R-AarG;Y-CarT.
A
HEV-3 genomas
S8l HEV1-4_F
4294 éggé %gﬁé&l 5268 32253‘}1_4 R
. Lizdiné PGR AT-kPGR -
5! m—— AAAAA 3'
- > o
ORF1 ORF2
ORF3
Ziurkiy HEV genomas THEV_F
41%?’!‘ ‘é‘;ﬁ‘}ll‘g’? 5250 5{%1953V—R
; Lizdiné PGR AT-kPGR s
B |t AAAAA 3'
= B> — gy
ORF1 ORF2

ORF3

2.1 pav. HEV RNR nustatymo PGR pradmeny pory ir taikiniy schema.
PGR pradmeny poros ir taikiniai HEV-3 (A) ir ziurkiy HEV (B)

genomuose.

Lentelése 2.3 ir 2.5 pateikty AT-kPGR ir lizdinés PGR pradmeny
prisijungimo vietos ir produktai pavaizduoti 2.1 pav. Lentel¢je 2.4 pateikty
RNR standarty sintezés pradmeny prisijungimo vietos yra Siek tiek toliau
nuo AT-kPGR pradmeny, kadangi RNR standarty sintezéje naudotas Siek
tiek platesnis genominis fragmentas negu AT-KPGR produktas.

61



2.1.10 Vektoriai

pJET1.2 vektorius (Thermo Fisher Scientific) naudotas HEV-3 ir ziurkiy
HEV kapsidés baltymy persidengianciy fragmenty geny klonavimui ir
sekoskaitai. Sis vektorius taip pat naudotas Ziurkiy HEV genomo fragmenty
pagausinty lizdine PGR klonavimui ir sekoskaitai.

pPET28a(+) vektorius (gautas i§ dr. M. Pleckaitytés, VU GMC BTI ILBS)
naudotas persidengianc¢iy HEV kapsidés baltymy fragmenty sintezei.

pPTZ57R vektorius (gautas i§ dr. M. Pleckaitytés) naudotas AT-KPGR
sistemy standarty sintezei.

pUC19 vektorius su ziurkiy HEV (GenBank GU345042) genomu (gautas
i§ dr. Rainer G. Ulrich (Friedrich-Loeffler-Institut, Federal Research Institute
for Animal Health, Institute of Novel and Emerging Infectious Diseases,
Vokietija) — naudotas kaip matrica AT-KPGR sistemos standarty sintezei bei
ziurkiy HEV kapsidés baltymo persidengianciy fragmenty geny
pagausinimui.

pFX7 vektorius su HEV-3 (GenBank FJ748531) ORF2 (gautas i§ dr.
Rainer G. Ulrich) — naudotas kaip matrica AT-kPGR sistemos standarty
sintezei bei HEV-3 kapsidés baltymo persidengian¢iy fragmenty geny
pagausinimui.

2.2 Biologiniai méginiai ir jy rinkimas

Laukineés ziurkés gaudytos spastais nuo 2014 m. sausio mén. iki 2017 m.
spalio mén. Lietuvos teritorijoje. Gyviinus gaudé dokt. Marius Jasiulionis
(Gamtos tyrimy centras, Zinduoliy ekologijos laboratorija, Vilnius). I§ viso
buvo sugautos 109 ziurkés, i§ kuriy 27 pilkosios (R. norvegicus) ir 82
juodosios (R. rattus). Ziurkés sugautos jvairiose Lietuvos vietose, jskaitant
paukstininkystés tkius ir Zmoniy gyvenamosiose teritorijose, kuriose yra
laikomos kiaulés, vistos ir karvés. Buvo fiksuojamos tokios Zziurkiy
charakteristikos kaip rai$is, sugavimo vieta ir data, lytis, kiino masé ir amzius
(1 priedas). Ziurkiy autopsijos metu kriitinés ertmeés skysé¢io (CCF, angl. chest
cavity fluid) ir kepeny audinio méginiai buvo surinkti i§ gyviiny. CCF buvo
surenkamas gyviuno kritinés ertme¢ plaunant 4 ml PBS. Dalis CCF
centrifuguota 5 min 200xg, supernatantas sumaiSytas santykiu 1:1 su so¢iu
amonio sulfato tirpalu. Po 16 h 4 °C miSinys centrifuguotas 5 min 12000xg.
Nuosédos istirpintos PBS ir vél taip pat sumaiSyta su amonio sulfato tirpalu.
Gautame miSinyje yra polikloniniai ziurkiy antikiinai. Likusi dalis CCF
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uzsaldyta skystame azote ir saugoma -80 °C. Kepeny audinys iSpreparuotas is
gyviino padalinamas | kelias dalis. Viena dalis uzkonservuota ,,RNAlater*
(Qiagen) tirpale 4 °C RNR gryninimui. Kitos dalys perkeltos i mégintuvélius,
uzsaldytos skystame azote ir saugomos -80 °C.

Kiauliy kraujo serumo méginiai yra gauti i§ dr. Raimundo LeleSiaus
(LSMU). Méginiai surinkti 2017 m. balandzio—geguzés mén. Lietuvos
teritorijoje.

Zmoniy kraujo serumo meéginiai surinkti vykdant biomedicininj tyrima
,, Virusiniy ir imunologiniy veiksniy, susijusiy su inksty veiklos sutrikimais ir
inksty transplantato atmetimo rizikos vertinimu, tyrimas“ (leidimo nr.
158200-17-901-409) bendradarbiaujant su Vilniaus universitetin¢ ligoninés
Santaros klinky Nefrologijos centru (gyd. Ernesta Macioniené). Tyrimo
dalyviai suskirstyti i 4 grupes:

1. Pacientai su inksty transplantatais

2. Pacientai sergantys létinémis inksty ligomis (LIL) ir gaunantys dializés
gydyma

3. LIL sergantys pacientai, kuriems netaikomas hemodializés gydymas

4. Sveiki, nesergantys létinémis inksty bei kepeny ligomis pacientai

1-3 grupiy nejtraukimo j tyrimg kriterijai: amzius mazesnis negu 18 m.,
ZIV infekcija, né$tumas, zindymo laikotarpis, psichikos ligos, kritiné
sveikatos biiklé. Siy grupiy jtraukimo j tyrima kriterijai: amzZius didesnis negu
18 m. 4 grupés nejtraukimo j tyrimg kriterijai: amzius maZzesnis negu 18 m.,
ZIV infekcija, nétumas, zindymo laikotarpis, psichikos ligos, onkologinés,
létinés ligos, inksty ir kepeny ligos, tyréjams pavaldis darbuotojai, studijos
susijusios su tyrimo tema.

Tyrimo metu taip pat kaupiami pacienty duomenys: amzius, lytis, LIL
priezastis, dializés pradzia, transplantacijos data, HBV, HCV infekcijos
statusas, imunosupresanty, prieSvirusiniy vaisty vartojimas, alanino
transaminazés (ALT), aspartato transaminazés (AST) koncentracijos. IS viso
surinktas 228 zmoniy kraujo serumas. Pacienty kraujas yra surenkamas
ligoningje ir mégintuvélivose transportuojamas j VU GMC. Mégintuvéliai
centrifuguoti 1000xg 10 min. Supernatantg sudarantis kraujo serumas
iSpilstytas ] mégintuvélius ir uzsaldytas -80 °C.
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2.3 Metodai
2.3.1 Monokloniniy antikiiny kiirimas
2.3.1.1 Peliy imunizacija ir hibridomy kiirimas

MAK karimui hibridomy technologija yra reikalingos tiksliniu antigenu
imunizuotos pelés bluznies lastelés. 6-8 savai¢iy amziaus BALB/c linijos
pateles (po tris grupéje) buvo imunizuotos HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés
baltymais méginius suleidziant po oda. Imunizacijai naudota 50 pg baltymo
dozé pelei. Pirmoji imunizacija atlikta sumaiSius antigeno tirpalg su pilnu
Freundo adjuvantu. Antroji imunizacija atlikta su nepilnu Freundo adjuvantu
praéjus 28 dienoms po pirmosios. Kraujo méginiai i§ uodegos venos buvo
surinkti prie§ pirma imunizacijg, pragjus 21 dienai po pirmos imunizacijos ir
praéjus 14 dieny po antros imunizacijos. Sie méginiai naudoti antikiiny titrui
nustatyti netiesioginés IFA metodu naudojant HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés
baltymus. Pelei su didziausiu antikiiny titru prie$ antigena, kuriuo buvo
imunizuota, buvo suleista tre¢ia 50 ug antigeno dozé istirpinta PBS be
adjuvanto. Praéjus 3 dienoms, pelé, gavusi 3 dozes HEV-3 kapsidés baltymo,
ir pelé, gavusi 3 dozes Ziurkiy HEV kapsidés baltymo, buvo paaukota. I§ $iy
peliy buvo iSskirtos bluznies lastelés, kurios panaudotos suliejimui su
miclomos Sp2/0 lastelémis. I$ paaukoty peliy taip pat surinkti PAk. CCF
surinktas plauciy ertme praplovus 2 ml PBS. Surinktas tirpalas centrifuguotas
200%g 5 min. Supernatantas sumaiSytas su soiu amonio sulfato tirpalu
santykiu 1:1 ir inkubuotas 16 h 4 °C. Suspensija centrifuguota 5 min 10000xg.
Nuosédos istirpintos PBS ir sumaiSytos su so¢iu amonio sulfato tirpalu
santykiu 1:1. PAK suspensija saugoma 4 °C.

Sp2/0 Iastelés pries suliejimg su bluznies lgstelémis uzaugintos iki 90—100
% konfluentiSkumo. Bluznies ir mielomos Iasteliy kiekis apskaicCiuotas
naudojant Burker lgsteliy skai¢iavimo kamerg. Lasteliy suliejimas atliktas
bluznies ir mielomos lgsteliy skaic¢iaus santykiu 12,5:1 (HEV-3 kapsidés
baltymo atveju) ir 5,8:1 (Zziurkiy HEV kapsidés baltymo atveju) panaudojant
PEG-1500 kaip suliejimo agenta. Lastelés sumaiSytos ir centrifuguotos 200xg
10 min. Pasalinus supernatantg po truputi per 1 min uzpiltas 1 ml suliejimo
agento ir inkubuota 2 min létai maiSant. Po to per 2 min uZpilta 10 ml terpés
be serumo. Po centrifugavimo 200xg 10 min lastelés suspenduotos seruminéje
terpéje iS iSsétos i 96 Sulinéliy audiniy kultiiry ploksteles po 200 pl/sulinélyje,
10000 1gst./ml tankiu.
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Hibridiniy lasteliy atranka vykdyta po suliejimo jas auginant HAT terp¢je
su hipoksantinu, aminopterinu ir timidinu. Pragjus 12 dieny po suliejimo
atliktas lasteliy augimo terpés testavimas netiesiogine IFA panaudojant HEV-
3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymus. Lastelés, kuriy augimo terpéje nustatyti
antiktinai prie§ HEV kapsidés baltymus, stabilizuotos klonuojant, kai
atliekami serijiniai skiedimai 96 Sulinéliy audiniy kultiry plokstelése ant
maitinamojo pelés peritoniniy makrofagy sluoksnio. Hibridomos linija laikyta
stabilia, jei atlikus klonavima visi Sulinéliai, kuriuose uzauga lasteliy klonas
i§ vienos lastelés (monoklonas) sintetina antigenui specifiskus antikiinus —
monokloninius antikiinus. Stabilizuotos hibridomos kriokonservuotos.

2.3.1.2 Maitinamojo makrofagy sluoksnio paruosimas

Hibridomy auginimui naudotas maitinamasis pelés peritoniniy makrofagy
sluoksnis. Pelés makrofagai atlieka dvi funkcijas. Pirmoji yra mirusiy lasteliy
ir Iasteliy nuolauzy fagocitozé, kuri isvalo lasteliy kulttirg nuo negyvy lasteliy.
Antroji funkcija yra citokiny, skatinan¢iy hibridomy proliferacija, pavyzdziui,
interleukino-6, sekrecija. Pelés peritoniniai makrofagai yra surenkami i§ pelés
pilvo ertmés. Po Sios procediiros, terpéje yra surinkti makrofagai. Lastelés
centrifuguojamos 200xg 5 min, suspenduojamos serumingje terpéje,
suskaiciuojamos ir iSs¢jamos j hibridomy auginimui skirtus indus. Makrofagai
paliekami bent 16 h inkubatoriuje, kuriame yra 37 °C 5 % CO, iki hibridomy
uzséjimo.

2.3.1.3 Lasteliy kriokonservavimas

Stabilizuotos hibridomos perkeltos auginimui i§ 96 Sulinéliy plokstelés j
24 Zulinéliy ploksteles, 25 cm? ir 75 cm? flakonus. Hibridinés lgstelés persétos
jas skiedziant terpe be lasteliy ir su lgstelémis santykiu 1:1-1:3 Lasteléms
pasidauginus per visa Sulin¢lio dugna jos centrifuguotos 200xg 5 min. Lasteliy
augimo terpé su MAk surinkta ir saugota 4 °C iki gryninimo. Lastelés
suskai¢iuotos ir Kriokonservuotos 1-5-10° Igsteliy/ml tankiu Saldymo terpéje.
Saldymo terpé sudaryta i§ 90 % FBS ir 10 % DMSO. Ampulés su 700 pl
lasteliy suspensijos Saldymo terpéje uzdarytos putplas¢io dézutéje laikytos per
naktj -70 °C, kad temperatiira mazéty po mazdaug 1 °C/min ir perkeltos i
skysto azoto Diuaro indg ilgalaikiam saugojimui.
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2.3.1.4 Antiktiny gryninimas

Antiktiny gryninimas atliktas afininés chromatografijos metodu naudojant
sefarozés su baltymu A kolonéles. Baltymas A pasirinktas dél silpnos saveikos
su jaucio imunoglobulinais, kurie hibridomy augimo terpéje yra kaip FBS
dalis. Prie$ gryninimg buvo nustatyta antikiiny esanciy augimo terpéje klasé
ir poklasis naudojant ,Mouse Immunoglobulin Isotyping Kit“ pagal
gamintojo rekomendacijas. Tam panaudotas IFA rinkinys skirtas antikiiny
izotipavimui. IgG1 poklasio antikiing gryninimui naudotas Glicino uzneSimo
buferinis tirpalas, kuris pasizymi padidinta jonine jéga dél didelés NaCl
koncentracijos, kuri padidina baltymo A ir IgG1 Fc dalies sgveikos stipruma,
0 1gG2a ir IgG2b — Tris uznes$imo buferinis tirpalas. Antiktiny ir baltymo A
sgveikai taip pat yra labai svarbus pH. Prie§ uzneSant augimo terpe su MAk
ant koloné¢lés sorbento, kolonéle yra kalibruojama 10 kolonélés tiriy
uzneSimo tirpalo. Tada yra uzneSami antikiinai augimo terpéje ir uznesimo
tirpalu. IgG1 antiking gryninimui terpé ir uzneSimo tirpalas sumaiSomas
santykiu 1:2, 0 1IgG2a ir IgG2b — j terp¢ yra jpilama 1 M Tris (pH 8) buferinio
tirpalo iki galutinés 0,1 M Tris koncentracijos. Po antikiiny méginio uzneSimo
kolonélé yra plaunama 10 kolonélés tiiriy uznesimo tirpalo. Eliucija atliekama
uzneSant 10 kolonélés tariy eliucijos tirpalo ir renkant frakcijas po 0,5 ml.
Antikiiny ir baltymo A sgveika nutriiksta dél eliucijos tirpalo pH 3. Po to
kolonélé yra regeneruojama 10 kolonélés turiy eliucijos tirpalo ir vél
kalibruojama 10 kolonéliy tiiriy uzneSimo tirpalo. Atliekamas kito antikiino
gryninimas arba kolonélé plaunama 10 kolonélés tiiriy vandens ir tiek pat 20
% etanolio tirpalu bei jame uzkonservuojama. Antikiiny koncentracija
eliucijos frakcijose pamatuojama spektrofotometriskai ,,Nanodrop* prietaisu,
atsizvelgiant | IgG ekstinkcijos koeficients. Frakcijos, kuriose yra antikiinai,
sumai$omos ir dializuojamos prie§ PBS per naktj 4 °C. Po dializés antikiiny
koncentracija  pamatuojama  spektrofotometriskai,  jvertinant IgG
koncentracija. MAk tirpalas steriliai filtruojamas pro 0,22 pm filtrg ir
saugomas 4 °C.

2.3.1.5 Antikiiny Zyméjimas

Peroksidazés prijungimas prie antikiino atliekamas natrio perjodatiniu
metodu (Wilson ir Nakane, 1987) su modifikacijomis (Wisdom, 2005).
Antikiinai dializuojami prie§ natrio karbonatinj buferinj tirpala (pH 9,5). |
vandenin] peroksidazés tirpalg pridedama 0,2 M natrio perjodato tirpalo.
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Misinys inkubuojamas 20 min kambario temperatiiroje. Po to tirpalas
dializuojamas pries 0,01 M natrio acetatinj buferinj tirpalg (pH 4,2), o véliau
tirpalas kalibruojamas iki pH 9,5 pridedant 1 M natrio karbonatinio tirpalo. Po
dializés peroksidazés tirpalas sumaiSomas su antikiny tirpalu: supilama j
stiklinait¢ santykiu 1:1 pagal baltymo kiekj. Inkubuojama 2 h kambario
temperatiiroje. Po to pridedama 4 mg/ml natrio borhidrido ir inkubuojama 2 h
4 °C. Borhidrido pasalinimui konjugatas dializuojamas pries PBS. Po to |
konjugatus pridedama iki 2 % BSA ir iki 50 % glicerolio. Konjugatai saugomi
-20 °C. Konjugaty aktyvumas patikrintas tiesioginéje IFA atliekant skiedimy
serijas.

MAk CPD9 zZyméjimas Alexa Fluor 555 (AF555) dazu atliktas naudojant
AF555 NHS esterj pagal gamintojo rekomendacijas. Visy pirma dazas
aktyvuotas jj tirpinant DMSO iki 10 mg/ml. MAk CPD9 atskiesti iki 10,8
mg/ml 0,1 M NaHCOs; pH 8,3 buferiniame tirpale. ] 100 pul antik@iny tirpalo
jpilama 10 pl AF555 tirpalo ir inkubuojama 1 h kambario temperatiiroje.
Zyméjimo reakcija stabdoma jpilant 11 pl 1,5 M hidroksilamino pH 8,5 tirpalo
ir inkubuojama 1 h kambario temperatiroje. Zyméty antikiiny tirpalas
dializuojamas pries PBS 4 °C per naktj. Po to | zyméty antikiiny tirpalus
jpilama 10 % NaNj tirpalo iki galutinés 0,1 % koncentracijos. Zyméti
antikiinai saugomi 4 °C. Antikiiny zyméjimo efektyvumas jvertintas
spektrofotometriskai matuojant méginio sugertj esant 280 nm ir 555 nm
bangos ilgiams. Antikiiny aktyvumas patikrintas tiesiogine IFA atliekant
serijinius skiedimus.

2.3.2 Imunocheminiai analizés metodai

Imunocheminiai analizés metodai Siame darbe naudoti jvairiais tikslais.
Visy pirma buvo atliktas sukurty MAk apibiidinimas. Véliau imunocheminiai
metodai naudoti serologiniams biologiniy méginiy tyrimams, nustatant
antik@inus prie§ HEV, taciau Sie metodai aptarti 2.3.5 skyriuje.

2.3.2.1 Imunofermentiné analizé

Siame darbe naudoti keturi IFA tipai: tiesioginé, netiesioging,
konkurenciné ir dviepitopé. Netiesioginés IFA pradzioje antigenas yra
imobilizuojamas 96 Sulinéliy plokstelés (,,Nunc PolySorp®) Sulinéliy dugne.
HEV-3 kapsidés baltymas imobilizuotas antigeng skiedziant iki 3 pg/ml PBS,
ziurkiy HEV — 5 pg/ml vandenyje, o ziurkiy HEV (112-608) — 3 pg/ml
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imobilizacijos buferiniame tirpale. Antigeno tirpalas iSpilstytas po 50 ul/sul.
ir inkubuota per naktj 4 °C. I$purcius antigeno tirpalg i$ plokstelés, laisvas
pavirSius blokuotas Roti-Block tirpalu po 300 pl/Sul. 1 h kambario
temperattiroje. Po blokavimo pilamas pirminiy antikiny tirpalas (peliy kraujo
meéginiai, hibridomy augimo terpé, iSgryninti antikiinai skiesti PBST) ar
atliekamos antikiiny skiedimo serijos ir inkubuojama 1 h kambario
temperattiroje. Po inkubacijos plaunama 4 kartus PBST ir iSpilstomi 1:5000
PBST skiesti antriniai antikfinai — ozkos polikloniniai antik@inai prie§ pelés
IgG zyméti krieny peroksidaze — po 100 pl/Sul. ir inkubuojama 1 h kambario
temperatiiroje. Po inkubacijos plokstelé plaunama 4 kartus PBST ir uzpilamas
IFA skirtas TMB po 100 pl/sul. Inkubuojama 5—15 min, kol isrySkéja signalas.
Reakcija stabdoma iSpilstant po 50 ul/Sul. 3,6 % H,SO, tirpalo. Signalas
detektuojamas iSmatuojant spektrofotometru susidariusio tirpaus fermentinés
reakcijos produkto optinj tankj (OT) esant 450 nm ir 620 nm bangos ilgiams.
Signalas vertinamas kaip OT esant 450 nm ir 620 nm skirtumas. OT
matuojamas spektofotometru Thermo Scientific Multiskan GO.

Tiesioginé IFA naudota jvertinti MAk ir HRP konjugaty (MAk-HRP)
aktyvuma. Tam viskas atlieckama panasiai kaip netiesioginéje IFA, taciau néra
naudojami antriniai antikinai, nes pirminiai antikinai jau turi HRP Zzyme.
Atlikus serijinius skiedimus nustatomas optimalus MAk—HRP titras, kuris
laikomas tokiu skiedimu, kai OT verté yra 1-1,5.

Konkurenciné IFA naudota siekiant nustatyti persidengianc¢ius MAk
epitopus HEV kapsidés baltymy molekulése. Ploksteliy Sulinéliai buvo
padengti HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymais ir uzblokuoti. Nezyméti
HRP antikiinai hibridomy augimo terpéje iSpilstyti j plokstele ir inkubuoti 1 h
kambario temperatiiroje. Kaip neigiama kontrolé naudota seruminé terpé be
MAK. Po to, toks pats ttris MAk—HRP optimalaus skiedimo tirpalo uzpilta be
plovimo ir inkubuota 1 h kambario temperatiiroje. Signalas nustatytas taip pat
kaip aprasyta auks¢iau. Konkurencija tarp MAk buvo identifikuota tuose
Sulinéliuose, kuriuose OT sumazéjo lyginant su neigiama kontrole.

Dviepitop¢ IFA buvo pritaikyta nustatyti MAk sgveika su
persidengian¢iais HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymy fragmentais.
Plokstelés (,,Nunc MaxiSorp“) Sulinéliuose buvo imobilizuoti MAk pries$
heksahistidiny Zyme iSpilstant po 50 pl/Sul. 2 pg/ml tirpalo PBS ir inkubuojant
per naktj 4 °C. Blokavimas atliktas inkubuojant 2 % BSA istirpintag PBS po
150 pl/3ul. 1 h kambario temperatiiroje. E. coli lizatai iStirpinti 6 M $lapalo
tirpale buvo atskiesti PBST su 1 % BSA ir nutitruoti. Kaip neigiama kontrolé
naudotas E. coli su nemodifikuota pET28a(+) lizatas. Plokstelés inkubuotos 1
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h kambario temperatiiroje. Po plovimo, per heksahistidiny Zym¢ iSgaudyti
oligopeptidai buvo detektuoti MAk—HRP atskiestais PBST su 1 % BSA iki
optimalaus titro inkubuojant 1 h kambario temperatiiroje. Signalas ryskintas
kaip aprasyta auksciau.

2.3.2.2 Imunaoblotingas

Imunoblotingo metodu yra nustatoma antiktiny sgveika su antigenais, kurie
yra denatiiruoti ir redukuoti. Pirmasis etapas yra SDS-PAGE. Darbe naudoti
12 % skiriamiasis gelio sluoksnis ir 4 % — koncentruojamasis. Baltymy
méginiai paruosti su redukuojan¢iu méginiy ruosimo tirpalu denatiiruojami 10
min 100 °C. | gelio Sulinélj pilama po 0,1-3 pg baltymy meéginio.
Elektroforezé vykdoma 80 V jtampoje, kol méginiai pereina koncentruojamaji
gelj ir 140 V jtampoje, kol baltymai iSsifrakcionuoja skiriamajame gelyje. Po
elektroforezés gelis yra naudojamas pernesimui ant PVDF membranos arba
dazomas ,,PageBlue“ baltymy dazymo tirpalu pagal gamintojo
rekomendacijas.

Baltymy perneSimui ant PVDF membranos gelis yra merkiamas j baltymy
pernes§imo buferinj tirpala. PVDF membranos suvilgytos metanolyje ir
filtrinio popierio lakstai taip pat merkiami j baltymy perneSimo buferinj
tirpala. PerneSimas ant PVDF vykdytas pusiau sausu budu. Ant baltymy
pernesimo prietaiso katodinio pado dedamas filtrinis popierius, ant jo PVDF
membrana, tada polikarilamidinis gelis ir filtrinis popierius. Tada viskas
uzspaudziama anodiniu dang¢iu ir vykdomas perneSimas esant 1 mA/cm?
PVDF membranos ploto 50 min.

Po perneSimo PVDF membranos po plovimo PBS blokuotos PBS su 2 %
pieno milteliy inkubuojant 1 h kambario temperatiiroje arba per naktj 4 °C.
Pirminiai antiktinai skiesti PBST su 2 % pieno milteliy ir inkubuoti 1 h
kambario temperatiiroje. Po plovimo PBST, membranos inkubuotos su
antriniais antiktinais Zymétais HRP skiestais PBST su 2 % pieno milteliy. Po
plovimo antikiny—antigeno reakcija vizualizuota TMB substratu
imunoblotingui. Membranos i§dZiovintos ir nuskenuotos.

2.3.2.3 Imunofluorescenciné mikroskopija

Imunofluorescenciné mikroskopija Siame darbe naudota MAk gebéjimo
atpazinti nattraly virusg apibtidinimui. Rezultatai pateikti darbe yra gauti 3
skirtingy tyréjy. A549/D3 lasteles infekavusio HEV nuotraukos padarytos dr.
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Reimar Johne ir jy metodika aprasyta (Simanavicius et al., 2018b).
Disertacijos autorius atliko Vero ir PK-15 infekuoty HEV lasteliy dazyma.
Infekuoty Igsteliy auginimas 10 ¢cm? flakonuose su plastikiniu objektinio
stikliuko dugnu atliktas dokt. Juozo Grigo. Imunofluorescencinei
mikroskopijai lastelés naudotos praéjus 14 dieny po infekcijos pradzios.
Pasalinus lasteliy augimo terpe, atliktas plovimas PBS ir uzfiksuotos lediniu
metanolio ir acetono misiniu santykiu 1:1 po 1 ml stikliukui inkubuojant 5 min
-20 °C. Po fiksavimo stikliukai plauti PBS ir naudoti dazymui arba i§dziovinti
kambario temperatiiroje ir saugoti 4 °C iki daZymo. Pirmame etape stikliukai
uzblokuoti 10 % normalizuoto ozkos serumo tirpalu 1 h kambario
temperatiroje. HEV kapsidés baltymy dazymas atliktas naudojant MAk 5F3.
Naudotas 10 pg/ml MAK tirpalas PBS su 3 % BSA, kuris inkubuotas 1 h
kambario temperatiiroje. Po plovimo PBS prisijunge MAk detektuoti
antriniais ozkos polikloniniais antikiinais prie§ pelés IgG Zymétais Alexa
Fluor 488 Plus fluorescuojancia Zyme. Antriniai antiktinai skiesti 1:200 PBS
su 3 % BSA ir inkubuoti 1 h kambario temperatiiroje. Po plovimo PBS,
stikliukai uzdengti dengiamaja terpe su DAPI ir dengiamuoju stikliuku.
Nudazytos Igstelés vizualizuotos ,,EVOS FL Auto Imaging System*
mikroskopu.

2.3.3 Molekulinés biologijos ir geny inZinerijos metodai
2.3.3.1 Persidengianciy HEV kapsidés baltymy fragmenty sintezé

MAKk atpazjstamy epitopy HEV kapsidés baltymuose nustatymas atliktas
panaudojant persidengiancius fragmentus. Kiekvienas HEV-3 ir ziurkiy HEV
kapsidés baltymas buvo padalinti j 3 persidengiancius oligopeptidus, kurie
buvo susintetinti E. coli. HEV kapsidés baltymy fragmentus koduojancios
sekos pagausintos PGR naudojant vektorius pFX7 su HEV-3 ORF2 ir pUC19
su ziurkiy HEV genomu kaip matricas. Pradmenys naudoti HEV-3 ir ziurkiy
HEV kapsidés baltymy fragmenty koduojanciy seky pagausinimui pateikti
lenteléje 2.2. PGR komponentai ir rezimas pateikti lentel¢je 2.6.

PGR produktai iSgryninti naudojant ,,GeneJET PCR Purification Kit* ir
klonuoti j pJET1.2 vektoriy naudojant ,,CloneJET PCR Cloning Kit“. Sie
vektoriai transformuoti j E. coli DH10B kamieng CaCl; transformacijos badu.
Kompetentinés lastelés transformacijai paruostos E. coli DHI10B Iasteles
auginant 5 ml LB terpés per naktj 37 °C 220 rpm. Po 16 h inkubacijos 50 pl
naktinés kultiros uzséjama j 5 ml LB terpés ir auginama 2,5 h. Lastelés
centrifuguojamos 5 min 3000xg 4 °C ir toliau visas procediras atlickant lede
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arba 4 °C suspenduojamos 5 ml NaCl tirpalo ir vél centrifuguojamos. Lastelés
Lentelé 2.6. PGR komponentai ir temperatiiriniai rezimai persidengianciy
HEYV kapsidés baltymy fragmenty DNR pagausinimui.

PGR komponentas Galutiné komponento koncentracija

10x ,,.DreamTaq Green buffer* 1x
2mM dNTP 0,2mM
Tiesioginis pradmuo, 10 uM 0,3 uM
Atvirkstinis pradmuo, 10 uM 0,3 uM
,DreamTaq" polimerazé 5 v/ul lv
H>0, be nukleaziy Iki 23 pl
Temperatiirinis rezimas 95 °C — 10 min

95°C-30s

58-60°C-30s :| 30 cikly

72°C—-45s

72 °C — 10 min

suspenduojamos 3 ml CaCl; tirpalo ir inkubuojamos 30 min. Po to lastelés
centrifuguojamos, nupylus supernatantg suspenduojamos tirpalo likutyje.
Transformacija atlickama 50 ul kompetentiniy lasteliy sumaiSant su 5-7 pl
ligavimo miSinio arba 1 pl plazmidés. MiSinys laikomas lede 30 min, tada 1,5
min 42 °C ir 2 min lede. Lasteliy regeneracija atlickama jas suspenduojant 1
ml LB terpés ir inkubuojant 30 min 37 °C. Transformuotos bakterijos po
centrifugavimo iSs¢jamos ant agarizuotos LB terpés su 0,1-0,5 pg/ml
antibiotiko (pJET1.2 koduoja atsparuma ampicilinui) ir auginamos 16 h 37
°C. Po auginimo bakterijy kolonijos testuojamos PGR ir pers¢jamos ant
agarizuotos LB terpés. Vektoriai i$ teigiamy kolonijy sekoskaitai ir tolesniems
klonavimo darbams iSgryninami i§ naktiniy kultiry naudojant ,,GeneJET
Plasmid Miniprep Kit™.

HEYV kapsidés baltymy fragmenty geny DNR sekos nuskaitytos VU GMC
BTI Sekoskaitos centre naudojant ,BigDye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit“ (Thermo Fisher Scientific) ir ,,ABI PRISM 3130x1“ genetinj
analizatoriy (Thermo Fisher Scientific). HEV-3 kapsidés baltymo
persidengianéiy fragmenty koduojancios sekos iskirptos naudojant BamHI ir
Nhel restrikcijos endonukleazes, o ziurkiy HEV — BamHI ir Ndel. I8kirpta
DNR iSgryninta i§ agarozés gelio naudojant ,,GeneJET Gel Extraction Kit*.
Koduojanc¢ios sekos jklonuotos | pET28a(+) vektoriy taip, kad bity
sintetinami oligopeptidai su heksahistidiny zyme N gale. pET28a(+) vektoriai
transformuoti j E. coli DH10B kamieng CaCl, metodu kaip apraSyta aukséiau,
tik atrankai naudotas antibiotikas kanamicinas. I$ teigiamy kolonijy naktiniy
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kulttry i$gryninti pET28a(+) vektoriai koduojantys HEV kapsidés baltymy
persidengiancius fragmentus transformuoti j E. coli Tuner(DE3) kamieng
baltymy sintezei. Oligopeptidy sintezé indukuota IPTG. Po transformacijos
atrinkty teigiamy kolonijy naktiniy kulttiry 50 pl perséta j 5 ml LB terpés su
kanamicinu ir auginta 2,5 h. Surinktas 0,5 ml bakterijy suspensijos méginys,
centrifuguota 5 min 3000xg, supernatantas paSalintas, o lastelés uzsaldytos -
20 °C. [ likusig bakterijy kultiirg jpilta IPTG iki 0,1 mM koncentracijos ir
auginta dar 2,5 h. Nutraukus auginima Iasteliy suspensija padalinta
mégintuvélius po 0,5 ml ir paruostos taip pat kaip méginys pries indukcija.
Meéginiy analizei SDS-PAGE ir imunoblotingo metodais bakterijos suardytos
jas suspendavus 40 pl PBS su 2 % SDS ir pakaitinus 10 min 100 °C, jpylus
10 pl 5x redukuojancio baltymy méginio ruo§imo tirpalo ir vél pakaitinus 10
min 100 °C. Méginiai dviepitopei IFA paruosti uzSaldytas bakterijas
suspenduojant 1 ml 6 M Slapalo tirpale.

a
| Pilno ilgio Ziurkiy HEV kapsidés baltymas Jo45

112 [ Sutrumpintas Ziurkiy HEV kapsidés baltymas ]608

107( F1-Ziurkiy HEV Jase

214( F2-ziurkiy HEV J538

299( F3-ziurkiy HEV Je03

1( Pilno ilgio HEV-3 kapsidés baltymas Je60

12 Sutrumpintas HEV-3 kapsidés baltymas Jeos

[ F1-HEV-3 Ja72

190( F2-HEV-3 J543

310( F3-HEV-3 Jeoe

2.2 pav. Sutrumpinty HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymy varianty
schema.

Susintetinti persidengiantys HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymy
fragmentai pateikti 2.2 pav. MAk sgveika su Siais baltymais tirta
imunoblotingo ir dviepitopés IFA metodais.
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2.3.3.2 RNR gryninimas ir AT-kPGR analizé

Ziurkiy kepeny audinio méginiai, esantys ,RNALater” tirpale,
homogenizuoti sutrinant 10-20 mg. Suminé RNR iSgryninta naudojant
,»GeneJET RNA Purification Kit“. ISgrynintos RNR tirpalas papildytas
,»RiboLock RNase Inhibitor tirpalu kaip apsauga nuo RNR degradacijos.
RNR koncentracija ir grynumas nustatytas spektrofotometru ,,NanoDrop*.
RNR saugota -70 °C iki analizés. AT-kPGR atlikta dviem etapais. Visy pirma
2 pg suminés RNR paveikta dvigrandg DNR hidrolizuojancia endonukleaze
,»dsDNase“ pagal gamintojo rekomendacijas. Tada atlikta kopijinés DNR
(kDNR) sintezé. Atvirkstiné tranksripcija atlikta naudojant ,,RevertAid RT
Kit*“ su atsitiktiniais heksameriniais pradmenimis ,,Applied Biosystems
termocikleryje pagal rezimg 5 min 25 °C, atvirkstiné transkripcija 1 h 42 °C
ir fermenty inaktyvacija 5 min 70 °C. Toliau atlikta kPGR, kurios
komponentai ir rezimas pateikti lenteléje 2.7. Pradmenys ir zondai naudoti
kPGR pateikti lenteléje 2.3. kPGR atlikta termocikleriu ,,Rotor-Gene Q
MDx*“, o gauti duomenys analizuoti naudojant ,Rotor-Gene Q MDx*
kompiutering programa.

Lentelé 2.7. KPGR komponentai ir temperatiirinis rezimas.

PGR komponentas Galutiné komponento koncentracija
2x , MaximaTM Probe qPCR* 1x
Tiesioginis pradmuo, 10 uM 0,3-0,5 uM
Atvirkstinis pradmuo, 10 pM 0,3-0,5 uM
Zondas, 10 uM 0,1-0,3 uM
Vanduo, be nukleaziy 1ki 18 pl
Temperatirinis reZimas 95 °C — 10 min
95°C-30s
58-60°C -60s :| 55 ciklai
72°C-30s

Kiekybiniam HEV RNR nustatymui susintetinti HEV-3, ziurkiy HEV ir
ziurkiy p-aktino (ACTB) RNR standartai. Visy pirma PGR su pradmenimis,
pateiktais lenteléje 2.4, pagausinta standarty DNR kaip matricas naudojant
pFX7 su HEV-3 ORF2 vektoriy — HEV-3 standartui, pUC19 su ziurkiy HEV
genomu — ziurkiy HEV standartui, i$ ziurkiy kepeny audinio i$skirtos suminés
RNR kDNR - ACTB standartui. PGR komponentai ir reZimas pateikti
lenteléje 2.8. PGR produktai iSgryninti naudojant ,,GeneJET PCR Purification
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Lentelé 2.8. PGR, AT-kPGR sistemy standarty kiirimui ir Ziurkiy HEV
genominiy fragmenty pagausinimui, komponentai ir temperatiirinis rezimas.

PGR komponentas Galutiné komponento koncentracija
2% ,,Maxima Hot Start PCR* 1
misinys
Tiesioginis pradmuo, 10 pM 0,5 uM
Atvirkstinis pradmuo, 10 pM 0,5 uM
Vanduo be nukleaziy 1ki 23 ul
Temperatirinis rezimas 95 °C —5-10 min
95°C-30s
54-64°C-30s :| 35-40 cikly
72°C—-30-45s
72 °C —10 min

Kit* ir jklonuoti j pJET1.2 vektoriy naudojant ,,CloneJET PCR Cloning Kit".
Vektoriai su standarty DNR transformuoti j E. coli DH10B kamieng CaCl;
metodu (2.3.3.2 skyrius). Teigiamy kolonijy atranka atlikta analogiSkai
2.3.3.2 skyriuje pateiktai metodikai, tik naudoti kiti PGR komponentai ir
pradmenys. pJET1.2 vektoriai su standarty DNR iSgryninti ,,GeneJET
Plasmid Miniprep Kit* rinkiniu. Sie vektoriai hidrolizuoti Xbal ir BamHI
restrikcijos endonukleazémis, standarty DNR iSgryninti i§ agarozés gelio
naudojant ,,GeneJET Gel Extraction Kit“ ir jklonuoti j pTZ57R vektoriy.

pTZ57R vektoriai su kPGR sistemy standarty DNR transformuoti j E. coli
DHI10B, pagausinti ir iSgryninti. RNR standarty sintezei reikalinga
linearizuota plazmideé, todél atlikta vektoriy hidrolizé Sapl pagal gamintojo
rekomendacijas. Plazmidiné DNR iSgryninta atliekant DNR iSsodinimg
fenoliu ir chloroformu. | DNR tirpalg jpilta fenolio ir chloroformo misinio
santykiu 1:1. Po centrifugavimo 5 min 12000xg, virSutiné vandens frakcija
surinkta ir sumaiSyta su chloroformo tirpalu santykiu 1:1. Po centrifugavimo
virsutiné vandens frakcija surinkta ir sumaiSyta su 1/10 tirio 3 M natrio
acetato tirpalu pH 5,2 ir 2 tiiriais 96 % etanolio tirpalu. DNR palikta i$sesti
inkubuojant 16 h -20 °C. Po centrifugavimo 20 min 12000xg 4 °C, nuosédos
suspenduotos 0,5 ml 70 % etanolio tirpale. Po centrifugavimo 20 min 12000xg
4 °C nuosédos istirpintos 12 pl vandens be nukleaziy. RNR standarty sintezé
atlikta naudojant iSsodintg DNR kaip matricg in vitro transkripcijai rinkiniu
»Iranscript AID T7 High Yield Transcription Kit“. Susintetinti RNR
transkriptai iSgryninti fenoliu ir chloroformu tokia pacia procedira kaip ir
DNR. Po i$sodinimo RNR istirpinama 19 pl vandens ir pridedama 1 pl
»RiboLock RNase Inhibitor. I§ RNR tirpalo pasalinta DNR naudojant DNR
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hidrolizuojanc¢ig endonukleazg ,,DNase I pagal gamintojo rekomendacijas.
Po DNR pasalinimo i8 tirpalo RNR i$gryninta naudojant ,,RNeasy Plus Mini
Kit* pagal gamintojo rekomendacijas. | iSgrynintus RNR transkriptus pridéta
,»Ribolock RNase Inhibitor, pamatuota RNR koncentracija spektrofotometru
»NanoDrop®, méginiy kokybé patikrinta RNR elektroforezéje ir méginiai
saugoti -70 °C. Transkripty kopijy skai¢ius 1 pg RNR apskaiciuotas pagal
formulg:
1ug X 6,02 1023 mol™12
RNR transkripto ilgis (nt) X 10® x 333 Da?

Kopijy skaicius =

26,02-10% mol™* — Avogadro konstanta, nurodanti molekuliy skai¢iy
viename molyje medziagos.
® 333 Da — vidutiné deoksiribonukleotido masé.

RNR transkriptai panaudoti kKPGR standartiniy kreiviy gavimui ir virusinés
RNR kiekio nustatymui.

2.3.3.3 Ziurkiy HEV sekoskaita

Siekiant patvirtinti Ziurkiy HEV infekcijas laukiniy ziurkiy kepeny audinio
meéginiuose buvo pagausintas ziurkiy HEV ORF1 regionas naudojant lizdine
PGR. PGR pradmenys pateikti lenteléje 2.5. Lizdiné PGR atlikta dviem
etapais. Pirmame etape kaip matrica naudoja KDNR ir pagausintas 365 bp
fragmentas. Antrame etape kaip matrica naudotas pirmo etapo PGR misinys
ir pagausintas 332 bp fragmentas. PGR temperatiirinis rezimas pateiktas
lentel¢je 2.8. PGR produktas iSgrynintas i§ agarozés gelio naudojant
,GeneJET Gel Extraction Kit“ ir jklonuotas j pJET1.2 vektoriy naudojant
,»CloneJET PCR Cloning Kit“. pJET1.2 vektoriai su Ziurkiy HEV genomo
fragmentais pagausinti transformuojant E. coli DH10B Igsteles ir i§gryninant
su ,,CloneJET Plasmid Miniprep Kit“. Trijy skirtingy vektoriy su tuo paciu
ziurkiy HEV genomo fragmenty DNR sekoskaita atlikta VU GMC BTI
Sekoskaitos centre. Nuskaitytos DNR sekos deponuotos j ,,GenBank*
duomeny banka (MH40071-MH400717). Taip pat atliktas seky palyginimas
ir filogenetiné analizé.
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2.3.4 Bioinformatikos metodai
2.3.4.1 HEV kapsidés baltymy aminortugsc¢iy seky palyginimas

HEV kapsidés baltymy aminortigs¢iy seky palyginimas atliktas
naudojantis ,,Clustal Omega®“ programa su standartiniais nustatymais
(Madeira et al., 2019). Aminortigs¢iy palyginimui naudota Gonnet matrica.
HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymy aminortigsciy seky palyginimo
paveikslas apdorotas ,,Jalview* programa (Waterhouse et al., 2009).

2.3.4.2 HEV kapsidés baltymy erdviniai modeliai

HEV-3 (GenBank FJ705359) ir ziurkiy HEV (GenBank GU345042)
kapsidés baltymy suformuojamy VPD teoriniai modeliai sukurtas naudojantis
»SWISS-MODEL* programa (Waterhouse et al., 2018) pagal HEV kapsidés
baltymo erdving struktirg (PDB: 2ZZQ). Paveikslai sudaryti naudojantis
,,RasMol“ programa (Sayle ir Milner-White, 1995).

2.3.4.3 Ziurkiy HEV genominiy seky palyginimas ir filogenetiné
analize

Ziurkiy HEV genominiy fragmenty seky palyginimas atliktas,,DNASTAR
Lasergene 7 programine jranga. Palyginimui naudotos to pacio ziurkiy
kepeny méginio 3 paraleliniai ziurkiy HEV genominiy fragmenty konstruktai
ir sudarytos konsensuso sekos. Sios sekos palygintos su zinomomis Ziurkiy
HEV sekomis bei kity HEV atskaitos genomais. Filogenetiné analizé atlikta
naudojantis ,,MEGA version 7° (Kumar et al., 2016). Evoliucinis rySys tarp
ziurkiy HEV seky jvertintas maksimalios tikimybés (angl. maximum
likelihood) metodu remiantis Tamura-Nei modeliu (Tamura ir Nei, 1993).
,Bootstrap® vertés nustatytos atliekant 2000 pakartotiniy turimy duomeny
analizés bandymy. ,,Bootstrap* vertés lygios arba didesnés nei 70 % laikytos
patikimomis.

2.3.5 Imunocheminiai biologiniy méginiy analizés metodai

Biologiniy méginiy analizei buvo naudoti jvairis imunocheminiai
metodai. Antikiiny prieS HEV nustatymui pasirinkti IFA tipai, o HEV
antigeno detekcijai imunofluorescencinis metodas, kuriy principas
apibendrintas lenteléje 2.9, o metodikos aprasytos skirtingose skyriaus dalyse.
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Lentelé 2.9. Imunocheminiy biologiniy méginiy analizés metody principai.

Imunocheminis 1 Zingsnis | 2 Zingsnis 3 Zingsnis 4 Zingsnis
metodas & & & &
Netiesioginé IFA Antriniai antikiinai
Antigenas su fermentine
Zyme
Dviejy anti .
W.ej_y an l.‘?ew . . Antigenas su . L
antikiinus isgaudanti Antigenas L Kolorimetriné
fermentine Zyme .
IFA detekcija
Dviepitope IFA Antikiinai, - . Antikiinai su
N Tiriamasis .
iSgaudantys meginys fermentine Zyme,
HEV By detektuojantys
antigeng HEV antigena
Pwepztope . Antikiinai, Antiktinai _SU
imunofluorescenciné » fluorescencine .
. iSgaudantys B Fluorescenciné
analizé Zyme, .
HEV . detekcija
anticen detektuojantys
gena HEV antigeng

2.3.5.1 Ziurkiy HEV serologiniai metodai

Ziurkiy HEV specifisky IgM ir IgG antikiiny kraujo méginiuose atliktas
netiesioginés IFA metodu panaudojant pilno ilgio ir sutrumpinta (112-608
aminortigstys) ziurkiy HEV kapsidés baltymus. IFA atlikta naudojant
»PolySorp“ (Nunc) ploksteles. ISmatuoti OT normalizuoti apskaiciuojant
tiriamojo méginio OT santykj su teigiamos kontrolés OT (S/P, angl. sample
to positive). Ribine verte laikytas 4 neimunizuoty Wistar ziurkiy PAk S/P
vidurkis + 2 standartiniai nuokrypiai.

2.3.5.2 ,HEV-Ab ELISA*“ rinkinys

Kiauliy kraujo méginiai istirti ,,HEV-Ab ELISA* (Axiom) IFA rinkiniu.
Sis rinkinys nustato visy klasiy antikiinus prie§ HEV. Siame rinkinyje
naudojamas dviejy antigeny antikiinus i§gaudanti IFA, kuri nustato antikiinus
nepriklausomai nuo jy kilmés. Sios IFA principas yra toks, kad plokstelés
Sulinéliy dugne yra imobilizuotas HEV antigenas, prie kurio prisijungia
tiriamajame méginyje esantys antikiinai pries HEV. Toks antigeno—antikiino
kompleksas yra detektuojamas HRP zymétu HEV antigenu, kuris prisijungia
prie komplekse esancio antikiino. Jei toks kompleksas susidaro, vykdant
fermenting reakcijag HRP substrato tirpalo spalva intensyvéja. Spalvos
intensyvumas iSmatuojamas spektrofotometriskai ir yra proporcingas

77



iSgaudyty antiktiny kiekiui. Pagal rinkinio aprasyma OT vertés yra dalinamos
i§ ribinés vertés. Pagal méginio OT ir ribinés vertés santykj, yra jvertinama,
ar meéginys yra teigiamas (jei santykis daugiau arba lygu 1) ar neigiamas (jei
santykis maziau uz 1).

2.3.5.3 HEV serologiniai metodai kiauliy méginiy tyrimui

Siekiant patikrinti mielése sintetinty rekombinantiniy HEV kapsidés
baltymy tinkamumg serologiniams testams pasirinktas netiesioginés IFA
tipas. Rekombinantiniai HEV kapsidés baltymai imobilizuoti ,,Polysorp*
(Nunc) plokstelése. Blokavimui, méginiy ir antriniy antikiing skiedimui
naudotas PBST su 2 % BSA tirpalas. Tiriamieji méginiai skiesti santykiu 1:10,
i8pilstyti po 100 pl i Sulinélj ir inkubuoti 1 h 37 °C. Po plovimo, pilta po 100
ul i Sulinélj HRP zyméty antriniy antiktiny pries$ kiauliy IgG F(ab‘), fragmenta
skiesty 1:15000 ir inkubuota 1 h 37 °C. Reakcija rySkinta naudojant TMB
skirtg IFA.

2.3.5.4 ,,Wantai HEV-IgM ELISA* ir ,,Wantai HEV-IgG ELISA*
rinkiniai

Zmoniy kraujo serumo méginiai tirti ,,Wantai HEV-IgM ELISA“ ir
»Wantai HEV-IgG ELISA* rinkiniais. ,,Wantai HEV-IgM ELISA* nustato
IgM klasés antiktinus prie§ HEV, o ,,Wantai HEV-IgG ELISA* — IgG. Testo
formatas yra netiesioginé IFA. Rinkiniy plokstelés dugne imobilizuoti HEV-
1 antigenai, prie kuriy jungiasi tiriamajame méginyje esantys antikiinai prie$
HEV. Prisijunge antikiinai yra detektuojami HRP Zymétais antriniais
antik@inais prie§ zmogaus IgM arba IgG. Jei susidaro antigeno-tiriamojo
meéginio antikiny—antriniy antikiiny kompleksas, vykdant fermenting reakcija
HRP substrato tirpalo spalva intensyvéja. Spalvos intensyvumas
iSmatuojamas spektrofotometriskai ir yra proporcingas iSgaudyty antikiiny
kiekiui. Pagal rinkinio aprasymg OT vertés yra dalinamos i$ ribinés vertés.
Pagal méginio OT ir ribinés vertés santykj, yra jvertinama, ar méginys yra
teigiamas (jei santykis daugiau arba lygu 1) ar neigiamas (jei santykis maziau
uz 1).

2.3.5.5 HEV serologiniai metodai Zmoniy méginiy tyrimui

Siekiant patikrinti mielése sintetinty rekombinantiniy HEV kapsidés
baltymy tinkamumg serologiniams testams naudotas netiesioginés IFA tipas.
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Baltymai imobilizuoti ,,Polysorp* (Nunc) plokstelése. Blokavimui, méginiy ir
antriniy antikiing skiedimui naudotas PBST su 2 % BSA tirpalas. Tiriamieji
meéginiai skiesti santykiu 1:10, i$pilstyti po 100 pl i Sulinélj ir inkubuoti 1 h
37 °C. Po plovimo, pilta po 100 pl j Suliné¢lj HRP Zyméty antriniy antikiiny
prie§ zmogaus IgG skiesty 1:10000. Reakcija ryskinta naudojant TMB skirta
IFA.

2.3.5.6 ,,Wantai HEV-Ag ELISA* rinkinys

Seroteigiami kiauliy ir Zmoniy kraujo méginiai bei teigiami ziurkiy CCF
méginiai tirti ,,Wantai HEV-Ag ELISA®. ,,Wantai HEV-Ag ELISA* nustato
HEV antigeng. Testo formatas yra dviepitopé IFA. Rinkiniy plokstelés dugne
imobilizuoti antiktnai prie§ HEV antigenus, prie kuriy jungiasi tiriamajame
méginyje esantys HEV antigenai. Prisijunge HEV antigenai yra detektuojami
HRP Zzymétais antikiinais prie§ HEV antigenus. Jei susidaro antikiino—
antigeno—zyméty antikiino kompleksas, vykdant fermenting reakcija HRP
substrato tirpalo spalva intensyvéja. Spalvos intensyvumas i$matuojamas
spektrofotometriskai ir yra proporcingas iSgaudyty antigeny kiekiui. Pagal
rinkinio apraS§ymg OT vertés yra dalinamos i$ ribinés vertés. Pagal méginio
OT ir ribinés vertés santykj, yra jvertinama, ar méginys yra teigiamas (jei
santykis daugiau arba lygu 1) ar neigiamas (jei santykis maziau uz 1).

2.3.5.7 Dviepitopé imunofluorescenciné analizé HEV antigeno
nustatymui

HEV kapsidés baltymo nustatymui seroteigiamuose kiauliy ir zmoniy
kraujo méginiuose bei HEV teigiamuose ziurkiy CCF méginiuose naudota
dviepitop¢ IFA. MAk CPE4 imobilizuota ,,Maxisorp* (Nunc) plokstelése
ipylus po 50 pl i Sulinélj 5 pg/ml PBS tirpalg ir inkubuojant 16 h 4 °C. Laisvas
Sulinélio pavirsius blokuotas po 300 pl j Sulinélj PBST su 2 % BSA tirpalus 1
h kambario temperatiiroje. Pries pilant tiriamgjj méginj j Sulinélius i$pilstyta
po 20 ul PBST su 2 % BSA tirpalo, tada jpilta po 50 pl neskiesto méginio ir
inkubuota 1 h 37 °C. Kaip teigiama kontrolé naudotas 5 pg/ml sutrumpinto
ziurkiy HEV kapsidés baltymo tirpalas PBST su 2 % BSA, o kaip neigiama
kontrolé —,,Wantai HEV-Ag ELISA* testo neigiama kontrolé. Po inkubacijos
méginiai neiSpurtyti ir jpilta po 100 pl j Sulinélj MAk CPD9 zyméty AF555
(CPD9-AF555) 10 pg/ml PBST + 2 % BSA tirpale ir inkubuota 1 h 37 °C.
Plokstel¢ plauta 4 kartus PBST tirpalu. Rezultaty skenavimui i Sulinélius
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iSpilstyta po 100 ul PBS. AF555 fluorescencija (Aex = 532 nm, Aem = 565 nm)
matuota ,,Varioskan Flash (Thermo Scientific) ploksteliy skaitytuvu.
Patogesnei duomeny analizei santykiniai fluorescencijos vienetai
normalizuoti Min-Max btidu pagal formule:

__ (x=xmin)
Y= (*max—Xmin)’
kur y — normalizuota fluorescencija, X — iSmatuoti santykiniai fluorescencijos
vienetai.
Testo ribine verte laikyta neigiamy kontroliy vidurkio ir 3 standartiniy
nuokrypiy suma.

2.3.6  Statistiniai metodai

Ziurkiy populiacijoje HEV infekcijy daznio skirtumai tarp Ziurkiy rsies,
lyties ir amziaus bei antikiiny prie§ HEV paplitimo daznio skirtumas tarp tirty
zmoniy grupiy palygintas dvikryp&iu ¥? testu. StatistiSkai patikimu laikytas
skirtumas, jeigu p < 0,05. 95 % pasikliautinieji intervalai (PI) apskaiciuoti
modifikuotu Wald metodu. Duomeny analizei naudotas ,,GraphPad”
internetinis jrankis.

Sansy santykio (OR, angl. odds ratio) apskai¢iavimui naudotas ,,MedCalc”
internetinis jrankis.

Patogesniam rezultaty palyginimui ir atvaizdavimui serologiniy tyrimy
IFA rezultatai normalizuoti pagal formule:

_ (0T (meginio) —

0T (min))
Rezultatas [s.v.] /(OT (max) — OT (min))

IFA rezultaty koreliacija tarp skirtingy testy jvertinta apskaiciuojant
Spearman koreliacijos koeficienta (rs). Laikyta, kad stipri koreliacija, kai rs>
0,8, vidutinio stiprumo — 0,6 < rs < 0,8, silpna — rs < 0,6. Koreliacijos
koeficientai apskai¢iuoti naudojantis “Origin Pro 8 (OriginLab) programine
jranga.

ROC analiz¢ atlikta naudojantis ,,Origin Pro 8. Pagal ROC kreivés tasky
koordinates kiekvienam taskui buvo apskaiciuotas ,,Youden indeksas (angl.
Youden index). Didziausia ,,Youden* indeksg turin¢iame taske ROC kreivéje
yra priskiriama ribiné verté (angl. cut-off), kuria naudojant pasiekiamas
didziausias jmanomas testo jautrumas ir specifiSkumas. Tokios ribinés vertés
buvo apskaiciuotos kiekvienam tikrintam serologiniam testui rekombinantiniy
HEV kapsidés baltymy pagrindu.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Sio darbo rezultatus galima suskirstyti j dvi dalis. Pirmoje dalyje yra
apraSomas jrankiy, skirty HEV ir jo sukeltos infekcijos tyrimams, kiirimas ir
apibtidinimas. Monokloniai antikiinai (MAK) yra biotechnologiniai produktai,
kurie gali bati pritaikomi virusy tyrimams. MAk yra naudojami tiesioginiam
viruso nustatymui infekuotuose audiniuose, lgsteliy linijose, taip pat gali biiti
pritaikyti HEV antigeno kraujyje nustatymui timios infekcijos fazés metu.
Panaudojant MAk galima tirti viruso kapsidés antigenines savybes, nustatant
antikiny atpazjstamus epitopus. MAk kiirimui reikalingi imunogenai, kurie
taip pat apra$yti pirmoje dalyje. Siame darbe naudoti mielése susintetinti
HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymai, formuojantys virusg primenancias
daleles, kurios imituoja nattiralaus viruso kapsidg. Antroji darbo dalis
susideda i$ serologiniy HEV nustatymo testy ir imunocheminio HEV
nustatymo kraujyje metodo kiirimo. Siems darbams panaudoti pirmoje dalyje
sukurti MAKk ir rekombinantiniai HEV kapsidés baltymai. Pasitelkiant
sukurtus serologinius testus ir jau anks¢iau publikuotus molekulinius metodus
atlikti HEV paplitimo tyrimai laukinése ziurkése. Taip pat jvertintas HEV
paplitimas kiaulése ir Zmonése panaudojant naujai sukurtgsias ir jsigytas
serologines sistemas. ISbandytas HEV antigeno nustatymo testas MAKk
pagrindu jvairios kilmés méginiy tyrimams. Pagal gautus rezultatus jvertintas
sukurty metody efektyvumas ir tinkamumas.

3.1 Monokloniniy antikiiny prie$ hepatito E virusa kiirimas

MAK kiirimas paremtas hibridomy technologija. Jos metu yra sukuriami
pelés bluznies B lasteliy ir véziniy mielomos lgsteliy hibridai. Norint, kad
pelése susidariusios B lastelés sintetinty antiktinus prie$ konkrety antigena,
pelés yra juo imunizuojamos. Imunizacijoms buvo naudoti rekombinantiniai
mielése susintetinti HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymai. MAK
apibudinimui taip pat buvo panaudoti sutrumpinti (112—608 aminoriigstys)
HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymy variantai. Tokie baltymy formatai
buvo pasirinkti dél anksciau paskelbty tyrimy, kurie apraso rekombinantiniy
HEV kapsidés baltymy gebéjima suformuoti virusg primenancias daleles —
natyvius HEV virionus primenancias strukttras (Li et al., 1997, Li et al.,
2011). Taip pat pastebéta, kad sutrumpinti HEV kapsidés baltymai sudaro
erdvines struktiiras, taiau jos néra panasios j natiiraly virusg. Baltymy sintezé
atlikta mieliy raiskos sistemoje. Mielés yra eukariotai, todél baltymy sintezés
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metu yra atlickamos potransliacinés modifikacijos, pavyzdZziui,
glikozilinimas. Mieliy glikozilinimas skiriasi nuo zinduoliy ar vabzdziy
lasteliy, todél susintetinti baltymai biina unikalis ir gali pasizyméti kitokiomis
savybémis. Be to, kadangi natiiralis HEV Seimininkai yra zinduoliai, norint
imituoti nattiralia viruso kapside reikalingas kapsidés baltymo glikozilinimas.
Tokios modifikacijos neatliekamos sintetinant baltymus bakterijose. Baltymy
produkcija mielése yra ekonomiSkesnis biidas lyginant su zinduoliy lgsteliy
kulttiromis. Toliau S§iame skyriuje aprasomi rekombinantiniy baltymy
imunogeniniy ir antigeniniy savybiy tyrimai, antikiiny prie§ Siuos baltymus
sukiirimas bei apibiidinimas.

3.1.1 HEV kapsidés baltymai

HEV kapsidés baltymai bei jy variantai buvo susintetinti, iSgryninti ir
apibudinti frakcionuojant elektroforetiskai bei elektroniniu mikroskopu VU
GMC BTI Eukarioty ir geny inzinerijos skyriuje. Dr. Paulius Lukas
Tamositnas, dr. Rasa Petraityté-Burneikiené ir jy studentai atliko HEV-3 (1—
660 aminoriigstys) ir ziurkiy HEV (1-645 aminoriigstys) kapsidés baltymy
bei jy sutrumpinty varianty (112-608 aminortigStys) sinteze mieliy
Saccharomyces cerevisiae AH22 kamieno raiskos sistemoje. Mieliy,
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3.1 pav. Mieliy, sintetinan¢iy HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymus,
lizaty ir iSgryninty baltymy analiz¢ SDS—-PAGE. 1 — baltymy molekulinés
masés standartas, 2 — S. cerevisiae su pFX7 vektoriumi be tiksinio geno
lizatas, 3 — S. cerevisae su pFX7 vektoriumi su Ziurkiy HEV kapsidés
baltymo genu lizatas, 4 — S. cerevisae su pFX7 vektoriumi su HEV-3
kapsidés baltymo genu lizatas, 5 — CsCl gradiente iSgrynintas ziurkiy HEV
kapsidés baltymas, 6 — CsCl gradiente iSgrynintas HEV-3 kapsidés
baltymas.
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3.2 pav. Baltymy glikozilinimo nustatymas Sifo dazymu. Baltymy
elektroforezés gelis nudazytas Kumasi dazu (a), PVDF membrana
nudazyta Sifo dazu (b). 1 — krieny peroksidazé (teigiama kontrol¢), 2 —
baltymy molekulinés masés standartas, 3 — HEV-3 kapsidés baltymas, 4 —
ziurkiy HEV kapsidés baltymas, 5 — jaucio serumo albuminas (neigiama
kontrolé).

sintetinanc¢iy pilno ilgio HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymus, lizaty
analizé¢ baltymy elektroforezéje (SDS-PAGE) parodé papildomas juosteles
lyginant su kontrole (3.1 pav.). Ziurkiy HEV kapsidés baltyma sintetinan¢iy
mieliy lizate matoma mazdaug 71 kDa juostelé (3.1 pav., 3 takelis, juoda
rodykle), o HEV-3 — 73 kDa (3.1 pav., 4 takelis, juoda rodyklé). Po gryninimo
CsClI gradiente, SDS-PAGE gelyje identifikuoti tokios pa¢ios masés Ziurkiy
HEV ir HEV-3 kapsidés baltymai (3.1 pav., 5 ir 6 takeliai). Kadangi mielés
yra eukariotai, Sifo dazymo biidu patikrinta, ar $ie HEV kapsidés baltymai yra
glikozilinami (dr. Paulius Lukas Tamogiiinas). Sifo reagentu nusidazé tik
ziurkiy HEV kapsidés baltymo juostelé (3.2 pav., 4 takelis, juoda rodyklé¢), o
HEV-3 — ne. Tai rodo, kad tik ziurkiy HEV kapsidés baltymas yra
glikozilinamas mielése. Tai taip pat paaiskina, kodél is baltymas yra matomas
kaip iSsiplétusi juostele SDS-PAGE gelio nuotraukoje (3.1 pav.). Ivairaus
dydzio glikanai prisijungg prie baltymo daro jtakg baltymo migracijai gelyje.

HEV kapsidés baltymy elektroninés mikroskopijos nuotraukoje matyti,
kad ziurkiy HEV kapsidés baltymas suformuoja apvalias virusg primenancias
daleles (VPD), kuriy skersmuo mazdaug 40 nm (3.3 pav., a). HEV-3 kapsidés
baltymas suformavo mazesnes, mazdaug 30 nm skersmens VPD (3.3 pav., b).
Sios VPD primena dviejy dydziy subvirusines daleles, kurias suformavo
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3.3 pav. Elektroninés mikroskopijos nuotraukos: ziurkiy HEV kapsidés
baltymas (1-645 aminoragstys) (a), HEV-3 kapsidés baltymas (1-660
aminoragstys (b), ziurkiy HEV kapsidés baltymas (112-608
aminortigstys) (¢). Nuotraukos padarytos dr. Pauliaus Luko Tamosiiino.

sutrumpinti HEV-1 ir Ziurkiy HEV kapsidés baltymai susintetinti vabzdziy
lastelése (Li et al., 2005a, Guu et al., 2009, Li et al., 2011).

Kity autoriy tyrimuose pastebétas efektyvesnis HEV-1 kapsidés baltymo
112-607 aminoriigs¢iy trumpinto varianto subvirusiniy daleliy formavimasis
vabzdziy lastelése (Li et al., 2005a). Panasi strategija iSbandyta ir sutrumpinto
HEV-3 kapsidés baltymo (112—-608 aminoriig§tys) be 111 N galo ir 52 C galo
aminoriig§¢iy bei sutrumpinto ziurkiy HEV kapsidés baltymo (112-608
aminoriig§tys) be 111 N galo ir 37 C galo aminortigséiy sintezéje mieliy
lastelése. Imunoblotingo (IB) metodu, panaudojant pelés polikloninius
antiktinus prie§ HEV-3 ir Ziurkiy HEV kapsidés baltymus mieliy lizatuose
buvo identifikuoti HEV-3 (3.4 pav., b, 5 takelis) ir ziurkiy HEV (3.4 pav., a,
3 takelis) kapsidés baltymai, kuriy molekuliné masé yra apie 53 kDa. Sie
sutrumpinti HEV kapsidés baltymai i$gryninti centrifuguojant CsCl gradiente
ir i8analizuoti elektroniniu mikroskopu (dr. Paulius Lukas Tamositinas).
Pastebétos apvalios sutrumpinto ziurkiy HEV kapsidés baltymo (112-608
aminorigstys) suformuotos VPD, kuriy skersmuo yra 35-40 nm (3.3 pav., C).
Tai rodo, kad ziurkiy HEV kapsidés baltymo sutrumpinimas nepaveikia
gebéjimo suformuoti VPD. Vis délto elektroniniu mikroskopu nebuvo
pastebétos jokios sutrumpinto HEV-3 kapsidés baltymo suformuotos
struktiiros. Tai leidzia manyti, kad tik viso ilgio HEV-3 kapsidés baltymas
susintetintas mielése gali suformuoti VPD.
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3.4 pav. Imunoblotingo su pelés polikloniniais antikiinais prie§ Ziurkiy
HEV (a) ir HEV-3 (b) kapsidés baltymus nuotraukos. 1 — baltymy
molekulinés masés standartas, S. cerevisiae sintetinanéiy ziurkiy HEV
kapsidés baltyma (1645 aminortigstys) (2 takelis), ziurkiy HEV kapsidés
baltyma (112-608 aminoriigstys) (3 takelis), HEV-3 kapsidés baltyma (1—
660 aminoriigstys) (4 takelis) ir HEV-3 kapsidés baltyma (112-608
aminortgstys) (5 takelis) lizatai.

IB buvo istirta Serny ir laukiniy ziurkiy kraujyje nattiralios HEV infekcijos
metu susidariusiy antikiiny reakcija su rekombinantiniais HEV kapsidés
baltymais. Nustatyta, kad laukiniy ziurkiy kraujyje esantys antikiinai
specifiskai atpazino ziurkiy HEV (3.5 pav., b), o Serny — HEV-3 (3.5 pav., a).
Patikrinus laukiniy gyviiny, kurie nebuvo infekuoti HEV, kraujo méginius,

a
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3.5 pav. Imunoblotingo su Serno (a) ir laukinés ziurkés (b) kraujo
méginiais nuotraukos. 1 — baltymy molekulinés masés standartas, 2 —
ziurkiy HEV kapsidés baltymas, 3 — HEV-3 kapsidés baltymas, 4 —
zmogaus parvoviruso 4 kapsidés baltymas (neigiama kontrolé).
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jokia reakcija nebuvo nustatyta. N¢ vienas tirtas kraujo méginys nereagavo su
zmogaus parvoviruso 4 kapsidés baltymu, kuris naudotas kaip neigiama
kontrolé (3.5 pav., a ir b, 4 takelis). Sie rezultatai rodo, kad HEV-3 ir Ziurkiy
HEV sukelia viruso genotipui specifiniy antikiny pries linijinius epitopus
susidaryma. HEV genotipui specifiski linijiniai epitopai yra lokalizuoti HEV
kapsidés baltymo P domene, kurj atpazjsta neutralizuojantys antiktinai (Tang
etal., 2015).

Toliau MAKk karimui pasirinkti VPD formuojantys pilno ilgio HEV-3 ir
ziurkiy HEV kapsidés baltymai. Sutrumpintas ziurkiy HEV kapsidés baltymas
naudotas MAk apibadinimui ir serologinése HEV nustatymo sistemose.

3.1.2 Hibridomy kiirimas ir stabilizavimas

MAK sintetinancios lgstelés sukurtos hibridomy technologijos badu. Buvo
atliekamos dvi hibridizacijos. Viena BALBY/c linijos peliy grupé (n = 3) buvo

T Y2z HEV-3
L ESS Ziurkiy HEV
10000 =
8000 - /
< 7
£ 6000-
173
£
i= 4000+
2000 -
0-¢
%
W2,
Neimunizuota Po 1 Po 2 Po 1 Po 2
imunizacijos imunizacijos imunizacijos imunizacijos
Imunizuota HEV-3 Imunizuota Ziurkiy HEV
kapsidés baltymu kapsidés baltymu

3.6 pav. HEV kapsidés baltymy imunogeniskumo tyrimas IFA. Grafike
pateikti peliy kraujo titro vidurkiai (n=3). Antiktiny prie§ HEV-3 ir ziurkiy
HEV kapsidés baltymus titrai pazyméti skirtingomis spalvomis pagal
apraSyma.
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imunizuota pilno ilgio HEV-3, o kita (n = 3) — ziurkiy HEV kapsidés baltymu.
Siy baltymy imunogeniskumas buvo jvertintas netiesioginéje IFA nustatant
specifisky antiktiny titra peliy kraujyje po kiekvienos imunizacijos praéjus 28
dienoms (3.6 pav.). Baltymai yra imunogeniski, nes kraujo titrai po kiekvienos
imunizacijos didéjo ir po antros imunizacijos HEV-3 kapsidés baltymu
pasieké apie 1:9800, o ziurkiy HEV kapsidés baltymu —apie 1:4100 (3.6 pav.).
Taip pat pastebéta, kad imunizuojant peles kapsidés baltymais susidaro
kryZzminiu specifiSkumu pasizymintys antikiinai. Peliy, imunizuoty HEV-3
kapsidés baltymu, kraujyje antikiiny prie§ ziurkiy HEV kapsidés baltyma
nustatytas titras — apie 1:1000 (3.6 pav.). Peliy, imunizuoty ziurkiy HEV
kapsidés baltymu, kraujyje antiktiny prie§ HEV-3 kapsidés baltyma nustatytas
titras — apie 1:900 (3.6 pav.). Tai rodo, kad HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés
baltymy antigeninés strukttiros yra panasios. Tai buvo pastebéta ir ankséiau,
kai laukinése ziurkése nustatyti antikiinai sgveikavo su zmogy infekuojancio
HEV-1 kapsidés baltymu (Kabrane-Lazizi et al., 1999) bei kai Zmoniy
kraujyje esantys antikiinai reagavo su ziurkiy HEV kapsidés baltymu
(Dremsek et al., 2012, Shimizu et al., 2016). Suliejus imunizuoty peliy
bluznies lgsteles su mielomos lgstelémis buvo sukurtos 7 hibridomos,
sintetinancios antikiinus pries HEV-3 kapsides baltyma, ir 11 — prie§ Ziurkiy
HEYV kapsidés baltyma.

3.1.3  Monokloniniy antikiny apibiidinimas

MAK detalus apibtidinimas yra labai svarbus. Imunocheminiais analizés
metodais yra nustatomas MAk giminingumas, specifiSkumas antigenui ir
kryzminés reakcijos su kitais baltymais. Taip pat yra tiriama MAk
prisijungimo vieta antigeno molekuléje (epitopas). Galy gale, MAk galimybés
yra iSbandomos juos pritaikant jvairiems metodams ir méginiy tyrimams.
Taigi, kuo daugiau informacijos yra suzinoma apie MAKk, tuo lengviau yra
prognozuoti jy veikima ir pritaikyma eksperimentiniams darbams.

3.1.3.1 MAK giminingumo, specifiSkumo ir kryzminiy reakcijy tyrimai

Visy pirma buvo atliktas MAk giminingumo, specifiskumo ir kryZminiy
reakcijy tyrimas. Netiesiogine IFA atliktas MAk kryZminiy reakcijy su HEV-
3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymais tyrimas. Pagal rezultatus, HEV-3 ir
ziurkiy HEV kolekcijy antik@inai suskirstyti j tris grupes: Astuoni MAK
(CPB11, CPC7, CPH6, CPE9, CPD7, 4G4, 5F3, CPC9) specifiski HEV-3
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kapsidés baltymui, $esi MAk (2B2, CPEl, CPH7, CPE2, CPF6, 5G5)
specifiski ziurkiy HEV kapsidés baltymui ir keturi MAK (2E6, CPE4, CPD9,
9C8) kryzmiskai specifiski HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymams
(lentelé 3.1, 2 priedas). MAk specifiSkumas taip pat buvo patikrintas 1B

Lentelé 3.1. MAk sukurty prie§ HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymus
apibiidinimas.

MAK specifiski HEV-3 kapsidés MAK specifiski Ziurkiy HEV kapsidés
baltymui baltymui
19G 1B IF 19G IB
MAKk IFA MAk IFA 1B
0- HEV- HEV-3 0- T (iurk
klonas k[IJasis (HEV-3) ( 3) 4(17332 0 klonas k[I)asis (ziurkiy HEV) ZF‘EV;“
CpPB112 1gG2a 2,32:101° - + 2B2 1gG1 4,32.10° -
CPC72 19G2a 1,97-10° - + CPE1¢ 1gG1 4,19-107%0 -
CPH62 1gG2a 2,33.101° - + CPHT74 IgG1 1,48:10%° -
CPE9® IgG2a 72810  — - CPE2¢ 1gG1 2,57:10%° +
CPD7P IgG2a 23210 % - - CPF6¢ 1gG1 337101 +
4G4 IgG1 9,91.107° + + 5G5 1gG1 7,93-1071° +
5F3¢ IgG2b  9,59-10™ + +
CPC9 IgG1 256100  + _
MAK kryZmiSkai specifiski HEV-3 ir Ziurkiy HEV kapsidés baltymams
MAK . IFA IB I
klonas IgG pOklaSIS (HEV-3/ziurkiy HEV) (HEV-3/ziurkiy HEV) ‘(‘:'g.;gf)
2E6f IgG2a 1,46:1019/3,15.10 %0 —- +
CPE4f IgG2a 1,45:1019/3,38.10 —- +
CPD9 1gG2a 2,32:1012,39-10°% +/- +
9C8 1gG1 8,24.10142,57.10%° +/+ +

MAK specifiskumo tyrimas IFA. Tariamosios Kd vertés (M) nustatytos netiesiogine IFA yra nurodytos.
MAK tyrimas imunoblotingo (IB) ir imunofluorescencinés mikroskopijos (IF) metodais: —, neigiamas
rezultatas; +, teigiamas rezultatas.

= MAK pries persidengianéius epitopus grupés. Tyrimas atliktas konkurencine IFA.

metodu, kuriame naudojami baltymai yra denattiruojami ir redukuojami, todél
praranda savo natyvig struktiirg (3.7 pav., 3 priedas). Penki MAK (CPBL11,
CPC7, CPH6, CPE9, CPD7) is 8, specifisky HEV-3 antigenui pagal IFA
rezultatus, neatpaZzino antigeno IB. Tai rodo, kad jie atpazjsta konformacinius
epitopus. Kiti 3 MAk (4G4, 5F3, CPC9) atpazjsta linijinius epitopus, nes
reaguoja su baltymu IB (3.7 pav., c, 3 takelis, lentelé 3.1, 3 priedas). Trys
(2B2, CPE1, CPHY7) i8 6 MAk specifisky ziurkiy HEV kapsidés baltymui
atpazjsta $io antigeno konformacinius epitopus, o 3 MAk (CPE2, CPF6, 5G5)
— linijinius, nes reaguoja su ziurkiy HEV kapsidés baltymu ir IFA, ir 1B (3.7
pav., b, 2 takelis, lentelé 3.1, 3 priedas). Du (CPD9, 9C8) i$ 4 kryzmiskai
specifiSky MAk atpaZjsta konformacines HEV-3 ir ziurkiy HEV antigeny
struktiiras, nes jie nereagavo su $iais baltymais IB (Lentelé 3.1, 3 priedas).
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3.7 pav. MAk CPE2 (b), 4G4 (c) ir 9C8 (d) specifiSkumo tyrimas
imunoblotingu. SDS-PAGE (a), 1 - baltymy molekulinés masés
standartas, 2 — ziurkiy HEV kapsidés baltymas (0,5 pg), 3 — HEV-3
kapsidés baltymas (0,5 pg), 4 — S. cerevisiae su pFX7 vektoriumi lizatas.

MAKk 9C8 ir CPD?9 IB reagavo skirtingai. MAk 9C8 atpazjsta linijinius abiejy
HEYV kapsidés baltymy epitopus (3.7 pav., d, 2 ir 3 takeliai). MAk CPD9 IB
reagavo tik su HEV-3 kapsidés baltymu, nors IFA reagavo su abejais HEV
antigenais (Lentelé 3.1, 2 ir 3 priedai). Nustatytos kryzminés MAk reakcijos
su HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymais yra tikétinos, nes HEV-3 ir
ziurkiy HEV kapsidés baltymy panaSumas yra 57,14 %. ISanalizavus
aminoriigsciy seky palyginima, atlikta naudojant Gonnet palyginimo matrica,
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3.8 pav. HEV-3 (FJ705359) ir ziurkiy HEV (GU345042) kapsidés

baltymy aminortgsciy seky palyginimas

Tamsiai

melyna spalva

pazymetos identiSkos aminoriigstys, Sviesiai mélyna spalva — panasios.
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nustatyta daug regiony, kurie yra identiski (3.8 pav., tamsiai mélyna spalva).
Apibendrinant galima teigti, kad MAk pries HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés
baltymus kolekcijas sudaro antikiinai, kurie yra specifiski HEV-3, Ziurkiy
HEV arba abiem baltymams.

MAK giminingumas HEV-3 ir Ziurkiy HEV kapsidés baltymams istirtas
netiesioginés IFA metodu ir iSreikstas tariamgja disociacijos konstanta (Kq).
MAK sukurty pries HEV-3 kapsidés baltyma Kq vertés varijavo nuo 9,91-10~
10 jki 2,32-10* M. MAKk prie$ ziurkiy HEV kapsidés baltymg Kg vertés
varijavo nuo 4,32:10° iki 1,48:10° M (Lentel¢ 3.1, 2 priedas). Jeigu
antikiino tariamosios disociacijos konstantos verté yra mazesné uz 1-10° M,
toks antikfinas pasizymi auk$tu giminingumu antigenui. Taigi, visi sukurti
antik@inai yra giminingi antigenams.

3.1.3.2 MAK atpazjstamy sri¢iy viruso kapsidés baltymuose nustatymas

MAK atpazjstamy epitopy tyrimas buvo atliktas dvejais biidais. Visy pirma
konkurencine IFA istirta konkurencija tarp HRP zZyméty ir nezyméty MAKk ir
dviepitopéje IFA iSbandytos visos galimos HRP zyméty ir nezyméty MAk
poros. Remiantis gautais rezultatais, MAk suskirstyti j 6 grupes (Lentelé 3.1,
grupés pazymétos virSutiniu indeksu a—f). MAK priskiriami vienai grupei (a,
b, ¢, d, e arba f) konkuruoja tarpusavyje dél prisijungimo prie tos pac¢ios HEV
kapsidés baltymo srities. Penki MAk nepateko | Sias grupes, nes nebuvo
nustatyta konkurencija dél prisijungimo vietos.

Dél tikslesniy epitopy nustatymo E. coli buvo susintetinti po 3
persidengiancius HEV-3 ir Ziurkiy HEV kapsidés baltymy fragmentus (2.1
pav.). Taip pat Siam tyrimui panaudoti sutrumpinti (112—608 aminortigstys)
HEV kapsidés baltymy variantai apibiidinti 3.1.1 skyriuje. HEV-3 ir Ziurkiy
HEV kapsidés baltymy persidengianéiy fragmenty sintez¢é atlikta E. coli pET
raiSkos sistemoje. Kapsidés baltymy persidengianc¢iy fragmenty sintezé
patvirtinta SDS-PAGE ir IB su MAK pries heksahistidiny seka (4 priedas).

MAKk prisijungimo viety nustatymas panaudojant sutrumpintus kapsidés
baltymus ir jy persidengiancius fragmentus buvo atliktas i§gaudancios IFA ir
IB metodais (5 priedas). Jei antikiinai veikia IB, naudotas IB metodas. Jei
antikinai atpazjsta konformacinius epitopus, jy saveika su HEV kapsidés
baltymy fragmentais jvertinta dviepitope IFA, panaudojant baltymy
fragmentus isgaudanc¢ius MAKk prie$ histiding zyme, o MAk zymétus HRP
kaip detekcinius antikiinus. ldentifikuota keletas MAk prisijungimo sri¢iy,
i8sidés¢iusiy HEV-3 ir Ziurkiy HEV kapsidés baltymuose (3.9 pav.). MAK
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a Ziurkiy HEV kapsidés baltymas

565 CPE1¢
et 101”111 299 455 539 603
) CPE4!

acs CPE2e?
== CPF6°?
112 [ CPD9 ]608

b HEV-3 kapsides baltymas

P domenas |660

9C8, CPD9 4G4,
CPB112 CPCT? 544 5F3¢, 606
CPH62,CPE9® CPC9
CPD7"

1

112

112[ 2E6', CPEAS ]608

3.9 pav. MAk atpazjstamy HEV kapsidés baltymy sri¢iy schema.
Kryzmiskai specifisky MAk pavadinimai yra pabraukti. a—f — MAk grupés
pagal konkurencijg dél prisijungimo vietos. MAk pazyméti Zvaigzdute
nereagavo su né vienu ziurkiy HEV kapsidés baltymo sutrumpintu
variantu.

5G5S ir 2B2 atpazjsta 299-455 aminoriig§¢iy regiona, pazymeéta raudonai,
ziurkiy HEV kapsidés baltymo M domene (3.10 pav.). M domenai VPD
modelyje yra iSsidéste tarp P domeny sudaromy i$sikiSusiy struktiry.
Tikétina, kad Sios vietos yra lengvai pasiekiamos antikinams. MAK CPEL ir
CPH7 atpazjsta 539-603 aminoriigs¢iy regiong ziurkiy HEV kapsidés
baltymo P domene (3.10 pav., violetiné spalva). P domenai VPD modelyje
sudaro labiausiai i$sikiSusias struktiiras, todél yra lengviausiai prieinami
antikiinams. MAK CPB11, CPC7, CPH6, CPE9 ir CPD7 reaguoja su 112-189
aminorag§¢iy regionu HEV-3 kapsidés baltymo S domene, kuris VPD
modelyje yra labiausiai nutoles nuo pavirsiaus (3.10 pav., paZzyméta geltonai).
Sie antikiinai galéjo susidaryti dél imunizacijai naudoto pilno ilgio HEV-3
kapsidés baltymo, kurio VPD struktiira susidarant imuniniam atsakui pelése
buvo suardyta. MAK 4G4, 5F3 ir CPC9 reaguoja su 544-606 aminoragséiy
regionu HEV-3 kapsidés baltymo P domene (3.10 pav. pazyméta violetine
spalva). KryZzmiskai specifiSko HEV-3 ir Ziurkiy HEV kapsidés baltymams
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3.10 pav. HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymo monomero ir VPD
modelis (T=1), sudarytas i§ 60 monomery. (a) dalyje geltona spalva
pazymétas 112—189 aminortgsciy regionas, kuriame yra MAk 9CS8,
CPD9, CPB11, CPC7, CPH6, CPE9, CPDY epitopai; violetine — 544-606,
kuriame yra MAK 4G4, 5F3, CPC9 epitopai; (b) dalyje geltona spalva
pazymétas 107-111 aminorugsciy regionas, kuriame yra MAk 9CS8
epitopas; raudona — 299-455, kuriame yra MAk 2B2, 5G5, 2E6, CPE4
epitopai; violetine — 539-603, kuriame yra MAk CPE1, CPH7 epitopai.

MAK 9C8 prisijungimo vieta buvo nustatyta detaliausiai. Sis antikinas
reaguoja su ziurkiy HEV kapsidés baltymo 107-456, o HEV-3 — 112-189
aminortig§¢iy regionais. MAK 9C8 nereaguoja su sutrumpintu ziurkiy HEV
kapsidés baltymu (112—608 aminortigstys). Tai rodo, kad MAk 9C8 atpazjsta
ziurkiy HEV kapsidés baltymo epitopa 107-111 aminortig§éiy srityje (3.10
pav., pazyméta geltonai). HEV-1 — HEV-4 ir Ziurkiy HEV kapsidés baltymy
aminorags¢iy seky palyginimas, atliktas naudojant Gonnet palyginimo
matrica, rodo, kad galimas MAk 9C8 atpazjstamas epitopas yra sudarytas i$ 4
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aminoriigs¢iy N-TAPV-C sekos, kuri yra identiSka HEV-3 ir ziurkiy HEV
kapsidés baltymams (3.11 pav.). Kitas kryzmiskai reaguojantis MAk CPD9
atpazjsta 112—189 aminoragsciy sritf HEV-3 kapsidés baltymo S domene
(3.10 pav., pazyméta geltonai) ir 112—608 aminortigscéiy sritj ziurkiy HEV
kapsidés baltyme (3.9 pav.). Kryzmiskai reaguojantys MAk 2E6 ir CPE4
jungiasi su 299455 aminorags¢iy regionu ziurkiy HEV kapsidés baltymo M
domene (3.10 pav., pazyméta raudonai) ir 112-608 aminortgsciy regionu
HEV-3 kapsidés baltyme (3.9 pav.). Grei¢iausiai HEV-3 kapsidés baltymo

Aminorugsciy seka GenBank nr.

ratHEV SPMTAQAPAPY“NTAPV'PDVDSRGSIL GU345042
HEV-1 APLTAVAPAH"DTPPV'2PDVDSRGAIL NP 056788
HEV-2 AALTAVAPAH"DTSPV'2?2PDVDSRGATIL AAA45732
HEV-3 APLTAISPAP"DTAPV'*PDVDSRGAIL FJ705359
HEV-4 SPLTAVAPAP®DTAPV™PDADSRGAIL CAB83210

e kk e kK ek khk hkk khkkkokk

3.11 pav. Ziurkiy HEV ir HEV-1 — HEV-4 kapsidés baltymy
aminoriigs¢iy seky palyginimas. Spéjamas MAk 9C8 atpazjstamas
epitopas pazymeétas raudonai. ,,** — aminortags¢iy sutapimas, ,,:“ — labai
panasios aminortugstys, ,,. — mazai panasios aminoriigstys.

fragmentuose nesusidaro siy MAK atpazjstami epitopai. MAk CPE2 ir CPF6
neatpazjsta né vieno sutrumpinto kapsidés baltymo, todél tikétina, kad Siy
MAKk prisijungimo vietos yra N arba C ziurkiy HEV kapsidés baltymo gale
(3.9 pav.). Toks MAKk atpazjstamy epitopy iSsidéstymas visuose HEV-3
kapsidés baltymy domenuose nustatytas pirmg karta. Anks¢iau aprasSyti MAk
reaguoja tik su kapsidés baltymo P domenu (Riddell et al., 2000, Schofield et
al., 2000, Meng et al., 2001, Zhang et al., 2005, He et al., 2007, Takahashi et
al., 2008a, Zhang et al., 2009a, Wei et al., 2014, Gu et al., 2015, Tang et al.,
2015, Kobayashi et al., 2016). Literatiiroje apraSytuose tyrimuose taip pat
nustatyta, kad neutralizuojantys antikiinai prie§ HEV kapsidés baltyma
atpazjsta konformacinius ir linijinius epitopus 458—607 (Zhou et al., 2004),
578-607 (Schofield et al., 2000) ir 452-617 (Meng et al., 2001) aminortagséiy
regionuose.
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3.1.3.3 MAK geb¢jimo atpazinti natiraly HEV-3 tyrimai

MAKk gebéjimas atpazinti natiiraly virusg yra labai svarbi antikiiny savybé
— tik tokie antik@inai gali biiti naudojami natyvaus viruso tyrimams. Siekiant
tai iStirti buvo atliktas HEV-3 infekuoty Iasteliy kultiry dazymas
imunofluorescencijos metodu panaudojant sukurtus MAKk pries HEV-3. Visi
MAK, kurie atpazjsta HEV-3, buvo patikrinti, ar atpazjsta HEV-3 47832c

a b

3.12 pav. MAk gebéjimo atpazinti HEV-3 infekuotose Igstelése tyrimo IF
nuotraukos. HEV-3 kapsidés baltymas nudazytas zaliai (FITC), lasteliy
branduolys mélynai (DAPI). a — MAk CPE9 (neigiamas rezultatas), b —
MAK 5F3, ¢ — MAK CPD9, d — MAK 2E6, e — MAK CPD9 didesnis
padidinimas negu (c). Mastelio juostos: 50 pum (a—d) ir 20 pm (e).
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kamieno virionus. Nustatyta, kad HEV-3 specifiski MAk CPB11, CPC7,
CPH6, CPE9, CPD7 ir kryzmiskai specifiski MAK 2E6, CPE4, CPD9, 9C8
identifikavo HEV-3 Zmogaus plauciy adenokarcinomos (A549/D3) lastelése
(3.12 pav., lentelé 3.1, 6 priedas). MAk 5F3 gebéjimas identifikuoti natiiraly
HEV-3 taip pat patikrintas su viruso kamienu, kuris i$skirtas i§ Lietuvoje
sumedzioto $erno. Sie antikiinai nustat¢ HEV, kuris infekavo nezmoginiy
primaty inksty (Vero) ir kiauliy inksty (PK-15) lasteles (3.13 pav.). MAk
prisijungimo viety HEV kapsidés baltyme tyrimas ir IF analizé rodo, kad

--
- -
3.13 pav. MAk 5F3 gebéjimo atpazinti HEV-3 infekuotose lgstelése
tyrimo IF nuotraukos. HEV-3 kapsidés baltymas nudazytas Zzaliai
(AlexaFluor488), lasteliy branduolys mélynai (DAPI). a — PK-15 lastelés,

¢ — Vero lgstelés infekuotos HEV. Neigiamos kontrolés: b — PK-15, d —
Vero lastelés. Mastelio juosta: 100 um (a—d).

MAK, kurie atpazjsta viruso kapside infekuotose lastelése, jungiasi prie jvairiy
epitopy. MAk CPB11, CPC7, CPH6, CPD9 ir 9C8 jungiasi prie HEV-3
kapsidés baltymo S domeno, kuris erdvingje struktiiroje yra sunkiau
pasiekiamas (3.9, 3.10 pav.). Tikétina, kad Sie MAk gali prisijungti, nes
infekuoty lasteliy fiksavimas acetono ir metanolio tirpalu dazant méginius IF,
dalinai iSardo HEV-3 virionus. MAK 5F3 ir 4G4 jungiasi prie HEV-3 kapsidés
baltymo P domeno (3.9, 3.10 pav.). P domenas yra viruso kapsidés pavirsiuje,
todé¢l yra lengvai prieinamas Siems MAk. Natiiraly HEV-3 atpaZzjstanciy MAk
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2E6 ir CPE4 prisijungimo vieta ziurkiy HEV kapsidés baltyme nustatyta M
domene, todél tikétina, kad HEV-3 kapsidés baltyme Sie MAk atpazjsta taip
pat M domena (3.9 pav.). M domenas VPD modelyje yra pavirSiuje tarp
i$sikiSusiy P domeny sudaromy struktiiry (3.10 pav.). Apibendrinant IFA, IB,
IF ir MAk atpazjstamy epitopy nustatymo rezultatus, galima teigti, kad
sukurty kolekcijy MAk atpazjsta labai jvairias HEV-3 ir ziurkiy HEV
kapsidés baltymy vietas. Be to, tai, kad MAk sukurti prie§ rekombinantinius
HEV kapsidés baltymus geba atpazinti natiiraly virusa, rodo, kad mielése
susintetintos VPD atkartoja nattiralaus viruso strukttirg. Taip pat tai reiskia,
kad sukurti MAk prie§ HEV kapsidés baltymus yra puikus biotechnologijos
jrankis HEV tyrimams.

3.2 Serologiniy HEV nustatymo sistemy modeliavimas

Serologinés HEV nustatymo sistemos nustato antikiinus pries virusa. IgG
klasés antiktinai nustatomi infekcijos pabaigoje arba rodo praéjusig infekcija.
IgM klasés antikiinai nustatomi infekcijos pradzioje ir rodo vykstancig
infekcija. Norint nustatyti antiktinus kraujo méginiuose, juos galima iSgaudyti
naudojant viruso baltymus. HEV infekcijos metu susidaro antikiinai prie$
viruso kapsidés baltyma, todél serologiniy sistemy kiirimui panaudoti mielése
sintetinti HEV-3, pilno ilgio ir sutrumpintas ziurkiy HEV kapsidés baltymai.
Siame darbe buvo tiriami Ziurkiy, kiauliy ir Zmoniy méginiai, todél
kiekvienam méginiy tipui reikéjo sumodeliuoti ir iSbandyti atskiras
serologines sistemas. Siame skyriuje aptariamas serologiniy sistemy
modeliavimas, o HEV paplitimo skirtinguose méginiuose rezultatai aptariami
tolesniuose skyriuose.

Kiauliy ir zmoniy méginiy atveju, sumodeliuoty sistemy iSbandymui,
meéginiai visy pirma buvo apibiidinti jsigytomis komercinémis sistemomis.
Véliau $ie méginiai istirti sukurtais testais. Ziurkiy kraujo méginiy tyrimams
néra galimybés jsigyti specializuoty antikiiny pries ziurkiy HEV nustatymo
sistemy. Taigi, buvo iskeltas uzdavinys sukurti IFA metoda, kuris nustatyty
ziurkiy antikiinus prie§ Ziurkiy HEV kapsidés baltyma. Ziurkiy kraujo
meéginiy tyrimo IFA rezultaty interpretacijg palengvina teigiamos ir neigiamos
kontrolés naudojimas. Siuo atveju nuspresta naudoti laboratoriniy Ziurkiy,
imunizuoty ziurkiy HEV kapsidés baltymu, polikloninius antikiinus.
Polikloniniy antikiiny kiirimui laboratorinés Ziurkés buvo imunizuotos 1 karta.
Imunizacija atlikta vieng karta, siekiant sukurti polikloninius antikiinus,
kuriuose biity ir IgM, ir IgG klasés antikiiny, kadangi sukurta IFA sistema bus
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naudojama IgM ir IgG antikiiny prie$ HEV nustatymui. Jeigu bty atliekamos
2 ar daugiau imunizacijy susidaryty imuniné atmintis ir gyvino kraujyje
dominuoty IgG klasés antiktinai. Skirtingais laiko momentais surinkus kraujo
méginius buvo patikrintas ziurkiy HEV ir HEV-3 kapsidés baltymams
specifisky IgM (3.14 pav., A) ir 1gG (3.14 pav., B) titro susidarymas.
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3.14 pav. IgM (A) ir IgG (B) klasiy antikiiny titras laboratoriniy ziurkiy
kraujyje. Skirtingomis spalvomis pazyméti stulpeliai rodo antikiiny titra,
nustatyta naudojant paveikslo apraSyme nurodytus HEV kapsidés
baltymus.
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Nustatyta, kad salyginai mazas IgM klasés antikiiny, reaguojanciy su Ziurkiy
HEV ir HEV-3 kapsidés baltymais, titras (apie 1:70) susidaré praéjus 13 dieny
nuo imunizacijos. IgM antikiiny sgveika su abejais baltymais galima
paaiskinti tuo, kad Sios klasés antikinai nepasizymi specifiSkumu ir dideliu
afiniSkumu antigenams. IgG antikiing pries ziurkiy HEV kapsidés baltyma
titras (1:1693) buvo nustatytas taip pat pra¢jus 13 dieny po imunizacijos.
Skirtingai negu IgM klasés antikiinai, IgG buvo specifiski ziurkiy HEV
kapsidés baltymui. IgG antikiiny titras buvo gerokai didesnis negu [gM. Taigi
imunizavus laboratorines ziurkes ziurkiy HEV kapsidés baltymu, IgM ir IgG
antiktinai kraujyje nustatyti praéjus 13 dieny nuo imunizacijos. Serologiniy
metody teigiamai kontrolei ziurkiy polikloniniai antiktinai surinkti pragjus 14
dieny nuo imunizacijos.

Antikiiny pries ziurkiy HEV Ziurkiy méginiuose nustatymo sistemai buvo
isbandytas netiesioginés IFA formatas (3.15 pav.). Sios IFA metu plokstelés
Sulinéliy dugne imobilizuojami mielése susintetinti pilno ilgio arba
sutrumpintas (112-608 aminoriigstys) ziurkiy HEV kapsidés baltymai. Po
laisvo pavirsiaus uzblokavimo inkubuojamas Ziurkiy kraujo méginys. Siame

HRP

Anti-rat IgM arba IgG

LA

\ «m Ratanti-ratHEV Ig
‘ . ratHEV VLPs
» b oe ®

3.15 pav. Antikiiny prie§ Ziurkiy HEV nustatymo sistemos schema.

darbe antikiinai buvo nustatomi i§ ziurkiy kriitinés ertmés skyscio (CCF),
kuris surenkamas kriitinés ertmg¢ plaunant PBS. Imunoglobulinai esantys CCF
iSsodinami  amonio  sulfatu. Tyrimui imunoglobuliny suspensija
praskiedziama suvienodinant baltymy koncentracija. Jei tiriamajame
meéginyje yra antiktiny prie§ ziurkiy HEV, jie prisijungia prie antigeno ir yra
detektuojami antriniais antikiinais prie§ ziurkiy IgG arba IgM Zymétais HRP.
Tokio komplekso susidarymas yra nustatomas jpylus substrato, kuris

fermentinés reakcijos metu virsta spalvotu produktu, kurio optinis tankis yra
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iSmatuojamas. Tokio tipo IFA sistema gali nustatyti IgM arba IgG klasés
antikiinus prie§ ziurkiy HEV. Ziurkiy HEV paplitimas tirtuose laukiniy
ziurkiy méginiuose aptariamas 3.3 skyriuje. IStyrus méginius buvo pasirinktas
sutrumpintas kapsidés baltymas, nes naudojant pilno ilgio kapsidés baltyma
iSmatuojamas didesnis foninis signalas (7 priedas).

Kiauliy ir zmoniy IgG klasés antikiiny prie§ HEV-3 ir ziurkiy HEV
nustatymui taip pat pasirinktas netiesioginés IFA formatas kaip ir ziurkiy
meéginiy tyrimams. IFA plokstelés Sulinéliuose pradzioje imobilizuoti VPD
formuojantys HEV-3, sutrumpintas ir pilno ilgio ziurkiy HEV kapsidés
baltymai. Po blokavimo j Sulinélius pilti kiauliy arba zmoniy kraujo serumo
meéginiai skiesti 1:10. ISgaudyti IgG antikiinai prie§ HEV detektuoti antriniais
antik@inais atitinkamai pries kiauliy IgG arba zmoniy IgG Zzymétais HRP.
Pasirinkta naudoti tiek HEV-3, tiek ziurkiy HEV kapsidés baltymus, nes abu
viruso variantai gali infekuoti zmonés (Sridhar et al., 2020). Literatiroje
galima rasti uzuominas, kad kai kuriy zmoniy kraujyje nustatyti antikiinai
stipriau reaguoja su ziurkiy HEV kapsidés baltymu negu su HEV-1 ar HEV-3
(Dremsek et al., 2012, Shimizu et al., 2016). Be to, tikétina, kad Ziurkiy HEV
infekuoja kiaules (Pavio et al., 2017). I8kelta hipotez¢, kad serologiniuose
testuose naudojant skirtingy HEV varianty kapsidés baltymus galima atskirti,
ar su HEV-3 ar ziurkiy HEV infekcija buvo susidurta.

3.3 Laukiniy Ziurkiy méginiy tyrimas

Ziurkés gali pernesti jvairius ligy sukéléjus (Strand ir Lundkvist, 2019).
Yra diskutuojama, ar Ziurkes gali pernesti HEV-3 zmonéms. 2018-2020 m.
pasirodé pirmos publikacijos, kuriose aprasyti ziurkiy HEV infekcijy atvejai
zmonése (Sridhar et al., 2018, Andonov et al., 2019, Sridhar et al., 2020). Taigi
labai svarbu jvertinti HEV paplitima ziurkiy populiacijoje. Tyrimo metu
keliose Lietuvos vietose buvo sugautos 109 ziurkés (3.16 pav.), i§ kuriy 27
buvo pilkosios ziurkés (Rattus norvegicus) ir 82 — juodosios ziurkés (R.
rattus). Visy pirma Zziurkiy kepeny méginiai buvo iStirti molekuliniais
metodais nustatant HEV RNR, o véliau atlikta kraujo méginiy serologiné
analizé. Méginiy tyrimas pradétas nuo HEV RNR nustatymo jau apraSytais
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3.16 pav. Laukiniy Ziurkiy gaudymo vietos. Zemélapyje pateikti rajony,
kuriuose pagautos ziurkés, pavadinimai ir sugauty gyviny skaicius.
Skrituliais pazymétos vietos, kuriose buvo sugautos ziurkés, kurioms
nustatyta HEV RNR arba antiktinai prie§ HEV. Apskritimais pazymétos
vietos, kuriose sugautos ziurkés, neturinCios ziurkiy HEV infekcijos
Zymeny.

metodais (Jothikumar et al., 2006, Widén et al., 2014), kad zinotume, kuriuose
meéginiuose galima tikétis nustatyti antikiinus.

3.3.1 HEV RNR nustatymas ir HEV genominiy fragmenty
filogenetiné analizé ziurkiy méginiuose

HEV RNR paieska atlikta i§ ziurkiy kepeny audinio iSskyrus RNR. RNR
méginiai buvo tiriami AT-KPGR sistemomis specifiskomis ziurkiy HEV ir
HEV-1-HEV-4 genotipams. Ziurkiy HEV nustatymui naudota anks&iau
apraSyta kPGR pradmeny ir zondo sistema (Widén et al., 2014). Sios sistemos
PGR produktas yra ziurkiy HEV (GenBank GU345042) ORF2 74 bp
konservatyvus regionas. HEV-1-HEV-4 nustatymui taip pat naudota anks¢iau
aprasyta kPGR pradmeny ir zondo sistema (Jothikumar et al., 2006). Sios
sistemos pradmeny ir zondo sekos buvo minimaliai modifikuotos, siekiant
tikslesnio nustatymo ir diferencijavimo tarp ziurkiy HEV ir HEV-1-HEV-4.
HEV-1-HEV-4 nustatan¢ios kPGR produktas yra 67 bp HEV (GenBank
FJ748531) ORF2 regionas. HEV ir i§ kepeny audinio i$skirtos suminés RNR
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santykio jvertinimui buvo sukurti vidinés kontrolés kPGR pradmenys ir
zondas. Taikiniu pasirinktas ziurkiy p-aktino iRNR 153 bp regionas (ACTB).
Visy paminéty sistemy pradmenys ir zondai pateikti lenteléje 2.3. Norint
kiekybiskai nustatyti RNR kiekj méginyje, reikalingas RNR standartas, kuris
naudojamas kalibracinei kreivei. RNR standartas yra RNR transkriptas, kurio
ilgis ir kopijy skaicius yra zinomi. Standartai reikalingi visiems taikiniams,
todél buvo susintetinti ziurkiy HEV, HEV-1-HEV-4 ir ACTB RNR
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3.17 pav. RNR transkripty kokybés jvertinimo RNR elektroforezés
nuotrauka. RNR fragmentai 1 % agarozés gelyje vizualizuoti etidzio
bromidu; 1 — Ziurkiy HEV transkriptai (2692 nt); 2 — HEV-1-HEV-4
transkriptai (2686 nt); 3 — ACTB transkriptai (2768 nt); M — RNR
fragmenty ilgio standartas.

transkriptai (3.17 pav.). RNR standarty apibiidinimas pateiktas lenteléje 3.2.
Pagal atliktus skai¢iavimus transkriptai skiedziami iki 10°, 104, 103, 102, 10, 1
kopijy skaic¢iaus PGR reakcijoje. Transkripty kDNR naudota HEV RNR
vertinimui laukiniy ziurkiy kepeny audiniuose ziurkiy HEV, HEV-1-HEV-4
ir ACTB KkPGR sistemomis. Méginiy tyrimo ziurkiy HEV specifiska kPGR
rezultatai pateikti 3.18 pav., o0 HEV-1-HEV-4 — 3.19 pav. Laikyta, jog
méginyje yra HEV RNR, kai ,,Rotor-Gene Q MDx* programa pagal sudarytg

Lentelé 3.2. Susintetinty RNR standarty ilgis ir kopijy skaicius 1 pg RNR.

. Transkripto Transkripty kopiju
Sistema ilgis, nt skaitius 1 pg RNR
rHEV 2692 6,718-101
HEV1-4 2686 6,733-10%
ACTB 2768 6,533-10
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standarting kreive kPGR reakcijoje nustato 1 ir daugiau virusinés RNR kopijy
bei Sie rezultatai atsikartoja, atlikus 3 nepriklausomus eksperimentus.
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3.18 pav. Ziurkiy kepeny RNR méginiy tyrimo ziurkiy HEV kPGR
sistema rezultatai. A — ziurkiy HEV standarto ir tiriamy méginiy
fluorescencijos intensyvumo priklausomybés nuo kPGR ciklo grafikas.
Tamsiai zalios kreivés — standartas; Sviesiai zalios kreivés — standarto
reakcijos be AT etapo; tamsiai mélynos kreivés — tiriamy méginiy
reakcijos su AT etapu; Zydros kreivés — tiriamy méginiy reakcijos be AT
etapo; juoda kreivé — neigiama kontrolé (Svarus vanduo be nukleaziy). B
— kalibraciné kreivé, skirta ziurkiy HEV RNR kopijy skai¢iaus nustatymui
kPGR reakcijoje. R2 — koreliacijos koeficientas; E — efektyvumas; mélyni
taskai — nustatyti standarto kopijy skaiciai kKPGR reakcijoje; raudoni taskai
— tiriamuose méginiuose nustatytas ziurkiy HEV RNR kopijy skaicius
kKPGR reakcijoje.
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3.19 pav. Ziurkiy kepeny RNR méginiy tyrimo HEV-1-HEV-4 kPGR
sistema rezultatai. A — HEV-1-HEV-4 standarto ir tiriamy méginiy
fluorescencijos intensyvumo priklausomybés nuo kPGR ciklo grafikas.
Tamsiai zalios kreivés — standartas; Sviesiai zalios kreivés — standarto
reakcijos be AT etapo; tamsiai mélynos kreivés — tiriamy méginiy
reakcijos su AT etapu; zydros kreivés — tiriamy méginiy reakcijos be AT
etapo; juoda kreivé — neigiama kontrolé (Svarus vanduo be nukleaziy). B
— kalibraciné kreivé, skirta 1-4 genotipy HEV RNR kopijy skaiciaus
nustatymui kPGR reakcijoje. R? — koreliacijos koeficientas; E —
efektyvumas; mélyni taskai — nustatyti standarto kopijy skai¢iai kKPGR
reakcijoje; raudoni taskai — tiriamuose méginiuose nustatytas 1-4 genotipy
HEV RNR kopijy skai¢ius kPGR reakcijoje.

Ziurkiy HEV specifiska AT-kPGR sistema nustaté 9 i§ 109 teigiamus
kepeny audinio méginius (3.20 pav.). I$ jy 6 méginiai isskirti i§ R. rattus, o0 3
—R. norvegicus. Visi tirti Ziurkiy méginiai buvo neigiami pagal HEV-1-HEV-
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4 specifiska AT-kPGR sistema. Panasiis rezultatai buvo aprasSyti ir anksciau.
Nustatyta, kad R. norvegicus néra infekuojamos HEV-1, HEV-3 ir HEV-4 (Li
etal., 2013a, Ryll et al., 2017). Siame darbe gauti rezultatai patvirtina tik vieng
kartg anksCiau nustatyta fakta, kad Europoje R. rattus yra infekuojamos
ziurkiy HEV (Ryll et al., 2017).

120 —— —1]
Teigiami IgG teigiami
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AT-kPGR Antiklnai pries
Ziurkiy HEV

3.20 pav. Ziurkiy HEV tyrimo molekuliniais ir serologiniais metodais
rezultatai.

HEV infekcija ziurkése buvo patvirtinta lizdine PGR. Siam tyrimui
pasirinkta anks¢iau apraSyta plataus taikiniy spektro lizdiné PGR sistema, kuri
pirma kartg panaudota Ziurkiy HEV nustatymui (Johne et al., 2010b). Sios
PGR sistemos produkty sekos yra nuskaitomos DNR sekoskaita ir
naudojamos filogenetiniams ziurkiy HEV rySiams jvertinti. Lizdine PGR
pavyko pagausinti tik 6 i§ 9 AT-kPGR teigiamy méginiy sekas. Sie PGR
produktai buvo klonuoti j vektorius ir jy sekos nustatytos DNR sekoskaita.
Atlikus DNR seky palyginimg, nustatytas 98,7-99.4 % nukleotidy seky
tapatumas su ziurkiy HEV genotipo C1 atskaitos genomu rat/R63/DEU/2009
(GenBank GU345042) (Johne et al., 2010a). Lietuvoje identifikuoty ziurkiy
HEV genominiy fragmenty filogenetiné analiz¢ maksimalios tikimybés (angl.
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Rat HEV R199 R. rattus*  Zarasy raj.
Rat HEV R166 R. rattus* Zarasy raj.
Rat HEV R193 R. norvegicus™ RokiSkio raj.

Rat HEV R175 R. norvegicus* ~ Silutés raj.
Rat HEV R188 R. rattus*  Zarasy raj.
8! Rat HEV R149 R. rattus*  Zarasy raj.
GU345042 Rat HEV strain rat/R63/DEU/2009 R. norvegicus
GU345043 Rat HEV strain R68/DEU/2009 R. norvegicus
JN167538 Rat HEV strain Mu09/0434/DEU/2010 R. norvegicus
JN167537 Rat HEV strain Mu09/0685/DEU/2010 R. norvegicus
Rat HEV ratESOLO-006SF R. rattus
Rat HEV ratIDE113F R. rattus
Rat HEV ratESOLO-014SF R. rattus
JX120573 Rat HEV strain Vietnam105 R. tanezumi
Rat HEV ratiDEQ79F R. rattus
Rat HEV ratELOMB-187SF R. rattus
b JN998606 Ferret HEV strain FRHEV4

- JQD01749 Bat HEV isolate BathEV/BST/GE2000 | Orthohepevirus D
1 AY535004 Avian HEV isolate Fo6-5077 | Orthohepevirus B

M74506 HEV-2 strain Mexico
r'jwazm HEV-1 strain Burma
KJ496143 HEV-7 strain DCHEV-178C

FJ705358 HEV-3 isolate wbGER27 Orthohepevirus A
AB602441 HEV-6 strain wbJOY_06
% ABS73436 HEV-5 sirain JBOAR135-Shiz09
AJ272108 HEV-4 strain T4
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3.21 pav. Filogenetinis medis, kuris rodo Lietuvoje identifikuoty Ziurkiy
HEV seky ry$i su kitais HEV. Mastelio juostos ilgis 0,10 rodo
filogenetinius atstumus pagal nukleotidy pasikeitimus vienoje pozicijoje.
Zvaigzdute pazymétos sekos, kurios identifikuotos §iame darbe.

maximum likelihood) metodu parodé¢, kad nepriklausomai nuo Ziurkiy rusies,
visos nustatytos ziurkiy HEV sekos yra vienoje atSakoje su ziurkiy HEV
nustatomu Vokietijoje (3.21 pav.). Aukstas ziurkiy HEV seky, nustatyty
vienoje Salyje ar regione, panaSumas yra pastebétas ir anksciau. Tai rodo, kad
ziurkiy HEV cirkuliuoja vietinése populiacijose (Johne et al., 2012, Li et al.,
2013c, Widén et al., 2014, Ryll et al., 2017).

3.3.2  Antikuny pries ziurkiy HEV nustatymas ziurkiy méginiuose
serologiniais metodais

ISanalizavus 109 ziurkiy kraujo méginius, IgM ir/arba IgG pries HEV
nustatyti 34 ziurkéms (31,2 %) (3.20 pav.). Tokia seroteigiamy méginiy dalis
yra Siek tiek didesné uz 24,5 % nustatytus Vokietijoje (Johne et al., 2012).
Salyginai aukstas teigiamy méginiy daznis rodo, kad Ziurkiy HEV cirkuliuoja
tirtose ziurkése.
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Ziurkiy HEV RNR ir antikiinai prie§ Ziurkiy HEV buvo nustatyti 4,6 %
ziurkiy. 26,6 % ziurkiy buvo nustatyti antiktinai prie§ HEV, o tik HEV RNR
— 3,7 %. Sie rezultatai patvirtina ir anks&iau pastebétas tendencijas atliekant
laukiniy ir laboratoriniy ziurkiy HEV infekcijos tyrimus. Yra pademonstruota,
kad tiriant R. norvegicus uzsikrétusias ziurkiy HEV yra nustatoma ziurkiy
HEV RNR arba antikiinai prie$ ziurkiy HEV arba abu (Purcell et al., 2011,
Johne et al., 2012). Europoje duomenys apie rysj tarp HEV RNR ir antikiiny
prie§ HEV nustatyma yra menki R. rattus populiacijoje (Ryll et al., 2017).
Siame darbe nustatytos HEV infekcijos Zymeny tendencijos R. rattus yra
panasios j anksCiau apraSytas R. norvegicus (Johne et al., 2012). Tai leidzia
teigti, kad ziurkiy HEV infekcijos metu ziurkése gali biti nustatoma viruso
RNR ir/arba antikiinai prie§ HEV nepriklausomai nuo ziurkiy riiSies.
Vertinant antiktiny prie§ HEV arba HEV RNR nustatyma kaip HEV infekcijos
Zymenj, nustatyti skirtumai tarp Zziurkiy charakteristiky (Lentelé 3.3).

Lentelé 3.3. Laukiniy ziurkiy HEV infekcijy daznis pagal charakteristikas.

Ziurkiy, kurioms
nustatytas bet kuris 95 % Pl
HEYV Zymuo dalis, %

Ziurkiy

Charakteristika .
skaicius

Rusis

Rattus rattus 27 55,56 37,30-72,43
R. norvegicus 82 28,05 19,43-38,63
I8 viso: 109

Lytis

Patelé 56 28,57 18,34-41,55
Patinas 49 38,78 26,41-52,78
Nenustatyta 4 75,00

18 viso: 109

AmZiaus grupé

jauniklis 67 22,39 13,96-33,81
suaugelis 42 54,76 39,94-68,78
18 viso: 109

Palyginus ziurkiy riiSis, nustatytas statistiSkai reikSmingai didesnis HEV

infekcijy daznis R. rattus méginiuose, lyginant su R. norvegicus (p = 0,0176).

Visgi §j skirtumg reikéty vertinti atsargiai, nes iStirtos 27 R. rattus ir 82 R.

norvegicus. Su HEV infekcijomis taip pat statistiSkai reikSmingai dazniau

biina susidiirusios suaugusios ziurkés lyginant su jaunikliais (p = 0,0012). Tai

galima paaiSkinti tuo, kad vyresnés Ziurkés turé¢jo daugiau laiko uzsikrésti
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HEV. Tokia pat tendencija pastebéta tiriant ir kitus gyviinus bei zmones (van
Gageldonk-Lafeber et al., 2017). Vertinant HEV infekcijy daznj pagal ziurkiy
lytj, nenustatytas statistiSkai reikSmingas skirtumas tarp patiny ir pateliy (p =
0,3686), nors patiny HEV infekcijy daznis 38,78 % (PI 95 % 26,41-52,75)
yra didesnis uz pateliy — 28,57 % (P1 95 % 18,34-41,55). Taigi gauti rezultatai
rodo, kad Lietuvoje sugautose ziurkése plintancio ziurkiy HEV sukeliamos
infekcijos yra nepastovios ir yra didesné tikimybé, kad vyresnés arba R. rattus
rusies ziurkés buvo susidiirusios su ziurkiy HEV.

3.4 Antikiiny prie$s HEV nustatymas kiauliy méginiuose serologiniais
metodais

Europoje HEV-3 infekcijy Zmonése pagrindinis Saltinis yra maistas. Sis
viruso genotipas yra zoonotinis, nes yra kamieny, kurie infekuoja ir kiaules, ir
zmones. HEV kiauléms nesukelia simptomy, taciau infekuotos kiaulés yra
HEV infekcijy $altinis zmonéms (Pavio et al., 2017). Taip pat yra tikimybe,
kad kiaulése susidaro antikiinai ne tik prie§ HEV-3, bet ir kitus HEV variantus,
pavyzdziui, ziurkiy. Ziurkés gali gyventi kiauliy ukiuose ir juose platinti
ziurkiy HEV. Taigi yra labai svarbu stebéti seroepidemiologinius HEV
paplitimo kiauliy populiacijoje duomenis.

Sio darbo metu kiauliy kraujo serumo méginiai visy pirma buvo apibiidinti
komercine IFA sistema ,,HEV-Ab ELISA“ (Axiom). Si sistema nustato visy
klasiy antiktinus specifiskus HEV. I8 viso istirti 99 Kiauliy serumo méginiai.
Nustatyta, kad 50 kiauliy (50,51 %) turi antikinus prie§ HEV. Ankstesniame
Lietuvos kiauliy tyrime nustatytas 43,75 % paplitimas (Spancerniene et al.,
2016). Europoje panasus paplitimas nustatytas Italijoje (Martinelli et al., 2011,
Caruso et al., 2017), Estijoje (Ivanova et al., 2015), Ispanijoje (Seminati et al.,
2008, Casas et al., 2009) ir Sveicarijoje (Burri et al., 2014). Visa tirtg kiauliy
populiacija galima suskirstyti pagal Lietuvos rajonus, kuriuose surinkti
méginiai (3.22 pav.). Pagégiy, Raseiniy, Moléty ir Vilniaus rajonuose tirtos
kiaulés nebuvo susidirusios su HEV infekcija. Tokj rezultata galé¢jo nulemti
mazas tirty gyviiny skai¢ius. Kituose rajonuose antikiinai prie§ HEV nustatyti
10-100 % tirty kiauliy. Daugiausia kiauliy istirta Pasvalio, Silalés ir Birzy
rajonuose. Pasvalio rajone nustatytos 7 i§ 22 kiauliy (31,82 %), kurios buvo
uzsikrétusios HEV, Silalés — 15 1§ 18 (83,33 %), o Birzy — 1 i§ 10 (10 %).
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3.22 pav. Kiauliy méginiy surinkimo vietos. Zemélapyje pateikti rajonu,
kurivose surinkti kiauliy meéginiai, pavadinimai, centrai ir gyviiny
skaiCius. Skrituliais pazyméti centrai rajony, kuriuose surinktuose
méginiuose nustatyti antikinai prie§ HEV. Apskritimais pazZyméti centrai
rajony, kuriuose surinktuose méginiuose nenustatyti antikiinai pries HEV.

Kiauliy kraujo serumo méginiai taip pat buvo iStirti nustatant IgG
antikiinus prie§ HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymus. Siam tyrimui buvo
naudota netiesioginé IFA, sukurta rekombinantiniy HEV kapsidés baltymy
pagrindu (3.2 skyrius), siekiant jvertinti §iy baltymy efektyvuma tiriant kiauliy
kraujo méginius. Lyginant su ,,HEV-Ab ELISA* kaip atskaitos testu atlikta
IFA su skirtingais HEV kapsidés baltymais ROC (angl. receiver operating
curve) analizé (3.23 pav.). Remiantis $iuo metodu apskai¢iuojamas ploto po
ROC kreive (AUC, angl. area under the curve) rodiklis, kuris parodo
tikimybe, kad testas nustatys didesnj signalg tiriant teigiama meéginj negu
neigiama. Tai yra parodo testo efektyvuma nustatant, ar tiriamasis méginys
yra teigiamas ar neigiamas. Kuo AUC ar¢iau 1, tuo sistema efektyvesné. IFA
HEV-3 kapsidés baltymo pagrindu (HEV-3 IFA) yra efektyviausia, nes jos
AUC (angl. area under the curve) yra 0,975 = 0,014. IFA Ziurkiy HEV
kapsidés baltymo pagrindu (Ziurkiy HEV IFA) AUC = 0,840 + 0,042, o
sutrumpinto ziurkiy HEV (Sutrumpinto ziurkiy HEV antigeno IFA) — AUC =
0,578 £ 0,058. ROC analiz¢ taip pat nustato optimaliausig testo signalo ribing
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3.23 pav. IFA su rekombinantiniais HEV baltymais ROC analizé. AUC —
plotas po ROC kreive, Pl — pasikliautinieji intervalai.

vertg. Jei tiriamojo meéginio signalo verté didesné uz ribing, jis laikomas
teigiamu. Ribiné vert¢é ROC analizés metu yra parenkama tokia, kad ja
naudojant pasiekiamas didziausias jmanomas jautrumas ir specifiSkumas.
Kiekvienai tirtai IFA nustaCius ribing verte paaiskéjo, kad IFA HEV-3
kapsidés baltymo pagrindu jautrumas 91,1 %, specifiskumas 97,6 %, ziurkiy
HEV — jautrumas 62,2 %, specifiskumas 100 %, o sutrumpinto ziurkiy HEV
— jautrumas 60 %, specifiskumas 59,5 %. Kuo jautrumas yra didesnis, tuo
mazesné tikimybé, kad testas nustatys klaidingai neigiamus méginius. Kuo
specifiSkumas yra didesnis, tuo maZzesné tikimybe, kad testas nustatys
klaidingai teigiamus méginius. [vertinus skirtingais testais gauty rezultaty
koreliacija, nustatyta, kad HEV-3 IFA rezultatai vidutiniSkai stipriai
koreliuoja su ,,HEV-Ab ELISA* (rs= 0,76895, 3.24 pav. a). Ziurkiy HEV IFA
rezultatai silpnai koreliuoja su ,,HEV-Ab ELISA* (rs= 0,59088, 3.24 pav. b)
ir vidutiniskai stipriai su HEV-3 IFA (rs= 0,6654, 3.24 pav. d), o sutrumpinto
ziurkiy HEV antigeno IFA rezultatai su ,,HEV-Ab ELISA® — silpnai (rs =
0,2557, 3.24 pav. c). Tai rodo, kad HEV-3 IFA testas i§ tiriamyjy yra
109



r,=0,59088

a < b
1.0 910
R . :. « o -...I L] d ..l..:.- .
[ ® . . g? Cle. 8 :
>
L
0.5 .' 50‘5— :
. > .
w
. m" L]
. .a' 2 E . o:. o*
*ods . © o o .
So
N
Q
e

1,=0,76895
‘ 00 f

Rezultatas, s.v. (HEV-Ab ELISA) Rezultatas, s.v. (HEV-Ab ELISA)

ojo ols 1,0 05 1,0
Rezultatas, s.v. (HEV-3 IFA) (I;{ezultatas, s.v. (Ziurkiy HEV IFA)
c
1,0 21‘ - .
> * .\.o‘ A : L_I' ¢ .
Y [sp) * o
Ll ) >I . :
N i
z .o §
05 « | ® > 054 e
* . @ ) ., .
. @ ) -
e o= L] P o%%e ° .
. E by d
. ® b o ™ . o‘. o-.
N oo s oW
O.G—Tm & 0.0 tAd H 20,6654
O:O 0?2 0:4 0!6 0:8 . 1?0 oto 0‘52' 170
Rezultatas, s.v. (Sutrumpinto Rezultatas, s.v. (Ziurkiy HEV IFA)

Ziurkiy HEV antigeno IFA)

3.24 pav. Koreliacija tarp skirtingais testais gauty rezultaty. ,,HEV-Ab
ELISA* rezultaty koreliacija su HEV-3 IFA (a), ziurkiy HEV IFA (b),
sutrumpinto ziurkiy HEV IFA (c), HEV-3 IFA ir ziurkiy HEV IFA
rezultaty koreliacija (d). rs — Spearman koreliacijos koeficientas. Tiesé,
lygiagreti ordinaciy aSiai, yra testo, nurodyto abscisiy asyje, ribiné verte ir
atvirksciai.
tinkamiausias kiauliy méginiy analizei. IFA ziurkiy HEV kapsidés baltymo
pagrindu rezultatai silpnai koreliuoja su komerciniu testu. Be to, ziurkiy HEV
IFA jautrumas yra 62,2 %. Tai reiskia, kad tokioje dalyje teigiamy méginiy
yra antikiny reaguojanciy ir su Ziurkiy HEV kapsidés baltymu. Lyginant
ziurkiy HEV IFA rezultatus su HEV-3 IFA ir ,,HEV-Ab ELISA® nustatyta,
kad dalis méginiy (28 i$ 99) yra teigiami visuose testuose, dalis (22 i§ 99) —
tik HEV-3 IFA irfarba ,,HEV-Ab ELISA®, o tik ziurkiy HEV IFA testu
teigiamy méginiy nenustatyta (3.24 pav. b ir d). Panasias kryzmines reakcijas
nustatéme ir tiriant rekombinantiniy HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymy
imunogeniskumg pelése. Imunizacijy metu susidaré kryzmiskai specifiski
antikiinai abiems baltymams (3.1.2 skyrius). Siy kryzmiskai specifisky HEV-
3 ir ziurkiy HEV antikiiny nustatymas atmeta 3.2 skyriuje iskelta hipotezg,
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kad serologiniais testais naudojant HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymus
galima atskirti, kurio viruso infekcijos paplitusios kiauliy populiacijoje.
Apibendrinant HEV-3 IFA veikia geriausiai, taiau efektyvumu nusileidzia
komerciniam ,,HEV-Ab ELISA® testui. Tai biity galima paaiskinti tuo, kad
misy sukurtame ir komerciniame teste naudojami skirtingi HEV antigenai ir
tuo, kad misy sukurta HEV-3 IFA nustato tik IgG klasés antikiinus, o ,,HEV-
Ab“ — visy klasiy antikinus pries HEV.

3.5 Zmoniy kraujo méginiy tyrimas

Europoje HEV infekcijos yra pavojingiausios pacientams su nusilpusia
imunine sistema. Létinémis inksty ligomis ar inksty transplantatus turintys
asmenys yra rizikos grupéje. Vykdant biomedicininj tyrima ,,Virusiniy ir
imunologiniy veiksniy, susijusiy su inksty veiklos sutrikimais ir inksty
transplantato atmetimo rizikos vertinimu, tyrimas“ buvo istirti i§ viso 228
kraujo serumo méginiai. Méginiai yra suskirstyti j 4 grupes: pacienty su inksty
transplanatatu; pacientai, sergantys létinémis inksty ligomis, kuriems
atlickamos dializés ir kuriems neatlickamos dializés; sveiki zmonés
(kontroliné grupé) (3.25 pav.). Organy transplantaty recipientai yra padidintos
rizikos grupgje, nes jie vartoja imunosupresinius vaistus tam, kad persodintas
organas nebiity atmestas. Be to, yra nustatyta, kad HEV taip pat gali biiti
perduotas su organy transplantatais (Kamar et al., 2017). Pacientai, kurie serga
léetinémis inksty ligomis, taip pat yra padidintos rizikos grupéje, nes jy
imuniné sistema dél ligos yra nusilpusi. Sie Zmonés gali bati skirstomi j dvi
grupes pagal tai, ar jiems atlieckamos dializés procediiros. Dializés procediiros
atlikimas yra blogesnio inksty veiklos efektyvumo ar neveikimo pasekmé.

Pacientai, sergantys

Pacientai su inksty létinémis inksty ligomis,
transplantatu kuriems atliekamos
(n=62) dializés proceduros
(n=57)
Pacientai, sergantys
Iétinémis inksty ligomis, Sveiki Zmonés
kuriems neatliekamos (kontroliné grupée)
dializés (n=76)
(n=33)

3.25 pav. Tiriamyjy asmeny d¢l HEV infekcijos grupés.
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Taigi pacientai, kuriems atlieckamos dializés yra sergantys sudétingesne ar
pazengusios stadijos inksty liga. Kontroliné grupé yra sveiki zmonés, kurie
neserga létinémis inksty bei kepeny ligomis.

3.5.1 Antiktny prie§ HEV nustatymas Zmoniy kraujo méginiuose
serologiniais metodais

Visy pacienty kraujo serumo méginiai buvo istirti pagal literattiros Saltinius
dazniausiai naudojamais komerciniais IFA rinkiniais (,,Wantai HEV-IgG
ELISA*, ,Wantai HEV-IgM ELISA®), kurie nustato 1gG ir IgM klasés
antik@inus prie§ HEV. Naudojant ,,Wantai HEV-IgM ELISA* IgM antikiinai
prie§ HEV buvo nustatyti tik 1 inksty transplantato recipientui (3.26 pav.).
IgM antikiinai prie§ HEV yra pirmieji, kurie nustatomi kraujyje nuo infekcijos
pradzios. Siy antikiiny kiekis yra didziausias @imios infekcijos fazés metu, o
véliau palaipsniui mazéja (1.9 skyrius). Tai rodo didele tikimybe, kad kraujo
méginio paémimo metu pacientas buvo infekuotas HEV. IgG klasés antikiinai
pries HEV rodo, kad HEV infekcija yra peréjusi j léting faz¢ arba praéjusi (1.9
skyrius). ,,Wantai HEV-IgG ELISA* testu IgG antikinai prie§ HEV buvo

26809 0.44% 1,61% 0% 0% 0% IgM pries
(1/228) (1/62) (0/57) (0/33) (0/76) HEV daznis
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3.26 pav. IgM pries HEV nustatymo ,,Wantai HEV-IgM ELISA* rezultatai.
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nustatyti 34 (14,91 %, P1 95 % 10,84-20,15) i§ 228 méginiy (3.27 pav.).Visgi
tai negali parodyti tendencijos, koks paplitimas biidingas Lietuvoje.
Uzuoming apie buvusias HEV infekcijas Lietuvoje galima matyti
atsizvelgiant | sveiky Zmoniy grupe. Joje nustatyta, kad 10,53 % (PI 95 %
5,19-19,66) turi IgG antikiinus prie§ HEV. Toks paplitimas yra panasus j 8,7—
19,96 % nustatyta Italijoje, Jungtinéje Karalystéje, Norvegijoje, Danijoje ir
Ispanijoje. Didesnis HEV paplitimas yra 22,4 % Prancuzijoje, 27-31 %
Nyderlanduose ir 43,52 % Lenkijoje (1.6 skyrius). Deja, tokia imtis negali baiti
pagrindu daryti i§vadas. Tai leidZia tik kelti hipoteze. Sio tyrimo tikslas yra
pvertinti IgG prie§ HEV nustatymo daznj skirtingose rizikos grupése.
Didziausias antikainy prie§ HEV paplitimas 30,3 % (Pl 95 % 17,25-47,46)
nustatytas pacienty, serganciy létinémis inksty ligomis, grupéje. Pacienty,
sergan¢iy létinémis inksty ligomis, kuriems atliekamos dializés, grupéje
paplitimas yra 12,28 % (P1 95 % 5,77-23,55), o inksty transplantaty recipienty
grupéje — 14,52 % (Pl 95 % 7,6-25,57). Lyginant antikiiny pries HEV

=0,0218
1491 % 14,52 % 12,28 % 30,3 % 10,53 % IgG prie$
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3.27 pav. IgG pries HEV nustatymo ,,Wantai HEV-IgG ELISA* rezultatai.
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paplitimg kontrolinégje grupéje (10,53 %) su pacienty, kuriems persodinti
inkstai, grupés ir pacienty, kuriems atlickamos dializés, paplitimu néra
nustatytas statistiSkai patikimas skirtumas (atitinkamai p = 0,6534 ir p =
0,9684). Palyginus kontrolinés grupés antikiiny prie§ HEV nustatymo daznj
su didziausiu dazniu, nustatytu létinémis inksty ligomis serganciy pacienty
grupéje, nustatytas statistiskai patikimas skirtumas (p = 0,0218, 3.27 pav.).
Létinémis inksty ligomis sergantys pacientai turi 3,7 karto (OR = 3,70 (P1 95
% 1,30-10,49), p = 0,014) didesnius Sansus uzsikrésti HEV. Tai parodo, kad
létinés inksty ligos yra padidintos HEV infekcijos rizikos veiksnys. Vertinant
antikiny prieS HEV nustatymo daznio skirtumus pagal lyti, amziy,
imunosupresanty vartojima ir gretutiniy ligy buvima statistiskai patikimy
skirtumy nenustatyta.

3.5.2 Antiktiny prie§ HEV nustatymas zmoniy kraujo méginiuose
panaudojant rekombinantinius HEV kapsidés baltymus

Apibudinus zmoniy kraujo méginius komerciniais IFA rinkiniais, buvo
iStirtas mielése susintetinty HEV-3 ir Ziurkiy HEV kapsidés baltymy
tinkamumas serologiniams testams. Kadangi daugumoje méginiy naudojant
»Wantai HEV-IgG ELISA®“ nustatyti 1gG antikiinai pries HEV, buvo
iSbandytas IgG antikinus nustatanéios netiesioginés IFA formatas (3.2
skyrius). Isbandyti visi baltymai, kurie formuoja VPD (HEV-3 (HEV-3 IFA),
ziurkiy HEV pilno ilgio (ziurkiy HEV IFA) ir ziurkiy HEV 112-608
aminorfig8§¢iy Sutrumpintas kapsidés baltymas (sutrumpinto ziurkiy HEV
antigeno IFA)). Visy baltymy tinkamumas nustatymo sistemoms vertintas
atlieckant ROC analize, kai ,,Wantai HEV-IgG ELISA* yra laikomas atskaitos
testu (3.28 pav.). HEV-3 IFA ir sutrumpinto ziurkiy HEV IFA yra
efektyviausios, nes ju AUC atitinkamai yra 0,721 + 0,053 (HEV-3 IFA) ir
0,777 + 0,053 (sutrumpinto Ziurkiy HEV IFA). Ziurkiy HEV IFA AUC yra
0,530 % 0,062, tai rodo, kad §i sistema veikia prasc¢iausiai. Pagal ROC analizg¢
nustatytos testy signaly ribinés vertés, kurias taikant pasiekiamas didziausias
jmanomas jautrumas ir specifiSkumas. Jei tiriamojo méginio signalo verté
didesné uz ribing, jis laikomas teigiamu. Paaiskéjo, kad HEV-3 IFA jautrumas
yra 82,1 %, specifiSkumas — 65 %, sutrumpinto ziurkiy HEV IFA — jautrumas
82,1 %, specifiskumas 63,8 %, o ziurkiy HEV IFA - jautrumas 75 %,
specifiSkumas 46 %. Tai rodo, kad sutrumpinto ziurkiy HEV antigeno IFA ir
HEV-3 IFA veikia tiksliausiai i§ iSbandyty testy rekombinantiniy baltymy
pagrindu. Ivertinus skirtingais testais gauty rezultaty koreliacija, nustatyta,
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3.28 pav. IFA su rekombinantiniais HEV baltymais ROC analizé. AUC —
plotas po ROC kreive, Pl — pasikliautinieji intervalai.

kad HEV-3 IFA ir sutrumpinto ziurkiy HEV antigeno IFA rezultatai silpnai
koreliuoja su ,,Wantai HEV-IgG ELISA* (atitinkamai rs = 0,20581 ir rs =
0,19224,3.29 pav. air ¢). Ziurkiy HEV IFA rezultatai nekoreliuoja su ,,Wantai
HEV-IgG ELISA“ (rs = —0,05446, 3.29 pav. b). Tokj rezultaty neatitikima
galima paaiskinti mazu visy tikrinty testy specifiskumu. Zmoniy kraujo
serumo antikiiny nespecifinés reakcijos galimai nustatytos su baltyminémis
priemaiSomis likusiomis po HEV kapsidés baltymy gryninimo. Dauguma
neteisingai identifikuoty méginiy sudaro klaidingai teigiami méginiai
grafikuose esantys apatiniame deSiniame kampe (3.29 pav. a, b, ¢). Tiriant
zmoniy méginius, i§ visy iSbandyty ziurkiy HEV kapsidés baltymy geriau
veikia sutrumpintas variantas. Tiriant kiauliy méginius geriau veikeé pilno ilgio
ziurkiy HEV kapsidés baltymas (3.4 skyrius). Tokio pat rezultato, kaip kiauliy
méginiy tyrimo atveju, kai ziurkiy HEV IFA nustato tik kryzmiskai
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3.29 pav. Koreliacija tarp skirtingais testais gauty rezultaty. ,,Wantai
HEV-IgG ELISA® rezultaty koreliacija su HEV-3 IFA (a), ziurkiy HEV
IFA (b), sutrumpinto ziurkiy HEV antigeno IFA (c), HEV-3 IFA ir
sutrumpinto ziurkiy HEV antigeno IFA rezultaty koreliacija (d). rs —
Spearman koreliacijos koeficientas. Tiesé, lygiagreti ordinaciy asiai, yra
testo, nurodyto abscisiy asyje, ribiné verté ir atvirksciai.

specifiskus HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymams antikiinus, bet
specifisky tik ziurkiy HEV nenustato, vertinant sutrumpinto ziurkiy HEV
antigeno IFA nenustatyta (3.29 pav. c ir d). Apibendrinant galima teigti, kad
iSbandyti mielése sintetinti HEV kapsidés baltymai néra tinkami antikiiny
prie§ HEV nustatymui Zmoniy kraujo serumo méginiuose. Tinkamo testo
méginiy tyrimui AUC turi buti 1 arba arti 1, o jautrumas ir specifiSkumas bent
90 % ir daugiau. Taip pat tai neleidzia patikrinti 3.2 skyriuje iskeltos
hipotezés, kad serologiniais testais galima vertinti HEV-3 ir ziurkiy HEV
infekcijy paplitimg Zmoniy méginiuose.
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3.6 HEV kapsidés baltymy nustatymas kraujo méginiuose

HEV antigeno nustatymas yra rodiklis, kuris parodo aktyviag HEV
replikacija. Zmoniy ir kiauliy HEV seroteigiami ir Ziurkiy HEV teigiami
méginiai buvo iStirti ,,Wantai HEV-Ag ELISA®“ ir dviepitopés IFA,
panaudojant Siame darbe sukurtus MAKk, testais. Dviepitopé IFA yra IFA
variantas, kuriuo panaudojant MAk yra iSgaudomas antigenas. ISbandzius
jvairias MAK poras buvo pasirinkti MAk CPE4, kurie i§gaudo HEV-3 ir
ziurkiy HEV kapsidés baltymus ir MAk CPD9 zyméti Alexa Fluor 555, kurie
detektuoja MAK CPE4 isgaudytus antigenus (3.30 pav.). Fluorescenciné
antikino—antigeno—antikiino komplekso detekcija pasirinkta dél didesnio
jautrumo. Siekiant i$siaiSkinti §ios sistemos specifiSkumg, buvo iSbandyti
rekombinantiniai HEV-3, sutrumpintas ir pilno ilgio ziurkiy HEV kapsidés
baltymai (3.30 pav.). Dviepitopé IFA iSgaudo visus rekombinantinius HEV
kapsidés baltymus, 0 nustatant sutrumpinta ziurkiy HEV kapsidés baltyma
gaunamas stipresnis signalas.

»Wantai HEV-Ag ELISA* testu iStyrus Zzmoniy méginius, kuriuose buvo
nustatyti antikiinai prie§ HEV, nustatyti 2 teigiami méginiai i§ 34 tirty (lentelé
3.4). Méginyje, kuriame nustatyti IgM ir IgG antikinai pries HEV, HEV
antigenas nenustatytas. Dviepitopé IFA nustaté 9 i§ 34, tarp jy ir abu méginiai,
teigiami ,,Wantai HEV-Ag ELISA“ testu.

A Ziurkiy HEV
1.09| m Sutrumpintas Ziurkiy HEV
® HEV-3
® wmakcpDe

Zymeétas 8
Alexa Fluor 555 2
o

» 0,54
o}
°
=
N
©
€
S
z

MAk CPE4
0,0 A ®
T " T
s T 0,1 1
Sulinélis

Antigeno koncentracija, ug/ml

3.30 pav. Dviepitopés IFA HEV kapsidés baltymo nustatymui schema ir
specifiskumas.
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Kiauliy méginiuose HEV antigenas nustatytas 11 i§ 72 tirty meéginiy
(,Wantai HEV-Ag ELISA®), o dviepitope IFA 45 i§ 72 méginiy. Tik 2i§ 11
teigiamy méginiy pagal ,,Wantai HEV-Ag ELISA* buvo teigiami dviepitopéje
IFA.

Ziurkiy méginiuose HEV antigenas dviepitope IFA nustatytas 2 i§ 31
meéginio. ,,Wantai HEV-Ag ELISA* testu né vienas tirtas ziurkiy méginys
nebuvo teigiamas.

Lentelé 3.4. HEV antigeno nustatymo skirtinguose méginiuose rezultatai.

Meéginiai »Wantai HEV-Ag Dviepitope IFA  Teigiami abejais
ELISA* teigiami (%) teigiami (%) testais (%)

Zmoniy HEV 2 i3 34 (5,88) 91834 (26,47) 218 34 (5,88)

seroteigiami

Kiauliy HEV 11§ 72 (15,28) 451872 (62,5) 21§72 (2,78)

seroteigiami

Ziurkiy HEV 01331 (0) 21831 (6,45) 01831 (0)

teigiami

Gauti duomenys rodo, kad rezultatai gauti ,,Wantai HEV-Ag ELISA* ir
dviepitopés IFA, panaudojant Siame darbe sukurtus MAk, nesutampa. Tai gali
nulemti skirtingas testy specifiSkumas zmoniy ir kiauliy méginiy atveju. Jeigu
laikytume, kad ,,Wantai HEV-Ag ELISA® yra atskaitos testas, tada dviepitopé
IFA nustato daug klaidingai teigiamy méginiy. Kiauliy méginiy tyrimas taip
pat verCia abejoti dviepitopés IFA jautrumu, nes i§ 11 ,,Wantai HEV-Ag
ELISA* testu teigiamy meéginiy dviepitope IFA nustato tik 2. Toks rezultaty
nesutapimas taip pat gali buti sglygotas testuose naudojamy antikiiny
specifiSkumo. Néra Zinoma, ar ,,Wantai HEV-Ag ELISA* testo iSgaudantys
antik@inai yra kryzmiskai specifiski Zzmoniy ir ziurkiy HEV. IStyrus skirtingy
koncentracijy rekombinantiniy HEV kapsidés baltymy tirpalus, nustatyta, kad
»Wantai HEV-Ag ELISA“ nustato tik HEV-3 kapsidés baltyma (8 priedas).
Dviepitopéje IFA naudojami MAk CPE4 ir CPD9 yra kryzmiskai specifiski
HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymams (3.30 pav.). Tai rodo, kadtestai
nustato HEV antigeng prisijungdami prie skirtingy epitopy. Be to, tiriant
ziurkiy méginius dviepitopé IFA nustaté teigiamy méginiy, o ,,Wantai HEV-
Ag ELISA* — ne. Tai leidzia spéti, kad ,,Wantai HEV-Ag ELISA* gali bti
netinkamas testas ziurkiy HEV antigeno nustatymui. Visgi norint tiksliau
apibudinti ir palyginti tirty testy veikimg reikeéty istirti didesnj HEV antigena
turin¢iy méginiy kiekj.
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3.7 Rezultaty apibendrinimas

Disertacijos metu panaudojant mielése susintetintus HEV-3 ir ziurkiy HEV
kapsidés baltymus kaip imunogenus buvo sukurta MAk kolekcija. IStyrus
MAKk specifiskumg IFA metodu paaiskéjo, kad 6 MAk (2B2, CPEL, CPH7,
CPE2, CPF6, 5G5) sukurti imunizuojant Ziurkiy HEV kapsidés baltymu yra
jam specifiski. Astuoni MAk (CPB11, CPC7, CPH6, CPE9, CPD7, 4G4, 5F3,
CPC9) sukurti imunizuojant HEV-3 kapsidés baltymu yra jam specifiski.
Keturi MAk (2E6, CPE4, CPD9, 9C8) reagavo su abejais HEV-3 ir ziurkiy
HEYV kapsidés baltymais. [vertinus MAk giminingumg HEV-3 ir Ziurkiy HEV
kapsidés baltymams nustatyta, kad MAk specifisky HEV-3 tariamosios
disociacijos konstantos yra 9,91x1071°-2,32x10* M, o MAk specifisky
ziurkiy HEV — 4,32x10%°-1,48x10%° M. Tai rodo, kad MAk pasizymi aukstu
giminingumu antigenams. Atlikus MAk atpazjstamy epitopy HEV-3 ir Ziurkiy
HEV kapsidés baltymuose analizg iStirta, kad MAk prisijungimo vietos tiek
HEV-3, tiek ziurkiy HEV kapsidés baltymuose yra i$sidésc¢iusios visuose Siy
baltymy domenuose. Toks MAk atpazjstamy epitopy iSsidéstymas HEV-3
kapsidés baltyme nustatytas pirmg kartg. Patikrinus HEV-3 specifisky MAk
gebéjima atpazinti natiiraly virusa, nustatyta, kad 9 i§ 12 MAk reaguojanciy
su rekombinantiniu HEV-3 kapsidés baltymy taip pat atpazjsta ir natiiraly
virusg. Su virusu reaguojan¢iy MAk CPBI11, CPC7, CPH6, 9C8 ir CPD9
epitopai yra HEV-3 kapsidés baltymo S domene, o MAk 4G4 ir 5F3 — P
domene. MAK 2E6 ir CPE4 tikslaus epitopo HEV-3 kapsidés baltyme
nustatyti nepavyko, taciau Sie MAk ziurkiy HEV kapsidés baltyme atpazjsta
M domeng. Siekiant detaliau apibiidinti MAk prie§ Ziurkiy HEV kapsidés
baltyma, biity galima atlikti laukiniy ziurkiy infekuoty ziurkiy HEV kepeny
audinio pjuviy dazyma imunofluorescencijos metodu. Tokj eksperimentg biity
galima atlikti ir su lgsteliy linijoje kultivuotu ziurkiy HEV. Tikétina, kad
neseniai nustatytos ziurkiy HEV zoonozés padidins jrankiy skirty ziurkiy
HEV tyrimams poreikj.

Darbo metu buvo sukurtos ir isbandytos antikiiny pries HEV nustatymo
sistemos rekombinantiniy HEV kapsidés baltymy pagrindu. Sios sistemos
iSbandytos tiriant laukiniy ziurkiy, kiauliy ir Zmoniy méginius. Visos sistemos
paremtos netiesioginés IFA tipu. Laukiniy ziurkiy méginiai Lietuvoje tirti
pirmag karta. Visy pirma ziurkiy kepeny audinio méginiai iStirti nustatant
ziurkiy HEV RNR PGR metodais. Nustatyta, kad 8,3 % ziurkiy uzsikrétusios
ziurkiy HEV. Apibudinti méginiai patikrinti serologiniais testais, kurie
nustato [gM ir IgG klasiy antik@inus prie$ ziurkiy HEV. Paaiskéjo, kad 31,2 %
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ziurkiy turi antik@inus prie§ ziurkiy HEV. Tai rodo, kad Ziurkiy HEV plinta
Lietuvos laukinése ziurkése.

Kiauliy méginiai buvo visy pirma apibudinti jsigytu serologiniu testu.
Nustatyta, kad 50,51 % tirty kiauliy buvo susidiirusios su HEV infekcija.
Kiauliy kraujo méginiai tuomet buvo istirti sukurtais serologiniais testais
panaudojant mielése susintetintu HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymus.
Ivertinus Siy testy veikima, paaiskéjo, kad netiesioginé IFA naudojant HEV-3
kapsidés baltyma yra efektyviausia. Sukurto antikiiny prie§ HEV nustatymo
kiauliy méginiuose testo parametrai yra perspektyvis, todél ateityje biity
galima, su isbandytu rekombinantiniu HEV-3 kapsidés baltymu, vystyti testg
toliau iStiriant didesne méginiy imt;.

Zmoniy méginiy tyrimui buvo surinkti méginiai suskirstyti j 4 grupes. Trys
grupés yra teoriSkai HEV infekcijos padidintos rizikos: pacientai Su
transplantuotais inkstais, pacientai sergantys létinémis inksty ligomis, kuriems
atlickamos dializés procediros ir kuriems néra atlickamos. Ketvirtoji grupé
sudaryta i§ sveiky, létinémis kepeny ir inksty ligomis neserganciy, individy.
Visy pirma zmoniy kraujo serumo méginiai apibiidinti jsigytomis IgM ir IgG
klasiy antikinus pries HEV nustatanciais testais. Paaiskéjo, kad tik 1 inksty
transplantato recipientas méginio surinkimo metu turéjo IgM, taip pat ir [gG
pries HEV. Tai rodo, kad tuo metu vyko aktyvi HEV infekcija. IgG pries HEV
nustatyti 14,91 % tirty Zmoniy. Kontrolinéje grup¢je antiktinai prie§ HEV
nustatyti 10,53 % Zmoniy. Deja, bet kontrolinéje grupéje buvo 76 individai ir
tokia imtis néra tinkama paplitimo vertinimui bendroje populiacijoje.
Palyginus antikiiny prie§ HEV nustatymo daznj skirtingose grupése, nustatyta,
kad létinémis inksty ligomis serganciy pacienty grupéje paplitimas yra
didziausias — 14,52 %. Tai rodo, kad $ie pacientai turi 3,7 karto didesnj Sansa
biiti susidire su HEV infekcija. Tai reiskia, kad 1étinés inksty ligos yra HEV
infekcijos padidintos rizikos veiksnys. Zmoniy méginius istyrus su sukurtais
serologiniais testais rekombinantiniy HEV kapsidés baltymy pagrindu,
nustatyta, kad $ie testai veikia blogiau negu komerciniai.

Laukiniy ziurkiy teigiami, kiauliy ir Zmoniy seroteigiami kraujo méginiai
istirti jsigytu HEV antigeno nustatymo testu ir sukurtu imunocheminiu
metodu MAK pagrindu. Gauti rezultatai skirtingomis sistemomis beveik
visiS§kai nesutapo. ISbandzius abu testus su rekombinantiniais HEV-3 ir
ziurkiy HEV kapsidés baltymais, paaiskéjo, kad jsigytas testas yra specifiskas
HEV-3 antigenui, o sukurtas nustato HEV-3 ir ziurkiy HEV antigenus. Tai
rodo, kad §iy testy rezultatai nesutampa dél skirtingo specifiskumo. Taigi

tikrinty testy efektyvumas skiriasi. Jsigytas HEV antigeno testas taip pat
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negali biiti naudojamas ziurkiy HEV antigeno nustatymui. Kadangi sukurtas
imunocheminis metodas nustato ir HEV-3, ir Ziurkiy HEV antigenus, tai
galéty buti naudingas jrankis neseniai nustatyty ziurkiy HEV zoonoziy
tyrimams.
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ISVADOS

Mielése susintetinti HEV-3 ir Ziurkiy HEV kapsidés baltymai sukelia
stipry imuninj atsakg pelése. Naudojant imunizuoty peliy bluznies
lasteles, sukurta 18 hibridomy, i§ kuriy 8 sintetina monokloninius
antiktinus specifiskus HEV-3 kapsidés baltymui, 6 — ziurkiy HEV ir 4
— kryzmiskai specifiSkus abiejy virusy kapsidés baltymams. 9 i§ 18
antikiny geba identifikuoti natiiraly virusa.

Panaudojant monokloninius antikiinus, istirta HEV kapsidés baltymy
antigeniné  strukttra, nustatytos imunodominuojanéios  sritys
iSsidésCiusios visuose HEV-3 ir ziurkiy HEV kapsidés baltymy
domenuose. Toks HEV-3 kapsidés baltymo epitopy iSsidéstymas
nustatytas pirmg karta.

Sukurtu serologiniu ir molekuliniais HEV nustatymo metodais istyrus
laukiniy Ziurkiy méginius, antikiinai prie§ HEV nustatyti 31,2 %, o
HEV RNR — 8,3 % tirty Lietuvos laukiniy ziurkiy méginiy.
Serologiniais metodais i$tyrus kiauliy kraujo méginius, nustatyta 50,51
% HEV seroteigiamy méginiy. Ivertinus rekombinantiniy HEV
kapsidés baltymy tinkamumg antikiiny pries HEV nustatymui kiauliy
méginiuose nustatyta, kad rekombinantinio HEV-3 kapsidés baltymo
pagrindu sukurta IFA yra efektyviausia.

Istyrus HEV specifiskus antikinus zmoniy kraujo méginuose,
nustatyta, kad 14,91 % tirty asmeny buvo susidire su HEV infekcija,
nes jiems nustatyti IgG antikiinai pries HEV. Palyginus HEV
serologinj paplitimg tiriamosiose grupése patvirtinta, kad Iétinés inksty
ligos yra HEV infekcijos padidintos rizikos veiksnys.

Dél mazo méginiy su imios HEV infekcijos Zymenimis skaiciaus
nepavyko jvertinti naujai sukurto IFA testo monokloniniy antikiiny
pagrindu efektyvumo nustatant HEV-3 ir Ziurkiy HEV kapsidés
baltymus tiriant ziurkiy HEV teigiamus, kiauliy ir zmoniy HEV
seroteigiamus méginius.
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FINANSINE PARAMA

Doktoranttros metu atlikti eksperimentai finansuoti Lietuvos mokslo
tarybos projekto nr. MIP-039/2015 , Naujy hepatito E viruso (HEV)
diagnostikos priemoniy kiirimas ir HEV paplitimo Lietuvoje tyrimai*
(vadové dr. Indré Kucinskaité—Kodzé) 1éSomis.
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PADEKA

Nuosirdziai dékoju darbo vadovei dr. Indrei Kucinskaitei-Kodzei uz
suteiktg galimybe atlikti doktorantiirg jos vadovaujamoje temoje, taip pat uz
patarimus, pagalba, pastabas, kantrybe, pasitikéjimg ir riipest] viso
vadovavimo doktorantiirai metu bei rasant §j darba.

Uz galimybeé dirbti ir atlikti tyrimus Imunologijos ir Igstelés biologijos
skyriuje, pastabas, patarimus ir palaikyma dékoju skyriaus vadovei prof.
Aurelijai Zvirblienei. UZ gera atmosfera, vaisingas diskusijas ir idéjas dékoju
esamiems ir buvusiems skyriaus kolegoms dr. Dovilei Stravinskienei, Indrei
Dalgédienei, dr. Mildai Zilnytei, Karolinai JuSkaitei, dr. Vaidai
Simanavicienei, Ausrai Vaitiekaitei, Ritai Lasickienei ir kt.

Dékoju savo studentams ir praktikantams Gretai Kontvainytei, Pauliui
Krispinoviciui, Augustei Ruginytei, Vytautui Rudokui, Vytautui Mickeviciui,
Pauliui Matuliui ir kt., kurie prisidéjo bendrais eksperimentais arba savo
darbais leido skirti daugiau laiko disertacijos eksperimentams.

Taip pat esu labai dékingas dr. Rasai Petraitytei-Burneikienei ir jos
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PRIEDAI

1 priedas. Laukiniy ziurkiy duomenys.

Charakteristika Ziurkiy skaitius %
Rasis R. norvegicus 27 24,77
R. rattus 76 69,72
R. rattus (ruda forma) 6 5,50
IS viso: 109 100
Vieta  Silutés raj. 6 5,50
Joniskio raj. 3 2,75
Rokiskio raj. 12 11,01
Utenos raj. 0,92
Vilniaus raj. 6 5,50
Zarasy raj. 81 74,31
IS viso: 109 100,00
Data 2014 m. 12 11,01
2015 m. 45 41,28
2016 m. 23 21,10
2017 m. 29 26,61
I$ viso: 109 100,00
Lytis mot. 56 51,38
VYI. 49 44,95
nenustatyta 4 3,67
IS viso: 109 100,00
Masé, g 0-100 54 49,54
100-200 33 30,28
200-300 10 9,17
300 ir daugiau 12 11,01
IS viso: 109 100,00
Amzius  jauniklis 67 61,47
suaugelis 42 38,53
IS viso: 109 100,00
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2 priedas. MAk kryzminio specifiSkumo ir giminingumo tyrimas IFA.
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Specifiski ziurkiy HEV
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OT (450 nm)

OT (450 nm)

Kryzmiskai specifiski
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3 priedas. Imunoblotingo su MAKk pries HEV kapsidés baltymus nuotraukos.
SDS-PAGE - baltymy elektroforezé, nuotrauky pavadinimai atitinka MAk
klono pavadinimus. 1 — Ziurkiy HEV, 2 — HEV-3 kapsidés baltymai (1 pg
takelyje), 3 — E. coli susintetintas ziurkiy HEV kapsidés baltymas (gauta i$
prof. dr. Rainer G. Ulrich), 4 — S. cerevisiae lizatas.
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4 priedas. HEV-3 ir ziurkiy HEV kaspidés baltymy persidengianéiy
fragmenty sintezé E. coli raiskos sistemoje. Ziurkiy HEV kapsidés baltymo
fragmenty sintezés baltymy elektroforezés (a) ir IB (b) nuotraukos: 1 —
baltymy molekulinés masés standartas; 2, 3 — E. coli sintetinanc¢iy, F1-ziurkiy
HEV oligopeptida, lizatas atitinkamai prie§ ir po indukcijos IPTG; 4, 5 — E.
coli sintetinan¢iy, F2-Ziurkiy HEV oligopeptida, lizatas atitinkamai pries ir po
indukcijos IPTG; 6, 7 — E. coli sintetinané¢iy, F3-Ziurkiy HEV oligopeptida,
lizatas atitinkamai prie$ ir po indukcijos IPTG; 8 — Ziurkiy HEV kapsidés
baltymas (1 pg). HEV-3 kapsidés baltymo fragmenty sintezés baltymy
elektroforezés (c) ir IB (d) nuotraukos: 1 — baltymy molekulinés masés
standartas; 2, 3 — E. coli sintetinan¢iy, FI-HEV-3 oligopeptida, lizatas
atitinkamai pries ir po indukcijos IPTG; 4, 5 — E. coli sintetinanciy, F2-HEV-
3 oligopeptida, lizatas atitinkamai pries$ ir po indukcijos IPTG; 6, 7 — E. coli
sintetinan¢iy, F3-HEV-3 oligopeptida, lizatas atitinkamai prie§ ir po

indukcijos IPTG.
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5 priedas. MAk sagveika su Ziurkiy HEV kapsidés baltymo persidengianciais
fragmentais IFA (a) ir IB (b) ir su HEV-3 kapsidés baltymo fragmentais IFA
(c) ir IB (d). (a) ir (c) IFA naudoti MAK-HRP optimaliu skiedimu, lenteléje
pateikti OT, ,—° — netikrinta, teigiamu rezultatu laikomas OT > 0,2. (b)
Imunoblotingo nuotrauky pavadinimai atitinka MAk klong, E. coli,
sintetinan¢iy 1 — F1-ziurkiy HEV, 2 — F2-Ziurkiy HEV, 3 — F3-ziurkiy HEV
fragmentus, lizatai, 4 — ziurkiy HEV kapsidés baltymas. (d) Imunoblotingo
nuotraukty pavadinimai atitinka MAk klong, E. coli, sintetinan¢iy 1 — F1-
HEV-3, 2 - F2-HEV-3, 3 - F3-HEV-3 fragmentus lizatai, 4 — HEV-3 kapsidés
baltymas.
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HEV-3 HEV-3
MAk  F1-HEV-3 F2-HEV-3 F3-HEV-3 112-608 kapsidés
aminor. baltymas

E6 | 0,0306 | 0,0370 | 0,0304 [ 10,9390 1,6460
CPE4 | 0,0330 | 00321 | 0,0405 [ 11,2990 24540
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6 priedas. MAK gebéjimo atpazinti HEV-3 infekuotose lastelése tyrimo IF
nuotraukos. Nuotrauky pavadinimas atitinka MAk klono naudoto dazymui
pavadinima. Mélyna spalva — branduoliai, Zalia spalva — HEV kapsidés.
Mastelis toks kaip 3.11 pav.

Specifiski HEV-3 kapsidés baltymui

CPHG6 4G4
Kryzmiskai specifiski HEV-3 ir
ziurkiy HEV kapsidés baltymams

CPE4
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7 priedas. Ziurkiy méginiy tyrimas netiesiogine IFA naudojant pilno ilgio ir
sutrumpinta ziurkiy HEV kapsidés baltymus, nustatant IgM ir IgG klasiy
antik@inus pries§ ziurkiy HEV.

IgM antikany pries Ziurkiy HEV nustatymas IgG antikiiny prie$ Ziurkiy HEV nustatymas

&
!
IS

1

Signalo ir ribinés vertés santykis
Signalo ir ribinés vertés santykis

T T T 1 T T T
Pilno ilgio Ziurkiy HEV Sutrumpintas Ziurkiy HEV Pilno ilgio Ziurkiy HEV Sutrumpintas Ziurkiy HEV
kapsidés baltymas kapsidés baltymas kapsidés baltymas kapsides baltymas

8 priedas. Rekombinantiniy HEV kapsidés baltymy detekcija naudojant
,»Wantai HEV-Ag ELISA* testa.

m  HEV-3 kapsidés baltymas
® Ziurkiy HEV kapsidés baltymas
A Sutrumpintas ziurkiy HEV kapsidés baltymas

12 5

10 1

Signalo ir ribinés vertés santykis

0 —— 7 :

:
Antigeno koncentracija, pg/ml
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