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IVADAS

Pastaraisiais deSimtmeciais buvo vykdoma nemazai tyrimy, siekiant sukurti
biologiniy jutikliy sistemas, kurios tikty jvairiy anali¢iy nustatymui. Taip pat buvo
sickiama detaliai iStirti Siy sistemy veikimg. Polimery technologijos naujoves idiegus
biologiniy jutikliy sistemose buvo sukurtos naujos kartos itin jautrios analizinés
sistemos, tiksliai ir tiesiogiai nustatancios analites. Idiegus polimerus, galima pasiekti
daugel] biojutikliy sistemoms aktualiy privalumy: Zemas aptikimo ribas, didelius
jautrumus, sumazinti fonin] signala, pagerinti elektrony perdavima, terminj
stabilumgbeibiologinj suderinamuma.

Elektrai laidiis polimerai (ELP) — gana nauja medziagy klase, kurios fizikinés
savybés (elektroninés, magnetinés, optinés) yra panaSios ] metaly ir (arba)
puslaidininkiy. Biojutikliy sistemos — tai viena i§ ELP taikymo sri¢iy. Polimerai $iuo
atveju atlieka keletg labai svarbiy funkeijy:

(1) jie veikia kaip signaly vertikliai. ELP apjungia biologiSkai aktyvias medZiagas
ir elektroninius jrenginius, bei biologinés medZiagos perduodamg signalg transformuoja }
lengviau jraSomg fizinj, biitent — elektrocheminj, signala;

(11) jie veikia kaip imobilizavimo matricos. Imobilizuoti biologines medZiagas
galima nespecifiSkai adsorbuojant, kovalentiSkai prijungiant bei elektrostatiniy sgveiky
pagalba.

(111) puslaidininkiy nanodalelés daznai naudojamos kaip fluorescenciniai Zymenys
sudétingose bioanalizinése sistemose. Jy pranasumai — didel¢ kvantiné iSeiga, siauras
liuminescencinis spektras ir didelis fotostabilumas.

Biologiniy jutikliy sistemose fluorescencija yra naudojama kaip metodas
nepazeidZiantis analizuojamy biologiniy molekuliy net esant labai maZoms
koncentracijoms. Tuo tikslu yra naudojama vidiné molekulés fluorescencija (auto
fluorescencija) arba molekulés yra ,,paZymimos‘ prijungiant fluorescencinius dazus ar
kitus fluoroforus. Efektyviai derinant polimerus su fluorescencijos metodais, biologiniy
jutikliy sistemose galima zenkliai padidinti signalo stipruma.

Vaizdinimas nanodetaliy pagalba sukuria pridéting verte biologiniy jutikliy
sistemy srityje. Tokios nanodaleliy savybés kaip gera Sviesos sugertis ir sklaida leidzia

sukurti naujus vaizdinimo metodus.



Darbo tikslas:

Fluorescencijos metodais iStirti biologiniy jutikliy sistemas, kuriuose polipirolas

pritaikytas kaip biomolekuliy imobilizavimo matrica.

Darbo uzdaviniai:

* Istirti fluorescencijos metodais imunosensoriaus, kuriame polipirolas yra
panaudotas kaip imobilizaciné matrica, savybes.

» [stirti fluorescencijos metodais polipirolu modifikuoto fermento, gliukozés
oksidazés, savybes.

» [Stirti aukso nanodaleliy elektrostatines savybes ir pritaikyti jas polipirolu
modifikuojant gliukozés oksidaze. IStirti susidariusius kompozitus fluorescencijos

metodais.

Ginamieji teiginiai:

* Polipirolo matrica gali biiti panaudota kaip efektyvus fluorescencijos gesiklis
fotoliuminescenciniuose imunojutikliuose ir pagerinti jy atrankuma.

* Gliukozeés oksidazés fermenta imobilizavus | polipirolo matricg fermentinés
polimerizacijos metu, gliukozés oksidazés flavino adenino dinukleotido kofaktoriaus
pasiSalinimas 1§ fermento aktyvaus centro Zymiai suletéja.

* Koloidiniy aukso nanodaleliy nusodinimo ant kieto pavir§iaus procesas yra
priklausomas nuo difuzijos, kuri proporcingai priklauso nuo pradinés daleliy
koncentracijos; pavirSiaus pasidengimas proporcingas joninéms jégoms daleliy
suspensijoje.

* Koloidinés aukso nanodalelés pasizymi neigiamu pavirSiaus kriviu pla¢iame

pH ir joniniy jégy diapazone ir yra tinkamos polipirolo formavimuisi ant jy pavirSiaus.



Mokslinis naujumas:

* Polipirolo polimero sinteze inicijuojant vandenilio peroksidu susidariusiu
gliukozés oksidazés katalizuojamos reakcijos metu gliukozés oksidazé yra
inkapsuliuojama susidariusio polipirolo sluoksnyje.

* [Stirtos aukso nanodaleliy elektrokinetinés savybés, kurios buvo kiekybiSkai
jvertintos placiame pH ir joniniy jégy diapazone.

* Polipirolo matrica gali biiti panaudota kaip nespecifiskai adsorbuoty medziagy

fluorescencijos gesiklis, kuris gali pagerinti biologiniy jutikliy atrankuma.



DISERTACIJOS SANDARA

Daktaro disertacija paraSyta angly kalba ir turi Sias sudétines dalis: jvadas;
literatiiros apzvalga; medziagos, metodin¢ dalis — jranga ir metodai; rezultatai ir jy
aptarimas; iSvados; papildoma informacija; su disertacija susijusiy publikacijy sarasas;
literatiiros Saltiniy sarasas; padéka, santrauka lietuviy kalba. Darbe pateiktos 2 lentelés ir
34 iliustracijos, bendra apimtis sudaro 129 puslapius.

Ivadas. ]vade atskleidZiamas disertacinio darbo aktualumas, pabréziant
fluorescencijos principy taikymo biologiniuose jutikliy sistemose privalumus.
Pazymima, jog fluorescenciné spektrofotometrija yra informatyvus ir efektyvus biidas
biologiniy jutikliy tyrimams. Pateikiami ir detaliai apraSomi disertacinio darbo tyrimy
objektai — biologiniy jutikliy sistemos, laidls polimerai, fermentas — gliukozés oksidaze,
koloidinés aukso nanodalelés.

1. Literatiros apZvalga. Literatiiros apZvalgos skyriuje apraSomas pasirinktos
temos iStirtumas, pateikta analizé teorijy, tyrimy bei koncepcijy, kuriy pagrindu buvo
ieSkoma atsakymo ] iSkelta darbo tikslg bei suformuotus darbo uZdavinius. Literattros
apzvalgg sudaro 9 skyriai:

1.1. Liuminescencija. Skyriuje pateikiamas liuminescencijos veikimo principas,
pagrindinés savybeés, privalumai ir jy pritaikymo galimybés tarpdisciplinéje mokslo
erdveje.

1.2. Fluorescencija. Siame skyriuje aprasomas fluorescencijos veikimo
mechanizmas, trumpai apraSyta istorin¢ atsiradimo ir vystymosi retrospektyva, pirminiai
fotofizikiniai ir fotocheminiai vyksmai, svarbiis biologiniy jutikliy sistemoms efektyviai
funkcionuoti. Poskyriuose aprasomas biocheminiy fluorofory taikymas biologiniuose
jutikliuose, Sviesos sgveikos su biologiniais objektais procesas, apraSomi vidiniai bei
iSoriniai  fluoroforai, iSskiriamos pagrindinés jy savybés bei taikymo sritys,
fluorescencijos spektro savybés, fluorescencijos gyvavimo trukmeés matavimy specifika
ir veikimo principas. ISskiriamos svarbios fluorescencijos spektry savybes. Pateikta
informacija apie tarpmolekuliniy sgveiky jtaka spektrams, fluorofory dipoliniy momenty
poky¢ius, i$skirti poliniy ir nepoliniy tirpikliy spektrai bei jy jtaka fluorescencijai.

1.3. Gliukozés oksidazé. Siame skyriuje glaustai apraSomas gliukozés oksidazés
fermentas, jo veikimo principas, susidarantys subproduktai katalizinés reakcijos metu,

kofaktoriaus FAD jtaka fermento fotocheminéms savybéms.
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1.4. Flavino adenino dinukleotidas. Siame skyriuje aprasomas gliukozés
oksidazés fermento kofaktorius, iSskirtos jo pagrindinés savybés, jtakojancios
fotoliuminescencinius matavimus.

1.5. Galvijy leukemijos virusas ir jo pavirSiaus glikobaltymas gp51. Skyriuje
apzvelgiama galvijy leukemijos problematika, aprasomas viruso veikimo principas,
1$skiriamos ir trumpai apraSomos svarbiausios aptikimo metodikos.

1.6. Krieny peroksidazés fermentas. Skyriuje trumpai apraSomas peroksidazes
veikimo principas, supaZindinama su krieny peroksidazés fermentu, jo veikimo ir
taikymo biojutikliy sistemose aspektais.

1.7. Laiddis polimerai. Siame skyriuje trumpai apzvelgiama laidziy polimery
priesistoré, supazindinama su bene labiausiai tyrin¢jamu laidZiu polimeru — polipirolu,
pateikiamos jo pagrindinés savybeés, sintezés biidai, privalumai pritaikant juos biojutikliy
sistemose.

1.8. Kataliziniy biojutikliy aspektai. Skyriuje aprasomas laidZiais polimerais
modifikuoty kataliziniy jutikliy aspektai. Poskyriuose supaZindinama su veikimo
principu, trumpai apZvelgiami fermenty, naudojamy kataliziniuose biojutikliuose,
aspektai.

1.9. Koloidinés aukso nanodalelés biojutikliy sistemose. Pateikiamos aukso
nanodaleliy savybés tinkamos jutikliy sistemoms, sintezés aspektai, privalumai taikyti
biojutikliy sistemose kartu su konjuguotais polimerais.

2. Metody dalyje iSskiriamos ir apraSomos disertacinio darbo metu naudotos
tyrimams medZiagos (2.1. skyrius), jranga ir metodai, bandiniy paruo$imo technologijos.

2.2. Skyrius skirtas apraSyti polipirolu modifikuotos gliukozés oksidazés bandiniy
paruoSimus (poskyris 2.2.1.), fluorescencinius matavimus (poskyris 2.2.2.), gyvavimo
trukmeés matavimus (poskyris 2.2.3.), elektrocheminius GOx/Ppy ir GOx aktyvumo
jvertinimus (poskyris 2.2.4.).

2.3. Dalyje pateikiami aukso nanodaleliy (AuND) monosluoksniy formavimo
tyrimai. Poskyryje (2.3.1.) apraSyti koloidiniy aukso nanodaleliy sintezés protokolai,
pateikta AuND nusodinimo metodika (poskyris 2.3.2.), apraSomas AuND dydzio
jvertinimas  spektrofotometrijos ir atominés jégy mikroskopijos, skanuojancio
elektrocheminio mikroskopo biidais bei £ — potencialo nustatymas elektroforezinio

Sviesos i8sklaidymo buidu, jvertinama koncentracija (poskyris 2.3.3.).
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2.4. Skyriuje pateikta informacija apie laidZzius polimerus kaip fluorescencijos
gesikliy matricas. ApraSyta polipirolo sintez¢ ir sluoksnio modifikavimo metodika,
elektrody paruosSimo budai bei elektrocheminiai matavimai (poskyris 2.4.1.),
fluorescencojos matavimai (poskyris 2.4.2.).

Metodai:

Gliukozés oksidazés modifikuotos polipirolu fluorescenciniai tyrimai buvo
jvertinti naudojant: fluorescencinius matavimus naudojant aptikimo sistema, pagrista
dvigubuoju monochromatoriumi ,,JY HRD1* ir fotodaugintuvu ,,Hamamatsu R1463P*,
veikianciu naudojant fotony skai¢iavimo metodikg. Optiniam méginiy suzadinimui buvo
naudojamas 325 nm He—Cd lazeris.

Gyvavimo trukmés (relaksacijos) matavimams buvo naudojamas ,,Jasco V670
spektrofotometras tiriamy gliukozés oksidazés méginiy (GOx) spektrams. PMMA
kiuvetés su 1 cm ilgio optiniu keliu buvo naudojamos visiems optiniams matavimams.
Fotoliuminescencijos spektrai ir fotoliuminescencijos gesimo kinetika buvo jvertinamos
naudojant laike koreliuoty pavieniy fotony skaiciavimo spektrometra ,,Edinburgh-F900*
(Edinburgo instrumentai, Jungtiné Karalysté). SuZadinimui prie 375 nm su vidutine galia
0,15 mW / mm2 buvo naudojamas pikosekundinis impulsinis diodinis lazeris ,,EPL-
375%, spinduliuojantis pikosekundinés trukmés impulsus. Impulsy pasikartojimo daznis
buvo 2 MHz, laiko rezoliucijos nustatymas buvo apytiksliai 100 ps, atsizvelgiant ]
laikinos dekonvoliucijos atlikimo metodika.

Elektrocheminiai (amperometriniai) tyrimai buvo atlikti siekiant jvertinti
GOx/Ppy stabilumg ir palyginti su nemodifikuota GOx. Tam tikslui buvo paruoSta
GOx/Ppy, GOx-indukuotos polimerizacijos tirpale susidedanciame i§ 0,05 M Na-acetato
buferio (pH 6,0), kurio sudétyje yra 1,1 mg/ml gliukozés oksidazés, 16 mM gliukozés ir
236 mM pirolo. Po 24 valandy polimerizacijos, nucentrifugavus GOx/Ppy buvo paSalinti
nesureagave pirolas, gliukozé ir neapsivilkusi polipirolo nanodalelémis gliukozes
oksidazeé. Po to, GOx/Ppy vél buvo resuspenduotos tame paciame 0,05 M Na-acetato
buferyje.

Siekiant iStirtt gliukozés oksidazés fermento aktyvumg paruoStuose GOx ir
GOx/Ppy tirpaluose, buvo pasirinktas amperometrinis metodas: aptikimui naudoti dviejy
tipy modifikuoti anglies elektrodai — (i) modifikuotas su gliukozés oksidaze ir (ii)

modifikuotas su gliukozeés oksidaze ir polipirolo nanodalelémis.
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Aukso nanodaleliy suspensijos ir monosluoksniy padengty poli(alilamino
hidrochloridu) (PAH) ant Zérucio lakSty analizé buvo atlikta taikant Siuos metodus:
ekstinkcijos spektras buvo matuojamas naudojant spektrometra SHIMADZU UV-1800
(SHIMADZU, Tokijas, Japonija); daleliy suspensijos koncentracija buvo nustatoma
naudojant didelio tikslumo tankio matuokli DMA 5000 M (Anton Paar, Graz, Austrija);
Elektroforezés mobilumas kaip joninés jégos ir pH funkcija buvo nustatomas naudojant
Zetasizer Nano ZS (Malvern, Jungtin¢ Karalyst¢); SEM matavimai buvo atliekami
naudojant JSM-7500F (JEOL, Tokijas, Japonija) mikroskopa, pries tai méginio sluoksnj
padengiant plonu chromo sluoksniu siekinat uZztikrinti gerg méginio laidumg; aukso
nanodaleliy ant Zérucio pavirSiaus konventracija buvo jvertinta naudojant atominés jégos
mikroskopg NT-MDT su SMENA B skenavimo galvute (NT-MDT, Maskva, Rusija);

Laidaus polimero polipirolo kaip fluorescencijos gesiklio matricos tyrimas buvo
atliktas naudojant tokias metodikas: Ppy buvo susintetintas elektrochemiskai ant
paruosto platinos pavirSiaus. Potenciostatas/galvanostatas ,,Pgstat 30“ (Echochemie
/AUTOLAB, Utrechtas, Nyderlandai) buvo naudojamas elektrocheminiam ppy
nusodinimui. Trijy elektrody elektrocheminé cel¢, susidedanti i§ (i) 1,0 mm skersmens
platinos darbinio elektrodo ppy nusédimui; (ii) platinos vielutés kaip pagalbinio
elektrodo; (ii1)) Ag/AgCl/(prisotinto KCl) (AG/AgCl) palyginamojo elektrodo, buvo
naudojams Ppy nusodinimui. Galvijy leukemijos viruso pavirSiaus baltymo gp51 ant Ppy
plévelés elektrocheminis formavimas buvo atliktas tirpale susidedan¢iame i§ 50 mmoll™
pirolo, 100 mmoll™ KClir 10 mgml™ gp51.

Antriniai antikiinai pazenklinti krieny peroksidaze (KP) buvo naudojami
antigeno-antikiino (gp51/Anti-gp51-AB) komplekso susidarymo indikacijai. Ppy/gp51
modifikuotas Pt substratas buvo laikomas 30 min serume sveiky arba galvijy leukemijos
viruso infekuoty galvijy iki pusiausvyros salygos su gp51/Anti-gp51-AB buvo pasiektos
Pusiausvyra buvo pasiekta po 30 min tirpalo AB* inkubacijos. Kai ppy/gp51 sluoksnis
buvo inkubuojamas kraujo serume galvijy leukemijos virusu (GLV) infekuoty galvijy,
kuriy sudétyje yra anti-gp51-AB antikiiny, imuninés sistemos antigeno-antikiino
(antrinio antikiino pazyméto krieny peroksidaze) komplekso (gp51/anti-gp51-ab/AB*)
susidarymas buvo pasiektas.

Fluorescenciniams matavimams buvo naudojamas He—Cd lazeris (8 mW, 325

nm). Surinkta Sviesa buvo iSsklaidyta dvigubu monochromatoriumi (Jobin Yvon Modelis
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HRD-1). Fluorescencijos intensyvumui stebéti buvo naudojamas Hamamatsu R1463P
fotodaugintuvas, veikiantis naudojant fotony skai¢iavimo metodika.

Ppy matrica gesina nespecifiSkai adsorbuoty fluorofory, kurie yra arti laidaus
polimero — polipirolo — pavirSiaus, fluorescencija. Gesinimas silpné¢ja po fluoroforo
atsiskyrimo nuo polipirolo pavirSiaus, susidarant dideliems baltyminiams kompleksams.

Principiné fluorescencijos schema pavaizduota pav. 1.

Detekcija

Lazeris

Fluorescenija

® - galvijy leukemijos viruso gp51 b
- Antikiinai pries§ galvijy leukemijos
viruso baltymg gp51 (anti-gp51)
@ - galvijy serumo albuminas (GSA)

A - Antikiinai prie§ gp51/anti-gp51 sistema

Ppy - polipirolo pavirSius

Pav. 1. Tirto imunosensoriaus principiné veikimo schema.
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REZULTATAI IR JU APTARIMAS

1.1. Laidaus polimero kaip fluorescencijos gesimo matricos tyrimai.

Buvo tirtas fluorescenciniy dazy (fluoresceino ir rodamino B) fluorescencijos
gesimas naudojant laidy polimerg polipirola (Ppy) kaip fluorescencijg gesinancia
matricg. Ppy/gp51 fluorescencijos savybés buvo tiriamos prie§ ir po poveikio
fluoresceino tirpalu (pav. 2A). Taip pat panasSus eksperimentai buvo atlikti su Ppy/gp51
sluoksniu, kuris buvo apdorojamas rodamino B tirpalu (pav. 2B) Pavyzdys su
fluoresceino tirpalo lasu pasizyméjo dideliu fluorescencijos intensyvumu (2A pav., 2
stulpelis). PanaSus fluorescencijos padid¢jimas buvo pastebétas, jeigu rodamino B

tirpalo lasas buvo nusodintas vir§ Ppy/gp51 sluoksnio (2B pav., 2 stulpelis).

40 F T = ]
>
~ I A B
5 30f + ]
w . R
E B}
8 20 1 |
> L 1]
w
g 12 z =
g
8 ooz} 1 i
=]
% 0,01} 1
k=
™ 0,00 ——

1 2 3 1 2 3

2 pav. Ppy/gp51 sluoksnio, paveikto (a) fluoresceinu ir (b) rodaminu B
fluorescencijos spektry integruotas intensyvumas (1) stulpelis pries poveikj; (2) stulpelis
po 30 min. inkubacijos su fluoresceino arba rodamino B tirpalo lasu; (3) stulpelis po to,

kai Ppy/gp51 sluoksnis buvo isdziovintas.

Rezultatai aiskiai parode, kad fluoresceino ir rodamino B fluorescencijos gesima
jtakota m—m Suoliy Ppy polimero grandingje. PanaSus fluoresceino ir rodamino B
fluorescencijos gesimas buvo pastebétas Ppy sluoksnyje be jterpto baltymo gpS5Sl1.
Eksperimento rezultatai parode, kad laidus Ppy sluoksnis yra efektyvus fluorescuojanciy

molekuliy, kurios yra pakankamai arti Ppy sluoksnio pavirSiaus, gesintojas.
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Antroje Sio tyrimo dalyje buvo tiriamas krieny peroksidazes (KP) ir KP
pazenklinty antikiny (Ab*), adsorbuoty ant Ppy/gp51 sluoksnio pavirSiaus,
fluorescencijos gesimas.

Ppy/gp51 sluoksnio su uZlaSintu KP tirpalo laSu fluorescencijos intensyvumas
Ppy/gp51 sluoksnio (3A pav., 3 stulpelis). Atitinkamai Ppy/gp51 sluoksnio su Ab*
tirpalo lasu fluorescencijos signalas prie$ iSgaruojant tirpikliui buvo Zymiai didesnis (3B

-----

(3B pav., 3 ir 5 stulpeliai).

0,05 - A+ =
0,04 + .
0,03 R E

0,02 - e

Integruotas intensyvumas, s.v.

001 | 4 J
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3 pav. Ppy/gp51 sluoksnio fluorescencijos spektro integruotas intensyvumas po
jvairiy apdorojimy naudojant fluorescencing KP medziagq. (a) Apdorojimas laisvu KP:
(1) stulpelis pries apdorojimg; (2) stulpelis su 2 ul lasu KP tirpalo; (3) stulpelis po to,
kai tirpiklis iSgaravo. (b) Apdorojimas naudojant KP, susijusj su antriniu antikiinu. (1)
stulpelis pries apdorojimg,; (2) stulpelis su 2 ul lasu Ab*KP tirpalo,(3) stulpelis po to,
kai tirpiklis iSgaravo, (4) stulpelis po to, kai antrq kartg buvo pridétas 2 ul lasas Ab*KP
tirpalo pries isdziuistant Ppy/gp51sluoksniui; (5) stulpelis po to, kai tirpiklis isgaravo

antrq kartq.

Rezultatai, gauti KP nusédus ant Ppy/gp51 (3A pav.) ir rezultatai, gauti KP-
zymietiems antikinams nusédus ant panaSaus Ppy/gp51 (3B pav.) sluoksnio parodo
efektyvy KP fluorescencijos gesimg prie laidaus Ppy sluoksnio.

Tolimesni buvo Ppy, modifikuoto baltymais gp51 ir BSA, fluorescencijos tyrimai.
Sio tyrimo tikslas buvo istirti imunoanalizinés sistemos, pagristos Ppy su jterptu GLV

baltymu gp51, fluorescencijg, patvirtinti antigeno /antikiino (gp51/anti—-gp51-Ab) ir
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antigeno/antiktino/antrinio (gp51/anti-gp51-Ab/Ab*) antikiino kompleksy formavimasi
pagal aptiktg fermenting KP veikla.

4 paveikslo 3 kreivé parodo Ppy/gp51 sluoksnio fluorescencijos intensyvumo
padidéjima po inkubacijos Ab* tirpale. Ppy/gp5S1/anti- gp51-Ab/Ab* sluoksnio spektro
integruotas fluorescencijos intensyvumas yra 2,7 karto didesnis negu Ppy/gp51 sluoksnio
integruotas fluorescencijos intensyvumas. Eksperimentas su nespecifiniu Ab* parode,
kad nespecifiskai adsorbuoto Ab* fluorescencija buvo visiSkai gesinama Ppy substratu

(3 pav., 7 ir 8 kreives).

1 % | $ 1 L) 1 L L S 1
GP51 grupé i

/ .
(4)

Fluorescencijos intensyvumas, s.v.

f}%

VINY2, 4
BSA grupé -/ v",‘\.V\’ Y\
1 A 1 L 1 a 1 . (Tt

350 400 450 500 550 600 650

Bangos ilgis, nm

4 pav. Ppy sluoksnio, modifikuoto gp51 (istisiniy linijy grupé) ir BSA (punktyriniy
linijy grupé) fluorescencijos spektras. Ppy/gp51 sluoksnio fluorescencijos spektras: (1)
pries apdorojimgq, (2) po 30 min. inkubavimo GLV infekuoto gyvulio kraujo serume su
anti-gp51-Ab; (3) po 30 min. inkubavimo KP pazenklinto antrinio antikiino tirpale; (4)
po 1 val. apdorojimo 1.0 mmoll’ 3,3°.5.5" — tetrametilbenzidinu ir 10 mmoll’ H,0,.
BSA/Ppy sluoksnio fluorescencijos spektras: (5) pries apdorojimg; ; (6) po 30 min.
inkubavimo GLV infekuoto gyvulio kraujo serume; (7) po 30 min. inkubavimo KP
pazenklinto antrinio antikino tirpale; (8) po 1 val. apdorojimo 3,3°,5,5 -

tetrametilbenzidino tirpalu.

1.2. Imuninio jutiklio, pagristo fermento, padengto laidZiu polimeru,

fluorescencijos matavimai.

Buvo tiriama gliukozés oksidazés (GOx), padengtos polipirolo (Ppy) sluoksniu,

fluorescencina. Polimerizacijos tirpalai buvo sudaryti i§ keturiy pagrindiniy
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komponenty: (i) polipirolo, kaip polimerizuojamo monomero; (ii) gliukozes
oksidazés, kaip fermento, gaminancio vandenilio peroksida; (iii) gliukozés, kaip
redukuoto substrato; (iv) iStirpusio deguonies, kaip oksidacijos substrato.

Dalyvaujant gliukozei ir iStirpusiam deguoniui, GOx pradéjo gaminti vandenilio
peroksidg ir gliukono riigsties laktong (gliukono laktong). Prie GOx aktyvios srities
lokaliai pazeméjes pH ir aukSta oksidatoriaus (H,O,) koncentracija sudaré optimalias
salygas pirolo polimerizacijai ir savarankiSkai GOx inkapsuliacijai polipirolo apvalkalu
(Gox/Ppy-nanodaleles). IStirta pH jtaka polimerizacijos tirpaly fluorescencijai (Pav. 5).
Rezultatai parodé, kad pH GOx inicijuotam polipirolo formavimuisi buvo tinkamas

plac¢iame diapazone nuo pH 3,0 iki 9,0.

L T T 71—

15x10" |- 1 1

]
L

1,0x10°

5,0x10° | .
L[] L

3 4 5 6 | 8 9

Integruotas intensvvumas. s.v.

pH reik§mé, nm

5 pav. Fluorescencijos spektry integruoto intensyvumo priklausomybé nuo pH

reiksmes.

Atsizvelgiant | tai, kad riig§€ioje terpéje pirolo polimerizacijos reakcija vyksta
grei¢iau, daugiau Ppy yra pagaminama per tg patj periodg. Storesnis Ppy sluoksnis
efektyviau mazina FAD fluorescencijos intensyvuma.

GOx denatiiracijos procesas buvo tiriamas 14 dieny fiksuojant fluorescencija.
GOx fluorescencijos spektrai natrio acetato buferiniame tirpale prie 325 nm

fotozadinimo yra pateikti 6 pav.
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6 pav. GOx tirpalo fluorescencijos spektrai 0.05 natrio acetato buferiniame
tirpale, pH 6, uzfiksuoti tuoj pat po tirpalo paruosimo ir po to atitinkamai po 3, 6 ir 14
dieny.(1) Fluorescencijos spektrai po 1 dienos, (2) fluorescencijos spektrai po 3 dieny,

(3) fluorescencijos spektrai po 6 dieny, ir (4) fluorescencijos spektrai po 14 dieny.

Fluorescencijos spektrai turi dvi pagrindines smailes. Spektro maksimumai,
uzfiksuoti pirmgja paruoSimo dieng buvo uZzregistruoti ties 447 and 538 nm. Po 14
dienos spektas pasislinko meélynos bangos ilgio link ir pakito atitinkamai ties 401 ir 535
nm. Yra zinoma, kad GOx pasizymi autofluorescencija ultravioletingje ir regimojoje
srityse. D¢l tirozino ir triptofano liekany spektras pasislenka ties 401 nm, o d¢l flavino
liekany spektras pasislenka ties 535 nm. Siame tyrime pasirinktas Zadinimas neapima
tirozino ir triptofano liekany zadinimo. Uzfiksuota GOx emisijg galima priskirti prie
FAD fluorescencijos. FAD fluorescencija atitinka izoalaksazino molekuléje esancius m —
n* peréjimus ir emisijos maksimumas ties 535 nm priskiriamas atsiskyrusiam FAD
kofaktoriui. Fluorescencijos maksimumas ties 447 nm iSlieka mazdaug ties tuo paciu
bangos ilgiu ir yra labai panaSus ] aloksazino dariniy iStirpinty vandenyje fluorescencijos
maksimumg. GOx denatiiracijos metu kofaktorius FAD atsiskiria. Fluorescencijos
intensyvumas de¢l FAD atsiskyrimo padidéja. 6 paveiksle matomi nezymiis pokyciai
pragjus 3 dienoms po GOx tirpalo paruosimo natrio acetato buferiniame tirpale, taciau
po 6 dieny proporcija tarp fluorescencijos piky ties 447 and 535 nm smarkiai pasikeitée, ir
fluorescencija ties 535 nm tapo dominuojancia. Po 14 dieny fluorescencijos formos ir
intensyvumo spektry pokyc¢iai tapo Zymiis. Fluorescencijos intensyvumas gerokai iSaugo

ir fluorescencijos intensyvumas ties 535 nm piku padidéjo apie 14 karty, lyginant su
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fluorescencijos intensyvumu, i§matuotu pirma diena po tirpalo paruosimo. Siy spektry
analizé laidZia daryti prielaida, kad pa¢jus 14 dieny periodui didel¢ dalis gliukozés
oksidazés fermento denatiiravo ir FAD atsiskyré nuo fermento.

Biokatalizinés reakcijos metu pagamintas vandenilio peroksidas skatina pirolo
polimerizacija. Susiformavusiy GOx/Ppy-nanodaleliy kiekis didéja ilgéjant laiko tarpui
del specialiy salygy, tinkamy polimerizacijai GOx ir tirpalo sgveikoje. Polimerizacijos
tirpalo fluorescencijos savybés buvo tiriamos 14 dieny laikotarpyje. Pav. 7. pateikti

fluorescencijos spektrai polimerizacijos tirpalo paruoSimo dieng ir po 3, 6 ir 14 dieny.

150 —————————1——

120

Integruotas intensyvumas, s.v.

350 400 450 500 550 600
Bangos ilgis, nm

7 pav. Polimerizacijos tirpalo fluorescencijos spektrai, uZfiksuoti tuoj pat po
tirpalo paruoSimo ir po to atitinkamai po 3, 6 ir 14 dieny. (1) Fluorescencijos spektrai
1 dieng, (2) fluorescencijos spektrai po 3 dieny, (3) fluorescencijos spektrai po 6 dieny,
ir (4) fluorescencijos spektrai po 14 dieny.

Didziausi pokyciai buvo uzregistruoti po 14 dieny. Fluorescencijos spektre
dominuoja dvi juostos su pikais ties 419 ir 500 nm. Fluorescencijos intensyvumas ties
419 nm padidé¢ja iki 1,96 karto, lyginant su intensyvumu, buvusiu pirmgjg dieng.

Taip pat buvo istirta fluorescencijos priklausomyb¢ nuo skirtingy sudétiniy tirpalo
medziagy kiekiy. Buvo vertinama kiekvieno komponento koncentracijos jtaka
fluorescencijos emisijos intensyvumui. 8 pav. parodyti polimerizacijos tirpalo su

skirtingomis GOx koncentracijomis fluorescencijos spektrai.
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8 pav. Fotoliuminescencijos intensyvumo priklausomybé nuo GOx koncentracijos
tirpale: (1) 0.57mg/ml, (2) 1.1mg/ml ir (3) 4.5mg/ml. Fluorescencijos spektrai, uzfiksuoti
po 3 dieny (A), 6 dieny (B) ir 14 dieny (C).

Kaip matyti 1§ 7 paveikslo, fluorescencijos intensyvumas did¢ja, didéjant GOx
koncentracijai tirpale. Tai patvirtina prielaidg, teigian¢ig, kad fluorescencijos
intensyvumas yra proporcingas fluorescuojanciy molekuliy skaiciui, t.y. tokiy kaip
kofaktorius FAD tirtoje sistemoje. 9 pav. pavaizduoti tirpaly su skirtingomis gliukozés

koncentracijomis fluorescencijos intensyvumo spektrai.
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9 pav. Fotoliuminescencijos intensyvumo priklausomybé nuo gliukozés

koncentracijos tirpale: (1) 28.2 mM, (2) 16.0 mM ir (3) 8.9 mM. Fluorescencijos

spektrai buvo uzfiksuoti po 3 dieny (A), 6 dieny (B) ir 14 dieny (C).

Fluorescencijos intensyvumas mazinant gliukozés koncentracijg padidéja ties

425 nm (pav. 9A-C). Gliukoz¢ gesina FAD kofaktoriaus fluorescencijg. Piky
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intensyvumai ties 360 nm, priskiriami vandens molekuliy svyravimy Ramano sklaidai,

nedaug skiriasi visuose trijuose tirpaluose su skirtingomis gliukozés koncentracijomis.
10 pav. pateikiami fluorescencijos spektrai, kai pirolo koncentracijos tirpale yra

skirtingos. Ties trumpesniais bangos ilgiais piky intensyvumas yra didesnis lyginant su

ilgesniais bangos ilgiais.
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10 pav. Fotoliuminescencijos intensyvumo priklausomybé nuo pirolo
koncentracijos tirpale: (1) 119 mM, (2) 236 mM and (3) 464 mM. Fluorescencijos
spektras buvo uzfiksuotas po 3 dieny (A), 6 dieny (B) ir 14 dieny (C).

Fotoliuminescencijos intensyvumas maz¢ja, maZinant pirolo koncentracija.
Daroma prielaida, kad pirolas Zenkliai sumaZzina GOx fluorescencijos gesinima, jtakotg
gliukozes.

Nemodifikuotos gliukozés oksidazés fluorescencija padidéja beveik 14 karty
matuojant tirpala, praé¢jus 14 dieny nuo jo paruoSimo. Tai sietina su santykinai greitu
kofaktoriaus pasiSalinimu 1§ gliukozés oksidazes fermento. Gliukozés oksidazés, dengtos
polipirolo sluoksniu, fluorescencija padidéja maziau nei du kartus, per tg patj laikotarpj.
Daroma iSvada, kad $is “likutinis” fluorescencijos padidéjimas yra dél neaktyvios GOx,
kuri liko nepasidengusi Ppy sluoksniu ir todel kofaktorius FAD laisvai galéjo disocijuoti
1§ fermento.

Siekiant nustatyti Ppy sluoksnio jtakg GOx stabilumui GOx/Ppy sistemoje, buvo
atlikta GOx fermenty ir GOx/Ppy aktyvumy lyginamoji analizé (GOx ir GOx/Ppy buvo

laikomi 20°C temperatiiroje). Buvo pastebéta reik§minga GOx, padengtos Ppy sluoksniu,

stabilizacija (1 lentel¢).
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Pirma diena Trecia diena Sesta diena Keturiolikta diena

‘GOX tirpalas 8+2% 11+2% 21+5% 100 + 10 %
*Gox/Ppy suspensija 55+£5% 56+5%  62+8% 100 + 8 %
GOx tirpalas 100£11% 42+5%  22+5% 6+4%
®Gox/Ppy suspensija 100£8%  84+9%  48+5% 25+5%

"Rezultatai gauti registruojant fotoliuminiscencijos intensyvumg esant 500 nm bangos ilgiui;
maksimali GOx ir GOx/Ppy fotoliuminiscencija keturiolikta dieng yra normalizuota kaip
100%.

PRezultatai gauti elektrocheminiais matavimais; didZiausias kiekvieno elektrodo tipo

aktyvumas yra normalizuotas kaip 100%.

1 lentelé. GOx, esancios GOx tirpale ir GOx/Ppy suspensijoje santykinio katalizinio

aktyvumo ir santykiniy fluorescencijos signaly palyginimas, stebimas jvairiais

inkubacijos laikotarpiais 20°C temperatiiroje.

Vis délto bendras GOx aktyvumas Zymiai sumazéjo, kai fermentas buvo
padengtas Ppy, taciau turéty buti atsizvelgiama ] tai, kad toks neveiklumo efektas
daZniausiai yra stebimas jeigu fermenty substratai praeina polimerinius sluoksnius, o tai
mazina substrato difuzijos greitj link fermento aktyvios srities.

Gliukozés oksidazeés fluorescencijos gyvavimo trukmeés matavimai buvo atlikti
ties fiksuotais 425 nm, 450 nm ir 530 nm bangos ilgiais. Fluorescencijos emisijos
maksimumas nemodifikuotos gliukozés oksidazés yra ties 530 nm bangos ilgiu, kai
zadinima ties 375 nm bangos ilgiu (pav. 11 (a)).

Gliukozés oksidazés fermentas pasizymi keliomis erdvinémis konformacijomis,
kuriy metu aktyvusis centras FAD deformuojasi, gali biiti ‘susuktos’ (spiralinés) arba
‘1Svyniotos’ struktiiros. Fluorescencijos relaksacijos kinetika ties 530 nm yra
dvieksponentiné su 1,3 ns ir 4,5 ns komponentémis. Trumpa FAD fluorescencijos
gesimo komponenté yra priskiriama ‘susuktos’ struktiiros formai, o ilga — ‘iSvyniotos’

strukttiros formai.
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fluorescencijos spektrai (a, c) bei fluorescencijos relaksacijos kinetikos (b, d) ir jy

dinamika triejy savaiciy laikotarpyje nuo tirpalo paruosimo dienos.
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12 pav. Polipirolu modifikuotos gliukozés oksidazés fluorescencijos spektrai (a)

bei fluorescencijos relaksacijos kinetikos (b) ir jy dinamika trijy savaiciy laikotarpyje

nuo tirpalo paruosimo dienos.

Polipirolo fluorescencijos kinetika ties 425 nm bangos ilgiu (pav. 11 (d)) gesta

vieneksponentiskai su 0,4 ns charakteringu relaksacijos laiku. Jau po keliy dieny

polipirolo tirpale pradeda formuotis agregatai, kurie turi labai plac¢ig fluorescencijos

juosta ties 500 nm (pav. 11 (c)) su charakteringu fluorescencijos relaksacijos laiku apie 2

ns. Taip pat galima matyti popipirolo kompleksy formavimo jtaka ir ties 425 nm — po

keliy dieny fluorescencijos gesimo kinetika tampa neeksponentin¢ su 0,4 ns ir 2 ns

relaksacijos laikais. Laikui bégant 2 ns komponentés jnaSas did¢ja. Polipirolo

fluorescencijos spektro intensyvumas po 6 dieny pradeda mazéti — tirpale formuojasi
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didesni kompleksai, kurie stipriai pradeda gesinti polipirolo fluorescencija.

Suformavus polipirolo ir gliukozés oksidazés kompleksa, stebima 5-8 kartus
silpnesné fluorescencija (pav. 12 (a)). Fluorescencijos gesimas gerai aproksimuojamas
dviejy eksponenciy modeliu, kurio charakteringosios gyvavimo trukmés 7z yra 0,7 ns ir
2,5 ns. Polipirolas jtakoja fermento aktyviojo centro relaksacijos procesus. Eksponentinis
narys, kurio gyvavimo trukme apytiksliai lygi 2,5 ns, siejamas su FAD kofaktoriumi.

Palyginus nemodifikuotos ir modifikuotos polipirolu gliukozés oksidazés
fluorescencijos gyvavimo trukmés matavimus, matyti aiSki polipirolo jtaka
fluorescencijos intensyvumo bei gyvavimo trukmés sumazéjimui. Polipirolas efektyviai
gesina gliukozés oksidazés fluorescencija. Taip pat matome, kad polipirolas stabilizuoja
fermentg, neleisdamas aktyviam centrui FAD kofaktoriui greit pasiSalinti i§ gliukozés

oksidazeés.

1.3. Koloidiniy aukso nanodaleliy monosluoksniy formavimas ir nanodaleliy

nusodinimo kinetikos matavimai.

Pastaruoju metu vis daugiau démesio skiriama aukso mono- ir multi- sluoksniy
formavimui paprastais ir patikimais metodais. Todél labai svarbu visapusiSkai jvertinti
koloidiniy nanodaleliy elgseng nusodinimo ant pavir§iy metu. Papildomai prie daleliy
dydzio, elektroforezinis molekuliy judéjimas ir zeta potencialas ({) yra pagrindiniai
parametrai daleliy stabilumo suspensijose kiekybiniam jvertinimui. Siame tyrime
elektroforetinis mobilumas buvo matuojamas, naudojant lazerinj Doplerio greitmat;j
(LDG technika). Kadangi joniné jéga yra svarbiausias parametras, kuris paveikia sgveika
tarp nanodaleliy, elektroforezinio molekuliy judéjimo priklausomybé nuo joninés jégos
jvairiems pH taip pat buvo nustatyta.

Kaip galima pastebéti (13 pav.), aukso daleliy elektroforezinio molekuliy

judéjimo didéja didinant joning tirpalo jéga nepriklausomai nuo jy pH.
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13 pav. Aukso daleliy elektroforezinio mobilumo priklausomybé nuo joninés

jégos: 1) (m)pH 3.0, 2) () pH 5.9, 3) (V) pH 9.0, T=298 K, tirpalo koncentracija 50

i ... . .. ... e a7 .
mgl”. ISvestos linijos nurodo eksperimentiniy duomeny netiesinius atitikimus.

Zeta potencialo { parametras buvo vertinamas skai¢iavimui naudojant Henry

lygti. Aukso nanodaleliy i§samesniam apibudinimui dvimatis elektrokinetinio kriivio

tankis buvo apibréztas, naudojant lygti:

Ge —

N.
—
erp

kur N, — kriiviy kiekis tenkantis vienai dalelei, d — dalelés skermuo.

Detalesnei analizei, elektroforezinio molekuliy judéjimo ir kriiviy tankiy reikSmeés

placiam joninés jégos ir pH diapazonui pateiktos 2 lenteléje. Reikia pazyméti, kad

anksciau tokie duomenys moksling¢je literatiiroje nebuvo pateikti.

pH joniné jéga [M] e, [pmem (Vs) '] Ne olenm™?] £p [mV] Smoluchovskio modelis {p [mV] Henrio modelis
0.001 2.88 23 0.0319 36.7 536
0.005 2.69 21 0.0298 342 48.6
3 0.01 2.52 20 0.0279 321 447
0.05 243 19 0.0269 309 399
0.1 225 18 0.0249 28.6 353
0.0001 3.70 29 0.0410 47.1 704
0.001 3.51 27 0.0389 447 65.3
0.005 329 26 0.0364 419 594
59 0.01 313 24 0.0346 39.8 555
0.05 2.80 22 0.0310 35.6 459
0.01 270 21 0.0299 343 47.8
0.0001 4.26 33 0.0472 54.2 809
0.001 3.85 30 0.0426 48.9 71.6
0.005 3.60 28 0.0398 458 649
9 0.01 3.42 27 0.0379 412 57.4
0.05 3.21 25 0.0355 408 526
0.1 3.14 25 0.0348 399 492

2 lentelé. Aukso nanodaleliy elektroforezinis molekuliy judéjimas, kritvis ir zeta

potencialas skirtingoms joninéms jégoms (T=298 K, koncentracija 50 mgl™).
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Taip pat Siame tyrime buvo jvertinta aukso nanodaleliy nusédimo ant Zérucio
laksty kinetika. Kaip galima matyti i§ 14 pav., aukso nanodaleliy skaiius ant Zérucio
sistemingai didéja, ilgéjant nusédimo laikui. Kiekybiskai, kinetinés eigos, gautos
skirtingoms suspensijy koncentracijoms, yra pateiktos 15 pav., kaip daleliy pavirSiaus

koncentracijos priklausomybé nuo kvadratinés Saknies i§ adsorbcijos laiko.

14 pav. Aukso nanodaleliy, adsorbuoty ant zérucio, modifikuoto PAH
monosluoksniu, AFM vaizdai (4 um x4 um skenavimo plotas): (A) nusédimo laikas 6
min., (B) nusédimo laikas 11 min., (C) nusédimo laikas 25 min. Nusodinimo sqlygos:

suspensijos koncentracija 20 mgl’’, pH 5.9, I = 107 M NaCl, T = 293 K.

800

600

200 -

£ [min*?

15 pav. Aukso nanodaleliy adsorbcijos ant PAH modifikuoto Zérucio kinetika,
nustatyta jvairioms pradinéms suspensijos koncentracijoms: 1) (e) 50 mgl”’, 2) (m) 20
mgl’, 3) (8) 10 mgl’, 4) (V) 5 mgl’, [=10° M NaCl, pH=5.9, T=293 K. Taskai Zymi
eksperimentinius rezultatus, gautus naudojant AJM; istisinés linijos nurodo gautus

teorinius duomenis, apskaiciuotus naudojant RSA modelj.
Kaip galima matyti, nanodaleliy pavir§iaus koncentracija didéja tiesiskai su ¢'% su

nuolydziu, proporcingu tiirinei daleliy koncentracijai. Tai atitinka teorinius modelius

(i8tisineés linijos 15 pav.), kildinamus i§ hibridinio modelio, kuriame ttrinés difuzijos
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perneSimo lygtis, skaitmenisSkai iSsprgsta baigtiniy skirtumy metodu su ribine biikle
(blokuojanti funkcija), yra gauta i§ atsitiktinés sekos adsorbcijos (ATA) modelio.

Be to, aukso daleliy monosluoksniy maksimalus padengimas buvo nustatytas kaip
joninés jégos funkcija, naudojant AJM ir SEM vaizdus. 10* M NaCl koncentracijai
maksimalus padengimas buvo 10%, didéjantis iki 13% 10 M NaCl koncentracijai, ir
15% 102 M NaCl koncentracijai. Gauti rezultatai parodé, kad yra jmanoma pagaminti
norimo padengimo ploto aukso nanodaleliy monosluoksnius, kontroliuojant tirpaly

koncentracijg ir joning jéga.

1.4. Aukso nanodaleliy, polipirolo ir gliukozé oksidazés kompozito

fluorescencijos matavimai.

Efektyviai elektrony pernasai fermentinés reakcijos metu daZnai naudojamos
aukso nanodalelés, kaip redoks mediatorius, kurios pasizymi dideliu elektrochemiskai
aktyviu pavirSiumi. Gliukozés oksidazés kofaktorius FAD, atsakingas uz fermento
fluorescencijg, kovalentiSkai prisijungia prie aukso nanodaleliy. Aukso nanodalelés
leidzia fermento molekuléms laisvai judéti, taip padidindamos galimybe¢ aktyvaus centro
FAD prostetinems grupéms lengvai sgveikauti su metaliniu nanodaleliy pavirSiumi.
Tokiu btudu palengvéja elektrony pernasa. Matome, kad GOx fluorescencijos
relaksacijos laikas didéja (pav. 16 (b)) nuo 2,6 ns iki 4,3 ns laikui bégant, patvirtindamas
FAD atsiskyrimg nuo fermento ir stabilizuoja ‘i§vyniotos’ struktiiros FAD kofaktoriy. 16
ir 17 pav. iliustruoja, kad FAD i$¢jimas i§ fermento centro paspartéja ~2 kartus, lyginant
su kompozitu be aukso nanodaleliy, dél FAD elektrony sgveikos su aukso
nanodalelémis, tarsi efektyviau ‘istraukiancioms’ elektrony pernasos pagalba aktyvyji
fermento centrg.

Papildomai pridéjus 16 mM gliukozés | gliukozés oksidazés ir aukso nanodaleliy
tirpalg fluorescencijos relaksacijos kinetika ties 530 nm (pav. 16 (d)) po 7 dieny
nesikei¢ia ir vieneksponentiskai relaksoja su 4,6 ns gesimo trukme. Tai rodo. kad
gliukoz¢ pagreitina ,iSvynioto‘ FAD kofermento stabilizacijg. Taip pat galima pastebeti,

kad gliukozé pristabdo redukuoto FAD atsiradima (pav. 16 (c)).
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16 pav. Gliukozés oksidazeés ir aukso nanodaleliy (a, b); gliukozés oksidazes,
aukso nanodaleliy ir gliukozés (c, d); gliukozés oksidazes, aukso nanodaleliy, gliukozes
ir pirolo (e, f) kompozito sugerties ir fluorescencijos spektrai (a, c, e) bei fluorescencijos
relaksacijos kinetikos ties 530 nm(b, d, f) natrio acetato buferiniame tirpale prie 375

nm fotozadinimo, pH 6.

Pirolas (pav. 16 (e, f)) stipriai gesina FAD fluorescencija. Fluorescencijos
intesyvumas ties 530 nm sumazé¢ja daugiau nei 2 kartus. Laikui bégant aukso
nanodalelés sustipring FAD fluorescencija ties 530 nm (pav. 16 (e)). Tai reskia, kad
FAD i8¢jimas i§ fermento centro paspartéja ~2 kartus dél FAD elektrony sgveikos su

aukso nanodalelémis.
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ISVADOS

1) Nustatyta, kad fermenta gliukozés oksidaze imobilizavus ] polipirolo polimero
matricg “fermentinés” polimerizacijos biidu gliukozés oksidazés flavino adenino
dinukleotido kofaktoriaus pasiSalinimas i§ fermento aktyvaus centro Zymiai suletéja.

2) Polipirolo pasluoksnis padidina fotoliuminescenciniy jutikliy jautruma, kadangi
gesina nespecifiskai absorbuoty medziagy fotoliuminescencijg.

3) Monodispersiniy, sferiniy, neigiamg pavirSiaus kriv] turin¢iy aukso nanodaleliy
nusédimo kinetikos procesas ant kieto pavirSiaus yra kontroliuojamas difuzijos ir
priklauso nuo pradinés aukso nanodaleliy koncentracijos.

4) Koloidinés aukso nanodalelés pasizymi neigiamo pavirSiaus krivio stabilumu
placiame pH ir joniniy jégy ruoze ir yra tinkamos polipirolo formavimuisi ant jy

pavirsiy.
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SUMMARY

Study of Polypyrrole based Biosensing Systems by Fluorescence Methods

In this work glucose oxidase enzyme self-encapsulated within polypyrrole polymer
fluorescence measurement was investigated and it has been found that the enzyme
glucose oxidase immobilized in the polypyrrole polymer matrix "enzymatic"
polymerisation of glucose oxidase flavin adenine dinucleotide cofactor depletion of the
active center of the enzyme significantly slowed down. This process was determined by
time-resolved fluorescence measurements.

The conducting polymer polypyrrole was also used as a matrix for immobilization of
BLV surface proteins gp51 that enables biological recognition of the analyte, and as a
fluorescence quencher, which increases the selectivity of fluorescence-based detection.
In this study, bovine leukemia virus proteins gp51 were immobilized within the Ppy
matrix and formed a polymeric layer with affinity for antibodies against protein gp51
(anti-gp51). Polypyrrole substrate increases the sensitivity of fluorescent sensors, since
quenches non-specifically absorbed fluorescence materials.

Also in this work, gold nanoparticle influence on polypyrrole based biosensing systems
were analysed, some aspects of nanoparticles absorbance onto surfaces were determined.
The electrophoretic mobilities and electrokinetic charge of particles were quantitatively
evaluated for a broad range of pH and ionic strength. Additionally, the maximum
coverage of particle monolayers, which monotonically increased with ionic strength, was
determined by SEM. The obtained data were in agreement with theoretical predictions
derived from the random sequential adsorption (RSA) model. It was also confirmed that
by varying the bulk suspension concentration and ionic strength one can prepare
homogeneous gold particle monolayers of controlled coverage

Colloidal gold nanoparticles indicated stability of negatively charged surface for a broad
range of pH and ionic strength and was suitable for polypyrrole polymer formation on
their surface. The study of glucose oxidase, polypyrrole and gold nanoparticles system

was examined by time-resolved fluorescence measurements.
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