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Sis i¥radimas priklauso imunologiniy méginiy, skirty HCV (vadinamy
nei A, nei B hepatito virusais) sri¢iai. Tiksliau, iSradimas yra apie HCV antigeny
igalinandius plataus spektro imunologiniuose méginiuose aptikti anti-HCV

antikiinus.

Manoma, kad liga, vadinama nei A, nei B hepatitu (NANBH), yra
uzkrediama liga arba grupé ligy, sukeliamy virusais, kuri skiriasi nuo kity
virusiniy kepeny ligy formy, tame tarpe sukelty Zinomais hepatito virusais, t.y.
hepatito A viruso (HAV), hepatito B viruso (HBV) ir hepatito delta viruso (HDV),
o taip pat hepatity, sukelty citomegaloviruso (CMV) ar Epstein-Barr viruso
(EBV). Pirmg karta NANBH buvo nustatytas individams po kraujo perpylimo.
Uzkrato perneSimas nuo Zmogaus S$impanzei ir nuoseklus perskiepijimas
Simpanzéms parodé, kad NANBH kilo dél perneStojo uzkrelianCio agento ar
agenty. I§ epidemiologiniy duomeny galima buvo spresti apie tris NANBH tipus:
epideminj per vandenj uZkre¢iamo, per krauja ar parenteraliai perneSamo, ir
atsitiktinio (bendruomenéje jgyjamo) hepatito tipa. Dar visai neseniai perneSantis
agentas nebuvo nustatomas, todél klinikin¢ diagnozé ir NANBH nustatymas buvo
atliekamas, visy pirma, iSskiriant kitus virusinius markerius. Spéjamu NANBH
antigeny ir antik@iny aptikimui buvo taikomi $ie metodai: difuzijos agare-gelyje,
imunoelektroforezés, imunofluorescencinés mikroskopijos, imuninés elektroninés
mikroskopijos, radioimuniniy ir kietafazé imunofermentiné analizé. TaCiau né
vienas $iy analizés budy néra pakankamai jautrus, specifinis ir atsikartojantis, kad

galéty biti taikomas kaip NANBH diagnostinis testas.

1987 m. Chiron'oc korporacijos (8ios paraiSkos savininkes)
mokslininkai nustaté pirmaja nukleino rtigstj, tikrai susieta su per kraujg
perneamu NANBH. Zr., pvz., EPO publikacijos Nr.318216; Houghton et al.,
Science 244:359 (1989). Siose publikacijose yra apraSytas naujos virusy klaseés,
hepatito C viruso (HCV), izoliato klonavimas. Ten apraSyto izoliato prototipas

buvo pavadintas "HCV1". HCV yra Flavi-tipo virusas, turintis RNR genoma.
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JAV patento paraiSkoje Nr. 456637 (Houghton et al.), jtrauktoje Cia
cituojant, apraSytas jvairiy rekombinantiniy HCV polipeptidy gavimas HCV
cDNR ekspresijos metu ir Siy polipeptidy atranka pagal imuninj reaktyvumg
pacienty su HCV serumui. Tokia ribota atranka parodé, kad stipriu
imunogeniSkumu pasizymi bent penki testuoti polipeptidai; butent, identifikuoti
kaip 5-1-1, C100, C33c, CA279a ir CA290a. I3 $iy penkiy polipeptidy 5-1-1 yra
spéjamame NS4 domene, C100 jungia spéjamus NS3 ir NS4 domenus, C33¢c yra.
spéjamame NS3 domene, o CA279a ir CA290a esti spéjamame C domene.
Atranka taip pat parodé, kad nei vienas atskirai testuotas polipeptidas nebuvo
imunologiskai reaktyvus visiems serumams. Tuo biidu, blity pageidautina turéti
patobulintus testus, kuriu metu saveika vykty su visais arba daugeliu pavyzdziy,

paimty i§ individy su teigiama HCV reakcija.

PareiSkéjai atliko papildomus serologinius tyrimus su HCV antigenais,
kurie patvirtino, kad atskirai né vienas iki Siol identifikuotas HCV polipeptidas
nepasiZzymi imunologiniu reaktyvumu visiems serumams. Atskiro polipeptido
reaktyvumo nebuvimas visiems individy su HCV serumams yra galimas, be kity
priezas€iy, dél kamieny skirtingumo HCV epitopuose, dél humoralinio individy

atsako skirtingumo ir/ar ligos stadija salygotos, skirtingos, serologinés reakcijos.

Siy papildomy tyrimy déka taip pat buvo nustatytos HCV antigeny
kombinacijos, kurios jgalino aptikti daugiau HCV antikiiny, negu tuo atveju, kai

naudojamas vienas HCV polipeptidas.

Taigi, pagal vieng §io iSradimo aspektg yra sitloma HCV antigeny

kombinacija, kurig sudaro:
(a) pirmasis HCV antigenas i§ C domeno; ir
(b) bent vienas papildomas HCV antigenas, atrinktas i§ grupés, kurioje yra
(I) HCV antigenas i§ NS3 domeno;
(I) HCV antigenas i$ NS4 domeno;
(IIT) HCV antigenas i§ S domeno;

ir
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(IV) HCV antigenas i$§ NS5 domeno.

Vienu atveju, HCV antigeny kombinacija turi sulydyto proteino,
susidedancio i§ antigeny, pavidala. Kitu atveju, antigeny kombinacija esti atskiry
antigeny, suriSty bendroje kietoje matricoje, pavidalo. Dar vienu atveju, antigeny

kombinacija sudaro atskiry antigeny misinys.

Pagal kita iSradimo aspekta yra siilomas blidas HCV antikiinams
aptikti Zinduoliy kiino komponente, jtarus jame esant minéty antikiiny, apimantis
minéto kiino komponento ir auk3¢iau apraSyto HCV antigeny kombinacijos
saveika salygose, uZtikrinandiose antikiino ir antigeno reakcijg, ir susidariusio

imuninio komplekso i§ minéty antikiny ir minéty antigeny aptikima.

Pagal kita iSradimo aspektg yra sitilomas budas HCV antikiinams
aptikti Zinduoliy kiino komponente, itarus jame esant minéty antikiiny, apimantis
minéto kiino komponento sgveika, vienu metu ar paeiliui, su HCV antigeny

rinkiniu, kurj sudaro
(a) pirmasis HCV antigenas i§ C domeno; ir
(b) bent vienas papildomas HCV antigenas, atrinktas i§ grupés, kurioje yra
(I) HCV antigenas i§ NS3 domeno;
(II) HCV antigenas i§ NS4 domeno;
(IIT) HCV antigenas i$ S domeno;
ir
(IV) HCV antigenas i§ NS5 domeno,

esant salygoms, uZtikrinan¢ioms antikiino ir antigeno reakcijg, ir susidariusio

imuninio komplekso i§ minéty antikiiny ir minéty antigeny nustatyma.

Pagal dar vieng iSradimo aspekta yra siilomas komplektas atlikimui
meéginio, skirto HCV antiklinams aptikti Zinduoliy kiino komponente, jtarus jame

esant minety antikiiny, ir kurj jpakuotoje formoje sudaro

(a) minéty HCV antigeny kombinacija;
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(b) standartinés kontrolinés medZiagos; ir

(c) analizes atlikimo instrukcija.

Trumpas figiry apradymas

Fig.1 parodyta HCV poliproteing koduojanti nukleotidy seka ¢cDNR
matricinéje ir nematricinéje grandinéje bei aminoriigi¢iy seka, koduojama

matricinés grandinés.

Fig.2 yra aminorigitiy sekos, uZraSytos Fig.l, schema, rodanti

spéjamus HCV polipeptido domenus.

Apibrézimai

"HCV" antigenu yra laikomas polipeptidas, turintis maZiausiai 5
aminorugstis, dazniau - maziausiai nuo 8 iki 10 aminorigi¢iy, kurios apibréZia
epitopg, randamg HCV izoliate. DaZniausia, HCV turi unikaly epitopa. Kai
antigenas yra paZzymétas alfa-numeracijos kodu, epitopas prasideda nuo HCV

domeno, pazymeétu alfa-numeracijos Zenklu.

"Sintetinis", kuomet vartojamas apibtidinti HCV antigena, reiskia, kad
HCYV antigenas buvo iSskirtas i§ natfiraliy 3altiniy arba dirbtinai gautas cheminés

ar rekombinantinés sintezés metu.

"Domenais” yra laikomi tie Fig.2 parodyti HCV poliproteiny
segmentai, kurie paprastai priklauso spéjamiems HCV struktiriniams ir
nestruktiiriniams proteinams. Zymint domenus yra laikomasi susitarimo, pagal
kurj yra paZymimi Flavi-virusy proteinai. Fig.2 parodytos domeny vietos yra tik
apytikslés. Pazymeéjimai "NS" rei¥kia "nestruktiirinius" domenus, "S" reigkia
apvalkalo domena, o "C" reiskia nukleokapsidés ar nukleotido domena.

"Sulydytas polipeptidas” reiskia polipeptida, kuriame HCV
antigenas(ai) yra atskiros vientisos aminorigi¢iy grandinés, neegzistuojancios

gamtoje, dalis. HCV antigenai gali buti tiesiogiai vienas su kitu sujungti
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peptidinémis jungtimis arba atskirti jsiterpusiy aminoriigi¢iy seky. Sulydyti

polipeptidai taip pat gali turéti egzogeniniy HCV aminoriigi¢iy seky.

"Bendra kieta matrica" reiSkia kietg kiina, su kuriuo kovalentiskai ar
nekovalentiSkai, pvz. hidrofobinés adsorbcijos bilidu, yra susiri$¢ atskiri HCV

antigenai arba sulydyti polipeptidai, susidedantys i§ HCV antigeny.

"Zinduolio kiino komponentu" yra laikomas individo, priklausancio
Zinduoliams (pvz., Zmogaus) skystis ar audinys, turintys antikiiny, gaminamy to
individo. Tokie, prieinami praktikoje be apribojimy komponentai, yra kraujas,
plazma, serumas, stubufo smegeny skystis, limfa, kvépavimo taky, zZarnyno,

lytiniy ir Slapimo taky i8skyros, seilés, pienas, baltieji kraujo kiineliai ir mielomos.

"Imunologiskai reaktyvus" reiskia, kad tiriamasis antigenas specifidkai
reaguos su anti-HCV antikiinu, kuris paprastai sudaro didele uzkrésto HCV

individo serumo dalj.

"Imuninis kompleksas" reiskia junginj arba agregata, kuris susidaro

antikfinui susiriSus su antigeno epitopu.

HCV antigeny kombinacijos

Fig.2 yra parodyti spéjami HCV poliproteiny domenai. Domenai,
nulemiantys antigenus, naudojamus kombinacijose, yra Sie: C, S (ar E), NS3, NS4
ir NS5. Manoma, kad C domenas nulemia HCV nukleokapsidés proteina. Jis
tesiasi nuo poliproteino N-terminalinio galo iki mazdaug 120 aminoriigities
(Fig.1). Manoma, kad S domenas apibrézia viriono apvalkalo proteing ir, galbit,
matrikso (M) proteina, ir kad jis tesiasi nuo mazdaug 120 aminoriigsties iki 400
(Fig.1). NS3 domenas tgsiasi nuo mazdaug 1050 aminoriigsties iki 1640 ir turéty
sudaryti virusing proteazg. NS4 domenas tesiasi nuo NS3 terminalinio galo iki
mazdaug 2000 aminorfigities. Iki $iol néra Zinoma NS4 proteino funkcija.
Pagaliau, NS5 domenas tg¢siasi mazdaug nuo 2000 aminoriigsties iki proteino galo

ir manoma, kad jis apibréZia virusing polimeraze.
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Fig.1 yra parodyta HCV1 izoliato seka. Galvojama, kad ir kity, i§
kraujo kilusiy, HCV grandiniy sekos gali skirtis nuo seky, pavaizduoty Fig.1,
ypatingai apvalkalo (S) ir nukleokapsidés (C) domenuose. Tokiy HCV antigeny su
besiskirian¢iomis sekomis panaudojimas ir biity $io iSradimo tikslas, pastebint,
beje, kad dél skirtingumo neturéty Zymiai pakisti antigeno imunologinis

reaktyvumas serumui asmeny, uzkrésty HCV.

Apskritai, HCV antigenus sudaro istisiniai ar apkarpyti domenai;
domeny fragmentai pagal reakcija | antigeng yra lengvai atrenkami igudusiy Sioje
srityje darbuotojy. Geriau, kad atskiri HCV antigenai, naudojami kombinacijoje,
apimty imunodominantine pasirinktojo domeno dalj (t.y. dali, kurt pirmiausia
salygoja polipeptido imunologini reaktyvuma). C domeno atveju geriau, kad C
domeno antigenas apimty domeno didZiaja iStisos sekos dali. Ypa¢ tikty antigenas,
pazymeétas C22 (Zr. 4 pavyzdzio apraSyma). Geriau, kai S domenas apima
hidrofobinj subdomena N-terminaliniame domeno gale. Sis hidrofobinis
subdomenas esti mazdaug nuo 199 aminoriigsties iki 328 (Fig.1). Ypal tinkamas
HCV antigenas, pazymétas S2 (3 pavyzdZio apraSymas). Jei norima, i S domeno

antigeng gali biiti jjungta seka, einanti Zemyn po hidrofobinio subdomeno.

Labiau tinkamas NS3 domeno antigenui yra C33c antigenas. Sis
antigenas apima aminorigstis nuo 1192 iki 1457 (Fig.1). Geresnis NS4 domeno
antigenas yra C100, kuris apima aminoriigstis nuo 1569 iki 1931 (Fig.1). Geresnis

NS5 domeno antigenas apima aminoraigstis nuo 2054 iki 2464 (Fig.1).

HCV antigenas gali buati polipeptidas, sudarytas tik i§ HCV
aminoriigs¢iy sekos arba i§ egzogeninés HCV-ui sekos (t.y. jis gali buti sulydytas
proteinas, turintis egzogening seka). Gaminant HCV antigeng rekombinantiskai,
antigenas, bidamas sulydyto proteino pavidalu, pvz., su SOD, alfa-faktoriumi ar
ubikvitinu (Zr. JAV patentus Nr. Nr. 4751180, 4870008 ir 1989 m. rugpjicio 7-os
d. JAV patenting paraiska Nr. 390599, kuriy dalys, aprasancios SOD, alfa-
faktoriaus ir ubikvitino ekspresija, €ia yra pateikiamos), gali padidinti ekspresijos
lygi ir/ar padidinti antigeno tirpumg vandenyje. Sulydyty proteiny, tokiy kaip alfa-

faktoriaus ir ubikvitino, sulydymas yra vykdomas ekspresijos Seimininko, siekiant
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paSalinti heterologines sekas. Alfa-faktorius yra sekretuojanti sistema, o sulydyti

su ubikvitinu kompleksai lieka citoplazmoje.

Toliau, antigeny kombinacija gali biiti gauta kaip sulydytas proteinas.
Kaip antai, vientisas DNR fragmentas, koduojantis C22 ir C33c gali biti
sukonstruotas, klonuotas i ekspresijos vektoriy ir panaudotas C22 ir C33c¢ sulydyto
proteifio ekspresijai. PanaSiu biidu gali biiti gauti C22 ir C100; C22 ir S2; C22 ir
NS5 antigeno; C22, C33c ir S2; C22, C100 ir S2 bei C22, C33¢, C100 ir S2
sulydyti proteinai. Taip pat gali buti panaudoti ir alternatyviis fragmentai i3

aprasyty pavyzdZiuose domeny.

HCV antigeny gavimas

HCV antigenai, minimi iSradime, daZniausiai yra gaminami
rekombinantiniu ar Zinomu cheminés sintezés kietoje fazéje budais. Taciau juos
taip pat galima izoliuoti i§ disocijavusiy HCV ar HCV daleliy, panaudojus

afininés chromatografijos metodika, leidZian¢ig sujungti antikiinus su antigenais.

Kai gaminama rekombinantinés technikos pagalba, gali biiti taikomos
standartinés antigeng koduojancios DNR konstravimo, tokios DNR klonavimo
ekspresijos vektoriuose, lasteliy-Seimininkiy, kaip antai, bakterijy, mieliy,
vabzdziy ar Zinduoliy lasteliy transformavimo, ir antigeno gamybos, sukeliant
DNR ekspresija, procediiros. Kaip paZyméta auk$Ciau, siekiant padidinti
ekspresija, palengvinti valyma ar padidinti tirpuma, gali biiti naudinga ekspresuoti
antigena sulydyto proteino pavidalu. Specifinés parodomyju HCV antigeny
gavimo procediiros yra apraSytos pavyzdziuose, o taipgi pirminéje parai§koje Nr.

456637.

Antigenuy kompozicijos panaudojimui imunologinéje analizéje

HCV antigenai gali biiti sujungti gaminant juos sulydyto proteino
pavidalu, sudaryto i§ dviejy ar daugiau antigeny, imobilizuojant juos atskirai ant

bendros kietos matricos, arba fizidkai juos sumaiSant. Antigeno sulydytieji
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proteinai taip pat gali bati imobilizuoti (suristi) ant kietos matricos. Kovalentinio
ar nekovalentinio proteiny suri§imo matricoje metodai ir metodikos yra Zinomi
Sioje tyrimy srityje. Kietojo pavirSiaus savybeés kinta priklausomai nuo analizés
poblidzio. Kietuoju pavir§iumi analizéje, atlickamoje mikrotitravimo duobutése,
yra duobutés ar indelio sienelé. Analizei vartojant rutuliukus, kietuoju pavir§iumi
esti rutuliuko pavirSius. Analizei naudojant giliamacio lazdele (t.y. kietg daikta,
padarytg i$ porétos arba pluostinés medziagos, tokios kaip audinys ar popierius)-
kietuoju pavirS§iumi bus medZiagos, i§ kurios padaryta lazdelé, pavirSius.
Analizéje, pagristoje agliutinacija, kietuoju pavir§Siumi gali bati latekso ar
Zelatinos daleliy pavirSius. Kai atskiri antigenai yra suriSami matricoje, jie
pasiskirsto pavirSiuje tolygiai arba pasiskirsto jame pagal Sablona, pavyzdziui

ruozais, taip kad tas antigeny suriS$imo Sablonas galéty biiti atpaZintas.

Paprasti antigeny miSiniai yra sudaryti i§ antigeny, esanCiy bet

kuriame tinkamame tirpiklyje ar dispersingje terpéje.

Analiziy. naudojanéiy antigenu kombinacijas, tipai

HCV antigenai gali biti taikomi 1§ esmés bet kurio tipo analitinése
sistemose, kuriose siekiama Zinomu antigenu aptikti antiklinus. Bendras $iy
analitiniy sistemy bruozas yra tas, kad antigenas kontaktuoja su kuno
komponentu, jtarus esant HCV antikiiny, salygose, kuriose antigenas gali susiristi
su tokiu, komponente esanciu antikiinu. Tokios salygos yra fiziologiné
temperatiira, pH ir joniné tirpalo jéga, kai naudojamas antigeny perteklius. Po
antigeno inkubacijos su tiriamuoju pavyzdZiu nustatomi imuniniai kompleksai,

turintys antigeny.

Imuninés analizés atlikimo tvarka gali stipriai skirtis, ir $ioje srityje
yra zinoma daug jy tipy. Darbo eigoje, pavyzdziui, galima naudoti kietus padéklus
arba vykdyti imuning precipitacijos reakcija. Daugelyje analizés budy yra
naudojama Zymeétieji antiklinai ar polipeptidai; Zymémis gali buiti, pavyzdZiui,
fermenty, florescuojancios, chemiliuminescuojancios, radioaktyvios ar dazy

molekulés. Taip pat Zinomi analizés bidai, kuriuose yra sustiprinami imuninio
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komplekso signalai; ju pavyzdZiais yra analitinés sistemos, kuriose naudojama
biotinas ir avidinas, ir imuniné analizé su Zymeétaisiais fermentais bei fermentams

atliekant tarpininko vaidmeni, kaip antai, ELISA sistemose.

Apskritai, imuniné analitiné sistema gali bfiti heterogeninio ar
homogeninio tipo, standartiné ar konkurentiné. Heterogeninio tipo analitinéje
sistemoje polipeptidas yra dazniausiai suriSamas kietoje matricoje ar padékle, tuo
palengvinant pavyzdzio atskyrima nuo polipeptido po inkubacijos. Vartojamais
kietyjyu padékly pavyzdZiais gali biti nitroceliuliozé (pvz., membranos ar
mikrotitravimo plokstelés pavidalo), polivinilo chloridas (pvz., ploksteliy ar
mikrotitravimo plokStelés pavidalo), polistireno lateksas (pvz., rutuliuky ar

mikrotitravimo plokStelés pavidalo), polivinilidino fluoridas (Zinomas kaip

ImmulonTM), diazotintas popierius, neilono membranos, aktyvuoti rutuliukai ir

A-proteino rutuliukai. Pavyzdziui, heterogeninio tipo analitingje sistemoje galima

naudoti Dynatech ImmulonTM lar ImmulonTM 2 mikrotitravimo ploksteles arba
0,25 coliy rutuliukus (Precision Plastic Ball). Antigeniniy polipeptidy turintis
pagrindas paprastai yra praplaunamas atskyrus ji nuo testuojamojo pavyzdzio ir

prie$ nustatant suristus antikiinus. Naudojama standartiné ir konkurentiné analizé.

Homogeninio tipo analizéje testuojamasis pavyzdys inkubuojamas su
antigeny kombinacija tirpale. PavyzdZiui, salygose, kai iSkrenta { nuosédas bet
kurie susidar¢ antigeno ir antikiino kompleksai. Homogeninése analitinése

sistemose taikomi abu, standartinis ir konkurentinis, tipai.

Standartinio tipo analizéje antikiino ir antigeno kompleksa sudarantis
HCYV antikiiny kiekis yra tiesiogiai reguliuojamas. Tai gali buti atlikta jvertinus, ar
Zymétieji antiksenogeniniai (pvz., ne-Zmogaus) antiklinai, kurie atpazjsta anti-
HCV antikiinus, yra suri$ti susidarius kompleksui. Konkurentinio tipo méginiuose
HCV antikiiny kiekis pavyzdyje yra sumazinamas reguliuojant konkurentinj
zinomo kiekio zZyméty antiking (arba kity konkuruojanéiy ligandy) suri§imo

komplekse efekta.

Priklausomai nuo tipo susidare kompleksai, turintys anti-HCV

antiklinus (ar konkurentiniy meéginiy atveju tam tikra konkuruojanéio antikiino
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kiekj), yra nustatomi kuria nors i§ Zinomy metodiky. PavyzdZiui, komplekso
nezyméti HCV antiklinai gali buti nustatyti naudojant antiksenogenetini Ig

konjugata, suridta su Zyme (pvz., fermentine Zyme).

Imunoprecipitatinio ar sukibimo tipo analizéje reakcijos metu tarp
HCV antigeny ir antikiiny susidaro struktiira, kuri i$ tirpalo ar suspensijos iskrenta
1 nuosédas, suformuodama matomg nuosédy sluoksni ar plévele. Jei
testuojamajame pavyzdyje néra anti-HCV antikiino, tuomet matomos nuosédos

nesusidaro.

HCV antigenai paprastai bus pakuojami { komplekta, skirta minétai
imuninei analizei. Komplektas paprastai talpina atskirose talpose antigeny
kombinacija (arba jau suristg su kietu pagrindu, arba atskira, su reagentu, ri¥an¢iu
juos prie pagrindo), kontrolinius antikiiny preparatus (teigiamus ir/ar neigiamus),
Zyméta antikiina, kai Sio tipo méginiui reikia tokiy paciy ir signalg skleidZian¢iy
reagenty (pvz., fermentiniy substraty, jei zZymé tiesiogiai neskleidZia signalo).
Paprastai komplekte bus pridétos instrukcijos (pvz., ant popieriaus, magnetofono

juostoje, VCR, CD-ROM ir pan.).

Toliau pateikti pavyzdZziai iliustruoja iSradima ir jokiu biidu jo

nesiaurina.
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1 pavyzdys: HCV antigeno C33c sintezé

HCV antigenas C33c turi NS3 domeno seka. Konkre€iai, jg sudaro
aminorfigstys 1192-1457 (Fig. 1). Sis antigenas buvo gaminamas bakterijose, kaip
sulydytas proteinas kartu su Zmogaus superoksido dismutaze (SOD), Zemiau
apraSyta tvarka. Kad biity gautas pcflEF, vektorius pSODcfl (Steiner et al.
(l986); J.Virol. 58:9) buvo pilnai suskaidytas su EcoRI bei BamHI ir, gautasis-

EcoRI, BamHI fragmentas buvo prijungtas prie $io linkerio:
GATC CTG GAA TTC TGA TAA
GAC CTT AAG ACT ATT TTA A.

Kad buty sudarytas pcflEF/C33c, cDNR klonas, koduojantis
aminorigdtis 1192-1457 ir turintis EcoRI galus, buvo jterptas i pcflEF. Si

ekspresiné konstrukcija buvo transformuota j D1210 E.coli lastelése.

Transformantai buvo naudojami ekspresijai sulydyto proteino,
sudaryto i§ SOD N-terminaliniame gale ir rémelio C33¢c HCV antigeno C-
terminaliniame gale. Ekspresija buvo uZbaigta uZkrétus 1500 ml Luria buljono,
turinio ampicilino (100 mikrogramyml), su 15 ml i§ vakaro uZséty
transformanty. Lastelés buvo auginamos iki ju optinis tankis bus 0,3, po to jdéta

IPTG, kad biity gauta galutiné 2 mM koncentracija, véliau, Igsteléms uzaugus iki
optinio tankio 1, jos buvo 20 min. centrifuguojamos, esant 3.000 x g, 4°C

temperatiiroje. Taip supakuotas lasteles galima laikyti keleta ménesiy -80°C

temperatiroje.

Norint iSvalyti SOD-C33c polipeptida, bakterinés lastelés, kuriose §is
polipeptidas buvo ekspresuotas yra paveikiamos osmotiniu 3oku ir mechaniniu
skaldymu, tada netirpi dalis, kurioje yra SOD-C33c, atskiriama ir veikiama
isskiriamaja ekstrakcija, naudojant bazés-NaCl tirpala. Siame ekstrakte esantis
sulydytas polipeptidas iSvalomas chromatografijos biidu, kolonélése su S-Sefaroze

ir Q-Sefaroze.

Nevalytas ekstraktas, gautas po osmotinio Soko ir mechaninio

skaldymo, toliau buvo ruoSiamas taip. Vienas gramas supakuoty lgsteliy buvo
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suspenduota 10 ml tirpalo, kurio sudétyje yra 0,02 M Tris HCI1 , pH 7,5, 10 mM

EDTA, 20% sacharozés, ir laikoma 10 min. ant ledo. Po to, lastelés buvo

nusodintos, 15 min. centrifuguojant 4.000 x g, 4°C temperatiiroje. PaSalinus
supernatanta, lasteliy nuosédos perdétos | 10 ml A1 buferj (0,01 M Tris HCI, pH
7,5, 1 mM EDTA, 14 mM beta-merkaptoetanolio [BME]) ir 10 min. laikoma,

pridéjus ledo. Lasteles vél buvo nusodinamos 15 min. centrifuguojant 4.000 x g,

4°c temperatiiroje. PaSalinus skaidry supernantg (periplazming frakcija I), lasteliy

nuosédos buvo resuspenduotos Al buferyje , 10 min. laikoma lede, ir vél 15 min.

centrifuguojama 4.000 x g, 4°C temperatiiroje. Skaidrus supernatantas
(periplazminé frakcija II) paSalintas, lasteliy nuosédos resuspenduotos 5 ml
buferio A2 (0,02 M Tris HC], pH 7,5, 14 mM BME, 1mM EDTA, 1mM PMSF).
Kad biity suardytos lastelés, suspensija (5 ml) ir 7,5 ml "Dyno-mill" stiklo
rutuliuky (0,10- 0,15 mm diametro), praplauty rigstimi be $vino (gauta i§ Glen-
Mills, Inc.), buvo patalpinta | Falcon'o vamzdelj ir sukama didZiausiu grei¢iu 2
min., po to maziausiai 2 min. 3aldoma ant ledo; §i sukimo-$aldymo procediira
kartojama 4 kartus. Po sukimo, skysta masé buvo perfiltruota pro smulkaus stiklo
filtra, esant silpnam siurbimui; stiklo rutuliukai du kartus plaunami buferiu A2,

sujungiant filtratg ir praplovimo skysti.
Neistirpusi nevalyto ekstrakto dalis buvo surinkta ir centrifuguota 15

min. 20.000xg, 4°c temperatiiroje, du kartus praplauta 10 ml buferiu A2 ir
resuspenduota 5 ml MILLI-Q vandens.

Frakcija, kurioje buvo SOD-C33c, atskirta nuo netirpiy medziagy
tokiu bitidu: | suspensijg jdéta NaOH (2M) ir NaCl (2M) iki galutinés 20 mM

koncentracijos, tada misinys 1 min. buvo kratomas, 20 min. centrifuguojamas
20.000xg, 4°C temperatiiroje. Taip gautas reikalingas supernantas.

Norint §variai i§gryninti SOD-C33c¢ S-Sefarozéje, | supernanto frakcija
idéta (iki galutiniy koncentracijy) 6M karbamido, 0,05 M Tris HCI, pH 7.5, 14
mM BME, ImM EDTA. Tada i frakcija supilta | kolonélg, kuri buvo uzpildyta S-
Sefaroze Fast Flow (1,5x10 c¢m) ir i$balansuota buferiu B (0,05M Tris HCI, pH
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7,5, 14 mM BME, ImM EDTA). Supylus tiriama tirpalg i kolonéle, ji buvo
praplauta buferiu B, kurio tiiris lygus dviejy kolonéliy tiriui. Buvo surinktos
pratekéjusio skys€io ir iSplautos frakcijos. Tiriamo tirpalo ir praplovimo srovés
tekéjimo greitis buvo 1 ml/min.; frakcijos surinktos po 1 ml. Frakcijos i3 eilés
patikrintos, ieSkant SOD-C33c. Frakcijy méginiai buvo analizuojami
elektroforezés biidu 10% poliakrilamidiniame gelyje, kuriame buvo SDS, po to
dazant Coomassie meliu. Frakcijas galima analizuoti ir Western blot, naudojant'

antikling, veikianti prie§ SOD. Buvo atrinktos frakcijos, turin¢ios SOD-C33c.

Toliau, SOD-C33c buvo gryninamos Q-Sefarozés kolonéléje (1,5x5
cm), iSbalansuotoje buferiu B. Atrinktos frakcijos su SOD-C33c, gautos po
chromatografijos S-Sefarozéje, buvo supiltos | kolonéle. Po to kolonélé buvo
praplauta buferiu B, ir iSplauta eliuentu, pilant 60 ml buferio B, su NaCl gradientu
nuo 0,0 iki 0,4 M. Tiriamo tirpalo, praplovimo ir eliuento pratekéjimo greitis buvo
1 ml/min.; frakcijos surinktos po 1 ml. Visos frakcijos gautos po chromatografijos
Q-Sefarozés kolonéléje, buvo analizuojamos taip pat, kaip ir chromatografijos S-
Sefarozés kolonéje atveju. Didziausia SOD-C33c koncentracija rasta frakcijoje,

gautoje po iSplovimo su 0,2 M NaCl.

[Sanalizavus poliakrilamidiniame SDS gelyje ir imuno-blot budu,
naudojant monokloninj antikiina, kuris veikia prie$ Zmogaus SOD, buvo nustatyta,
kad SOD-C33c, gauto po chromatografijos per Q-Sefarozés kolonélg, grynumas

yra didesnis nei 90%.
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2 pavyzdys: HCV antigeno C100 sintezé

HCV antigenas C100 apima sekas i§ NS3 ir NS4 domeny.
Konkrer&iai, jo sudétyje yra aminorigitys 1569-1931 (Fig.1). Sis antigenas
pagamintas mielése. Buvo paruostas cDNR 1270 bp fragmentas, koduojantis

anks¢iau minétas aminoriigstys ir turintis EcoRI galus.

Mieliy ekspresijos vektorius, kuriame minétas ¢cDNR fragmentas
tiesiai sulydytas su C.cerevisisie ADH2/GAP promotoriumi, gautas pagal
protokola, numatanti, kad vykty C100 sekos dauginimas pagal PCR metoda, o
padaugintos sekos bty jjungiamos | klonuojama vektoriy. Po klonavimo C100
seka i8kirpta ir kartu su seka, kurioje buvo ADH2/GAP promotorius, prijungta
prie didelio mieliy vektoriaus fragmento. Tokiu bldu gautas ekspresijos

vektorius.

C100 dauginimas PCR biidu vyko, naudojant matrica vektoriy pS3-
56C100m’ kuris buvo istiesintas suskaidant Sall pagalba. pS3-56 yra iSvestas i§

pBR322 ir turi ekspresijos kasete, kurios sudétyje yra hibridiniy mieliy
ADH2/GAPDH promotorius, esantis sekoje prie§ Zmogaus superoksido

dismutazés geng ir po alfa-faktoriaus transkripcijos terminatoriaus.

Oligonukleotidy praimeriai, naudojami dauginime, buvo skirti
palengvinti klonavimg ir jjungti transliacijos terminacini kodona. Konkreéiai,
kartu su PCR oligonukleotidais buvo generuojami nauji 5'-HindIII ir 3'-Sall saitai.
Oligonukleotide, kuriame buvo Sall saitas, buvo uzkoduoti dvigubos terminacijos
kodonai TAA ir TGA. Oligonukleotide, kuriame buvo HindlIII saitas, taipgi buvo
netransliuojama lyderiné seka, nuskaityta nuo pgap63 geno, esanti iSkart prie$
AUG kodona. Genas pEco63GAPDH apraSytas Holland ir Holland (1980) ir
Kniskern et al. (1986). PCR praimerio, naudojamo C100m ekspresijai, sekos:

5'GAG TGC TCA AGC TTC AAA ACA AAATGG CTC

ACT TTC TAT CCC AGA CAA AGC AGA GT 3

ir
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5" GAG TGC TCG TCG ACT CAT TAG GGG GAA
ACATGG TTC CCC CGG GAG GCG AA 3.

Dauginimas PCR biidu, naudojant praimerius ir matricas, buvo

atlickamas su Cetus-Perkin-Elmer PCR komplektu, pagal visus gamintojo
reikalavimus. PCR metodo salygos tokios: 29 ciklat 94°C temperatliroje 1 minute,
37°C temperatiiroje 2 min., 72°C temperatiiroje 3 min. ir galutiné inkubacija

72°C temperatiiroje 10 min. DNR gali biti laikoma per naktj 4°C ar -20°C

temperatiroje.

Padauginus, PCR produktai suskaidyti su HindlIII ir Sall. Pagrindinis
1,1 kb produktas valytas elektroforezés ant gelio biidu, o po eliucijos i$valytas
produktas buvo prijugtas prie didelio pBR322 Sall-HindIII fragmento. Norint
atskirti teisingus rekombinantus, sveikos HB101 lastelés buvo transformuotos
rekombinantiniais vektoriais, ir po klonavimo ie$komi rekombinantai buvo
identifikuoti remiantis HindIII-Sall fragmenty, i8kirpty 1§ klony, dydziu. Vienas i3

klony, kuriame buvo tinkamo dydzio HindllI-Sall fragmentas, pavadintas

pBR322/C100"d. I3analizavus HindIII-Sall fragmento seka, pasitvirtino, kad $iame

klone yra pasidauginusio C100.
Ekspresijos vektorius, kuriame yra C100, buvo sukonstruotas, suridus

HindIII-Sall fragmentg i§ pBR322/C100°d su 13,1 kb BamHI-Sall fragmentu i$
pBS24.1, ir 1369 bm BamHI-Sall fragmentu, kuriame yra ADH2/GAP
promotorius. (Pastarasis fragmentas aprasytas EPO Nr. 164556). pBS24.1
vektorius yra apraSytas U.S.S.N. 382805, 1989 birzelio 19. ADH2/GAP
promotoriaus fragmentas buvo aptiktas suliejus vektoriu pPPGAP/AG/HindIII su

HindIII ir BamHI, véliau 1369 bp fragmentas buvo i§grynintas gelio pagalba.

Sveikos HBI101 lastelés buvo transformuotos rekombinantiniy
vektoriy, o teisingi rekombinantai buvo identifikuoti pagal gaunama 2464

fragmenta ir 13.1 kb fragmenta, gauta suliejus klonuoty vektoriy BamHI ir Sall.

Vienas i§ klonuoty teisingy rekombinantiniy vektoriy buvo pavadintas pc100™d#3.
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Kad vykty C100 ekspresija, sveikos genties Saccharomyces cerevisiae

AB122 Stamo (MATa leu2 ura3-53 prb 1-1122 pep4-3 prcl-407[cir-0]) lgstelés

buvo transformuotos perne$imo vektoriy pC100°d#3. Transformuotos lasteles

buvo patalpintos ant plokSteliy su URA-sorbitolio, o po to atskirais

transformantais padengtos Leu™ plokstelés.

Atskiri klonai buvo auginami Leu’, ura” terpéje, | kuria jdéta 2%

gliukozés, 24-36 val. 30°C temperatliroje. Vienas litras Mieliy Ekstrakto Peptono

Terpeje (YEP), kuriame yra 2% gliukozés, buvo sumaiSytas su 10 ml kultiiros,
Pe)

pastovéjusios pernakt. Taip gauta kultira buvo auginama 48 val. 30°C
temperatiiroje, maiSant 400 aps/min greiciu ir védinant (1L oro puciamas pro 1L
tirpalo/min., t.y., lvvm) grei¢iu. Tirpalo pH nebuvo reguliuojamas. Kultara buvo
auginama BioFlo II fermentatoriuje, pagaminto New Brunswick Science Corp. Po

fermentacijos lastelés buvo atskirtos ir analizuojamos pagal C100 pasireidkima.

Transformuoty lasteliy analizé, tiriant C100 polipeptida, buvo atlikta

bendruose lasteliy lizatuose ir nevalytuose ekstraktuose, paruostuose i§ vienintelés

mieliy kolonijos, i8augusios Leu™ plokstelése. Lasteliy lizatai ir tiriami ekstraktai
buvo analizuojami elektroforezés SDS poliakrilamidiniame gelyje budu, ir
Western bloto bidu. Western blotu buvo tirta su triusiy polikloniniais antiktinais,
nukreiptais prie§ SOD-C100 polipeptida, ekspresuotg mielése. Manoma, kad C100
polipeptidas turi 364 aminorugstis. Po gelio analizés paaiskéjo, kad tiriamojo

polipeptido MWr yra 399,9K.

Abu analizés metodai parodé, kad tiriamas C100 polipeptidas buvo
bendruose lasteliy lizatuose, bet jo nebuvo nevalytuose ekstraktuose. Sie rezultatai

leidZia teigti, kad ekspresuotas C100 polipeptidas gali biiti netirpus.

3 pavyzdys: HCV antigeno S2 ekspresija

HCV antigeno S2 seka priklauso S domeno hidrofobiniam N-

terminaliniam galui. Sekoje yra aminoriigstys 199-328 (Fig 1.).
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Ekspresijos vektoriaus, koduojanéio S2 polipeptida, konstravimo
tvarka ir vektoriaus ekspresija mielése buvo analogi$ka aprasytajai Pvz.2, C100

polipeptido atveju.

Matrica PCR reakcijoms buvo pBR322/Pil4a vektorius, kuris buvo
iStiesintas j| suskaidZius su HindIll. Pil4a yra c¢cDNR klonas, kuris koduoja

aminorugstis 199-328.

Oligonukleotidy, naudojamy kaip praimeriy dauginant PCR btdu S2

koduojamas sekas, sekos yra tokios.
S2 sekos 5'-sriciai:
5'GAG TGC TCA AGC TTC AAA ACA AAA TGG GGC TCT
ACC ACG TCA CCA ATG ATT GCC CTA AC 3';

ir

S2 sekos 3'-sriciai:

5'GAG TGC TCG TCG ACT CAT TAA GGG GAC CAG TTC

ATC ATC ATA TCC CAT GCC AT 3.

Praimeris 5'-srityje jterpia HindIIl saita ir ATG start- kodona i
dauginama produkta. Praimeris 3'-srityje jterpia transliacijos stop-kodonus ir Sall

saitg | dauginama produkta.

PCR metodo salygos tokios: 29 ciklai per minutg 94°C temperatiiroje,
2 minutes 37°C temperatiiroje, 3 min. 72°C temperatiiroje, ir pabaigoje inkubacija
truko 10 min. 72°C temperatiiroje.

PCR reakcijos pagrindinis produktas buvo 413 bp fragmentas, kuris
iSvalytas gelyje. I$valytas fragmentas buvo prijungtas prie didelio fragmento,
gauto paveikus pBR322 su HindIII ir Sall fragmentu, ir taip gauta pBR322/S2d

plazmidé.

Sulipinus 413 bp HindIII-Sall S2 fragmenta su 1.36 kb BamHI-HindIII

fragmentu, kuriame yra ADH2/GAR promotorius, ir su dideliu mieliy vektoriaus
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pBS24,1 BamHI-Sall fragmentu, gauti rekombinantiniai vektoriai, kurie buvo
klonuojami. Teisingi rekombinantiniai vektoriai buvo identifikuoti pagal 1.77 kb
fragmenta, po suliejimo su BamHI ir Sall. Ekspresijos vektorius, sukonstruotas i$
dauginamos sekos, ir turintis koduojanéia S2 seka, prisijungta tiesiogiai prie

ADH2/GAP promotoriaus, buvo identifikuotas kaip pS2d#9.

4 pavyzdys: HCV C antigeno sintezé

HCV antigenas C22 priklauso C domenui. Jis turi aminoragstis 1-122,
(Fig.1).

Ekspresijos vektoriaus, koduojan¢io C polipeptida, konstravimo
tvarka ir vektoriaus ekspresija mielése vyko analogiskai C100 polipeptido

ekspresijos atvejui ir yra apradyta, iSskyrus tai, kas nurodoma toliau.

Matrica PCR reakcijoms buvo pBR322/Ag30a, kuris buvo istiesintas
su HindIll. Ag30 yra cDNR klonas, koduojantis aminoragstis 1-122.
Oligonukleotidy, kurie buvo praimeriai dauginant C koduojané¢ias sekas PCR

bidu, sekos buvo tokios.

C sekos 5'-sridiai:
5'GAG TGC AGC TTC AAA ACA AAA TGA GCA CGA
ATC CTA AAC CTC AAA AAAAAAAC3
ir
C sekos 3'-sri¢iai:
5'GAG TGC TCG TCG ACT CAT TAA CCC AAA TTG CGC
GAC CTA CGC CGG GGG TCT GT 3'.

Praimeris 5'-sri¢iai jterpia HindIIl saita | dauginamg produkta, o

praimeris 3'-sri¢iai jterpia transliacijos stop-kodonus ir Sall saitg. PCR reakcija
vyko taip: 29 ciklai per minute 94°C temperatiiroje, 2 min. 37°C temperatiroje, 3

min. 72°C temperatiiroje, ir pabaigoje inkubacija truko 10 min. 72°C

temperatiiroje.
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Pagrindinis PCR gamybos produktas yra 381 bp polinukleotidas.
Sulipinus §i fragmenta su pBR322 dideliu Sall-HindIIl fragmentu, gavosi
plazmidé pBR322/C2.

Surius 381 bp HindIII-Sall C koduojantj fragmenta, iSkirpta i3
pBR322/C2 su 1.36 kb BamHI-HindIIl fragmentu, kuriame yra ADH2/GAP
promotorius, ir su dideliu mieliy vektoriaus pbS24.1 fragmentu BamHI-Sall, gauti
rekombinantiniai vektoriai, kurie buvo klonuojami. Teisingi rekombinantiniai
vektoriai buvo identifikuoti pagal 1.74 kb fragmenta, po to kai buvo suskaldyti su
BamHI ir Sall. I§ dauginamos sekos sukonstruotas ekspresijos vektorius, kurio
seka koduoja C, prijungty tiesiogiai prie ADH2/GAP promotoriaus, buvo
identifikuotas kaip pC22.

Transformuoty lasteliy analizé, tiriant C polipeptido pasireiskima,
buvo atlikta visy lasteliy lizatuose ir nevalytuose ekstraktuose, gautuose i§

vienintelés mieliy kolonijos, iSaugintos Leu™ plokstelése. Lasteliy lizatai ir
nevalyti  ekstraktai buvo analizuojami, atliekant elekroforeze = SDS
poliakrilamidiniame gelyje. C polipeptidas, manoma, turi 122 aminoragstis, o

atlikus gelio analizg paaiskéjo, kad ekspresuoto polipeptido MWr yra mazdaug

13.6 Kd.

5 pavyzdys: NS5 polipeptido sinteze

Sis polipeptidas turi N-terminalinio galo sekg NS5 domene.
Konkregiai jo sudétyje yra aminorfigitys nuo 2054 iki 2464 (Fig. 1.). Ekspresijos
vektoriaus, kuriame uzkoduotas NS5 polipeptidas, konstravimo ir vektoriaus
ekspresijos tvarka yra panasi { ta, kurios laikomasi C33c ekspresijos atveju (Zr.

Pvz.1).

6 pavyzdys : Antikiiny prie§ HCV radioimunologiné analizé (RIA)

HCV antigenai (pavyzdZiai 1-5) buvo patikrinti RIA metodu, norint

jvertinti ju gebéjima aptikti antikfinus prie§ HCV serume individy, kurie pagal
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klinikines diagnozes, turéjo HCV (nei-A, nei-B), arba serume, gautame i3

apmokamy donory kraujo.

RIA metodo pagrindas yra procedira, apradyta Tsu ir Herzenberg
(1980), SELECTED METHODS IN CELLULAR IMMUNOLOGY (W.H.
Freeman & Co.), pp. 373-391. Apskritai, mikrotitravimo plokstelés (Immulon 2,
Removawell juostelés) yra padengtos $variu HCV antigenu. Padengtosios
plokStelés yra inkubuojamos kartu su serumo pavyzdziais arba su atitinkamais
kontroliniais pavyzdZiais. Inkubacijos metu, antikiinas, jei yra, imunologiskai
susiriSa su kietoje fazéje esanciu antigenu. Pa3alinus neprisijungusias medziagas ir

praplovus mikrotitravimo ploksteles, Zmogaus antikiing-NANBV ir antigeny

kompleksai yra nustatomi inkubuojant su 125I-paZymétu avies antikiinu prie§
Zmogaus imunoglobulinus. Neprisijunggs paZymétas antikiinas paalinamas
iSsiurbiant, o plokstelés iSplaunamos. I§matuojamas individualiy duobuéiy
radioaktyvumas; prisijungusiy Zmogaus anti-HCV antikiiny kiekis yra

proporcingas radioaktyvumui duobutéje.

Konkreciai, { kiekvieng mikrotitravimo plokstelés duobute (Dynatech
Immulon 2 Removawell Strips) pridéta Simtas mikrolitry tirpalo, kurio sudétyje
yra 0,1-0,5 mikrogramy HCV antigeny, istirpinty 0,125 M Na borato buferyje, pH
8,3, ir 0,075 M NaCl (BBC). Plokstelé buvo laikoma per naktj drégnoje patalpoje

4°C temperatiiroje, po to antigeny tirpalas buvo pasalintas, o duobutés praplautos
BBS, kurio sudétyje yra 0,02% Triton X-100 (BBST), tirpalu 3 kartus. Norint
iSvengti nespecifiniy ry$iu susidarymo duobutés buvo padengtos jaucio serumo
albuminu (BSA), pridedant 100 mikrolitry BSA, istirpinto BBS, tirpalo (5 mg/ml);
po to inkubuojam 1 val. kambario temperatiiroje; po inkubacijos BSA tirpalas
buvo paSalintas. Padengtose duobutése antigenai reagavo su serumu, pridéjus 100
mikrolitry tiirio serumo pavyzdZius, praskiestus santykiu 1:100 su 0,01 M Na
fosfato buferiu, pH 7,2, 0,15 M NaCl (PBS), { kurio sudétj jeina 10 mg/ml BSA, ir

inkubavus duobutes su serumu 1 val. 37°C temperatliroje. Po inkubacijos serumo

pavyzdZiai buvo paSalinti issiurbiant, o duobutés 5 kartus buvo praplautos su

BBST. Antiklino susijungimas su antigenu buvo nustatomas pagal lzsl-paiyme'tq
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F’(ab)2 avies antikiiniu prie§ Zmogaus IgG prisijungima prie padengtyjy duobugiy.
[ kiekviena duobutg buvo pridéta po 100 mikrolitry Zymétyjy zondy (specifinis
aktyvumas 5-20 mikrokiuri/mikrograma), tada ploktelés laikytos 1 val. 37°C
temperatiiroje, po to zondy perteklius buvo pasalintas i$siurbiant, o plokstelés 5

kartus praplautos su BBST. Liekamasis radioaktyvumas kiekvienoje duobutéje

buvo h‘ustatytas gama spinduliy skaitikliu.

Lenteléje 1 parodyti rezultatai, gauti testuojant seruma individy,

kuriems diagnozuotas HCV.
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Lentelé 1

INDIVIDAS ANTIGENAS
S2 C22 Cl00 C33c NS5

CVH IVDA P P PH+) P P
CVHIVDA P P PH P P
CVH IVDA P P P#) P P
CVHNOS P P P P P
AVH NOS HS N N N N
AVH NOS HS N N N N
AVHNOSHS P N N N N
AVHNOSHS PN N N N N
AVH PTVH N N N PN N
AVHNOSHS N N N N N
AVHNOS N N N N P
AVH PTVH N N N N N
AVH IVDA N P N P P
AVH PTVH P PN N N P
AVH NOS N P N N N
AVHIVDA N P N P P
AVHNOSHS PN N N N N
AVH PTVH N N N N N
CVHIVDA P P
CVHIVDA P P P
AVHNOSHS N N N N N
CVH PTVH P P N N N
AVH PTVH P N  P(#) P(H++) N
CVH PTVH N P P P P
CVHNOSHS P P P P N
AVH NOS N P PN P P
CVHIVDA N N P N
AVHIVDA P P P P P
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INDIVIDAS
S2
AVHIVDA
CVHIVDA
AVHIVDA
AVHIVDA
CVH PTVH
CVH NOS
CVHNOS
CVHIVDA
AVHIVDA
CVH PTVH
AVH PTVH?
AVHIVDA
AVH NOS
AVHNOS
CVH NOS
CVH NOS
CVH NOS HS
CVHPTVH
AVH nurse
AVHIVDA
AVH IVDA
AVH nurse
AVH PTVH
AVHNOS
AVH NOS
AVH PTVH
AVH PTVH
AVH PTVH
AVH PTVH
CVH PTVH
AVH PTVH
AVH PTVH

23

ANTIGENAS
C22 Cl00 (C33¢c NS5
p P P P P
P P P P P
PN P N P P
N P P P N
P PN N N N
N N N N N
N N N N N
P P P P P
P P p P P
P P P P P
N P P P p
N P N P N
N N N N N
N N N N N
N P N N P
p P N N N
P P P P p
P p P P
P P N N N
p P P P N

N P P(+) P(+t++) N

N PN N N p
N P N P N
P PN N N N
N P N P p
P P P P P
N P N N P

PN P P(+) P(+++) N
N PN P(+) P(+++) P

P (» P N P
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CVHPTVH
CVHPTVH
CVH PTVH
AVHNOS
AVH nurse
CVH PTVH
AVH IVDA
CVH PTVH
AVH NOS
AVH NOS
AVH PTVH
AVHNOS
AVHIVDA
AVHNOS
AVHNOS
AVH PTVH
crypto

CVH NOS
CVH NOS
AVH PTVH
AVH PTVH
AVHPTVH
CVHIVDA
CVHIVDA
CVHIVDA

INDIVIDAS

S2

CVHIVDA
AVHNOS
CVHIVDA
AVHIVDA
AVHNOS
AVHNOS

N P N P P
N p P P P
N N N N N
N N N N N
P P N N N

N P N N P
N P N PN N
P P P(+) P(+++) P
P P N N N
PN P N N P
PN P P P P
N P P p P/N
N P N N P
N PN N N N
P P N N P
N P P P P

P P P P

N P P P P

N N N N N
N P P(+) P(++) N
N PN P(+) P(++) P
N PN P(+) P(++) P
P P P P P

P P P P P

p P P P P

ANTIGENAS

C22 Cl100 (C33c NS5
P P P P P
N P N N N
p P P P P/N
P P P P N
P P N N N
P P N N N
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CVH PTVH
AVH PTVH
AVHNOS
AVHNOS
AVHNOS
CVH NOS
AVH NOS
AVHIVDA
crypto
crypto
AVHIVDA
AVHIVDA
AVH NOS
AVH NOS
CVHIVDA
CVH PTVH
CVH PTVH
CVH PTVH
CVH NOS
CVHNOS
CVH PTVH
CVH PTVH
CVH PTVH
AVHIVDA
CVH NOS
CVH NOS
CVH PTVH
AVH NOS
AVHNOS
CVH PTVH
CVH NOS
AVH NOS
AVH NOS
CVH PTVH

v Z

;"U’UZ"UZZZZ_U z Z 2 T Z Z 5
o
T”U’Ugwg""-czzwwwwzzwwz*czz—oz

;Z

Tz Z U g *uZZZZzzz
o Z

Z

P(+)
P(+)

2 ZZ 5 Z 5, %" Z Zw 9 YT Z oy
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ge]
ZzZZZwE

P/N
P
P N
P N
N N
N N
P P
N N
P(+++) P
P(+++) P
N N
N N
P P
P P
P P
P P
N N
N N
P P
N PN
N N
N P
N N
N N
N N
N N
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AVH IVDA
AVHNOS
CVH NOS
CVHNOS
CVH IVDA
CVH IVDA
CVH IVDA
CVH IVDA
AVHNOS
CVHIVDA
CVHIVDA
AVH PTVH
AVH PTVH
CVHNOS
CVH NOS
CVH NOS
CVH PTVH
CVH PTVH

INDIVIDAS
S2
CVHPTVH
AVHIVDA
AVHIVDA
CVH PTVH
AVH PTVH
CVH PTVH?
CVH PTVH?
CVHNOS HS
CVHIVDA
CVH PTVH
CVH PTVH
CVHNOS
CVHIVDA

"UZZ”'UZ

o
2

o oo 2 Z Z g oy 2 2 Z 7w

C22
P
N
N
P
N
N

P/N
P

]

P N P P
N N N N
N N N N
N N N N
P P P P

P P P P
P P P P

P P P P
P N N N

P N N P

P N N P

P N P P

P N P P
PN N N P/N
P N N N
N N N N
P P P P
P P P P

ANTIGENAS

C100 C33¢ NS5
P P P P
P N N P
P P(++) P(+) P
P P P P

P p P P

P p P P

P P P |

P N N N
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CVH PTVH
CVH PTVH
CVH NOS
CVH NOS
CVH PTVH
CVH NOS
CVH NOS
CVH NOS
CVH NOS
CVH NOS HS
CVH NOS HS
CVHPTVH
AVHPTVH
AVHNOS
CVH PTVH
crypto
crypto
crypto
crypto

CVH PTVH

Z zZ ™

crypto
crypto
crypto
crypto
crypto

zZ v zZz z Z

crypto
crypto
CVHNOS
AVH-IVDA
‘AVH-IVDA

N
~

P p P N
P P P P
N N N P/N
PN N N P/N
P P P P
P N N N
N N N N
P N N P/N
N N N N
P P P P P
P p P P P
N N N N N
N P P P P

N P P/N  P(+++) N

P I3 P P
P P P P
P N N N
P P P P

P P P p P
N N N N
P N N P/N
P N N P
P P P P
P N P N

N P N P#H P
N PN N PH+H N
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AVH - Umus virusinis hepatitas,
CVH - létinis virusinis hepatitas,
PTVH - virusinis hepatitas, jgytas po kraujo perpylimo,
IVDA.- virusinis hepatitas, jgytas §virk$¢iant vaistus i vena,

crypto - latentinis hepatitas,
NOS - 3altinis nenustatytas,
P - teigiamas;

N - neigiamas.

IS Siy duomeny aisku, kad nei vienas antigenas nereagavo su visais
serumais. C22 ir C33c¢ buvo labiausiai reaktyvis, o S2 reagavo su keliais serumais
ty individy, kuriems buvo diagnozuoti iimts HCV, ir su kuriy serumais nereagavo
joks kitas antigenas. Remiantis pateiktais duomenimis, didZiausiu nustatymo
intervalu pasiZzymi dviejy antigeny, C22 ir C33c, kombinacija. Jei norima aptikti
didZiausia skai¢iy fimiy infekcijy, reikia { junginj jtraukti ir S2.

Zemiau, Lenteléje 2 pateikti rezultatai, gauti testuojant apmokamy

donory krauja.
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Lentelé 2

Antigenas

)

S2

C33c C22

C100

Donoras

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

21

22

23

24
25

26

27

28

29

30
31
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30

32
33

34

36
37

38
39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50
51

52

Antigenas

22

C33¢

C100

Donoras

53
54
55

56
57
58
59
60

61

62

63
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64

65

66
67

68

69

70
71

72

73

74
75

76
77
78

79

80
81

82
83

84
85

86
87

88

89
90

91

92

93

94
95

96
97
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98

99

100
101

102
103

104
105

106

107

108

109

110

Antigenas

C33c

C100

Donoras

111

112
113

114

115

116
117
118

119
120
121

122

123

124

125

126

127

128

129
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130

131

132

133

134

135

136

137

138
139

140
141

142
143

144

145

146

147

148

149

150

151

152

153

154
155

156

N

157

158

159

160
161

162
163
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164
165

166

167

168

Antigenas
C100

Donoré{s
169

v

S2

C22

C33c

170
171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

181

182
183

184
185

186

187

188

189
190
191

192
193
194
195
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196 N N N N

197 N N N N P
198 P P P N N

199 N N N N P
200 P P P P N

IS esmés duomenys, gauti tiriant apmokamus donorus, sutampa su

duomenimis, gautais tiriant uzsikrétusiy individy seruma.

7 pavyzdys: HCV antikiny nustatymas ELISA metodu, naudojant

HCV antigeny kombinacija

Plokstelés, padengtos kombinacijos i§ C22 ir C33c antigeny yra
paruoSiamos taip. Tirpalas, sudarytas i§ padengimo buferio (50 mM natrio borato,
pH 9,0), 21 ml/plokstelei, BSA (25 mikrogramai/ml), C22 ir C33c (kiekvieno po
2,5 mikrogramus/ml), yra ruo$iamas pries pat pridedant | "Removeawell Immulon

1" ploksteles (Dynatech Corp.). Pamai$ius 5 min., | plokstele pridedama po 0,2

ml/duobutei, plokitelés uzdengiamos ir laikomos 2 val. 37°C temperatliroje, po to
skystis paSalinamas iStraukiant. PlokStelés viena karta praplaunamos 400
mikrolitry plovimo buferiu (100 mM natrio fosfato, pH 7,4, 140 mM natrio
chlorido, 0,1 % (taris/svoris) kazeino, 1 % (tiris/svoris) Triton X-100, 0,01%
(tris/svoris) Thimerosal). Pasalinus praplovimo tirpala, yra pridedama po 200
mikrolitry/duobutei, tirpalo, vartojamo po padengimo (10 mM natrio fosfato, pH
7,2, 150 mM natrio chlorido, 0,1 % (tiris/svoris) kazeino, 3 % sacharozés ir 2 mM
fenilmetilsulfonilfluorido (PMSF)), plokstelés nesandariai pridengiamos, kad
negaruoty ir paliekamos kambario temperatiiroje 30 min. I§ duobudiy i$traukiamas

skystis, sausai liofilizuojama pernakt, nekaitinant stovo. Taip paruostos ploktelés
(o) - s v ow . .. ey qe . .
saugomos 2-8~C temperatliroje uzriStuose aliuminio maiselivose su desikantais (3

g Sorb-it '™ paketéliai).
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Kad jvertinimas bity atliktas pagal ELISA metodika, reikia 20
mikrolitry serumo pavyzdZio ar kontrolinio pavyzdZio pridéti { duobute, kurioje
esama 200 mikrolitry pavyzdzio skiediklio (100 mM natrio fosfato, pH 7,4, 500
mM natrio chlorido, 1 mM EDTA, 0,1 % (ttris/svoris) kazeino, 1 % (tiiris/svoris)

Triton X-100, 0,01% (tdris/svoris) Thimerosal, 100 mikrogramy/ml mieliy

ekstrakto). Plokstelés yra sandariai uZspaudZiamos ir 2 val. laikoma 370C__
temperatliroje, po to tirpalas iSsiurbiamas ir plokstelés tris kartus praplaunamos
400 mikrolitry plaunanciojo buferio tirpalu (fosfatinio buferio druska (PBS),
turinti 0,05 % Tween 20). Praplautos duobutés yra paveikiamos 200 mikrolitry
peliy antiktiny prie§ Zmogaus IgG-krieny peroksidazés (HRP) konjugato, istirpinto
Ortho konjugato skiediklyje (10 mM natrio fosfato, pH 7,2, 150 mM natrio
chlorido, 50 % (tiiris/svoris) fetalinio jaudio serumo, 1 % (tiris/svoris) termiskai

apdoroto arklio serumo, 1 mM K3Fe(CN)6, 0,05 % (taris/svoris) Tween 20, 0,02

% (tiiris/ svoris) Thimerosal). Veikiama 1 val. 37°C, tirpalas i$siurbiamas,
duobutés tris kartus praplaunamos 400 ml plaunanéiojo buferio, kuris taip pat
paSalinamas iSsiurbiant. Nustatant surito fermentinio konjugato kieki, pridedama
200 mikrolitry substrato tirpalo (10 mg O-fenilenediamino dihidrochlorido 5 ml
tirian¢iojo tirpalo. Si tirpala sudaro 50 mM natrio citrato, pH 5,1 (pH
koreguojamas fosforo rligstimi) ir 0,6 mikrolitrai/ml 30 % H202. Plokstelés su

substrato tirpalu laikomos tamsoje 30 min. kambario temperatiroje, reakcijos
sustabdomos pridéjus 50 mikrolitru/ml 4N sieros riigities, ir nustatomi optiniai

tankiai.

PanaSiai ELISA metodika taikoma sulydyty proteiny C22 ir C33c, ir
C22, C33c¢, ir S2 ir junginiy, sudaryty i§ C22 ir C100, C22 ir S2, C22 bei NS5
antigeno, C22, C33c, ir S2, ir C22, C100, ir S2, atvejais.

Auk3¢iau apraSyti procediry, kuriy pagalba realizuojamas idradimas,
pakeitimai yra akivaizdlis patyrusiems molekulinés biologijos, imunologijos ir

gretimy sri¢iy specialistams, ir yra jtraukti iradimo apibrézZtyje.
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ISRADIMO APIBREZTIS

1. Hepatito C viruso (HCV) epitopo seku kombinacija viename ar daugiau
polipeptidy, gautame cheminés sintezés arba rekombinantinés ekspresijos biidu,
imobilizuotame kietos matricos, tinkamos HCV nustatymui imunoanalizés
metodu, pavirSiuje,besiskirianti tuo, kad susideda i§:
a) pirmos epitopo sekos i§ HCV poliproteino C domeno;
b) antros epitopo sekos i$ HCV poliproteino antro domeno, kuris yra:
(1) HCV poliproteino NS3 domenas;
(1) HCV poliproteino NS4 domenas; arba
(iit) HCV poliproteino NS5 domenas; ir
¢) tre€ios epitopo sekos i§ HCV poliproteino tre¢io domeno, kuris yra:
(1) HCV poliproteino NS3 domenas;
(it) HCV poliproteino NS4 domenas; arba
(1i1) HCV poliproteino NS5 domenas,

kurioje tre¢ias domenas yra skirtingas nuo antro domeno.

2. Kombinacija pagal 1 punkta, besiskirianti tuo, kad antras domenas yra

NS3.

3. Kombinacija pagal | punkta, besiskirianti tuo, kad antras domenas yra

NS4.

4. Kombinacija pagal 1 punktg, besiskirianti tuo, kad susideda i%:
(a) pirmos epitopo sekos i§ HCV poliproteino C domeno;
(b) antros epitopo sekos i§ HCV poliproteino NS3 domeno;

(¢) tre¢ios epitopo sekos i§ HCV poliproteino NS4 domeno.

5. Kombinacija pagal bet kurj i§ 1-4 punkty, besiskirianti tuo, kad kieta

matrica yra mikrotitravimo plokstelés duobutés, lazdelés arba rutuliuko pavirsius.
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6. Kombinacija pagal bet kurj i§ 1-5 punkty, besiskirianti tuo, kad pirma,
antra ir treia epitopo seka yra atitinkamai pirmame, antrame ir tre¢iame

polipeptide, atskirai prijungtuose prie kietos matricos.

7. Kombinacija pagal 6 punkta, besiskirianti tuo, kad kieta matrica yra
lazdelé, o polipeptidai yra atskirai pasiskirste tokiu biidu, kad gali biiti imanomas4

prisijungimas prie pirmo, antro ir tre¢io polipeptido.

8. Kombinacija pagal bet kurj i§ 1-5 punkty, besiskirianti tuo, kad ji yra
sulydyto polipeptido pavidale.

9. Antiktiny hepatito C virusui (HCV) nustatymo Zinduoliy kiino komponente,
ltarus jy buvima, biidas, be siskiriantis tuo, kad minétas kiino
komponentas sgveikauja su kombinacija pagal bet kuri i§ 1-8 punkty salygose,
uztikrinan¢iose antikiino-antigeno reakcija ir imuninio komplekso i§ minéto

antikiino ir minéty epitopy sekas turin¢io polipeptido, nustatyma.

10. Komplektas analizei atlikti, skirtas antik@iny hepatito C virusui Zinduoliu kiino
komponente, jtarus jame esant minétus antikiinus, nustatymui, be siski -
riantis tuo, kad jis susideda i$ jpakuoto rinkinio

a) HCV epitopy seky kombinacijos pagal viena i§ 1-9 punkty;
b) standartiniy kontroliniy reagenty;

c) analizés atlikimo instrukcijos.
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