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SANTRUMPOS

AUND - aukso nanodalelés,

AUNS — aukso nanostrypeliali,

CdSe — Kadmio selenidas,

CdTe — kadmio teluridas,

CTAB — cetiltrimetilamonio bromidas,

EDC — 1-etil-3-(dimetilaminopropil) karbodiimido hidrochloridas,
ELISA (angl. Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay) — su fermentu surista imunosorbentiné analizg,
His — histaminas,

IR — infraraudonasis bangy diapazonas,

KT — kvantiniai taskai,

ND — nanodalelés,

NHS — N-hidroksisukcinimidas,

PbS — Svino sulfidas,

PEG — polietilenglikolis,

PPR — pavirSiaus plazmony rezonansas,

SAM - savitvarkis monosluoksnis,

SMCC - 4-(N-maleimidometil)-cikloheksankarboksirtigsties N-hidroksisukcinimido esteris,
TOPO - trioktilfosfino oksidas,

Dn — hidrodinaminis skersmuo,

DSS — dinaminé $viesos sklaida,

ZnS — Cinko sulfidas,

MUR- 11-merkapto undekano rtigstis

ROS — reaktyvios deguonies rtsys,

Ig — imunoglobulinas,

SEM — skenuojanti elektroniné mikroskopija.



IVADAS

Vézys yra pagrindiné mirties priezastis visame pasaulyje, dél kurios 2020 m. mir¢ beveik 10 min.
Zmoniy ir tai yra kas $eta mirtis pasaulyje. Sios ligos gydymo bidai apima citotoksinius vaistus kartu
su tiksline terapija [1]. Pagrindiniai gydymo apribojimai yra toksiSkumas dél prasto specifiSkumo bei
atsparumas terapijai. Nanomedicina kelia didziulius likes¢ius milijonams pacienty, nes ji gali teikti
geresne, veiksmingesng ir jperkama sveikatos prieziiira, be to, ji gali sukurti naujus terapinius metodus
navikams gydyti. Siuo atzvilgiu tiksliniai vaistai gali biiti jkapsuliuoti j nanonesiklius, o gios
nanotransporto priemonés nukreipiamos j navikus konjuguojant su antikiinais - vadinamosiomis su
antikiinais konjuguotomis nanodalelémis. Sios dalelés gali i§saugoti chemine vaisty struktiira, tiekti juos
kontroliuojamu biidu ir sumazinti toksiSkuma [2]. Nanodaleliy (ND) privalumai yra tai, kad jos gali
veikti kaip vaisty nesikliai, jskaitant tuos, kurie susije su nanoskalés dydziu, didelis pavirSiaus ir tirio
santykis, galimybe aptikti taikinius ir kontroliuoti vaisto i$siskyrima [3]. ND turi didziulj potencialg
vézio diagnozavime ir gydyme dél savo pavirSiaus plazmony rezonanso (PPR) reiskinio padidintos
Sviesos sklaidos ir absorbcijos [4].

Jvairios ND gali bati pritaikytos ir kity ligy diagnozavimui ar gydimui, pavyzdZziui, sunkaus
aminio kvépavimo sindromo koronaviruso 2 (SARS-CoV-2) viruso diagnostikai. Labai mazi ND
matmenys leidzia efektyviai patekti j gyvas organizacijas. Sidabro, aukso, sidabro sulfido, titano oksido,
cirkonio ND gali biti panaudotos kaip vakciny tiekimo sistema, kuri, palyginti su jprastomis antigeny
pagrindu pagamintomis vakcinomis, pasizymi iSskirtinémis savybémis tokiomis kaip virusiniy ligy
prevencija, nes slopina viruso prisijungimg ir patekimg ] Igstele, viruso replikacijos slopinimas ir
tiesioginis virusy deaktyvavimas [5]. Nanodalelés gali padéti SARS-CoV-2 gydymui ir vakcinos
veiksmingumui bei saugumui sukurti. NanoneSikliai padidino vakciny karimo greitj ir vakciny
efektyvumg. D¢l to, norint slopinti SARS-CoV-2 infekcijg, bitinas didesnis nanodaleliy, kaip nano
tiekimo sistemy ir nanoterapijos virusinés infekcijos atveju, tyrimas ir naujy bei veiksmingy metody
karimas [6].

[vairiy biomolekuliy konjugacija su nanodalelémis iSpleCia jy taikymo sritis. Antiktinai yra
dazniausiai naudojami ligandai, skirti aktyviai aptikti naviko Igsteles dél jy didelio specifiSkumo ir
afiniteto [7]. Antiktinai gali bati konjuguoti su nanodalelémis jvairiais budais, jskaitant adsorbcija,
kovalentiniais rysiais arba naudojant adapterio molekules. Sis konjugavimas turi bati efektyvus norint
pasiekti stabilig asociacijg ir kontroliuoti imobilizuoty antikiiny kiekj bei uztikrinti, kad antiktinai
neprarasty savo aktyvumo [8]. Todél konjugacijos jvertinimas yra svarbus zingsnis, norint pagerinti tokiy
konjugaty taikymo efektyvumg.

Darbo tikslas:
Atlikti bei jvertinti kvantiniy taSky ir aukso nanostrypeliy konjugacija su antikiinais.

Darbo uzdaviniai:

1. Imobilizuoti CD44 ir SARS-CoV-2 nukleokapsidés (N) baltymus PPR jutiklio lusto pavirSiuje
nanodaleliy ir antikiiny konjugacijos jvertinimui.



Pasirinkti bei charakterizuoti kvantinius taskus, kurie bus naudojami konjugacijai su antikiinais.
Atlikti kvantiniy tasky, modifikuoty polietilenglikoliu derivatizuotu su amino grupémis,
konjugacija su specifiniais antikiinais pries CD44 baltyma.

Susintetinti bei apibadinti aukso nanostrypelius.

Atlikti aukso nanostrypeliy konjugacija su specifiniais antriniais antiktinais.

Patikrinti pavir§iaus plazmony rezonanso spektroskopijos metodo tinkamumg antikiing su
kvantiniais taskais ar aukso nanostrypeliais konjugacijos jvertinimui.



1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Kvantiniai taskai

Kvantiniai taskai yra 1-10 nanometry mazos puslaidininky dalelés, kurios dél savo rySkumo ir
stabilumo yra naudojamos kaip fluoroforai [9]. Kvantiniai taskai pasizymi jdomiomis fizinémis ir
optinémis savybémis, kurios yra naudingos baltymy zyméjimui ir vaizdavimui lgstelése. Jie pasizymi
tuo, kad yra stabilesni uz jprastus fluoroforus (tokius kaip cianing, fluoresceing) ir gali Sviesti 20 karty
rySkiau [10]. Svitinami kvantinai taskai neblyksta net keleta valandy, todél yra labai tinkami
vidulasteliniy vyksmy tyrimams. Kai kvantiniai taskai apSvieCiami Sviesa, kvantiniame taske esantys
elektronai gali buti suzadinti iki didesnés energijos biisenos. Puslaidininkio kvantinio tasko atveju Sis
procesas atitinka elektrono peréjimg i§ valentinés juostos j laidumo juosty. Suzadintas elektronas gali
grizti atgal j valentine juosta, iSleisdamas savo energija kaip $viesa. Sviesos spalva priklauso nuo dalelés
dydzio ir formos. Didesni taskai skleidzia Sviesg ilgesniy bangos ilgiy ruoze rausvame spektre (mazdaug
620-750 nm); maZzesni taskai skleidzia trumpesniy bangos ilgiy ruoze ar¢iau violetinio matomos $viesos
spektro galo (mazdaug 380—-450 nm) [11].

Galima paruosti fluorescencinius Zymenis, konjuguojant puslaidininkiy kvantinius taskus su
biologinio atpazinimo molekulémis. Tyrimai parodé, kad prie kvantiniy tasky galima kovalentiskai
prijungti nukleortgstis [12], peptidus [13] ar antikGinus [14], o tokie dariniai gali bati naudojami kaip
fluorescenciniai Zymenys lgstelése ar audiniuose (1 pav.). Antikiinais konjuguoti kvantiniai taskai yra
technologija, kuri leidzia pazyméti didele raiska biologines sistemas [15]. Kvantiniy tasky ir antikiiny
konjugatai gali bti panaudojami kaip perspektyvis biologiniai Zymenys dél efektyvios kvantiniy tasky
fluorescencijos ir didelés antigeno-antikiino sgveikos specifiSkumo [16].

Biotaikiniai: baltymai,
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Pavirsiaus plazmony Luminescensija Pavirsiaus suzadinta Katalitinis efektas Stiprinimo efektas
rezonansas Ramano sklaida (amplifikacijos)

1 pav. Nanodaleliy savybés, kurios gali buti pritaikytos kuriant biologinius jutiklius

Konjuguotos nanodalelés ir kvantiniai taskai turi daug Zadanciy pritaikymo galimybiy
nanomedicinoje, kurios apima biologiniy anali¢iy aptikima, biologinj vaizdavima, tikslinj vaisty tieckima
ir naujy terapiniy preparaty ar metody kiirimg. Nors dauguma $iy pritaikymy yra pagrjsti optinémis
nanodaleliy medziagy savybémis, tokiomis kaip pavirSiaus plazmony rezonansas, pavirSiuje sustiprinta



Ramano sklaida ir stipri fotoliuminescencija, kiti nanodaleliy aspektai, tokie kaip katalizinis ir stiprinimo
efektas irgi yra svarbus [17].

1.2 Kvantiniy tasky konjugavimas su biologinémis molekulémis

Kad bty galima naudoti kvantinius taskus jvairiuose biologiniuose tyrimuose, biologinés
molekulés turi biiti stabiliai pritvirtintos prie kvantinio tasko pavirS$iaus. Gali buti naudojamos jvairios
biologinés molekulés, jskaitant nukleino riigstis, baltymus (aviding arba streptaviding, albuming,
adapterio baltymus ir antikiinus), polisacharidus ir peptidus. Kvantiniai taskai gali biiti konjuguojami su
biologinémis molekulémis keliais metodais:

1. Kovalentinis kryzminis rysys, kuris susidaro sujungiant karboksilo grupes kvantinio tasko
pavir$iuje su aminais naudojant 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimida (EDC) arba
4-(N-maleimidometil)-cikloheksankarboksirtigsties N-hidroksisukcinimido esterj
(SMCC), kuris jungia pirmines aminy ir sulfhidrilo grupes. Kovalentiné konjugacija
uztikrina stipry negrjZtamg suriSimg, taCiau antikiinai yra atsitiktinai orientuoti. Be to,
galimi konformaciniai poky¢iai [18].

2. Tiesioginé tioluoty peptidy (cisteino liekanmy) konjugacija su kvantinio tasko pavirSiumi
per afinitetg cinko sulfido (ZnS) apvalkalo sluoksniui.

3. Adsorbcija arba nekonvalentinis savaiminis surinkimas naudojant baltymus (pvz.,
teigiamai jkrauta domeng, His Zymes). D¢l didelio pavirSiaus ploto ir tiirio santykio prie
vieno kvantinio tasko galima prijungti keletg skirtingy tipy biomolekuliy. Kiekviena i§ Siy
biomolekuliy gali atlikti pageidaujamg funkcijg, kuri uztikrina daugiafunkciskuma [19].

1.3 Kvantiniy tasky sintezé

Kvantiniy tasky dydis svyruoja nuo 1 iki 10 nm ir jie gali bati sintetinami jvairiais metodais [20].
Kvantiniy tasky sintezéje svarbu kontroliuoti jy dydj, formg ir sudétj, siekiant pagerinti jy veikimg ir
pritaikymo galimbes. Sinteze galima suskirstyti j dvi kategorijas: ,,i§ virSaus j apacig*“ (angl. ,,top-down®)
ir ,,i$ apacios j virsy“ (angl. ,,bottom up®). ,,I$ virSaus j apac¢ig* metodas apima gamybag i$ biriy medziagy,
tokiy kaip litografija ar ésdinimas, o ,,i$ apacios j virSy“ metodas apima kvantiniy tasky sinteze i§ atomy
ar molekuliy. Taikant ,,i§ virSaus j apacig™ metoda puslaidininkis yra ploninamas. Norint susintetinti
mazdaug 30 nm skersmens kvantinj taska, dazniausiai ,,i§ virSaus j apacig* metodai apima molekulinio
pluosto epitaksijg, jony implantavimg, elektroninio pluosto litografijg ir rentgeno litografija [21].
Pagrindiniai $iy procesy trikumai yra priemaisSy atsiradimas kvantiniuose taskuose bei struktiiriniai
neatitikimai [22].

Taikant alternatyvy ,,i§ apacios j virSy“ metoda, koloidiniai kvantiniai taskai yra savaime
surenkami tirpale po cheminés redukcijos [22]. Metodo pasirinkimas priklauso nuo norimo daleliy
dydzio, reikalingy savybiy, jrangos ir iStekliy prieinamumo.

Koloidin¢ sintez¢ yra labiausiai paplites kvantiniy tasky sintezés metodas. Siame metode
naudojamas tirpalas, kuriame yra metalo jony ir redukuojantis agentas, kuris gali redukuoti metalo jonus,
kad susidaryty kvantiniai taskai. Reduktorius gali btiti metalo druska, pavir§iaus aktyvioji medziaga arba
abiejy derinys. Koloidiné sintezé gali biti atlickama organiniuose arba vandeniniuose tirpaluose.
Organinéje faz¢je kvantiniai taskai gali biiti padengti apvalkalu, kuris uZtikrina stabiluma ir taip pat gali
biiti naudojamas jy optinéms savybéms sureguliuoti [23]. Koloidinés sintezés pranasumai yra jos
paprastumas, maza kaina ir galimybé gaminti kvantinius taskus su didele iSeiga. Sio metodo trikumai
yra mazas daleliy dydzio atkuriamumas ir sunkumai kontroliuojant daleliy dyd;j [24].

Cheminis nusodinimas garais yra dar vienas kvantiniy tasky sintezés metodas. Sis metodas apima
plonos kvantiniy tasky plévelés nusodinimg ant substrato cheminés reakcijos tarp dujy fazes pirmtako ir
substrato pavirSiaus btidu. Substratas gali buti Sildomas, kad padidéty reakcijos greitis ir susidaryty siauro
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dydzio pasiskirstymo kvantiniai taskai [25]. Cheminio nusodinimo garais pranasumai yra galimybé
gaminti aukstos kokybés kvantinius taskus su siauru dydzio pasiskirstymu bei galimybé kontroliuoti
daleliy dydj. Sio metodo triikumai yra didelé kaina ir specializuotos jrangos poreikis [26].

Elektrocheminé sintezé yra metodas, naudojamas kvantiniams taskams sintetinti elektrocheminiu
buidu, nusodinant metalo jonus ant elektrodo pavirSiaus [27]. Elektrocheminés sintezés pranasumai yra
jos paprastumas, maza kaina ir galimybé gaminti kvantinius tagkus su didele i$eiga. Sio metodo trikumai
yra tai, kad sunku kontroliuoti daleliy dydj bei forma [28].

1.4 Kvantiniy tasky funkcionalizavimas

PavirSiaus chemija yra labai svarbus kvantiniy tasky sintezés ir funkcionalizavimo aspektas.
Kvantiniai taskai gali buti hidrofiliniai, hidrofobiniai, padengti silicio dioksidu, polimerais arba
baltymais [29]. Nuo kvantinio tasko pavirSiaus chemijos priklauso jy savybés, tokios kaip stabilumas ir
biologinis suderinamumas [30].

Hidrofiliniai kvantiniai taskai, kurie padengti hidrofilinémis funkcinémis grupémis, leidzia naudoti
juos vandeniniuose tirpaluose [30]. Jie dazniausiai naudojami biologiniam vaizdui gauti ir jutikliuose dél
savo savybés maziau agreguoti ir sulipti lyginant su hidrofobiniais kvantiniais taskais. Norint, kad
kvantiniai taskai bty hidrofiliniai, paprastai reikalingas pavir$iaus funkcionalizavimas. Tai apima
kvantinio tasko pavirSiaus modifikavimg hidrofilinémis grupémis (pvz. amino grupémis) arba
molekulémis, tokiomis kaip karboksirtig§tys, kurios leidzia naudoti kvantinius taskus vandeniniuose
tirpaluose ir sgveikauti su vandeniu [31]. Auksu dengti hidrofiliniai kvantiniai taskai turi Serdj, pagamintg
i§ puslaidininkinés medziagos, tokios kaip CdSe, ir yra padengta aukso apvalkalu. Véliau vyksta
funkcionalizavimas hidrofilinémis molekulémis, tokiomis kaip tioliuotas polietilenglikolis (PEG). PEG
yra vandenyje tirpus, biologiSkai suderinamas polimeras, kuris modifikuoja nanodaleliy pavirsiy, kad
pagerinty jy stabilumg ir sumazinty jy imunogeniskumg. Nustatyta, kad PEG dengtos nanodalelés
pasizymi pagerintu cirkuliacijos laiku in vivo ir sumazintu toksiSkumu, todél puikiai tinka naudoti
biomedicinoje [32]. PEG danga ant kvantiniy tasky padeda pagerinti jy stabilumg biologiniuose
skyscCiuose, todél jie yra naudingi vaizdavimui, jskaitant lgsteliy Zyméjima ir sekima, nukreipimag j navika
bei fototermine terapija. Auksu padengtas kvantiniy tasky apvalkalas pagerina jy optines ir elektronines
savybes, todél jie yra naudingi aptikti, pavyzdziui, biologines molekules ar aplinkos terSalus. PEG danga
ant kvantiniy tasky gali padéti pagerinti jy biologinj suderinamumg ir sumazinti imunogeniskuma, todél
ji yra naudinga kaip vaisty tickimo priemoné [33].

Hidrofobiniai kvantiniai taskai yra suderinami su nepoliniais tirpikliais ir agreguoja vandenyje,
todél norint juos naudoti vandeniniuose tirpaluose reikia atlikti enkapsuliavimg, ligandy mainus arba
pavirSiaus modifikacijas, padengiant jy pavir§iy organinémis molekulémis, tokiomis kaip alkilo
grandinés arba aromatinés grupés [33]. Sios molekulés aplink kvantinius taskus sukuria hidrofobinj
barjera, neleidziantj vandeniui sgveikauti su dalelés pavir§iumi. Hidrofobiniai kvantiniai taskai turi keleta
pranaSumy, palyginti su hidrofiliniais, iskaitant didesnj stabilumg tirpale ir didesnj atsparuma skilimui.
biti sunkiau tolygiai paskirstyti daleles tirpale ir tai gali apriboti jy pritaikymg biologinése srityse, kur
daznai reikalingi hidrofiliniai pavirsiai, kad bty suderinamos su gyvomis lastelémis ir audiniais [34].
Hidrofobiniai PbS kvantiniai taskai netirpsta vandenyje ir reikalauja hidrofobinio pavirSiaus, kad
apsaugoty juos nuo drégmés ir leisty juos naudoti nepoliniuose tirpikliuose. Tai gali biti organiniai
ligandai, kaip oleino riigstis, oleilaminas arba trioktilfosfino oksidas (TOPO). Sie ligandai adsorbuojasi
1 kvantiniy tasky pavirSiy koordinuodami su Pb arba S atomais, sukurdami hidrofobinj apvalkala, kuris
stabilizuoja nanokristalus ir neleidzia jiems agreguotis [35].

Silicio dioksidu dengti kvantiniai taskai — turi silicio dioksido apvalkalg, kuris uztikrina stabiluma,
tirpuma vandenyje ir apsauga nuo skilimo. Jie dazniausiai naudojami vaisty perneSimui, ligy
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diagnozavime, kaip fluorescuojantys zondai. Kvantiniy tasky dyd; ir silicio dioksido dangos storj galima
reguliuoti pagal norimas kvantiniy tasky savybes [36]. Pavyzdziui, mazesni kvantiniai taskai skleidzia
didesnés energijos (trumpesnio bangos ilgio) Sviesg nei didesni, o storesnés silicio dioksido dangos gali
sumazinti emisijos intensyvuma, bet taip pat padidinti daleliy stabilumg. CdTe kvantiniai tagkai su silicio
dioksido apvalkalu turi didesnj stabilumg, galimybe pritaikyti vandeniniuose tirpaluose bei
fluorescencijos intensyvuma [37].

Polimerais dengti kvantiniai taskai — turi polimering dangg, kuri uZtikrina stabilumg ir apsauga,
taip pat funkciniy grupiy buvimg biokonjugacijai. Jie dazniausiai naudojami kaip fluorescuojantys zondai
bei biologiniai jutikliai aptikti biologinéms molekuléms. Polimerais dengtas pavirSius padeda
kontroliuoti kvantiniy tasky dydj, formg ir optines savybes. Taip pat gali pagerinti kvantiniy tasky
galimybe tirpti organiniuose tirpikliuose, kas padidina pritaikymo galimybes [38]. PEG padengti CdSe
arba ZnS kvantiniai taSkai yra labiau atspariis agregacijai ir degradacijai, pasizymi didesniu stabilumu,
kas gali buti pritaikyta biologiniam vaizdui gauti ir vaisty tiekimui [19].

Baltymais padengti kvantiniai taskai yra padengti baltymais, kurie uztikrina stabilumg, biologinj
suderinamumg ir geresnj taikiniy atpaZinimg. Jie daZniausiai naudojami Dbiokatalizéje, kaip
fluorescuojantys zondai, biologiniai jutikliai aptikti biomolekuléms. Be to, baltymais padengti kvantiniai
taskai taip pat gali biiti naudojami bioliginiuose jutikliuose, nes supancios aplinkos poky¢iai gali sukelti
baltymy dangos poky¢ius, o tai savo ruoztu turi jtakos kvantiniy tasky fluorescencijai [39]. Dél to jie
naudingi nustatant pH verte, temperatiros pokyCius arba konkre¢iy molekuliy buvimg. CdSe/ZnS
kvantiniai taskai padengti streptavidinu gali buti konjuguoti su biotinilintomis molekulémis, tokiomis
kaip antikiinai arba DNR zondai, kad buty nukreiptos  specifines lgsteles arba biomolekules. Tai leidzia
vizualizuoti ir aptikti Siuos taikinius naudojant fluorescencing mikroskopijg ar kitus vaizdo gavimo
metodus [39], [40]. Streptavidinu padengti kvantiniai takai taip pat gali biiti naudojami biologiniuose
jutikliuose, tékmés citometrijoje, baltymy Zyméjime. Konjuguojant juos su biotilintais ligandais, tokiais
kaip aptamerai arba peptidai, jie gali bati naudojami specifinéms biomolekuléms ar patogenams aptikti.
Kai streptavidinu padengti kvantiniai taSkai prisijungia prie biotilinty ligandy, pasikeicia jy
fluorescencija, kuri gali buti naudojama tikslinés biomolekulés ar patogeno buvimui nustatyti [41].

Nanomedziagy moksly pazanga padeda iSplétoti ir siekti pazangos jvairiy sudétingy ligy
diagnostikoje, aptikime ir gydyme, kas lemia didelj Sios srities potencialg. Kvantiniai taskai turi didel;
potencialg biomedicinos, biologinio vaizdo gavimo ir fotoliuminescencinése srityse, ir jie gali biiti
panaudoti kaip perspektyviis fluorescenciniai zondai vaizdavimui, nes jie rodo nepaprastg ateit]
bioanalizés, méginiy analizés, in vivo Igsteliy, sergan¢iy ligomis jvertinimui ir susijusiose srityse [42].

1.5 Aukso nanodalelés

Auksas yra vienas i pirmyjy atrasty metaly, jo tyrimo ir taikymo istorija apima maziausiai kelis
tikstanCius mety. Pirmieji duomenys apie koloidinj auksg rasti kiny, araby ir indy mokslininky
traktatuose, kuriems koloidinj auksg pavyko gauti dar V-IV amziuje prie§ Kristy. Jie naudojo ji
medicininiais tikslais (kiny ,,auksinis tirpalas* ir indiSkas ,,skystas auksas‘) [43]. Europoje viduramziais
koloidinis auksas buvo tiriamas ir naudojamas alchemiky laboratorijose. Paracelcijus naudojo ,,geriama
auksg“ daugeliui psichiniy ligy ir sifiliui gydyti [44]. Giovanni Andrea naudojo ,,aurum potabile* kaip
vaistg pacientams, sergantiems raupsais, maru, epilepsija ir viduriavimu. Nepaisant Simtmeciy senumo
istorijos, ,,imunochemijos revoliucija®, susijusi su aukso nanodaleliy naudojimu biologiniuose
tyrimuose, jvyko tik 1971 m., kai brity mokslininkai Faulkas ir Tayloras [45] apra$é¢ antikiiny
konjugacijos su koloidiniu auksu metoda tiesioginei salmoneliy pavirSiaus antigeny elektroninei
mikroskopijai vizualizuoti [46].

Per pastaruosius 40 mety buvo atlikta daug tyrimy skirty funkcionalizuoty nanodaleliy —
konjugaty su atpazjstanCiomis biomakromolekulémis (antikiinais [47], lektinais [48], baltymais [49],
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aptamerais [50] ir kt.) pritaikymui biochemijoje, mikrobiologijoje, imunologijoje, citologijoje, augaly
fiziologijoje ir t.t. Siuolaikinés medicinos ir biologijos studijose aukso nanodalely panaudojimo spektras
itin platus. Tai apima genomika [51], biosensorika [52], imunin¢ analiz¢ [53], kliniking chemija [54],
mikroorganizmy [55] ir vézio lasteliy aptikima [56] ir fototermolizg [57], tikslinga vaisty [58],
DNR [59] ir antigeny [60] tiekima, optinj biologinj vaizdavima ir lasteliy bei audiniy stebé&jima
naudojant modernias registravimo sistemas [43]. Teigiama, kad aukso nanodalelés gali biiti naudojamos
beveik visose medicinos srityse tokiose kaip diagnostika, terapija, profilaktika bei higiena (pvz., vandens
gryninime) [61]. Platus aukso daleliy pritaikymo spektras grindziamas jy unikaliomis fizinémis ir
cheminémis savybémis [46]. Visy pirma, aukso nanodaleliy optines savybes lemia jy plazmony
rezonansas, kuris yra susij¢s su kolektyviniu laidumo elektrony suzadinimu ir yra lokalizuotas placioje
srityje, nuo matomos iki infraraudonosios (IR) srities, priklausomai nuo daleliy dydzio, formos ir
struktiiros [62].

Aukso nanodalelés buvo aktyviai naudojamos identifikuojant cheminius ir biologinius veiksnius.
Be jprasty koloidiniy aukso su kvazi sferinémis dalelémis (nanosferomis), taip pat yra ir ne sferinés
dalelés, tokios kaip nanovamzdeliai, nanoapvalkalai, nanonarvai, nanozvaigzdés ir kity tipy dalelés (8i
daleliy grupé buvo pavadinta ,,tauriyjy metaly plazmoninio rezonanso dalelémis®) (2 pav.). Naudojant
aukso nanodaleles ir antikiiny — aukso nanodaleliy konjugatus, galima realiu laiku stebéti aukso

nanodaleliy patekimg j gyvas lgsteles (pvz., véZines Igsteles) [46].
b c d

2 pav. Jvairiy tipy aukso plazmony rezonanso nanodalelés: 16 nm nanosferos (a), nanovamzdeliai (b),
bipiramidés (c), aukso nanostrypai su sidabro danga (d), ,,nanorice* ” — Fe.Oz nanostypeliai, padengti
aukso nanoapvalkalu (e), auksiniai nanoapvalkalai ant silicio dioksido Serdies, SiO2/Au (f)
(pavaizduotas tus¢iaviduris auksinis nanoapvalkalas), nanodubenéliai su aukso s¢kla apacioje (g),
,,smailiis nanoapvalkalai® su SiO2/Au Serdimis (pavaizduota ,,nanozvaigzdés® dalel¢) (h), tetraedral,
oktaedrai ir kubooktaedrai (i), nanokubai (j), sidabriniai nanokubeliai ir aukso-sidabro nanonarvai,
gauti naudojant sidabro kubo $ablonus (k), nanokaklai (I) [46]
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1.6 Aukso nanodaleliy pritaikymas pavirSiaus plazmony rezonanso biologiniuose jutikliuose

Visy pirma, nanometro dydzio metalo daleliy rezonansinés optinés savybés buvo sékmingai
pritaikytos kuriant biologinius jutiklius. Tokie jutikliai kaip: kolorimetrinis, refraktometrinis,
elektrocheminis, pjezoelektrinis ir kt. [52], [63],[64]. Sie prictaisai gali bati pritaikyti biologijoje
(nukleortigs¢iy, baltymy ir metabolity nustatyme), medicinoje (vaisty patikroje, antikiiny ir antigeny
analizéje, infekciniy ligy diagnostikoje) bei chemijoje (aplinkos stebéjime) [46].

Daugiau nei deSimtmet;j yra tiriama aukso nanodaleliy biologinés specifinés sgveikos tvarkingose
struktiirose (savaime susirenkandios plonos plévelés) [65] arba polimerinése [66]. Siuo atveju
naudojamas optinio signalo i§ konjugato stiprinimas dél jaudinancio vietinio lauko stiprinimo agregate,
kuris buvo suformuotas i§ aukso nanoklasteriy. Biologiniy jutikliy projektavimui naudojamos naujos
unikalios technologijos, jskaitant monosluoksnj metalo daleliy savaiminj surinkimg [67],
nanolitografijg [68], vakuuminj garinimg [69] ir kt. Svarbu pazyméti, kad daleliy dydis, forma [70],
atstumas tarp daleliy [71] ir vietinés aplinkos optinés savybés [72] turi didelg jtaka optiniam signalui,
gaunamam i$ nanodaleliy ar jy agregaty, kuri suteikia galimybe valdyti jutiklio ,,derinima*. Sios metaly
klasteriy savybés buvo pagrindas kuriant naujas perspektyvias plazmony rezonanso biologiniy jutikliy
sistemas (pavirsiaus plazmony rezonanso (PPR) — biologinius jutiklius), pagristus biospecifiniy saveiky
pavertimu optiniu signalu [46].

PavirSiaus plazmony rezonanso (PPR) jutiklio jautrumas, stabilumas ir atrankumas tiesiogiai
priklauso nuo optinés registracijos sistemos charakteristiky [73]. Matavimo principas plokStuminiuose,
prizminiuose ar veidrodiniuose biologiniuose jutikliuose yra analogiSkas principui, kuris naudojamas
viso vidinio atspindzio metode. Sis metodas jprastai naudojamas matuojant itin plony organiniy pléveliy
ant metaliniy (atspindinéiy) pavirSiy storj ir lazio rodiklj [64]. Plazmony rezonanso suzadinimas
ploks¢iame aukso sluoksnyje atsiranda, kai poliarizuota Sviesa krenta j pavirSiy tam tikru kampu.
Elektromagnetiniai laukai, einantys iSilgai pavir§iaus ribos ir lokalizuoti arti jo dél eksponentinio
dielektrikui statmenos amplitudés sumazéjimo, yra suzadinami metalo/dielektriko sasajoje (visiSkas
vidaus atspindys, 3 pav.). Lazio rodiklis tam tikru kampu ir tam tikru bangos ilgiu priklauso nuo plono
sluoksnio dielektriniy savybiy ant sgsajos, kurias galutingje analizéje lemia taikinio molekuliy
koncentracija sluoksnyje [46].

Méginys —»

Receptorius —»

Aukso pavirsius

Fotodiodai Lazeris

3 pav. Molekuliy taikiniy aptikimo schema pagrista prizmeés visiSku vidiniu atspindZiu, kuri yra
padengta plonu aukso sluoksniu
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Yra sukurti jvairiy tipy biologiniai jutikliai naudojantys aukso nanodaleles, kurie pritaikyti
erkinio encefalito [74], Zzmogaus papilomos [75] ir su imunodeficitu susijusiy virusy [76], Alzheimerio
ligos [77], fosforo organiniy junginiy ir pesticidy imunodiagnostikoje [78], antibiotikams [79],
alergenams [80], citokinams [81], angliavandeniliams [82], imunoglobulinams [83], skirti aptikti
naviko [84] ir bakterijy lasteles [85] bei nustatyti smegeny lasteliy aktyvuma [86].

1.7 Aukso nanodaleliy pritaikymas terapiniais tikslais

Aukso nanodalelés (AuND) yra pritaikomos fototerminéje terapijoje. Fototerminiy lgsteliy
pazeidimai yra perspektyvi kryptis tiek naviky terapijoje [87], tiek intensyviai besivystancioje infekciniy
ligy terapijoje. AUND pasiekia savo sugerties maksimumg matomoje arba artimoje infraraudonyjy
spinduliy srityje ir jkaista, kai apSvitinamos atitinkamu Sviesos bangos ilgiu. Jei jie yra taikiniy lasteliy
viduje arba aplink juos (tai galima pasiekti sujungiant aukso daleles su antikiinais ar kitomis
molekulémis), Sios Igstelés mirsta [46].

Kitas AuND pritaikymas yra fotodinamingje terapijoje. Fotodinaminis metodas [88] taikomas
onkologiniy ligy, tam tikry odos ar infekciniy ligy terapijoje, pagristas Sviesai jautriy agenty —
fotosensibilizatoriy (jskaitant dazus) ir paprastai tam tikro bangos ilgio matomos Sviesos naudojimu.
Dazniausiai sensibilizatoriai ] organizma patenka per vena, taip pat gali buti vartojamas aplikaciniu biidu
arba peroraliniu biidu. Fotodinaminés terapijos medziagos gali selektyviai kauptis navikuose ar kituose
tiksliniuose audiniuose (Igstelése). Pazeisti audiniai ap$vieCiami lazerio Sviesa, kurios bangos ilgis
atitinka dazy sugerties maksimumg. Be jprasto Silumos i$siskyrimo dél sugerties [89], reik§mingas ir
antrasis mechanizmas. Tai siejama su fotocheminiu pavienio deguonies susidarymu ir labai aktyviy
radikaly, sukelian¢iy naviko Igsteliy nekroze ir apoptoze, susidarymu. Fotodinaminé terapija sukelia
netinkamg auglio mitybg ir mirtj d¢l mikrokraujagysléms padarytos zalos. Pagrindinis fotodinaminés
terapijos trukumas yra tas, kad fotosensibilizatoriai organizme iSlicka ilgg laika, dél to paciento audiniai
iSlicka labai jautrts Sviesai [46].

AuUND taip pat panaudojami kaip terapiniai agentai. AUND vis aktyviau naudojamos ne tik
diagnostikos ir lgsteliy fototermolizés eksperimentuose, bet ir gydymo tikslais. 1997 m. pirma kartg
buvo pranesta apie sékmingg koloidinio aukso panaudojimg reumatoidiniu artritu sergantiems
pacientams [90]. 2008 m. buvo paskelbta daugybé duomeny apie deSimt mety trukusius klinikinius
preparato ,,Aurasol*, skirto peroraliniam vartojimui sergant sunkiomis reumatoidinio artrito formomis,
klinikinius tyrimus [91]. Buvo apraSyti teigiami rezultatai, gauti j sanarj jvedus koloidinio aukso
ziurkéms, sergancioms kolageno sukeltu artritu [92].

1.8 Aukso nanodaleliy toksiSkumas

AUND kelia didelj susidoméjima dél savo elektriniy, mechaniniy, terminiy, cheminiy ir optiniy
savybiy. Sie dideli uzmojai atsirado dél jy galimos saveikos su biologiniais audiniais ir molekulémis,
kas taip pat gali sukelti ir toksiskuma [93].

Tyrimuose [94] pateikta, kad susintetintos AUND gali cirkuliuoti organizme ilgesnj laika be
organizmo imuninés sistemos atmetimo. Sias savybes paastrina jy paviriaus kriiviai, mazas dydis ir tai
kelia didelj susirtipinima, ypa¢ sintezés ir taikymo metu [95]. AuND, kelian¢iy pavojy sveikatai, yra
jvairiy formy, dydziy ir pavirSiaus kriiviy. Taciau didziulé fiziniy ir cheminiy savybiy jtaka kelia naujy
klausimy dé¢l buisimos sveikatos biiklés. Pastaruoju metu yra mazai informacijos apie aukso nanodaleliy
poveikj sveikatai ir néra reglamentuojanciy saugos gairiy, siejanciy jy savybes su toksiskumu [93].

AUND poveikis gali jvykti kiirimo ir sintezés metu arba naudojant juos tiesiogiai nurijus arba
jpurskus  sistema, Salinant atlieckas [96], [97]. Kiti poveikio blidai yra absorbcija per oda, jkvépimas, i$
implanty, ore esanciy ir pavirSiaus medziagy sukibimas, kurj sunku aptikti [96], [97], [98]. Toks
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poveikis gali atsirasti del jy iSlikimo ir kaupimosi aplinkoje, todé¢l jie gali patekti j maisto granding, o tai
galiausiai paveikia abiotinius ir biotinius aspektus [99]. AUND patekimas j maisto granding padidina
kity aplinkos organizmy, tokiy kaip dumbliai ir Zuvys, aukso nanodaleliy jsisavinima, kuriuos toliau gali
vartoti gyviinai ir zmonés [100].

Placiai manoma, kad AUND kaupiasi kepenyse ir bluznyje, o tai dar labiau pazeidzia organizma
[101]. Aukso nanovamzdeliai (AuNV) buvo svirks¢iami po oda peléms. Didzioji jy dalis liko injekcijos
vietoje. Taciau j sistemg pateke aukso jonai sukélé audiniy oksidacinj pazeidimg [102]. Tyrimai parodé,
kad aukso nanodalelés gali sukelti toksiskumg dél keliy mechanizmy, jskaitant oksidacinj stresa,
uzdegima, DNR pazeidimus ir trukdyma lasteliy procesams [93].

Aukso nanodalelés gali sutrikdyti lgsteliy funkcijas ir pazeisti Iasteles, kas sukelia
citotoksiSkuma. Tai gali sukelti lasteliy mirtj arba sumazéti lasteliy gyvybingumas, kuris gali priklausyti
nuo nanodaleliy dydZio ir koncentracijos [60]. Be to, aukso nanodalelés gali sgveikauti ir pazeisti DNR,
o tai gali sukelti genotoksiskumg [103]. GenotoksiSkumas gali sukelti mutacijas, chromosomy aberacijas
ir kitus genetinius pakitimus, kurie gali turéti ilgalaikiy pasekmiy lasteliy sveikatai ir funkcijoms [104].
Aukso nanodalelés taip pat gali generuoti reaktyvigsias deguonies rasis (ROS) [105] ir sukelti oksidacinj
stresg lastelése [106], [107], todél gali buti pazeisti lasteliy komponentai, tokie kaip baltymai, lipidai ir
DNR. Oksidacinis stresas gali sutrikdyti lasteliy homeostaze ir sukelti jvairius toksinius poveikius [108].
Be jau iSvardinty, aukso nanodalelés dar gali kauptis skirtinguose organuose, kaip kepenyse [109],
bluznyje ar inkstuose ir sukelti jy toksisSkumg. Dél to gali pablogéti organy funkcija, buti pazeisti audiniai
ir sukelti ilgalaikj poveikj sveikatai [93].

Svarbu pazyméti, kad AuND toksiSkumas gali skirtis priklausomai nuo specifiniy nanodaleliy
savybiy, taip pat nuo poveikio sglygy ir tiriamos biologinés sistemos [95]. Reikia daugiau tyrimy, kad
biity galima visiSkai suprasti aukso nanodaleliy toksiSkumg ir nustatyti saugias gaires dél jy naudojimo
jvairiose srityse. Norint sumazinti galimg toksiSkumo rizika, reikia tinkamai tvarkyti, naudoti ir Salinti
aukso nanodaleles pagal nustatytus saugos protokolus ir taisykles [93], [110].

1.9 Antikiinai

Antikiinas, taip pat zinomas kaip imunoglobulinas (Ig), yra didelis Y formos baltymas [111],
kurj imuniné sistema naudoja svetimiems objektams, pvz., patogeninéms bakterijoms ir virusams,
nustatyti ir neutralizuoti [112]. Antiktinas atpazjsta unikalig patogeno molekule, vadinamag
antigenu [113]. Kiekviename antikiino Y gale yra paratopas, kuris yra specifinis vienam konkre¢iam
antigeno epitopui, leidziantis Sioms dviem struktiiroms tiksliai susijungti. Naudojant §j suri§imo
mechanizmg, antikiinas gali pazyméti mikrobg ar uzkréstg lastele, kad kitos imuninés sistemos dalys
atakuoty, arba gali jj tiesiogiai neutralizuoti (pvz., blokuodamas viruso dalj, kuri yra biitina jo invazijai).
Antikiinai yra iSskiriama B lasteliy receptoriaus forma [114]. Be baltymy vaisty terapijos, antikinai
vaidina svarby vaidmenj kontroliuojant tokias ligas kaip vézys, infekcinés ligos, alergijos, autoimuninés
ligos ir uzdegimai [115].

1.10 Antikiiny struktiira

Natdrali antikiino molekulé susideda i§ keturiy peptidiniy grandiniy, dvejy lengvyjy ir dvejy
sunkiyjy, kurios sudaro simetriskg Y forma (4 pav.). Jy struktiira suskirstyta j du regionus - Kintamoji
sritis (V) (Y raidés virSuje), apibrézianti antigeny suri§imo savybes, ir pastovioji sritis (C) (Y kamienas),
sgveikaujantis su efektorinémis lastelémis ir molekulémis. Du fragmentai yra identiski ir turi antigeno
suri§imo aktyvuma. Fragmento antigeno suriSimui jie vadinami Fab fragmentais. Fab fragmentai atitinka
dvi identiskas antikiino molekulés Sakas, kuriose yra visos lengvosios grandinés, suporuotos su sunkiyjy
grandiniy domenais [116]. Kitas fragmentas neturi antigeno suri§imo aktyvumo, bet buvo pastebéta, kad
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jis lengvai kristalizuojasi, todél buvo pavadintas Fc fragmentu, nes fragmentas kristalizuojamas. Sis
fragmentas yra antikiino molekulés dalis, kuri sgveikauja su efektorinémis molekulémis ir lastelémis.
Funkciniai skirtumai tarp sunkiosios grandinés izotipy daugiausia yra Fc fragmente [117]. Sarnyriné
(angl. hinge) sritis, jungianti antikino molekulés Fc ir Fab dalis, yra lankstus dirzas, leidZiantis
nepriklausomai judéti dviem Fab sritims [118].
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1.11 Pagrindinés antikiiny funkcijos

Infekciniy ligy atveju antikiiny funkcija yra sukelti biologinj antikiiny poveikj patogenui arba jo
toksinui. Pagrindiné antikiiny funkcija yra atpazinti ir prisijungti prie specifiniy antigeny, siekiant juos
neutralizuoti arba pasalinti 1§ organizmo. Kai kurie antikiinai gali slopinti tolesnj uzkreciamuma,
prisijungdami prie organizmy ir paskatindami juos agreguotis [58]. Antikiinai gali neutralizuoti
patogenus, tokius kaip bakterijos, virusai ir toksinai, prisijungdami prie jy pavirSiaus ir neleisdami jiems
patekti j Seimininko lgsteles arba uzkrésti jas. Tai gali slopinti patogeny geb¢jima pakenkti ir padéti jiems
pasalinti i§ organizmo [119]. Antikiinai taip pat gali pazyméti patogenus, kuriuos sunaikina fagocitai.
Antikiinai gali prisijungti prie patogeny ir pagerinti jy atpazinimg bei jsisavinima fagocituose, tod¢l jie
pasalinami [120]. Antik@inai gali prisijungti prie patogeny ir suaktyvinti komplemento kaskada, todél
susidaro membranos atakos kompleksai, galintys tiesiogiai sunaikinti patogenus arba pazyméti, kad juos
sunaikinty fagocitai [121]. Dar viena antikiny funkcija yra ta, kad jie gali jdarbinti ir suaktyvinti
imunines lgsteles, pvz., lasteles Zudikes, kad nuzudyty uzkréstas arba vézines lasteles. Antikiinai gali
prisijungti prie tiksliniy Igsteliy ir sukelti lasteles Zudikes, kad i8skirty citotoksines molekules, kurios
sukelia lasteliy mirtj [122]. Be to antik@inai gali biiti perduodami i§ motinos kudikiui per motinos pieng
arba per placenta néStumo metu, uztikrinant pasyvy imuniteta naujagimiui ir apsaugant juos nuo tam
tikry infekcijy ankstyvame gyvenime [123]. Siuo metu antikiinai pladiai naudojami atliekant
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diagnostinius tyrimus, tokius kaip su fermentais susij¢ imunosorbento tyrimai (ELISA) ir greitieji
diagnostikos testai, sickiant nustatyti specifiniy antigeny ar antikiiny buvimg méginiuose. Antikiinai taip
pat naudojami jvairioms terapinéms reikméms, jskaitant monokloniniy antikiiny pagrindu sukurta vézio,
autoimuniniy ligy ir kity ligy gydyma [124].

Imunoglobulinai turi bendra keturiy grandiniy struktiirg ir jas galima suskirstyti j skirtingas klases
(ir poklasius) pagal sunkiosios grandinés izotipa. Sunkiosios grandinés izotipas suteiks skirtingas
struktiirines ir funkcines savybes kiekvienoje antikiiny klaséje, kad kiekvienas izotipas bty tam tikroje
kiino vietoje ir atlikty specifinj vaidmenj imuningje sistemoje. Priklausomai nuo sunkiosios grandinés
pastoviy regiony struktiiriniy skirtumy, antikiinai skirstomi j skirtingas klases. Zinduoliy rasyse yra
aptiktos penkios klasés — IgA (o), IgD (3), IgE (¢), 1gG (y) ir IgM () (5 pav.) [125].

IgG yra pagrindiné antrinio atsako antiktiny klas¢ ir paprastai yra didesnio afiniteto nei IgM, kuris
dominuoja pirminiame atsake. [gG yra randamas kraujyje ir tarplasteliniame skystyje, gali veiksmingai
neutralizuoti toksinus, virusus ir bakterijas, aktyvuoti komplementg [125].

Gleivinés pavirSiuose IgA suteikia pirming apsaugg nuo jkvépty ir praryty patogeny. Aptinkama
gleivinése, pvz., Zarnyne, kvépavimo takuose ir urogenitaliniame trakte, ir apsaugo nuo patogeny
kolonizacijos. Taip pat randama seilése, asarose ir motinos piene [126]. IgA yra pirmasis humoralinés
apsaugos atsakas gleivinés pavirSiuose, kur jis neutralizuoja toksinus ir virusus bei blokuoja bakterijy
patekimg per zarnyno epitelj [125].

IgM yra didziausias antiktinas ir dél didelio dydzio IgM daugiausia yra intravaskulinis ir turi
mazesnj afinitetg antigenams. I[gM neprasiskverbia pro placentg, kas suteikia pranaSumga apsaugant vaisiy
nuo kraujo grupiy nesuderinamumo tarp vaisiaus ir motinos [125].

IgE koncentracija Zymiai padidéja sergant alerginémis ir parazitinémis ligomis. B lgstelés, kurios
i8skiria IgE yra randamos kraujotakoje, odoje, plauciuose ir Zarnyne. Alergija sukelia pertekline IgE
gamyba, kas yra organizmo reakcija j aplinkos veiksnius, tokius kaip ziedadulkés, namy dulkés, erkes,
gyviiny pleiskanos, maisto ir vabzdziy nuodai, sukeliantys astma, alerginj rinitg, atopinj dermatita, o
blogiausiu atveju — anafilaksinj Sokg [127].

IgD veikia kaip lgsteliy antigeno receptorius ir gali dalyvauti B lgsteliy auginime, palaikyme,
aktyvacijoje ir nutildymo procese. Nors tiksli funkcija vis dar neaiski, IgD gali buti jtraukti j humoralinj
imuninj atsakg, reguliuvodami B lgsteliy atrankg ir homeostaze [128].
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1.13 Antikiiny panaudojimas imunoanalizéje

Antiktinai, kurie gali atpazinti specifinius biologinius taikinius, gali biiti konjuguojami su
organiniais dazais ar kvantiniais taskais ir naudojami imunofluorescencijoje [129]. Tokiu atveju
antikiinai sgveikauja su lgstele Seimininke ( -angl.: host cell) ir i§lieka prisijunge prie jos pavirSiaus [130].
Imobilizuoto antikiino gebéjimas suristi tikslinj biologinj Zymenj priklauso nuo antikiino Fab fragmento
prieinamumo (orientacijos pavirSiuje) ir likusio biologinio aktyvumo [131].

Antik@inai gali buti konjuguojami su kvantiniais taskais skirtingais metodais, pvz.: tiesioginiu ir
netiesioginiu konjugavimu. Tiesioginis konjugavimas (kovalentiné saveika) vyksta, kai kvantinio tasko
karboksilo arba amino grupés yra sujungiamos su sulthidrilo arba amino grupémis ant antikiino.
Kovalentinis antikiny imobilizavimas ant nanodalelly naudojant savarankiskai surinktus
monosluoksnius (SAM, n-anglies atomy alkilo grandines su tam tikromis funkcinémis grupémis) yra
metodas, kuris neuZtikrina j vieta nukreipty antikiiny imobilizavimo. Nanodaleliy modifikacija su SAM
atsiranda dél to, kad jy struktiiroje yra tiolio grupe, kuri chemisorbcijos biidu prisijungia prie nanodaleliy
pavirSiaus. Po to jvairios funkcinés grupés, susidarancios pavirSiuje (daugiausia karboksilo arba aminy),
nukreipiamos j tirpalg ir naudojamos kovalentiniam antikiiny imobilizavimui. Grandinés ilgis reguliuoja
atstumg nuo antikiino iki pavir§iaus ir nanodaleliy mobilumg. Labai daznai 11-merkaptoundekano
rigstis SAM naudojama kovalentiniam antikiiny imobilizavimui po karboksilo grupés aktyvinimo su 1-
etil-3-(3-diaminopropil)karbodiimido hidrochlorido ir N-hidroksisukcinimido misiniu (EDC/NHS
sujungimo reakcija) [132]. Susidares funkciSkai aktyvus NHS-esteris sgveikauja su antikiiny amino
grupémis ir susidaro stabili amido jungtis. Tas pats protokolas gali biiti taikomas ir kvantiniams taskams,
kuriy pavir$iuje yra karboksilo grupiy [133]. Be to, kovalentiniam antiktiny imobilizavimui kvantiniais
taskais gali bati naudojami cheminiai jungikliai (glutaraldehidas, N, N’-karbonildiimidazolas) [130].
SAM su silano galvuciy grupémis, dazniausiai amino silanais, yra naudojami metalo oksido nanodaleliy
pavirSiaus funkcionalizavimui, tolimesniam kovalentiniam antikiny imobilizavimui [131]. Alkilsilanai
Su aminais, aldehidais, tioliais arba karboksilo funkcinémis grupémis gali biiti sekmingai naudojami
kovalentiniam antikiiny imobilizavimui po funkcinés grupés aktyvavimo arba per kryzminj rysj.
Nepaisant atsitiktinés antikiny imobilizacijos nanodaleliy pavirSiuje, buvo sukurti gerai veikiantys
elektrocheminiai biologiniai jutikliai, pagrjsti $iuo antikiiny imobilizavimo metodu [134]. Kovalentinis
antikiiny imobilizavimas naudojant SAM yra gerai Zinomas ir gana paprastas, tod¢l stabilus biologinis
sluoksnis yra tinkamas pakartotiniam bioZymens aptikimui regeneracijos etapo metu. Pagrindinis Sio
metodo trilkumas yra atsitiktiné antikiing orientacija, kuri gali sumazinti biologiniy jutikliy
jautruma [135].

Netiesioginio (nekovalentinio) konjugavimo metu ant kvantinio taSko pavirSiaus yra
streptavidino molekulés, kurios jungiasi su biotinu, esanéiu antikiiny pavirSiuje. Pasyvi adsorbcija yra
paprastas ir tradicinis kvantinio tagko ir antikiino konjugavimo biidas. Siuo atveju gali biiti naudojami ir
hidrofiliniai ir hidrofobiniai kvantiniai taSkai. Hidrofobiniy kvantiniy tasky atveju adsorbcija vyksta dél
aromatiniy aminortigséiy arba nepoliniy molekuliy susiejimo su kvantinio tasko pavir§iumi [136].
Lygiai taip pat hidrofiliniy daleliy adsorbcija vyksta dél elektrostatinés sgveikos tarp poliniy molekuliy
ir kvantinio taSko pavirSiaus. Prie§ prisijungdami prie hidrofobiniy ar nepoliniy daleliy, baltymai gali
patirti konformacinius poky¢ius, nes baltymai turi iSorinius hidrofilinius fragmentus [18]. Tai
dazniausiai naudojamas metodas - kai sgveika vyksta tarp teigiamg kriivj turin¢iy biomolekuliy ir
neigiamg kriivj turin¢iy kvantiniy tasky. Tiesioginio prisiriS$imo prie pavirSiaus saveikos metu, tokios
kaip tiolio sgveika ir metalo giminingumo koordinavimas, gali buti naudojama norint tiesiogiai susieti
kvantinio tagko pavirsiy su biomolekule. Sie rysiai paprastai turi didesnj ilgj ir maZiau energijos nei
kovalentinis rySys [136]. Didelio afiniSkumo sgveika tarp streptavidino ir biotino buvo taip pat placiai
naudojama kvantiniy tasky ir biomolekuliy konjugacijai. Tai yra stipriausias zinomas nekovalentinis
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rySys. Biotinas turi karboksilo grupes, kuriy buvimas leidzia ji prijungti prie skirtingy molekuliy, taigi
pries konjugacija reikia prijungti bioting prie antikiiny [137] bei padengti kvantinio tasko pavirsiy
streptavidinu, kad prie jo biity galima prijungti biotiniluota biomolekulg.

Saveika tarp bakterijy baltymy G arba A ir antikino Fc srities. Sis palankus antikiiny
imobilizacijos ant nanodaleliy metodas Zymiai pagerina antikiiny ir biozymens suri§imo santykj dél
antigeno suri§imo vietos pricinamumo ir sumazéjusiy steriniy klic¢iy [135], [138]. Antikiino
imobilizavimas naudojant baltymg G arba A wuztikrina teisingg antikino kryptj. Taciau norint
pakartotinai aptikti bioZymenj imunosensoriumi, reikalingas kryzminis antikino susiejimas su baltymu
G, kuris kovalentiskai imobilizuotas pavirSiuje [139]. Afininé sgveika tarp biotinilinto antikiino ir
pavirSiuje imobilizuoto avidino ar streptavidino yra pla¢iai naudojamas nanodaleliy modifikavimo
antikiinais metodas, taciau dazniausiai Sis metodas neuztikrina teisingos antiktiny krypties. Pagrindinis
Sio antikliny imobilizacijos metodo privalumas yra stipri nekovalentiné biotino ir avidino arba
streptavidino sgveika ir Sio komplekso atsparumas suirti esant aukStai temperatiirai, ekstremaliam pH ir
esant didelei cheminiy medziagy koncentracijai [140], [141]. Be to, avidino arba streptavidino
gebéjimas sgveikauti su keturiomis biotino molekulémis uztikrina didele antikiiny apkrova nanodaleliy
pavirsiuje.

I vietg nukreiptas antikiiny imobilizavimas naudojant Sakotus oligosacharidus, kurie yra antikiino
Fc fragmente. Oksiduoti imunoglobulino G (IgG) klasés antikiinai gali biiti imobilizuoti ant nanodaleliy
pavir$iaus i$ anksto modifikuotais aminais, hidrazinais, hidrazidais ir semikarbazidais [142], [143]. Yra
parduodami rinkiniai (Site-Click™ antikiiny Zyméjimo rinkiniai), skirti Zyméti antikiinus kvantiniais
taSkais naudojant modifikuotg antikiino angliavandeniy fragmenta, esantj Fc fragmente, skirtingai nei
naudojant jprasta amino-tiolio kryZzminimo metodg. Nors oksiduojanciy ar redukuojanc¢iy medziagy
nereikia, konjugato paruoSimas yra keliy etapy procesas su keliais iSankstinio koncentravimo,
modifikavimo (naudojami fermentai) ir atskyrimo etapais. Vienas i§ metodo trikumy yra tas, kad
konjugacijos procediiros metu lengva prarasti antikiing. Be to, yra naudojamas ribotas kvantiniy tasky
kiekis [133].

Paprastos antikiiny adsorbcijos (d¢l elektrostatinés, van der Waalso ir hidrofobinés sgveikos,
vandenilinio ryS$io) metu gaunama atsitiktiné antikiny orientacija nanodaleliy pavirSiuje. Taciau
antikiiny orientacijg galima reguliuoti keiciant tirpalo pH, taip kontroliuojant antikiino pavir§iaus kriivio
pasiskirstymg ir veikiant elektrostating sgveikg su neigiamai jkrautomis aukso nanodalelémis [131].
Sumazinus tirpalo pH nuo 8,5 iki 7,5, antigeno suri§imo vietos pricinamumas bioZymeniui
padidéjo [144]. Adsorbcijos metodas turi trikumy, tokiy kaip maza antikiiny pavir$iaus koncentracija,
atsitiktiné orientacija, daliné denattracija glaudziai kontaktuojant su metalu ir desorbcija nuo pavirSiaus
dél silpny jungéiy. Sis metodas yra naudojamas nanodaleliy modifikavimui ir taikomas biologiniams
jutikliams kurti dél savo paprastumo ir nesudétingos procediros [131].

1.14 CD44

CD44 antigenas yra lastelés pavirSiaus glikoproteinas, dalyvaujantis lasteliy sagveikoje, adhezijoje
ir migracijoje [145]. CD44 yra lastelés pavirSiaus adhezijos receptorius, kuris yra stipriai iSreikStas
daugelyje vézio formy ir reguliuoja naviko metastazes, jtraukdamas CD44 | lastelés pavirSiy. CD44
saveika su atitinkamais ekstralgstelinés matricos ligandais skatina metastaziy migracijos ir invazijos
procesus [146]. Atskiry CD44 izoformy ekspresija yra bitina Zmogaus naviky progresavimui [147].
CD44 izoformy ekspresija gali koreliuoti su naviko potipiais ir biiti véZio kamieniniy lasteliy Zymeniu.
CD44 skilimas, i$siskyrimas ir padidéjes tirpaus CD44 kiekis pacienty serume yra naviko buvimo ir
metastaziy Zymuo sergant gaubtinés Zarnos ir skrandZio véziu.
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1.15 Pavirsiaus plazmony rezonanso spektroskopija

Per pastargji deSimtmetj buvo padaryta didelé pazanga plétojant jvairiy receptoriy ir ligandy
sgveikos tyrimus. PavirSiaus plazmony rezonanso spektroskopija yra vienas i§ metody, kurie padeda
jvertinti jvairiy molekuliy saveika ir jos kinetika. Sis analizés metodas pla¢iai taikomas ligandy
paieskoje bei tiriant Seimininko ir patogeno sgveikas, lasteliy, membrany, nukleortigsciy ir baltymy
saveikas [148], kurios yra stebimos realiu laiku. Sio metodo unikalios charakteristikos lémé galima platy
pritaikyma mikrobiologijoje, virusologijoje, teranostikoje, farmacijoje ir maisto saugoje [149].

PPR metodo istorija prasid¢jo 1902 metais, kai Wood apsvieté poliarizuota Sviesa metaling
difrakcijos gardele ir pirmg kartg pastebéjo anomalinés difrakcijos reiskinj dél pavirSiniy plazmoniniy
bangy suzadinimo [150]. Wood pastebéjo nenormaly tamsiy ir $viesiy juosty modelj atspindétoje
Sviesoje. Fizing reiskinio interpretacijg inicijavo Rayleigh, o 1968 metais Otto pranesé apie susilpninto
visiSko atspindzio sujungimo metoda pavirSiaus plazmony suzadinimui. Véliau 1971 metais
Kretschmann pristatée Kretschmann visiSko atspindZio jungties konfigtracijg, kuris yra placiai
naudojamas suzadinimo metodas pavir§iaus plazmony rezonanso jutikliuose. 1990 metais Pharmacia
Biosensor pristaté pirmgj; PPR Biocore prietaisg, kuris pasizyme¢jo dideliu pazangumu, jautrumu,
tikslumu, patikimumu, atkuriamumu, o PPR tapo ,auksiniu“ standartu matuojant realaus laiko
biomolekuling saveika [151].

PPR spektroskopija yra optinis metodas, kurio signalas priklauso nuo adsorbuotos medziagos
sluoksniy lazio rodikliy ant metalo pavirsiaus. Sviesos energijos dalis, krintanti ryskiai apibréztu kampu
gali sgveikauti su delokalizuotais elektronais metalinéje plokSteléje taip sumazindama atspindétos
Sviesos intensyvumg. PPR pagristas faktu, kad tam tikromis sglygomis pavirSiniai plazmonai ant
metalinés plokstelés gali buti suzadinami fotonais, taip fotong paverciant pavirSiaus plazmonu ir tai
priklauso nuo adsorbato lazio rodiklio. PavirSiaus plazmonai yra pavirSiaus elektromagnetinés bangos,
sklindancios lygiagrec¢ia metalo ir dielektriko (stiklo ar vandens) sgsajai. Kadangi banga yra ant metalo
ir iSorinés terpés (pvz., vandens) ribos, Sie svyravimai yra labai jautris Sios ribos pokyc¢iams, pavyzdziui,
molekuliy adsorbcijai ant metalo pavirSiaus [148]. Norint suzadinti PPR btadu, galima naudoti tam tikro
bangos ilgio Sviesos spindulj. Jeinantis spindulys turi atitikti savo impulsg su plazmono impulsu. P-
poliarizuotos Sviesos atveju (poliarizacija vyksta lygiagreciai kritimo plokStumai) tai jmanoma, Sviesg
praleidziant per stiklo bloka, kurio virSuje yra iSgarintas plonas metalo sluoksnis ir pasickiama rezonanso
salyga tam tikru bangos ilgiu ir kampu. Tuo tarpu S-poliarizuota Sviesa (poliarizacija vyksta statmenai
kritimo plokStumai) negali suzadinti pavirSiaus plazmony [151].

Tipiski metalai, palaikantys pavir§iaus plazmonus, yra sidabras ir auksas, taciau buvo naudojami
ir kiti metalai, tokie kaip varis, titanas ir chromas. Kretschmann konfigiiracijoje metalin¢ plévele
iSgarinama ant prizmés ir pro metaling plévele prasiskverbia greitai nykstanti banga. Plazmonai
suzadinami plonoje metalinéje pléveléje tarp zemesnes RI terpés (pvz., vandens) ir aukStesnés RI terpés
(stiklo). Si Kretschmann konfigiiracija naudojama daugumoje komerciniy PPR prietaisy, o pagrindinis
veiksnys tampa liizio rodiklis, esantis netoli metalinés pléveles, prie kurios ligandy molekules yra
imobilizuojamos ir kreipiamos ] analités molekules judrioje fazéje. Jei jvyksta prisijungimas prie
imobilizuoto ligando, lazio rodiklis pasikeicia, todél pasikei¢ia PPR kampas. Tai gali buti stebima realiu
laiku, sukuriant sensorgrama. PPR signalo pokycio dydis yra tiesiogiai proporcingas masei, kurig
uzfiksuoja specifinés imobilizuotos ligandy molekulés [151].

Devintajame deSimtmetyje PPR ir su juo susij¢ metodai buvo taikomi tiriant biologing ir cheming
sagveika. Dabar PPR biologiniai jutikliai tapo nusistovéjusiu molekuliniy saveiky matavimo metodu.
Galima tirti ne tik baltymus, taciau ir DNR-DNR, DNR-baltymy, lipidy-baltymy ir sudétingy
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biomolekuliy sgveika. Biomolekulinés saveikos analizé gali buti atlikta keliais biidais. Vienas i§ budy
yra PPR pagristas biologinis jutiklis, kuris gali buiti naudojamas jvairiems kokybiniams ir kiekybiniams
tikslams. Kokybinis pritaikymas apima mazy molekuliy ir vaisty atranka, molekuliy surinkima, epitopy
kartografavimg ir specifiSkumo analiz¢. Kaip kiekybinis jrankis, PPR biologiniai jutikliai gali buti
naudojami reakcijos kinetikai ir giminingumo konstantoms nustatyti, molekulinés saveikos
pusiausvyros konstantoms rasti bei funkciskai aktyviai koncentracijai, termodinamikai, stechiometrijai
ir ligandy saveikos receptoriy mechanizmams jvertinti [148].

PPR metodas yra pritaikomas daugybé¢je jvairiy sri¢iy dél didelio jautrumo, nasumo ir realaus
laiko nustatymo charakteristiky. Sis metodas pasizymi pla¢iu molekuliniu jutimo, kuris yra pritaikomas
sveikatos priezitiros tyrimuose bei moksle. Si daug Zadanti technologija nuolat tobulinama siekiant
pagerinti bendrg pavir§iaus plazmony rezonanso naSumg ir ateityje praplésti metodo pritaikymo
sritis [130]. Apibendrinant galima teigti, kad artimiausiu metu PPR metodas pasirodys kaip efektyvi,
galinga ir alternatyvi kasdienés klinikinés analizés priemoné, atverianti naujus horizontus biisimai
personalizuotos medicinos raidai.

1.16 SARS-CoV-2

Sunkaus @iminio kvépavimo sindromo koronaviruso 2 (SARS-CoV-2) virusas vis dar yra
pasauliné problema su kuria kovoja dauguma Saliy [152]. Nors didziausias démesys buvo skiriamas
SARS-CoV-2 spyglio baltymui, neseniai buvo pradéti intensyviis nukleokapsidés baltymo (SCoV2-N)
ir specifiniy polikloniniy antiktiny (anti-SCoV2) tyrimai. Nukleokapsidés baltymo tyrimai svarbus dél
ju kritinés jtakos koronaviruso genomo RNR pakavimui ir viruso replikacijai [153]. Imunoglobulino G
(IgG) antikiinai prieS SARS-CoV-2 nukleokapsidés baltyma yra aptinkami uzsikrétusiems pacientams.
Nustatyta, kad didesnis $iy antik@iny titras yra klinikinés ligos eigos prognostinis veiksnys [154]. Todél
reikia daugiau informacijos apie tokig antikiiny sgveikg su SARS-CoV-2 nukleokapsidés baltymu.
Pandemijos metu buvo sukurti jvairiis SARS-CoV-2 nustatymo ir COVID-19 infekcijos diagnozavimo
metodai, jskaitant jvairius serologinius tyrimus, skirtus antikiiny ir antigeny saveikai uzfiksuoti [155].
Paprastai atlikus testg, aptinkami antiktinai prie§ imunogeniskiausig SARS-CoV-2 spyglio baltymg ir
(arba) nukleokapsidés baltyma [156], [157]. Be to, buvo nustatyta, kad nukleokapsidés baltymo
antikiinai yra jautresni ankstyvos infekcijos diagnozei nei spyglio baltymui biidingi antik@inai [158]. Dél
Sios priezasties tyrimai, padedantys suprasti, kaip SARS-CoV-2 nukleokapsidés baltymai sgveikauja su
specifiniais anti-SCoV2-N antikiinais, yra labai laukiami pramonéje, kuri gamina virusinius baltymus,
antigeny-antikiiny testus ir vakcinas.
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1 Reagentai ir medZiagos

11-Merkaptoundekanoiné riigstis (11-MUR), (C1:H220.S), (,,SigmaAldrich®, Vokietija);
1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodiimido hidrochloridas (EDC), (,,SigmaAldrich®, Japonija);
3,3¢,5,5¢-tetrametilbenzidino tirpalas (TMB), (,,Thermo Fisher Scientific*‘, JAV);
Antrinis triusiy antikiinas pries pelés IgG antikiinus (,,Thermo Fisher Scientific**, JAV);
Askorbo rugstis (CeHgOs), (,,SigmaAldrich®, Vokietija);
Bis(sulfosukcinimidilo)suberatas (BS®), (,,Thermo Fisher Scientific*‘, JAV);

Boro ragstis (H3BOg), (,,SigmaAldrich®, Vokietija);

Cetiltrimetilamonio bromidas (CTAB), (,,Carl Roth*‘, Vokietija);

Druskos riigstis (HCI), (,,Carl Roth”’, Vokietija);

Etanolaminas (C2H7NO), (,,Merck®, Vokietija);

Fosfatinio buferinio (PBS) tirpalo tabletés, pH 7,4 (,,Carl Roth*‘, Vokietija);

Galvijy serumo albuminas (BSA), (,,Carl Roth’’, Vokietija);

Glicinas (Gly, C2HsNOy), (,,AppliChem®, Vokietija);

Imersin¢ alyva (liizio rodiklis n = 1,518), (,,Cargille Laboratories‘*, JAV);

Kvantiniai taskai - Qdot™ 605 ITK™ amino (PEG) (KT-NH) ir Qdot™ 655 ITK™ karboksilo
kvantiniai taskai (KT-COOH), (,,Thermo Fisher Scientific*‘, JAV);

Magnio chloridas (MgClz), (,,Carl Roth”’, Vokietija);

Metanolis (CH3OH), (,,Carl Roth’’, Vokietija);

Monokloninis pelés IgG antikiinai prie§ CD44 baltymo (anti-CD44), (,,R&D Systems**, JK);

Natrio acetatas (CHsCOONa), (,,SigmaAldrich, Vokietija);

Natrio dodecilsulfatas (SDS), (,,Carl Roth’’, Vokietija);

Natrio dodecilsulfatas (SDS, CH3(CH2)1:0SOsNa), (,,SigmaAldrich®, Vokietija);

Natrio hidroksidas (NaOH), (,,Scharlau Chemie*, Ispanija);

N-hidroksisukcinimidas (NHS), (,,Carl Roth*, Vokietija);

Pelés monokloninis antikiinas prie§ SARS-CoV-2 nukleokapsidés (N) baltyma (,,Baltymas®, Lietuva);

Rekombinantinis zmogaus augimo hormonas i§ E. coli (hGH), (,,R&D Systems*‘*, JK);
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Rekombinantinis zmogaus CD44 baltymas (be nesiklio, His zymuo C-Termus), (,,R&D Systems*‘, JK);
SARS-CoV-2 nukleokapsidés (N) baltymas iSskirtas i§ S. cerevisiae (,,Baltymas®, Lietuva);

Sidabro nitratas (AgNO3), (,,SigmaAldrich®, Vokietija);

Sieros rugstis (H2S0a), (,,Carl Roth’’, Vokietija);

Vandenilio peroksidas (H20z2), (,,Carl Roth’’, Vokietija);

Vandenilio tetrachloraurato trihidratas (HAuCls - 3H20), (,,Sigma-Aldrich®, Vokietija);

Me¢éginiams ruosti buvo naudojamas itin aukstos kokybés vanduo.

2.1.1. Etaloniniy tirpaly ruoSimas

Boro riigsties buferinis tirpalas pH 8 buvo gaminamas pasveriant atitinkamg kiekj boro rtigsties
ir praskiedziant distiliuotu vandeniu. Buferinio tirpalo pH privedimui buvo naudojamas 0,1 mol L*
NaOH tirpalas. Galiausiai tirpalas buvo perpilamas ] matavimo kolbg ir praskiedziamas iki Zymeés.
Pagaminti buferiai buvo laikomi Saldytuve.

0,1 mol L NaOH tirpalas atsveriant reikiama kiekj NaOH, subérus j matavimo kolbg ir
praskiedziama distiliuotu vandeniu iki Zymés.

0,2 mmol L%, 1 mmol L? bei 0,1 mol L™ CTAB tirpalai buvo gaminami pasveriant atitinkama
kiekj cetiltrimetilamonio bromido (CTAB) ir praskiedziant distiliuotu vandeniu iki Zymes.

H20 tirpalas pH 10 buvo gaminamas jsipilant atitinkamg kiekj distiliuvoto vandens ir pH
privedimui buvo naudojamas 0,1 mol L™ NaOH tirpalas. Galiausiai tirpalas buvo perpilamas j matavimo
kolbg ir praskiedziamas iki Zymes.

0,4 mol L EDC tirpalas buvo gaminamas atsveriant reikiama kiekj EDC, subérus j matavimo
kolbg ir praskiedziama distiliuotu vandeniu iki zymés. Tirpalas buvo laikomas -20 °C temperatiiroje.

1 mol Lt etanolamino tirpalas buvo gaminamas atsveriant reikiama kiekj etanolamino, subérus j
matavimo kolbg ir praskiedziama distiliuotu vandeniu iki zymés. Tirpalas buvo laikomas -20 °C
temperatiiroje.

10 mmol L acetatinis buferis buvo gaminamas atsveriant reikiama kiekj natrio acetato, subérus
] matavimo kolbg ir praskiedziama distiliuotu vandeniu iki zymés.

Regeneravimo tirpalas buvo gaminamas atsveriant reikiamg kiekj NaOH ir SDS, subérus j
matavimo kolbg ir praskiedziama distiliuotu vandeniu iki zymés.

0,1 mol L™ NHS tirpalas buvo gaminamas atsveriant reikiama kiekj NHS, subérus j matavimo
kolbg ir praskiedziama distiliuotu vandeniu iki zymés. Tirpalas buvo laikomas -20 °C temperatiroje.

5 mmol L HAUCI, tirpalas gaminamas atsveriant reikiamg kiekj HAuCls-3H20, subérus j

matavimo kolbg ir praskiedZiama distiliuotu vandeniu iki Zymés.
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10 mmol L NaBHj tirpalas gaminamas atsveriant reikiama kiekj NaBH4, subérus j matavimo
kolbg ir praskiedziama distiliuotu vandeniu iki Zymes.

5 mmol L AgNO; tirpalas gaminamas atsveriant reikiama kiekj AgNOs, subérus j matavimo
kolbg ir praskiedziama distiliuotu vandeniu iki Zymés.

0,1 mol Llaskorbo riigities tirpalas gaminamas atsveriant reikiama kiekj askorbo riigsties,
subérus | matavimo kolbg ir praskiedziama distiliuotu vandeniu iki Zymés.

1 mmol LT MUR tirpalas pH 10 gaminamas pasveriant atitinkamg kiekj 11-MUR ir
praskiedziant distiliuotu vandeniu. Tirpalo pH privedimui buvo naudojamas 0,1 mol L™ NaOH tirpalas.
Galiausiai tirpalas buvo perpilamas ] matavimo kolbg ir praskiedZiamas iki Zymés.

10 mmol L-1 glicino tirpalas pH 3,0 gaminamas pasveriant atitinkama kiekj glicino ir
praskiedZiant distiliuotu vandeniu. Tirpalo pH privedimui buvo naudojamas 0,1 mol L™ NaOH tirpalas.
Galiausiai tirpalas buvo perpilamas ] matavimo kolbg ir praskiedZiamas iki Zymés.

2.1.2 Prietaisai ir priemonés

Analizinés svarstyklés KERN ABJ220 — 4NM (,,Kern & Sohn Gmbh®, Vokietija);
Auksu dengti PPR lustai (,, AUTOLAB, Olandija);

Automatinés pipetés (,,Eppendorf”, Vokietija);

Centrifuga ,,Megafuge™ 8 Small Benchtop‘* (,,Thermo Fisher Scientific*‘, Vokietija);
Inkubatorius ,,Heratherm IGS60‘° (,,Thermo Fisher Scientific‘‘, Vokietija);
Magnetiné maisyklé ,,MyPlate* (,,IKA*‘, Vokietija);

Maisyklé ,,Tube Revolver Rotator*‘ (,,Thermo Fisher Scientific‘*, Kinija);
Mikroploksteliy skaitytuvas ,.Infinite 200 PRO* (,,Tecan**, Sveicarija);

pH matuoklis ,, FiveEasy F20¢ (,,Mettler-Toledo**, Kinija);

PPR spektroskopijos prietaisas ,,SPR Twingle‘* (,,Metrohm Autolab‘‘, Olandija);
Skenuojantis elektroninis mikroskopas SU-70 (,,Hitachi‘‘, Japonija) (SEM);
Spektrofotometras ,, Lambda 25 UV/Vis spectrometer* (,,PerkinElmer‘‘, JAV);
Termostatas ,,Bio TDB-100‘ (,,Biosan STA‘*, Latvija);

Vortex ,,Mini Vortex Mixer*‘ (,,ISOLAB*‘, Kinija);

Zetasizer Nano ZS 3600 instrumentas (,,Malvern‘, JK).
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2.1.3. Programiné jranga

Baigiamajo darbo matavimams buvo naudojama ,,Autolab Data Acquisition* programiné jranga.
Rezultatams apdoroti buvo naudojamos ,,Microsoft Word 2023°¢, ,,Microsoft Excell 2023¢¢ bei ,,Origin
2023°“ programos.

2.2. Metodai
2.2.1. Kvantiniy tasky ir anti-CD44 konjugaty paruoSimas

Prie§ modifikavimg kvantiniai taskai, modifikuoti polietilenglikoliu derivatizuotu su amino
grupémis (KT-NH.), buvo centrifuguojami 2000xg 3 min. norint iSvengti daleliy agregaty. Tada
nupilamas tirpalas ir uzpilama 10 mmol L™ fosfatinio PBS tirpalo, pH 7,4. KT-NH; esantys PBS pH 7,4
tirpale buvo sumai$yti ,,LoBind‘‘ mikrocentrifugavimo meégintuvelivose (,,Eppendorf‘, Vokietija) su
BS® reagentu moliniu santykiu 1:1000. Tirpalas buvo maiSomas maiSykléje 30 min kambario
temperatiiroje. Norint pasalinti BS® pertekliy buvo naudojami 100 K Nanosep filtravimo mégintuvéliai
(,,Pall*‘, Puerto Rikas). Kvantiniai taskai buvo plaunami tris kartus su 500 uL PBS, pH 7,4. Gautas
tirpalas buvo sumaisytas su anti-CD44 antikiinais moliniu santykiu 1:5. Paruostas tirpalas buvo létai
maiSomas 2 valandas kambario temperatiiroje. Toliau jpilamas 100 pL 1 mol L? glicino tirpalo ir dar
pamaiSoma 15 min. KT-anti-CD44 konjugatai buvo gryninami naudojant 300 K Nanosep iScentrinj filtrg
(,,Pall‘*, Puerto Rico). Filtravimas buvo atliktas maziausiai 3 kartus naudojant PBS, pH 7,4. Surinktas
filtratas naudojamas jvertinti antikiiny konjugacijos efektyvuma. ISgryninty konjugaty tirpalai laikomi 4
°C temperatiiroje.

Naudojantis mikroploksteliy skaitytuva buvo matuojama KT-NH: sugertis esant 405 nm bangos
ilgiui bei sudaryta KT-NH; kalibraciné kreivé 5 — 80 nmol L? intervale. Naudojantis didelés raiskos
lauko emisijos skenuojanciu elektroniniu mikroskopu SU-70 (,,Hitachi‘‘, Japonija) (SEM) buvo
nustatyta KT forma bei dydis. Anti-CD44, KT bei funkcionalizuoty KT hidrodinaminiai skersmenys
buvo jvertinti naudojant Zetasizer Nano ZS 3600 instrumentg (,,Malvern‘‘, JK). Hidrodinaminis
skersmuo buvo matuojamas PBS tirpale.

2.2.2. PPR jutiklio lusto plovimas

PPR jutiklio lustas, kuris yra padengtas plonu aukso sluoksniu, yra kruops¢iai nuvalomas pries
formuojant MUR SAM. Lustas buvo laikomas 5 min. 60 °C piranijos tirpale (3:1 H2SOgs ir 30 % H20,)
ir toliau plaunamas etanoliu ir dejonizuotu vandeniu.
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2.2.3. SAM paruosimas PPR jutiklio lusto pavirSiuje

I$valytas lustas dedamas 24 valandoms j inda su 1 mmolL? MUR tirpalu metanolyje.
Modifikuotas lustas buvo papildomai nuplautas etanoliu bei dejonizuotu vandeniu ir dziovinamas N2
dujomis.

2.2.4. MUR monosluoksniu modifikuoto PPR jutiklio lusto paruosSimas modifikavimui

Ant laikiklyje esancios pusiau cilindrinés prizmés uzlaSinamas laSas imersinés alyvos ir atsargiai,
auksiniu pavirSiumi j virSy, uZdedamas paruostas PPR jutiklio lustas su modifikuotu MUR (Au/MUR).
Tuomet patikrinama, ar tarp jutiklio lusto ir prietaiso prizmeés néra susidariusiy oro tarpy. Jei tokiy
nerandama, laikiklis jstatomas j PPR analizatoriy, uzdedama ir pritvirtinama PPR kiuveté. PPR
instrumentas leidZia vienu metu atlikti matavimus 2 atskiruose kanaluose (pavirSiaus plotas viename
kanale — 7,9 mm?).

2.2.5. Pavirsiaus stabilizavimas/rehidracija prie§ CD44 bioZymens imobilizacija

Tam buvo naudojamas 10 mmol L™ acetatinis buferis, pH 4,5 bei regeneravimo tirpalas (50
mmol LT NaOH ir 0,5% SDS vandeninis tirpalas). Sie tirpalai paimami paeiliui automatiskai.
Stabilizavimas vykdomas 2 min. intervalais 45 min, kol baziné linija stabilizuojasi.

2.2.6. CD44 biozymens imobilizacija MUR modifikuoto PPR jutiklio pavirSiuje

Imobilizacija buvo atlikta abiejuose PPR kiuvetés kanaluose. Pirma, registruojama baziné linija
10 mmol L* acetatiniame buferyje, pH 4,5 jsvirks¢iant j kanalus buferio ir maisoma 200 s. Tuomet j
384 mikroSulinéliy plokstele yra jpilami tirpalai reikalingi sekantiems etapams, kuriuos PPR
analizatoriaus adatos automatiskai paims ir perkels po 50 pL j PPR kiuvete. | pirmus du Sulinélius
jpilama $vieZiai paruosty 0,4 mol L™ EDC ir 0,1 mol Lt NHS tirpaly. Jie automati§kai sumaiSomi
tarpusavyje tre¢iame Sulinélyje tirio santykiu 1:1ir yra jpilami j PPR kiuvete. SvieZiai paruosty
EDC/NHS tirpaly miSiniu 600 s vykdoma MUR SAM karboksilo grupiy aktyvavimas, kurio metu
susidaro sukcinimido esteriai. Iplovus PPR kiuvete, 600 nmol Lt CD44 tirpalas buvo jleistas j ketvirta
Sulinélj. 1200 s atliekama kovalentiné imobilizacija. Imobilizavimo reakcijos metu pirminés CD44
amino grupés reaguoja su SAM sukcinimido esterinémis funkcinémis grupémis, kurios metu susidaro
amidiné jungtis (Au/MUR-CD44). Neimobilizuotos CD44 molekulés buvo paSalintos i§ abiejy kanaly
10 mmol L acetatiniu buferiniu tirpalu, pH 4,5. Likusiy aktyvuoty karboksilo grupiy deaktyvavimas
buvo atliktas inkubuojant 1 mol L etanolamino tirpale 600s. Po imobilizacijos proceso CD44
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biozymuo buvo imobilizuotas ant PPR jutiklio pavirSiaus (Au/CD44) per amiding jungtj ir paruostas
tolimesniems matavimams.

2.2.7. Stabilizavimas

Stabilizavimas vykdomas naudojant 10 mmol L PBS buferinj tirpalag pH 7,4 bei regeneracinj
tirpalg. Stabilizavimas atlickamas 2 min. intervalais 1800 s ir yra stebimas PPR signalo kitimas.
Stabilizavimo bei rehidratacijos zingsniai buvo kartojami kol gaunama stabili baziné linija.

2.2.8. Imobilizuoty KT-anti-CD44 saveika su Au/CD44

PPR technika buvo pritaikyta specifiniams anti-CD44 antikinams apibadinti, regeneraciniam
tirpalui parinkti, KT nespecifinei sgjungai jvertinti bei KT-NH; ir antikiiny konjugacijos jvertinimui.

Pirma, stabili pradiné linija buvo pasiekta naudojant 10 mmol L™ fosfatinio PBS tirpalo, pH 7,4
200 s inkubuojant Au/CD44 PBS tirpale. Pirmajame PPR kiuvetés kanale 900 s vykdoma KT-anti-CD44
ir CD44, paruosto naudojant 10 mmol L™ PBS buferinj tirpala pH 7,4, gimininga saveika. Antrasis
kanalas naudojamas kaip palyginamasis kanalas ir j jj jpilamas 10 mmol Lt PBS buferinis tirpalas pH
7,4, kuris naudojamas palyginimui. Nesudariusios giminingos saveikos su KT-anti-CD44 CDA44
molekulés yra nuplaunamos inkubuojant PBS tirpale 200 s. Norint suardyti giminingg saveikga, pavirSius
yra regeneruojamas naudojant regeneracinj tirpalg. PPR jutiklio lusto pavirSiaus regeneravimas (iki
Au/CD44) buvo atliktas naudojant 10 mmol L? acetatinj tirpala, pH 4,5 bei regeneracin] tirpala
(50 mmol L* NaOH ir 0,5% SDS) 45 min 2 min intervalais, kol baziné linija stabilizuojasi.
Tolimesniuose tyrimuose pradiné linija buvo registruota naudojant PBS. Analitinis signalas buvo
jraSytas kaip skirtumas tarp matavimo ir palyginamojo kanaly. Kontroliniai eksperimentai su
skirtingomis anti-CD44 koncentracijomis arba KT buvo atlikti tomis pa¢iomis sglygomis. Visi skiedimai
buvo atlikti naudojant PBS.

2.2.9 Aukso nanostrypeliy (AuUNS) sintezé

Sintez¢ buvo atlikta trimis etapais 35 °C temperatiiroje. Pirmasis etapas buvo s¢kly tirpalo
paruosimas. Pirmiausia j 5 mL 0,2 mmol L CTAB tirpalo buvo jpilta 1 mL 5 mmol L™ HAuClI, tirpalo.
Laikoma 5 min inkubatoriuje. Po keliy minuéiy jpilta 800 pL $vieZiai paruosto $alto 10 mmol L™ NaBH,4
tirpalo ir tada laikoma 1 val. Antrame etape augimo tirpalas buvo paruostas:  CTAB (5 mL, 0,2 mol L™?)
tirpalg pridedant HAUCls (5mL, 1 mmol L) ir AgNOs (600 pL, 5 mmol L) tirpalus. Lengvai pamaisant
buvo jlaginamas askorbo riigsties (55 pL, 0,1 mol L) tirpalas. Paskutiniame etape 12 uL sékly tirpalo
buvo pilama j auginimo tirpala, kelis kartus pamaiSoma apverciant ranka ir paliekama 24 val. Pabaigoje,
plaunama 2 kartus 0,1 mol L™ CTAB tirpalu ir paliekama.
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2.2.10 AuNS ir antriniy IgG antikiiny konjugacija

Modifikavimui paimami 2 mL AuNS tirpalo ir centrifuguojama 1000xg grei¢iu 10 min. Tada
meéginiai plaunami 1 mL vandens, kurio pH 10,0 ir v¢él centrifuguojami 10000xg grei¢iu 10 min.
Galiausiai méginiai uzpilami 1 mL 1 mmol L* CTAB tirpalu. Ant paruosty AuNS pilamas 0,5 mL 1
mmol LT MUR tirpalas ir palickama 4 val. sildant 30 °C temperatiiroje. Po inkubacinio laikotarpio
méginiai centrifuguojami 10000xg greiciu 10 min. ir po to plaunami 2 mL vandens, kurio pH 10,0 ir vél
centrifuguojami 10000xg greic¢iu 10 min. Ant virSaus pilama iki 0,2 mL boratiniu buferiu pH 8,0. Gautas
AuNS tirpalas veikiami 4 pL EDC/NHS tirpalais, santykiu 4:1. Laikoma 10 min. kambario
temperattiroje. Centrifuguojama 5 min 12000xg grei¢iu. Uzpilama 98 pL boratinio buferio pH 8,0.
Uzpilama 2 puL 1 pg/mL antriniy antikiny tirpalo. Palaikoma 1 val. ir po to prie§ naudojama laikoma
Saldytuve.

2.2.11 Pavirsiaus stabilizavimas/rehidracija prie§ SARS-CoV-2 nukleokapsidés (N) baltymo
imobilizacija

Tam buvo naudojamas 10 mmol L acetatinis buferis, pH 4,5 bei regeneracinis tirpalas (25 mmol
L* NaOH ir 0,5 % SDS vandeninis tirpalas). Sie tirpalai paimami paeiliui automatiskai. Stabilizavimas
vykdomas 2 min. intervalais 45 min, kol baziné linija stabilizuojasi.

2.2.12 N baltymo imobilizacija MUR modifikuoto PPR jutiklio pavirSiuje

Imobilizacija buvo atlikta abiejuose PPR kiuvetés kanaluose. Pirma, registruojama baziné linija
10 mmol L acetatiniame buferyje, pH 4,5 j$virks¢iant j kanalus buferio ir maisant 200 s. Tuomet j 384
mikro$ulinéliy plokstele yra jpilami tirpalai reikalingi sekantiems etapams, kuriuos PPR analizatoriaus
adatos automatiSkai paims ir perkels po 50 pl j PPR kiuvetg. ] pirmus du Sulinélius jpilami SvieZiai
paruosti 0,4 mol LT EDC ir 0,1 mol L't NHS tirpalai. Jie automatiskai sumai$omi tarpusavyje tre¢iame
Sulinélyje tiirio santykiu 1:1 ir yra jpilami j PPR kiuvete. SvieZiai paruosty EDC/NHS tirpaly misiniu
600 s vykdoma 11-MUR SAM karboksilo grupiy aktyvavimas, kurio metu susidaro sukcinimido esteriai.
Isplovus PPR kiuvete, 500 nmol L™ N baltymo tirpalas 10 mmol L™ acetatiniame buferyje pH 5,3 buvo
jleistas, paimant i§ ketvirto Sulinélio. 1200 s atlickama kovalentiné imobilizacija. Neimobilizuotos N
baltymo molekulés buvo pasalintos i§ abiejy kanaly 10 mmol L? acetatiniu buferiniu tirpalu, pH 4,5.
Likusiy aktyvuoty karboksilo grupiy deaktyvavimas buvo atliktas inkubuojant 1 mol L™ etanolamino
tirpale 600 s.
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2.2.13 Imobilizuoto Au/N baltymo sgaveika su antikiinais

Pirma, stabili pradiné linija buvo pasiekta naudojant 10 mmol L? fosfatinio PBS tirpalo, pH 7,4
200 s inkubuojant Au/N baltymo PBS tirpale. Pirmajame PPR kiuvetés kanale 900 s vykdoma N baltymo
ir 5 nmol L monokloniniy antikiiny prie§ SARS-CoV-2 nukleokapsidés (N) baltyma (Anti-N), paruosty
naudojant 10 mmol L PBS buferinj tirpala pH 7,4, gimininga saveika. Antrasis kanalas naudojamas
kaip palyginamasis kanalas ir j jj jpilamas 10 mmol L PBS buferinis tirpalas pH 7,4, kuris naudojamas
palyginimui. Tokiu btudu ant pavirSiaus formuojasi specifiniy antikiiny ir imobilizuoto baltymo
kompleksas (Au/N/Anti-N).

2.2.14 AuNS ir antriniy IgG antikiiny konjugaty saveika su Au/N/Anti-N)

Pirma, stabili pradiné linija buvo pasiekta naudojant 10 mmol L fosfatinio PBS tirpala, pH 7,4
200 s inkubuojant Au/N baltymo PBS tirpale. Pirmajame PPR kiuvetés kanale 900 s vykdoma
AU/N/AnNti-N bei AuNS konjugaty, paruosty naudojant 10 mmol L* PBS buferinj tirpala pH 7,4,
gimininga sgveika. Antrasis kanalas naudojamas kaip palyginamasis kanalas ir j jj jpilamas 10 mmol L~
1 PBS buferinis tirpalas pH 7,4, kuris naudojamas palyginimui. Nesudariusios giminingos saveikos
molekulés yra nuplaunamos inkubuojant PBS tirpale 200 s. Norint suardyti giminingg saveikg, pavirSius
yra regeneruojamas naudojant regeneracinj tirpalg. PPR jutiklio lusto pavirSiaus regeneravimas buvo
atliktas naudojant 10 mmol L glicino tirpala, pH 3,0.

2.2.15. Skaidiavimai

Luzio rodiklio pokytis, kurj sukelia molekuliy prisijungimas prie PPR jutiklio lusto pavirSiaus,
lemia PPR kampo poslinkj. PavirSiaus koncentracija jvertinama i§ imobilizavimo metu registruotos
sensogramos pagal prielaida, kad PPR 120 m° kampo poslinkis, prilygsta apie 1 ng/mm? pavirsiaus
maseés koncentracijos poky¢iui. CD44 bei N baltymo pavir$iaus masés koncentracija buvo apskaiciuota
remiantis Sia tiesine priklausomybe.

PPR atsakas j KT-anti-CD44 konjugaty sgveikg su imobilizuotais CD44 bei buvo apskai¢iuotas
kaip didziausias signalo stiprumas ant Au/CD44/KT-anti-CD44 pavirSiaus pastovios biisenos
salygomis [159]. Atsakas buvo apskaiciuotas pritaikant KT-anti-CD44 asociacijos fazés duomenis pagal
hiperboling funkcija:

ax
b+ x

y:

kur parametras a — pusiausvyros kampas [me], t.y. maksimalus analizinis signalas nusistovéjus
pusiausvyrai tarp asociacijos ir disociacijos. Paklaidos buvo apskaiciuotos kaip standartinis nuokrypis 3—
5 nepriklausomy matavimy.
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Baltymo imobilizavimas yra vienas svarbiausiy zingsniy, nes imobilizavimo metodo
pasirinkimas lemia antikino — antigeno sgveikg. Tai yra dél atsitiktinés imobilizuoty antikiiny
orientacijos ant pavirSiaus, taip pat jy koncentracija lemia PPR jutiklio jautruma. Tam, kad bty galima
atlikti kovalentinj imobilizavima, reikia PPR jutiklio lusto auksinj pavirSiy modifikuoti MUR SAM.
Baltymy sujungimas per alkantiolius aukso pavirSiuje puikiai tinka PPR matavimams atlikti dél mazos
nesavitosios sgveikos su baltymais ir kitomis medziagomis, kas yra itin svarbu dirbant su tikrais
méginiais [160]. Aukso pavir$iuje suformuotos SAM suteikia platy galimy funkciniy grupiy spektra, bet
taip pat ir kovalentinio prisijungimo galimybe¢ jvairioms molekuléms [161], [162]. Be to, alkantioliai yra
termiSkai stabiliis, gali biiti naudojami placiame pH diapazone, ir jy SAM yra lengvai suformuojamas
ant aukso pavirSiaus chemisorbcijos metu [163]. Tada MUR karboksilo grupés buvo aktyvuotos
EDC/NHS vandeniniu mi$iniu [164]. EDC ir NHS tirpalai aktyvuoja karboksilo funkcines grupes ir
imobilizavimas vyksta pagal karboiimiding-sukcinimiding imobilizacijos metodikg. D¢l antikiiny
nesimetrinés struktiiros jie pavirSiuje gali buti imobilizuoti nekryptingai ir dalis epitopy gali biiti
neprieinami analitei. Si imobilizacija yra paprasta ir pla¢iai taikoma, nes leidzia lengvai ir
nemodifikuojant antikiiny prijungti juos prie paviriaus. Sios reakcijos metu susidaro reaktyvis N-
hidroksisukcinimido esteriai, kurie reaguoja su baltymy pirminémis amino funkcinémis grupémis
susidarant amidiniui rySiui. Po imobilizavimo ant pavirSiaus lieka N-hidroksisukcinimido esteriniy
grupiy, kurios nesureaguoja. Sios grupés yra veikiamos etanolamino tirpalu, kad prie jy neprisijungty
kiti baltymai.

3.1 CD44 imobilizavimas ant MUR SAM pavirSiaus

6 paveiksle pavaizduota sensograma, kuri gauta CD44 kovalentinio imobilizavimo ant MUR
SAM pavirSiaus metu abejuose kanaluose. Procesas pradedamas j PPR kiuvete pritvirtintg virs Au/MUR
jpilant acetatinio buferio, pH 4,5 (6 pav. 1). Kai baziné linija stabilizuojasi, pilami EDC/NHS tirpalai,
kurie aktyvuoja MUR (6 pav. 2). Aktyvacijos metu susidaro N-hidroksisukcinimido esteriai, kurie
reaguoja su CD44 pirminémis amino grupémis ir susidaro kovalentiné jungtis. Tokiu biidu CD44 yra
prijungiamas prie PPR jutiklio pavirSiaus (6 pav. 4). CD44 imobilizacijos metu stebimas PPR kampo
kitimas laike. Pra¢jus imobilizacijai lieka aktyviy karboksiliniy grupiy, kurios neprisijungé
imobilizuojamos molekulés, todél yra naudojamas etanolaminamino tirpalas. Jis neleidZia analitei
prisijungti prie likusiy aktyviy pavir§iaus grupiy (6 pav. 6). Po dezaktyvacijos etanolamino perteklius
iSplaunamas i§ PPR kiuvetés jg plaunant acetatiniu buferiu, pH 4,5 (6 pav. 7). IS grafiko matosi, kad PPR
signalas padidéjo po CD44 injekcijos ir tolesnio inkubavimo metu. Stabilus PPR kampas, kuris
signalizuoja apie pasiekta prisotinima, buvo uzZregistruotas mazdaug po 900 s. CD44 imobilizacijos PPR
kampo pokytis yra lygus 265 + 9 m°, kas atitinka 2,17 + 0,07 ng/mm? pavirSing imobilizuoto CD44
koncentracija.
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6 pav. CD44 imobilizavimo metu registruota MUR modifikuota PPR sensograma abejuose kanaluose.
1, 3, 5, 7 — bazin¢ linija, acetatinio buferio paémimas, pH 4,5; 2 — MUR karboksilo grupiy aktyvavimas
su EDC/NHS miSiniu; 4 — CD44 imobilizavimas; 6 — likusiy aktyviy karboksilo grupiy deaktyvavimas
1 mol L etanolamino tirpalu; 8 - regeneracinio buferio paémimas (50 mmol Lt NaOH ir 0,5 % SDS);
9 — PBS buferio paémimas. CD44 koncentracijai apskai¢iuoti buvo imtas PPR kampo pokytis kaip
skirtumas tarp analitiniy signaly CD44 imobilizacijos pradzioje (4) ir plovimo etapo pabaigoje (5)

3.2 KT pasirinkimas ir jvertinimas

Norint atlikti tolesne kovalenting konjugacija su specifiniais antikiinais buvo pasirinkti dvejy
tipy KT su karboksilo grupémis (KT-COOH) bei su amino grupémis (KT-NH.). KT-NH: yra
modifikuoti polietilenglikoliu derivatizuotu su amino grupémis sluoksniu. Si modifikacija suteikia
galimybe kovalentiskai imobilizuoti biomolekules bei sumazina nespecifing saveika ant modifikuoto
pavir$iaus [18].

Pasirinkti KT buvo iStirti naudojant skenuojancig elektroning mikroskopija (SEM) (7 pav.).
Kvantiniai taskai su amino grupémis buvo 8,96 + 0,85 nm skersmens, sferinés formos (7B pav.), 0 KT
su karboksilo grupémis buvo labiau sferoidiniai (7A pav.). Didesnis vaizdo priartinimas SEM bei
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aukstos jtampos pritaikymas buvo apsunkintas dél KT organinés pavirSinés dangos. KT hidrodinaminis
skersmuo (Dw) buvo i$matuotas naudojant dinaminés §viesos sklaidos (DSS) metoda (1 lentelé). DSS
analizé leidzia saugiai iSmatuoti daleliy dydj ir pasiskirstyma submikroniniame diapazone. Tai yra ne
invazinis, jautrus metodas, kuriam reikia nedidelio méginio kiekio. Sis tyrimas remiasi tirpalo
makromolekuliy smiigiais, kurie iSjudina tirpiklio molekules ir yra zinomas kaip Brauno judesiai.
Judédamos tam tikra laikg makromolekulés iSsklaido Sviesa ir matuojamas §viesos intensyvumo
fluktuacijos nustatytu kampu — issklaidytos §viesos intensyvumas. Monochromatiné §viesa susiduria su
tiriamy KT suspensija, kuri i$sklaido Sviesa. IS 1 lentelés galima pasakyti, kad abu naudoti KT buvo apie
30 nm dydzio, stabiliis, bei nelinkg agreguotis.

SU70 5.0kV 2.1mm x100k SE(U)

7 pav. Kvantiniy tasky su karboksilo grupémis (KT-COOH) (A) bei amino grupémis (KT-NH>) (B)
vaizdai gauti naudojant skenuojancig elektroning mikroskopijag (SEM)

1 lentelé. Dinaminés Sviesos sklaidos metodu iSmatuotas modifikuoty ir nemodifikuoty KT
hidrodinamis skersmuo

Nr. Méginys Hidrodinaminis skersmuo, Dy [nm]
1. KT-COOH 29,54 + 1,25
2. KT-NH; 30,21 +1,80
3. Anti-CD44 12,98 + 1,08
5. KT-anti-CD44 38,09 + 1,62

3.3 KT parinkimas konjugacijai su antikiinais

Specifiniy antikiing ir KT konjugatai gali pasizyméti didele nespecifine saveika su analite.
Antiktiny ir KT konjugaty naudojimas gali biiti sudétingas ar net nejmanomas d¢l analités molekuliy
adsorbcijos laisvo KT pavirSiuje. Taip pat, nespecifinés sgveikos tarp KT ir konkretaus baltymo metu
galima ir kity panaSiy molekuliy adsorbcija. Tai gali apsunkinti KT konjugaty naudojima realiy méginiy
analizei [18]. Buvo tiriama KT-COOH ir KT-NH: nespecifiné sgveika su imobilizuotu CD44 baltymu
Au/MUR pavirsiuje (8 pav.). Eksperimentams buvo naudojami 10 nmol L koncentracijos KT. I§
pradziy buvo atliekamas bazinés linijos stabilizavimas acetatiniu buferiu, po kurio j PPR kiuvet¢ buvo
jpilama 10 nmol L KT tirpalo. Sensogramoje buvo pastebétas nedidelis, apie 2 m® signalo padidéjimas
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KT-NH: atveju. Atlikus disociacijg ir véliau regeneracija, PPR signalas beveik grjzo j lygj, stebéta pries
jpilant KT-NH.. Pakeitus KT-NH_ tirpalo koncentracija j 100 nmol L™ ir atlikus tokia pacig analize buvo
gauti panaSus rezultatai. PrieSingai, po KT-COOH injekcijos, tolesnio inkubavimo metu buvo
uzregistruotas sistemingas intensyvus PPR signalo poslinkis. Be to, po disociacijos buvo uzregistruotas
apie 800 m° PPR signalo pokytis. Toliau buvo atliktas Au/CD44 pavirSiaus regeneravimas, taciau KT-
COOH nenusiplové nuo pavirSiaus. Tai aiskiai parodo didele nespecifing KT-COOH saveika su
imobilizuotu CD44 baltymu, kai su KT-NH:2 nespecifiné sgveika buvo nereik§minga. Remiantis $iais
rezultatais, KT-NH: buvo atrinkti tolimesnei konjugacijai su specifiniais antikiinais.
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8 pav. Nespecifine KT-COOH ir KT-NH: sgveika su CD44 baltymu, imobilizuotu Au/MUR pavirSiuje

3.4 Optimaliy konjugacijos salygu parinkimas

Anti-CD44 ir KT-NH; konjugacijai buvo pasirinktas kovalentinis prijungimas naudojant BS®
reagentg. Sis biidas buvo pasirinktas, nes KT-NH, modifikuoti polietilenglikoliu derivatizuotu su amino
grupémis, kuri leidZia i§vengti nespecifinés saveikos su antikiinais susidarymo kovalentinio prijungimo
metu. Vandenyje tirpus BS® kryZminio rySio reagentas yra placiai naudojamas, kai N-
hidroksisulfosukcinimido (NHS) esteriy grupés saveikauja su pirminiais aminais polipeptidy N-galo ir
lizino liekany Soninémis grandinémis amidinio rysSio susidarymo metu esant pH 7-9 [165]. Anksciau
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BS® buvo naudojamas KT ir antikiiny konjugacijai, kurie véliau buvo sékmingai panaudoti gyvose
lastelése [166], [167], [168]. Be to, biomolekuliy prijungimas per kryzminj rysj suteikia papildomos
erdvinés laisvés imobilizuotoms molekuléms ir uztikrina efektyvia afining sgveika [18]. Siekiant atlikti
KT-NHz:anti-CD44 konjugacija buvo naudojamas 1:5 molinis santykis. Konjugacijos metu reikSmingos
KT-NH2 agregacijos ar praradimo nepastebéta. Gauti konjugatai buvo surinkti ir jy koncentracija
nustatoma prie§ tolimesnius tyrimus, remiantis KT-NH2 kalibracine kreive (9 pav.). Sis tyrimas buvo
atlickamas norint uztikrinti tiksly KT-NH2 konjugaty kiekj, jnesama j PPR cele.

0,3

0,14

R2 = 0,997

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
Cap-nn, [(NM]

9 pav. KT-NH: absorbcijos ties 405 nm priklausomybé nuo jy koncentracijos

Konjugatai buvo apibiidinti remiantis DSS (1 lentel¢). Nustatyta, kad hidrodinaminis konjugaty
skersmuo buvo didesnis nei nemodifikuoty KT-NH>. Tuo atveju, kai KT-NH: ir anti-CD44 konjugatai
yra sujungiami moliniu santykiu 1:5, Dy padidéjo nuo 30,21 + 1,80 iki 38,09 + 1,62 nm. Literatiiroje
buvo stebimas panasus Dy padidéjimas (13,2 £ 1,0 nm) antikiiny adsorbcijos ant aukso nanodaleliy
pavir$iaus, kai pH 7,5 [144]. Be to, Siame darbe buvo naudojamas anti-CD44 antikiinas, kuris yra
imunoglobulinas G ir jo matmenys yra 14 x 8,5 x 4,5 nm [169]. Teorinis Dy padidéjimas priklauso nuo
antikiiny orientacijos ir gali biiti nuo 9 iki 28 nm, o tai atitinka ,,ploks¢ig“ (-angl. flat on) ir ,,vertikalig*

34



(-angl. head on) orientacijas [144]. Sis pastebéjimas rodo, kad eksperimenty metu yra gauti konjugatai
su misria antikiny orientacija, kurios biity galima tikétis, kai yra naudojama kovalentiné konjugacija.

3.5 KT-NH: ir anti-CD44 konjugacijos jvertinimas

KT-NH: ir anti-CD44 konjugacijos jvertinimas buvo atliktas registruojant imobilizuoto CD44
baltymo sgveika su jpiltais konjugatais (5 nmol L™ koncentracijos tirpalas) (10 pav.). Paveiksle matoma
KT-anti-CD44 konjugaty PPR saveikos su imobilizuotu CD44 baltymu sensograma. Matoma, kad
pradzioje buvo jleistas fosfatinis buferis pH 7,4, kad pasiekti stabilig bazine linija pries sagveika. Tada j
cele jleidziamas KT-anti-CD44 tirpalas. Kuo daugiau konjugaty prisijungs, tuo didesnis PPR signalas
yra registruojamas. Po asociacijos fazés, kuri trunka 900 s, seka disociacijos fazé, kurios metu
neprisijunge konjugatai yra nuplaunami nuo pavirSiaus.
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10 pav. KT-anti-CD44 konjugaty sgveikos su imobilizuotu CD44 baltymu PPR sensograma

Rezultatai parod¢, kad paruosti konjugatai sekmingai sagveikavo su kovalentiSkai imobilizuotu
CD44 per MUR SAM modifikuoto PPR jutiklio lusta. Asociacijos fazés metu buvo uzregistruotas
nuolatinis didéjantis PPR signalo pokytis. Naudojant KT-NH: anti-CD44 moliniu santykiu 1:5,
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pusiausvyros kampas buvo registruojamas 31,83 + 3,58 m°. Tuo metu po disociacijos fazés PPR kampo
pokytis sumazéjo iki 10,4 m°. Taigi dalis konjugaty yra nuplaunama nuo pavirSiaus, bet kita dalis lieka
prisijungusi prie imobilizuoto CD44 baltymo. Tai parodo sékmingg KT-NH: ir anti-CD44 baltymo
konjugacija. Pasirinktas konjugacijos metodas gali biiti naudojamas atliekant kvantiniy tasky ir antikiiny
konjugacija. Tuo metu PPR spektroskopija gali biti pritaikytas tokiai konjugacijai jvertinti.

3.6 Aukso nanostrypeliy sintezé ir charakterizavimas

Pagal poskyryje 2.2.9 pateikta metodikg buvo susintetinti aukso nanostrypeliai (AuNS).
Susintetinty AuNS suspensija buvo rausvos spalvos. Gauti AuNS buvo istirti panaudojus skenuojancia
elektroning mikroskopija (11 pav.). Gauti aukso nanostrypeliai yra pailgos formos. Tuo metu nustatytas
jy ilgis buvo lygus 34,98 + 3,41 nm bei storis - 10,75 + 1,29 nm.

SU70 5.0kV 2.8mm x200k SE(U)

11 pav. AuNS gauta SEM nuotrauka

3.7 AUNS ir antriniy antikiiny konjugacija

Susintetintos AuNS buvo konjuguojamos su antriniais antikinais. Konjuguojant antrinius
antikiinus su aukso nanodalelémis, signalas, gaunamas i§ pirminés antikiino ir antigeno sgveikos, gali
bati labai sustiprintas. Sis sustiprintas signalas padidina aptikimo metody jautruma. Taip pat, antriniai
antikinai skirti atpazinti pirminius skirtingy rii$iy antikiinus ir prie jy prisijungti. Konjuguojant antrinius
antiklinus su aukso nanodalelémis, tampa lengviau atskirti ir vizualizuoti konkrety dominantj taikinj -
SARS-CoV-2 nukleokapsidés (N) baltymo antikiiny sgveikg su AuNS-Ak konjugatais. Konjugacijos
metu UV-VIS spektroskopijos metodu buvo matuojami AuNS, AuNS po paveikimo MUR reagentu
(AUNS-MUR) bei susidariusiy AuNS ir antriniy antiking konjugaty (AuNS-Ak) spektrai (12 pav.).
Absorbcijos spektras buvo matuojamas 400-1000 nm bangos ilgyje, spektruose matomos 2 smailés, kas
rodo, kad dalelés buvo matuojamos isilgai (per visg savo ilgj) arba vertikaliai (per plotj). Toliau bus
aptartas smailiy pokytis per visa dalelés ilgj, t.y. ilgesniy bangos ilgiy link. UV-VIS matavimu galima
stebéti antriniy antikiny konjugacija su AuNS, kuria matoma pagal absorbcijos smailés pasikeitima. Dél
koloidinio aukso pavir§iaus plazmony rezonanso stipri absorbcijos smailé yra tarp 700-800 nm ir $ios
smailés pasislinkimai priklauso nuo nanodaleliy dydzio. Miisy susintetinty AuNS daleliy absorbcijos
smailé buvo ties 770 nm (juoda kreive).
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Nors aukso nanostrypeliai bei jy taikymas jau yra ilgai ir nuodugniai tiriami, jy naudojimas
gyvose sistemose yra ribotas dél to, kad vieno jy i$ dazniausiai naudojamo sintezés metu tirpalo, sékly
tirpalo, yra naudojamos didelés pavirSinio aktyvumo medziagos - cetiltrimetilamonio bromido (CTAB)
koncentracijos, o Sis reagentas gali buti toksiskas. CTAB AUNS pavirSiuje sudaro tvirtai suriStg
dvisluoksnj, kas leidzia jam jsiterpti j lasteliy membranas, todél norint AUNS panaudoti biologinése
sistemose bitina jj pasalinti. Tam buvo atlikti 2 zingsniai: kruopstus centrifugavimas bei plovimas ir
ligandy mainai. DaZniausiai naudojamas budas pasalinti CTAB yra centrifugavimas bei plovimas, tac¢iau
po Sio proceso pavirsiuje vistiek licka Siek tick CTAB ir dalelés yra linkusios grei¢iau agreguoti [170].
Dél Sios prieZasties buvo pasirinktas 2 zingsniy CTAB pasalinimas. Pirma buvo atliktas centrifugavimas.
Centrifugavimas yra placiai naudojamas metodas nanodaleléms atskirti nuo CTAB pertekliaus. Procesas
apima kelis centrifugavimo etapus ir pakartotinj suspendavimg tinkamame tirpiklyje, pavyzdZziui,
vandenyje arba atitinkamame buferyje. Dél iScentrinés jégos nanodalelés kaupiasi centrifugos
meégintuvélio apacioje, o CTAB turintis supernatantas gali buti atsargiai pasalintas. Procesas kartojamas
keletg karty, kad buty uztikrintas CTAB pasalinimas [171]. Antras zingsnis buvo ligandy mainai. Tali
yra CTAB pakeitimas kita molekule, kuri turi didesn] afiniteta aukso nanodaleliy pavirSiui. Iprasti
ligandai, naudojami ligandy mainams, yra tiolio turintys junginiai, toks kaip merkaptoundekano rtigstis
(MUR). Ligandy mainy procesas paprastai apima ligando pridéjimg pric CTAB padengty aukso
nanodaleliy ir leidziant jam iSstumti CTAB dél cheminés saveikos su aukso pavir§iumi. PavirSiaus
funkcionalizavimas tiolio dariniais néra biitinas tik siekiant pagerinti daleliy PPR savybes, bet ir suteikti
koloidinj stabiluma. Si strategija yra universalus AuND pavirsiaus modifikavimo metodas, kuris padeda
iSsaugoti jy koloidinj stabiluma, dyd;j ir daleliy formg [172]. Taip pat MUR buvimas aukso pavirSiuje
leidzia atlikti kovalentinj baltymy prijungimg prie AuNS pavirSiaus.

Paveikus daleles MUR yra matomas antros smailés pokytis (raudona kreivé), kai smailé
pasislenka nuo 770 nm iki 800 nm. Tai rodo, kad CTAB buvo pakeistas kitu ligandu, MUR, kas yra
matoma spektre. Konjugavus daleles su antriniais antiktinais matomas smailés pokytis, kas rodo aukso
nanodaleliy ir antikiiny sgveikg. Spektre matoma, kad smailé pasislinko ir pasieké auks¢iausig verte ties
780 nm (mélyna kreive). Taip pat matoma, kad AUNS-Ak absorcija yra didesné, tai yra todél, kad tirpalas
buvo sukoncentruotas mazesniame tiryje taip paruoSiant tolimesniems tyrimams.
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12 pav. AUNS, AUNS-MUR bei AuNS-Ak UV-VIS spektrai

3.8 N baltymo imobilizavimas ir jo saveikos su specifiniais monokloniniais antikiinais jvertinimas

Norint jvertinti AuNS ir antriniy antikiiny konjugacija pirmiausia buvo atlikta N baltymo
imobilizacija PPR lusto pavir§iuje. Imobilizacijos sensograma yra pateikta 13 paveiksle. Procesas
pradedamas i PPR celg jpilant acetatinio buferio, pH 4,5 (13 pav. 1). Kai bazin¢ linija stabilizuojasi,
pilami EDC/NHS tirpalai, kurie aktyvuoja karboskilo grupes MUR pavirsiuje (13 pav. 2). Aktyvacijos
metu susidaro N-hidroksisukcinimido esteriai, kurie reaguoja su N baltymo pirminémis amino grupémis
ir susidaro kovalentiné jungtis. Tokiu biidu N baltymas yra prijungiamas prie PPR jutiklio pavir§iaus (13
pav. 4). N baltymo imobilizacijos metu stebimas PPR kampo kitimas laike. Praéjus imobilizacijai lieka
aktyviy karboksiliniy grupiy, kurios neprisijungé imobilizuojamos molekulés, todél yra naudojamas
etanolaminamino tirpalas. Jis neleidzia analitei ir kitiems baltymams prisijungti prie pavirSiaus
(13 pav. 6). Po 8io zingsnio etanolamino perteklius iSplaunamas i§ PPR kiuvetés ja plaunant acetatiniu
buferiu, pH 4,5 (6 pav. 7). I§ grafiko matosi, kad PPR signalas padidéjo po N baltymo injekcijos ir
tolesnio inkubavimo metu. Stabilus PPR kampas, kuris signalizuoja apie pasiekta prisotinimg, buvo
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uzregistruotas mazdaug po 900 s. N baltymo imobilizacijos PPR kampo pokytis yra lygus 500 m°, kas
atitinka 4,17 ng/mm? pavirsine imobilizuoto N baltymo koncentracija.
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13 pav. N baltymo imobilizavimo MUR modifikuoto PPR lusto pavirSiuje sensograma. 1, 3, 5,
7, 9 — baziné linija, acetatinis buferis, pH 4,5; 2 — MUR karboksilo grupiy aktyvavimas su EDC/NHS
misiniu; 4 — N baltymo imobilizavimas; 6 — likusiy aktyviy karboksilo grupiy deaktyvavimas 1 mol L
etanolamino tirpalu; 8 - regeneracija (25 mmol L™ NaOH ir 0,5 % SDS)

Tolimesniame zingsnyje buvo stebima imobilizuoto N baltymo saveika su specifiniais pelés
antikiinais pries ji. Tam tikslui 5 nmol L™ koncentracijos antikiiny tirpalas buvo jpiltas j cele ir stebimas
procesas panaudojus PPR spektroskopija (14 pav.). Paveiksle matoma monokloniniy antikiiny prie§

SARS-CoV-2 nukleokapsidés (N) baltymg (Anti-N) saveikos su imobilizuotu N baltymu PPR
sensograma.
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14 pav. Anti-N sgveikos su imobilizuotu N baltymu PPR sensograma

Paveiksle matoma, kad pradzioje buvo jleistas fosfatinis buferis pH 7,4, kad pasiekti stabilig
bazine linijg prie$ saveikg. Tada j celg jleidziami antik@inai prie§ N baltymg. Kuo daugiau antikiiny
prisijungs, tuo didesnis PPR signalas yra registruojamas. Asociacijos fazé prasideda tyrimo 200 s ir
trunka 600 s. Po asociacijos seka disociacijos fazé, kurios metu neprisijunge antikiinai yra nuplaunami
nuo pavirSiaus. I§ grafiko matyti, kad beveik visi antikiinai prisijungé prie N baltymo, nes disociacijos
metu PPR kampo pokytis beveik nesumazéjo. Disociacijos pabaigoje buvo registruojamas 39 m° PPR
kampo pokytis. Atsizvelgus ] gautus rezultatus galima teigti, kad pavir§ius buvo sékmingai paruostas
tolimesniam tyrimui.

3.9 AuNS ir antriniy antikiiny konjugacijos jvertinimas

Norint jvertinti konjugacija buvo registruojama specifiniy antikiny, esan¢iy komplekse su N
baltymu, sgveika su jpiltais AUNS-Ak konjugatais (15 pav.). Paveiksle matoma AuNS-Ak konjugaty
sgveikos su specifiniais pelés antikiinais, prisijungusiais prie imobilizuoto N baltymo, PPR sensograma.
Matoma, kad pradzioje buvo jleistas boratinis buferis pH 8,0, kad pasiekti stabilig bazing linija prie$
sgveikg. Tada  cele jleidziamas AUNS-Ak konjugaty tirpalas. Kuo daugiau konjugaty yra prijungiama,
tuo didesnis PPR signalas uzregistruojamas. Asociacijos fazé prasideda po 200 s ir trunka 600 s,
pasibaigia ties 800 s. Po asociacijos seka disociacijos fazé, kurios metu neprisijunge konjugatai yra
nuplaunami nuo pavirSiaus.
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15 pav. AuNS-Ak konjugaty sgveikos su specifiniais pelés antik@inais, prisijungusiais prie imobilizuoto
N baltymo, PPR sensograma

IS gauty rezultaty galima pasakyti, kad paruosti konjugatai sékmingai sgveikavo su specifiniais
pelés antik@inais, kurie buvo prisijunge prie imobilizuoto N baltymo. Asociacijos fazés metu buvo
uzregistruotas nuolatinis didéjantis PPR signalas, 0 PPR kampo pokytis pasické daugiau nei 40 m°. Po
disociacijos fazés PPR kampo pokytis sumazéjo iki 29,31 + 2,31 m°. Taigi dalis konjugaty yra
nuplaunama nuo pavirSiaus, bet kita dalis lieka prisijungusi. Tai parodo sékmingg konjugacijos proceso
ivykdyma.

Apibendrinant galima pasakyti, kad pasirinktas konjugacijos metodas yra tinkamas tirti SARS-
CoV-2 nukleokapsidés (N) baltymo ir specifiniy antikiiny pries ji saveika ir jvertinti AuNS ir antriniy
antiktiny konjugacija. N baltymas yra vienas i§ diagnostiniy Zymeny, kurj galima nustatyti anks¢iau, nei
pries N baltyma aptikimas gali padidinti diagnostinj atpazinimg. Remdamiesi savo rezultatais,
parodéme, kad PPR metodu galima jvertinti AuNS ir antikiiny konjugacija.
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ISVADOS

CD44 ir SARS-CoV-2 nukleokapsidés (N) baltymai buvo sékmingai imobilizuoti PPR jutikliy
lusto pavirSiuje per 11-merkapto undekano riigsties savitvarkio monosluoksnij. Pavir§inés CD44
zymens ir N baltymo koncentracijos PPR jutikliy lusto pavir§iuje buvo atitinkamai lygios 2,17 ir
4,17 ng/mm?2,

KT-NH2 dél mazZesnés nespecifinés sgveikos su imobilizuotu CD44 baltymu buvo pasirinkti
konjugacijai su specifiniais antikiinais. Nustatytas KT-NH. dydis buvo 8,96 + 0,85 nm, o
hidrodinaminis skersmuo - 30,21 + 1,80 nm.

. Atlikta KT-NH: bei specifiniy antikiiny konjugacija. Po konjugacijos daleliy hidrodinaminis
skersmuo padidéjo iki 38,09 + 1,62 nm. Sékminga konjugacija buvo patvirtinta, registruojant KT-
anti-CD44 konjugaty sgveikg su imobilizuotu CD44 baltymu.

. Susintetinti aukso nanostrypeliai. Nustatytas AuNS ilgis buvo lygus 34,98 + 3,41 nm ir storis -
10,75 + 1,29 nm.

. Atlikta aukso nanostrypeliy ir specifiniy antikiiny konjugacija. Sékminga konjugacija buvo
patvirtinta, registruojant AUNS-Ak konjugaty sgveika su specifiniais pelés antikiinais,
prisijungusiais prie imobilizuoto N baltymo.

PPR spektroskopija yra tinkamas metodas norint jvertinti kvantiniy tasky ir antikiiny ar aukso
nanostrypeliy ir antikiiny konjugacija.
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SANTRAUKA

VILNIAUS UNIVERSITETAS
CHEMIJOS IR GEOMOKSLU FAKULTETAS

NEDA ZENKEVICIUTE
NANODALELIU IR ANTIKUNU KONJUGACIJOS ATLIKIMAS IR [IVERTINIMAS

Nanodalelés yra 1-100 nm dydzio dalelés, kurios domina mokslininkus dél savo cheminio
stabilumo, unikaliy optiniy savybiy, sintezés ir funkcionalizavimo paprastumo. Nanodaleliy ir antikiiny
konjugacija — tai tyrimy sritis, kurioje pagrindinis démesys skiriamas unikaliy nanodaleliy savybiy ir
antikiiny specifiskumo derinimui jvairiems biomedicininiams tikslams. Siuo darbu buvo siekiama atlikti
bei jvertinti kvantiniy tasky ir aukso nanodaleliy konjugacija su antikiinais.

CD44 yra lastelés pavirSiaus glikoproteinas, kuris susijes su jvairiais fiziologiniais ir
patologiniais procesais, jskaitant uzdegimg, audiniy regeneracija ir vézj. SARS-CoV-2, viruso,
atsakingo uz COVID-19 pandemija, nukleokapsidés (N) baltymas yra pagrindinis komponentas,
apimantis viruso RNR genoma. CD44 ir SARS-CoV-2 nukleokapsidés (N) baltymai buvo sékmingai
imobilizuoti pavir$iaus plazmony rezonanso (PPR) jutikliy lusto pavirSiuje per 11-merkapto undekano
rugsties (MUR) savitvarkio monosluoksnj (SAM). Pavir§inés CD44 Zymens ir SARS-CoV-2
nukleokapsidés (N) baltymo koncentracijos PPR jutikliy lusto pavirsiuje buvo atitinkamai lygios 2,17 ir
4,17 ng/mm?,

Konjugacijai su specifiniais antikGinais buvo pasirinkti kvantiniai taskai, modifikuoti
polietilenglikoliu derivatizuotu su amino grupémis (KT-NHz) dél maZesnés nespecifinés sgveikos su
imobilizuotu CD44 baltymu. Nustatytas KT-NH: dydis buvo 8,96 + 0,85 nm, o hidrodinaminis
skersmuo - 30,21 + 1,80 nm. Po konjugacijos su antikiinais daleliy hidrodinaminis skersmuo padidéjo
iki 38,09 + 1,62 nm. Sékminga konjugacija buvo patvirtinta, registruojant KT-anti-CD44 konjugaty
sgveika su imobilizuotu CD44 baltymu.

Tai pat buvo susintetinti aukso nanostrypeliai (AuNS) bei atlikta jy konjugacija su antriniais
antiktinais. Konjugacija buvo patvirtinta, registruojant aukso nanostrypeliy ir antikiiny konjugaty
saveika su specifiniais pelés antiklinais, prisijungusiais prie imobilizuoto SARS-CoV-2 nukleokapsidés
(N) baltymo. Galima teigti, kad PPR spektroskopija yra tinkamas metodas norint jvertinti kvantiniy
tasky ir antikiny ar aukso nanostrypeliy ir antikiiny konjugacija.
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SUMMARY

VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF CHEMISTRY AND GEOSCIENCES
NEDA ZENKEVICIUTE

PERFORMANCE AND EVALUATION OF NANOPARTICLE - ANTIBODY CONJUGATION

Nanoparticles are particles with a size of 1-100 nm that are of interest to scientists due to their
chemical stability, unique optical properties, and ease of synthesis and functionalization. Nanoparticle-
antibody conjugation is an area of research that focuses on the unique properties of nanoparticles and
tailoring the specificity of antibodies for various biomedical applications. This work aimed to perform
and evaluate the conjugation of quantum dots and gold nanorods with antibodies.

CD44 is an observed glycoprotein involved in various physiological and pathological processes,
including inflammation, tissue regeneration, and cancer. The nucleocapsid (N) protein of SARS-CoV-
2, the virus responsible for the COVID-19 pandemic, is a major component that encapsulates the viral
RNA genome. CD44 and SARS-CoV-2 nucleocapsid (N) proteins were successfully immobilized on
the surface of a surface plasmon resonance (PPR) sensor chip via an 11-mercapto-undecanoic acid
(MUR) self-assembled monolayer (SAM). The surface concentrations of the CD44 marker and the
SARS-CoV-2 nucleocapsid (N) protein on the surface of the PPR sensor chip were equal to 2.17 and
4.17 ng/mm2, respectively.

Quantum dots modified with polyethylene glycol derivatized with amino groups (KT-NH2) were
selected for conjugation with specific antibodies due to lower non-specific interactions with immobilized
CD44 protein. The determined size of KT-NH: was 8.96 + 0.85 nm and the hydrodynamic diameter was
30.21 £ 1.80 nm. After conjugation with antibodies, the hydrodynamic diameter of the particles
increased to 38.09 £ 1.62 nm. Successful conjugation was confirmed by recording the interaction of KT-
anti-CD44 conjugates with immobilized CD44 protein.

Gold nanorods (AuNS) were also synthesized and their conjugation with secondary antibodies
was performed. Conjugation was confirmed by recording the interaction of gold nanorods and antibody
conjugates with specific mouse antibodies bound to the immobilized SARS-CoV-2 nucleocapsid (N)
protein. Arguably, PPR spectroscopy is a suitable method to evaluate the conjugation of quantum dots
and antibodies or gold nanorods and antibodies.

44



PADEKA

Noréciau padékoti Doc. Dr. Anton Popov uz galimybe atlikti tiriamajj mokslinj baigiamaji darba,
suteiktas Zinias, kantrybe, nuoSirduma, supratingumga bei padrasinimg magistro studijy baigiamojo darbo
tyrimy ir raS§ymo metu. Taip pat esu nuosirdziai dékinga Viktorijai Lisytei uz atsidavima, kompetencija,
suteiktas vertingas jzvalgas bei visokeriopg pagalba, kuri Zymiai pagerino mano darbo kokybe.

45



10.

11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

LITERATUROS SARASAS

Harbeck, N.; Penault-Llorca, F.; Cortes, J.; Gnant, M.; Houssami, N.; Poortmans, P.; Ruddy, K.; Tsang,
J.; Cardoso, F. Breast Cancer. Nat. Rev. Dis. Prim. 2019, 5, 66, doi:10.1038/s41572-019-0111-2.

Juan, A.; Cimas, F.J.; Bravo, |.; Pandiella, A.; Ocafa, A.; Alonso-Moreno, C. Antibody Conjugation of
Nanoparticles as Therapeutics for Breast Cancer Treatment. Int. J. Mol. Sci. 2020, 21,
doi:10.3390/ijms21176018.

Duncan, R.; Gaspar, R. Nanomedicine(s) under the Microscope. Mol. Pharm. 2011, 8, 2101-2141,
doi:10.1021/mp200394t.

Jain, P.K.; ElSayed, I.H.; EI-Sayed, M.A. Au Nanoparticles Target Cancer. Nano Today 2007, 2, 18-29,
d0i:10.1016/S1748-0132(07)70016-6.

Sahu, A.K.; Sreepadmanabh, M.; Rai, M.; Chande, A. SARS-CoV-2: Phylogenetic Origins, Pathogenesis,
Modes of Transmission, and the Potential Role of Nanotechnology. Virusdisease 2021, 32, 1-12.

Yasamineh, S.; Kalajahi, H.G.; Yasamineh, P.; Yazdani, Y.; Gholizadeh, O.; Tabatabaie, R.; Afkhami,
H.; Davodabadi, F.; farkhad, A.K.; Pahlevan, D.; et al. An Overview on Nanoparticle-Based Strategies to
Fight Viral Infections with a Focus on COVID-19. J. Nanobiotechnology 2022, 20, 440,
doi:10.1186/512951-022-01625-0.

Bregoli, L.; Movia, D.; Gavigan-Imedio, J.D.; Lysaght, J.; Reynolds, J.; Prina-Mello, A. Nanomedicine
Applied to Translational Oncology: A Future Perspective on Cancer Treatment. Nanomedicine 2016, 12,
81-103, doi:10.1016/j.nan0.2015.08.006.

M. Cardoso, M.; N. Peca, I.; C. A. Roque, A. Antibody-Conjugated Nanoparticles for Therapeutic
Applications. Curr. Med. Chem. 2012, 19, 3103-3127, d0i:10.2174/092986712800784667.

Chan, W.C.W.; Maxwell, D.J.; Gao, X.; Bailey, R.E.; Han, M.; Nie, S. Luminescent Quantum Dots for
Multiplexed Biological Detection and Imaging. Curr. Opin. Biotechnol. 2002, 13, 40-46,
doi:10.1016/S0958-1669(02)00282-3.

Walling, M.A.; Novak, J.A.; Shepard, J.R.E. Quantum Dots for Live Cell and In Vivo Imaging. Int. J.
Mol. Sci. 2009, 10, 441-491, doi:10.3390/ijms10020441.

Brki¢, S. Applicability of Quantum Dots in Biomedical Science. loniz. Radiat. Eff. Appl. 2018,
doi:10.5772/intechopen.71428.

Wang, H.; Yang, R.; Yang, L.; Tan, W. Wang2009.Pdf. J. Phys. Chem. C 2009, 3, 19021-19027.

Kobori, T.; lwamoto, S.; Takeyasu, K.; Ohtani, T. Biopolymers Volume 85 / Number 4 295. Biopolymers
2007, 85, 392-406, doi:10.1002/bip.

Esteve-Turrillas, F.A.; Abad-Fuentes, A. Applications of Quantum Dots as Probes in Immunosensing of
Small-Sized Analytes. Biosens. Bioelectron. 2013, 41, 12-29, doi:10.1016/j.bios.2012.09.025.

Pathak, S.; Davidson, M.C.; Silva, G.A. Characterization of the Functional Binding Properties of
Antibody Conjugated Quantum Dots. Nano Lett. 2007, 7, 1839-1845, doi:10.1021/nl062706i.

Umakoshi, T.; Udaka, H.; Uchihashi, T.; Ando, T.; Suzuki, M.; Fukuda, T. Quantum-Dot Antibody
Conjugation Visualized at the Single-Molecule Scale with High-Speed Atomic Force Microscopy.
Colloids Surfaces B Biointerfaces 2018, 167, 267-274, doi:10.1016/j.colsurfb.2018.04.015.

Huo, Q. A Perspective on Bioconjugated Nanoparticles and Quantum Dots. Colloids Surfaces B
Biointerfaces 2007, 59, 1-10, doi:10.1016/j.colsurfb.2007.04.019.

46



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

217.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

Foubert, A.; Beloglazova, N. V.; Rajkovic, A.; Sas, B.; Madder, A.; Goryacheva, 1.Y.; De Saeger, S.
Bioconjugation of Quantum Dots: Review & Impact on Future Application. TrAC - Trends Anal. Chem.
2016, 83, 31-48, d0i:10.1016/j.trac.2016.07.008.

Zhang, Y.; Clapp, A. Overview of Stabilizing Ligands for Biocompatible Quantum Dot Nanocrystals.
Sensors 2011, 11, 11036-11055, doi:10.3390/s111211036.

Haque, E.; Kim, J.; Malgras, V.; Reddy, K.R.; Ward, A.C.; You, J.; Bando, Y.; Hossain, S.A. Recent
Advances in Graphene Quantum Dots : Synthesis , Properties , and Applications. 2018, 1800050, 1-14,
d0i:10.1002/smtd.201800050.

Wang, Y.; Hu, A. Carbon Quantum Dots : Synthesis , Properties and Applications. 2014, 6921-6939,
d0i:10.1039/c4tc00988H.

Valizadeh, A.; Mikaeili, H.; Samiei, M.; Farkhani, S.M.; Zarghami, N. Quantum Dots : Synthesis ,
Bioapplications , and Toxicity. 2012, 19-21.

Pu, Y.; Cai, F.; Wang, D.; Wang, J.; Chen, J. Colloidal Synthesis of Semiconductor Quantum Dots
Towards Large-Scale Production : A Review. 2018, doi:10.1021/acs.iecr.7b04836.

Heights, Y. S YNTHESIS AND C HARACTERIZATION OF M ONODISPERSE N ANOCRYSTALS
AND C LOSE -P ACKED N ANOCRYSTAL A SSEMBLIES. 2000, 545-610.

Danek, M.; Jensen, K.F.; Murray, C.B.; Bawendi, M.G. Electrospray Organometallic Chemical Vapor
Deposition — A Novel Technique for Preparation of 11 — VI Quantum Dot Composites Electrospray
Organometallic Chemical Vapor Deposition — A Novel Technique for Preparation of Il — VI Quantum
Dot Composites. 2012, 2795, 1-4, doi:10.1063/1.112568.

Mok, J.; Eun, N.; Jun, Y.; Ho, S.; Seok, Y.; Kwon, J.; Young, C.; Rong, C.; Yeo, S. Universal Dry
Synthesis and Patterning of High-Quality and -Purity Graphene Quantum Dots by lon-Beam Assisted
Chemical Vapor Deposition. Carbon N. Y. 2022, 186, 28-35, doi:10.1016/j.carbon.2021.09.071.

Tan, X.; Li, Y.; Li, X.; Zhou, S.; Fan, L.; Yang, S. Electrochemical Synthesis of Small-Sized Red
Fluorescent Graphene Quantum Dots as a Bioimaging Platform. Chem. Commun. 2015, 51, 2544-2546,
d0i:10.1039/c4cc09332a.

Fu, Y.; Gao, G.; Zhi, J. Electrochemical Synthesis of Multicolor Fluorescent N-Doped Graphene
Quantum Dots as a Ferric lon Sensor and Their Application in Bioimaging. J. Mater. Chem. B 2019, 7,
1494-1502, doi:10.1039/c8tbh03103g.

Knittel, F.; Gravel, E.; Cassette, E.; Pons, T.; Pillon, F.; Dubertret, B.; Doris, E. On the Characterization
of the Surface Chemistry of Quantum Dots. Nano Lett. 2013, 13, 5075-5078, doi:10.1021/n1402192d.

Shao, L.; Gao, Y.; Yan, F. Semiconductor Quantum Dots for Biomedicial Applications. Sensors 2011,
11, 11736-11751, doi:10.3390/s111211736.

Larson, D.R.; Zipfel, W.R.; Williams, R.M.; Clark, S.W.; Bruchez, M.P.; Wise, F.W.; Webb, W.W.
Water-Soluble Quantum Dots for Multiphoton Fluorescence Imaging in Vivo. Science (80-. ). 2003, 300,
1434-1436, doi:10.1126/science.1083780.

Rosenthal, S.J.; Chang, J.C.; Kovtun, O.; McBride, J.R.; Tomlinson, I.D. Biocompatible Quantum Dots
for Biological Applications. Chem. Biol. 2011, 18, 10-24, doi:10.1016/j.chembiol.2010.11.013.

Etc, M.C.S.; Das C, Lucia MS, H.K. and T.J. ZLF /(AN EX HHS Public Access. Physiol. Behav. 2019,
176, 139-148, doi:10.1016/j.acthio.2019.05.022.Quantum.

Wagner, A.M.; Knipe, J.M.; Orive, G.; Peppas, N.A. Quantum Dots in Biomedical Applications. Acta
Biomater. 2019, 94, 44-63, doi:10.1016/j.actbio.2019.05.022.

47



35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.
53.

Ding, X.; Cai, M.; Liu, X.; Ding, Y.; Liu, X.; Wu, Y.; Hayat, T.; Alsaedi, A.; Dai, S. Lead Sulfide
Quantum Dots as a Bifunctional Layer for Efficient and Stable All-Inorganic Cesium Lead lodide
Perovskite Solar Cells. ChemistrySelect 2019, 4, 13143-13148, doi:10.1002/slct.201904141.

Ma, Y.; Li, Y.; Zhong, X. Silica Coating of Luminescent Quantum Dots Prepared in Aqueous Media for
Cellular Labeling. Mater. Res. Bull. 2014, 60, 543-551, doi:10.1016/j.materresbull.2014.08.033.

Yang, Y.; Jing, L.; Yu, X.; Yan, D.; Gao, M. Coating Aqueous Quantum Dots with Silica via Reverse
Microemulsion Method: Toward Size-Controllable and Robust Fluorescent Nanoparticles. Chem. Mater.
2007, 19, 4123-4128, d0i:10.1021/cm070798m.

Zentel, R. Polymer Coated Semiconducting Nanoparticles for Hybrid Materials. Inorganics 2020, 8,
doi:10.3390/inorganics8030020.

Medintz, I.L.; Uyeda, H.T.; Goldman, E.R.; Mattoussi, H. Quantum Dot Bioconjugates for Imaging,
Labelling and Sensing. Nat. Mater. 2005, 4, 435-446, doi:10.1038/nmat1390.

Zrazhevskiy, P.; Gao, X. Multifunctional Quantum Dots for Personalized Medicine. Nano Today 2009, 4,
414428, doi:10.1016/j.nantod.2009.07.004.

Jung, S.; Chen, X. Quantum Dot-Dye Conjugates for Biosensing, Imaging, and Therapy. Adv. Healthc.
Mater. 2018, 7, 1-14, doi:10.1002/adhm.201800252.

Iravani, S.; Varma, R.S. Green Synthesis, Biomedical and Biotechnological Applications of Carbon and
Graphene Quantum Dots. A Review. Environ. Chem. Lett. 2020, 18, 703-727, doi:10.1007/s10311-020-
00984-0.

Hammami, I.; Alabdallah, N.M.; jomaa, A. Al; kamoun, M. Gold Nanoparticles: Synthesis Properties and
Applications. J. King Saud Univ. - Sci. 2021, 33, doi:10.1016/j.jksus.2021.101560.

Bansal, S.A.; Kumar, V.; Karimi, J.; Singh, A.P.; Kumar, S. Role of Gold Nanoparticles in Advanced
Biomedical Applications. Nanoscale Adv. 2020, 2, 3764-3787, doi:10.1039/d0na00472c.

Faulk, W.P.; Taylor, G.M. An Immunocolloid Method for the Electron Microscope. Immunochemistry
1971, 8, 1081-1083, doi:10.1016/0019-2791(71)90496-4.

Dykman, L.A.; Khlebtsov, N.G. Gold Nanoparticles in Biology and Medicine: Recent Advances and
Prospects. Acta Naturae 2011, 3, 34-55.

Mukherjee, P.; Bhattacharya, R.; Bone, N.; Lee, Y.K.; Patra, C.R.; Wang, S.; Lu, L.; Secreto, C.;
Banerjee, P.C.; Yaszemski, M.J.; et al. Potential Therapeutic Application of Gold Nanoparticles in B-
Chronic Lymphocytic Leukemia (BCLL): Enhancing Apoptosis. J. Nanobiotechnology 2007, 5, 4,
d0i:10.1186/1477-3155-5-4.

Hone, D.C.; Haines, A.H.; Russell, D.A. Rapid, Quantitative Colorimetric Detection of a Lectin Using
Mannose-Stabilized Gold Nanoparticles. Langmuir 2003, 19, 7141-7144, doi:10.1021/1a034358v.

Calzolai, L.; Franchini, F.; Gilliland, D.; Rossi, F. Protein--Nanoparticle Interaction: Identification of the
Ubiquitin--Gold Nanoparticle Interaction Site. Nano Lett. 2010, 10, 3101-3105, doi:10.1021/nl101746v.

Zhang, F.; Liu, J. Label-Free Colorimetric Biosensors Based on Aptamers and Gold Nanoparticles: A
Critical Review. Anal. Sens. 2021, 1, 30—43, doi:10.1002/anse.202000023.

Larguinho, M.; Baptista, P. V. Gold and Silver Nanoparticles for Clinical Diagnostics - From Genomics
to Proteomics. J. Proteomics 2012, 75, 28112823, doi:10.1016/j.jprot.2011.11.007.

Zhu, Z. Gold Nanoparticle Based Biosensors. New Dev. Gold Nanomater. Res. 2016, 43, 95-116.
Dykman, L.A.; Staroverov, S.A.; Bogatyrev, V.A.; Shchyogolev, S.Y. Adjuvant Properties of Gold

48



54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

Nanoparticles. Nanotechnologies Russ. 2010, 5, 748-761, doi:10.1134/S1995078010110029.

AS Thakor, J Jokerst, C Zaveleta, TF Massoud, S.G. Gold Nanoparticles: A Revivial in Precious Metal
Administration to Patients. 2015, 25, 713-724.

Li, B.; Li, X.; Dong, Y.; Wang, B.; Li, D.; Shi, Y.; Wu, Y. Colorimetric Sensor Array Based on Gold
Nanoparticles with Diverse Surface Charges for Microorganisms ldentification. Anal. Chem. 2017, 89,
10639-10643, doi:10.1021/acs.analchem.7b02594.

Lim, Z.Z.J.; Li, J.EJ.; Ng, C.T.; Yung, L.Y.L.; Bay, B.H. Gold Nanoparticles in Cancer Therapy. Acta
Pharmacol. Sin. 2011, 32, 983-990, doi:10.1038/aps.2011.82.

Derussy, B.M.; Aylward, M.A.; Fan, Z.; Ray, P.C.; Tandon, R. Inhibition of Cytomegalovirus Infection
and Photothermolysis of Infected Cells Using Bioconjugated Gold Nanoparticles. Sci. Rep. 2014, 4, 1-7,
doi:10.1038/srep05550.

Thambiraj, S.; Hema, S.; Ravi Shankaran, D. Functionalized Gold Nanoparticles for Drug Delivery
Applications. Mater. Today Proc. 2018, 5, 1676316773, doi:10.1016/j.matpr.2018.06.030.

Zhang, Y.; R Nayak, T.; Hong, H.; Cai, W. Biomedical Applications of Zinc Oxide Nanomaterials. Curr.
Mol. Med. 2013, 13, 1633-1645.

Pan, Y.; Neuss, S.; Leifert, A.; Fischler, M.; Wen, F.; Simon, U.; Schmid, G.; Brandau, W.; Jahnen-
Dechent, W. Size-Dependent Cytotoxicity of Gold Nanoparticles. Small 2007, 3, 1941-1949,
doi:10.1002/smll.200700378.

Pradeep, T.; Anshup Noble Metal Nanoparticles for Water Purification: A Critical Review. Thin Solid
Films 2009, 517, 6441-6478, doi:https://doi.org/10.1016/j.tsf.2009.03.195.

Khlebtsov, N.G. Optics and Biophotonics of Nanoparticles with a Plasmon Resonance. Quantum
Electron. 2008, 38, 504-529, doi:10.1070/ge2008v038n06abeh013829.

Budnikov, H.C. Chemical Analysis in Medicinal Diagnostics: Evolution in Russia in 1991-2010. J. Anal.
Chem. 2011, 66, 1113-1120, doi:10.1134/S1061934811110037.

Rasooly, A.; Herold, K.E. Biosensors and Biodetection: Methods and Protocols. Preface. Methods Mol.
Biol. 2009, 503, v—ix.

Musick, M.D.; Keating, C.D.; Lyon, L.A.; Botsko, S.L.; Pena, D.J.; Holliway, W.D.; McEvoy, T.M.;
Richardson, J.N.; Natan, M.J. Metal Films Prepared by Stepwise Assembly. 2. Construction and
Characterization of Colloidal Au and Ag Multilayers. Chem. Mater. 2000, 12, 28692881,
doi:10.1021/cm990714c.

Shipway, A.N.; Katz, E.; Willner, I. Nanoparticle Arrays on Surfaces for Electronic, Optical, and Sensor
Applications. Chemphyschem 2000, 1, 18-52, doi:10.1002/1439-7641(20000804)1:1<18::AlID-
CPHC18>3.0.CO;2-L.

Nath, N.; Chilkoti, A. Label Free Colorimetric Biosensing Using Nanoparticles. J. Fluoresc. 2004, 14,
377-389, doi:10.1023/h:jofl.0000031819.45448.dc.

Haynes, C.; Duyne, R. Nanosphere Lithography: A Versatile Nanofabrication Tool for Studies of Size-
Dependent Nanoparticle Optics. J. Phys. Chem. B 2001, 105, 5599-5611, doi:10.1021/jp010657m.

Lyon, L.A.; Musick, M.D.; Natan, M.J. Colloidal Au-Enhanced Surface Plasmon Resonance
Immunosensing. Anal. Chem. 1998, 70, 5177-5183, doi:10.1021/ac9809940.

Miller, M.M.; Lazarides, A.A. Sensitivity of Metal Nanoparticle Surface Plasmon Resonance to the
Dielectric Environment. J. Phys. Chem. B 2005, 109, 2155621565, do0i:10.1021/jp054227y.

49



71.

72.

73.

74.

75.

76.

17,

78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

Khlebtsov, B.; Melnikov, A.; Zharov, V.; Khlebtsov, N. Absorption and Scattering of Light by a Dimer
of Metal Nanospheres: Comparison of Dipole and Multipole Approaches. Nanotechnology 2006, 17,
1437-1445, doi:10.1088/0957-4484/17/5/045.

Templeton, A.C.; Pietron, J.J.; Murray, R.W.; Mulvaney, P. Solvent Refractive Index and Core Charge
Influences on the Surface Plasmon Absorbance of Alkanethiolate Monolayer-Protected Gold Clusters. J.
Phys. Chem. B 2000, 104, 564-570, doi:10.1021/jp991889c.

Jason-Moller, L.; Murphy, M.; Bruno, J. Overview of Biacore Systems and Their Applications. Curr.
Protoc. protein Sci. 2006, Chapter 19, Unit 19.13, doi:10.1002/0471140864.ps1913s45.

Brainina, K.; Kozitsina, A.; Beikin, J. Electrochemical Immunosensor for Forest-Spring Encephalitis
Based on Protein A Labeled with Colloidal Gold. Anal. Bioanal. Chem. 2003, 376, 481-485,
d0i:10.1007/s00216-003-1912-3.

Baek, T.J.; Park, P.Y.; Han, K.N.; Kwon, H.T.; Seong, G.H. Development of a Photodiode Array Biochip
Using a Bipolar Semiconductor and Its Application to Detection of Human Papilloma Virus. Anal.
Bioanal. Chem. 2008, 390, 1373-1378, do0i:10.1007/s00216-007-1814-x.

Mahmoud, K.A.; Luong, J.H.T. Impedance Method for Detecting HIVV-1 Protease and Screening for Its
Inhibitors Using Ferrocene-Peptide Conjugate/Au Nanoparticle/Single-Walled Carbon Nanotube
Modified Electrode. Anal. Chem. 2008, 80, 70567062, doi:10.1021/ac801174r.

Haes, A.J.; Chang, L.; Klein, W.L.; Van Duyne, R.P. Detection of a Biomarker for Alzheimer’s Disease
from Synthetic and Clinical Samples Using a Nanoscale Optical Biosensor. J. Am. Chem. Soc. 2005,
127, 2264-2271, doi:10.1021/ja044087q.

Simonian, A.L.; Good, T.A.; Wang, S.S.; Wild, J.R. Nanoparticle-Based Optical Biosensors for the
Direct Detection of Organophosphate Chemical Warfare Agents and Pesticides. Anal. Chim. Acta 2005,
534, 69-77, doi:10.1016/j.aca.2004.06.056.

Boghaert, E.R.; Khandke, K.M.; Sridharan, L.; Dougher, M.; DiJoseph, J.F.; Kunz, A.; Hamann, P.R.;
Moran, J.; Chaudhary, I.; Damle, N.K. Determination of Pharmacokinetic Values of Calicheamicin-
Antibody Conjugates in Mice by Plasmon Resonance Analysis of Small (5 Microl) Blood Samples.
Cancer Chemother. Pharmacol. 2008, 61, 1027—-1035, doi:10.1007/s00280-007-0560-2.

Maier, I.; Morgan, M.R.A.; Lindner, W.; Pittner, F. Optical Resonance-Enhanced Absorption-Based
near-Field Immunochip Biosensor for Allergen Detection. Anal. Chem. 2008, 80, 26942703,
doi:10.1021/ac702107k.

Huang, T.; Nallathamby, P.D.; Xu, X.-H.N. Photostable Single-Molecule Nanoparticle Optical
Biosensors for Real-Time Sensing of Single Cytokine Molecules and Their Binding Reactions. J. Am.
Chem. Soc. 2008, 130, 17095-17105, doi:10.1021/ja8068853.

Aslan, K.; Zhang, J.; Lakowicz, J.R.; Geddes, C.D. Saccharide Sensing Using Gold and Silver
Nanoparticles--a Review. J. Fluoresc. 2004, 14, 391-400, doi:10.1023/b:jofl.0000031820.17358.28.

Wang, L.; Jia, X.; Zhou, Y.; Xie, Q.; Yao, S. Sandwich-Type Amperometric Immunosensor for Human
Immunoglobulin G Using Antibody-Adsorbed Au/SiO2 Nanoparticles. Microchim. Acta 2010, 168, 245—
251, doi:10.1007/s00604-009-0281-9.

de la Escosura-Mufiiz, A.; Sanchez-Espinel, C.; Diaz-Freitas, B.; Gonzalez-Fernandez, A.; Maltez-da
Costa, M.; Merkogci, A. Rapid Identification and Quantification of Tumor Cells Using an Electrocatalytic
Method Based on Gold Nanoparticles. Anal. Chem. 2009, 81, 10268-10274, doi:10.1021/ac902087k.

Eum, N.S.; Yeom, S.H.; Kwon, D.H.; Kim, H.R.; Kang, S.W. Enhancement of Sensitivity Using Gold
Nanorods-Antibody Conjugator for Detection of E. Coli O157:H7. Sensors Actuators, B Chem. 2010,
143, 784788, do0i:10.1016/j.snb.2009.09.054.

50



86.

87.

88.

89.

90.

91.
92.

93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

Zhang, J.; Atay, T.; Nurmikko, A. V Optical Detection of Brain Cell Activity Using Plasmonic Gold
Nanoparticles. Nano Lett. 2009, 9, 519-524, do0i:10.1021/n1801891q.

Kennedy, L.C.; Bickford, L.R.; Lewinski, N.A.; Coughlin, A.J.; Hu, Y.; Day, E.S.; West, J.L.; Drezek,
R.A. A New Era for Cancer Treatment: Gold-Nanoparticle-Mediated Thermal Therapies. Small 2011, 7,
169-183, doi:10.1002/smll.201000134.

Handbook of Photonics for Biomedical Science; -, V.V.T.S.E., Ed.; CRC Press, 2010; ISBN
9781439806296.

Wilson, R. The Use of Gold Nanoparticles in Diagnostics and Detection. Chem. Soc. Rev. 2008, 37,
2028-2045, doi:10.1039/b712179m.

Abraham, G.E.; Himmel, P.B. Management of Rheumatoid Arthritis: Rationale for the Use of Colloidal
Metallic Gold. J. Nutr. Environ. Med. 1997, 7, 295-305, doi:10.1080/13590849762411.

Abraham, G.E. Clinical Applications of Gold and Silver Nanocolloids. Orig. Internist 2008, 15, 132-157.

Brown, C.L.; Whitehouse, M.W.; Tiekink, E.R.T.; Bushell, G.R. Colloidal Metallic Gold Is Not Bio-
Inert. Inflammopharmacology 2008, 16, 133-137, d0i:10.1007/s10787-007-0017-6.

Sani, A.; Cao, C.; Cui, D. Toxicity of Gold Nanoparticles (AuNPs): A Review. Biochem. Biophys.
reports 2021, 26, 100991, doi:10.1016/j.bbrep.2021.100991.

Yah, C.S. The Toxicity of Gold Nanoparticles in Relation to Their Physiochemical Properties. Biomed.
Res. 2013, 24, 400-413.

Jia, Y.P.; Ma, B.Y.; Wei, X.W.; Qian, Z.Y. The in Vitro and in Vivo Toxicity of Gold Nanoparticles.
Chinese Chem. Lett. 2017, 28, 691-702, doi:10.1016/j.cclet.2017.01.021.

Lewinski, N.; Colvin, V.; Drezek, R. Cytotoxicity of Nanoparticles. Small 2008, 4, 26-49,
d0i:10.1002/smll.200700595.

Yah, C.S.; Simate, G.S.; lyuke, S.E. Nanoparticles Toxicity and Their Routes of Exposures. Pak. J.
Pharm. Sci. 2012, 25, 477-491.

Byrne, H.J.; Lynch, I.; De Jong, W.H.; Kreyling, W.G.; Loft, S.; Park, M.; Riediker, M.; Warheit, D.
Protocols for Assessment of Biological Hazards of Engineered Nanomaterials. NanolmpactNet Reports
2010.

Renault, S.; Baudrimont, M.; Mesmer-Dudons, N.; S., M.; Brisson, A. Impacts of Gold Nanoparticle
Exposure on Two Freshwater Species a Phytoplanktonic Alga Cenedesmus Subspicatus and a Benthic
Bivalve. Gold Bull. 20008, 41, 116-126.

Weinberg, H.; Galyean, A.; Leopold, M. Evaluating Engineered Nanoparticles in Natural Waters. TrAC
Trends Anal. Chem. 2011, 30, 72—-83.

Zherebetskyy, D.; Scheele, M.; Zhang, Y.; Bronstein, N.; Thompson, C.; Britt, D.; Salmeron, M.;
Alivisatos, P.; Wang, L.W. Hydroxylation of the Surface of PbS Nanocrystals Passivated with Oleic
Acid. Science (80-. ). 2014, 344, 1380-1384, doi:10.1126/science.1252727.

Chen, Y.S.; Hung, Y.C.; Liau, I.; Huang, G.S. Assessment of the in Vivo Toxicity of Gold Nanoparticles.
Nanoscale Res. Lett. 2009, 4, 858-864, doi:10.1007/s11671-009-9334-6.

Paino, 1.M.M.; Marangoni, V.S.; de Oliveira, R. de C.S.; Antunes, L.M.G.; Zucolotto, V. Cyto and
Genotoxicity of Gold Nanoparticles in Human Hepatocellular Carcinoma and Peripheral Blood
Mononuclear Cells. Toxicol. Lett. 2012, 215, 119-125, doi:10.1016/j.toxlet.2012.09.025.

Xia, Q.; Li, H.; Liu, Y.; Zhang, S.; Feng, Q.; Xiao, K. The Effect of Particle Size on the Genotoxicity of
51



105.

106.

107.

108.

109.

110.

111

112.

113.

114.

115.

116.

117.
118.

119.

120.

121.

122.

Gold Nanoparticles. J. Biomed. Mater. Res. - Part A 2017, 105, 710-719, doi:10.1002/jbm.a.35944.

Das, S.; Debnath, N.; Mitra, S.; Datta, A.; Goswami, A. Comparative Analysis of Stability and Toxicity
Profile of Three Differently Capped Gold Nanoparticles for Biomedical Usage. Biometals an Int. J. role
Met. ions Biol. Biochem. Med. 2012, 25, 1009-1022, doi:10.1007/s10534-012-9567-1.

Piryazev, A.P.; Azizova, O.A.; Aseichev, A. V; Dudnik, L.B.; Sergienko, V.I. Effect of Gold
Nanoparticles on Production of Reactive Oxygen Species by Human Peripheral Blood Leukocytes
Stimulated with Opsonized Zymosan. Bull. Exp. Biol. Med. 2013, 156, 101-103, doi:10.1007/s10517-
013-2288-9.

Mateo, D.; Morales, P.; Avalos, A.; Haza, A.l. Oxidative Stress Contributes to Gold Nanoparticle-
Induced Cytotoxicity in Human Tumor Cells. Toxicol. Mech. Methods 2014, 24, 161-172,
doi:10.3109/15376516.2013.869783.

Li, J.J.; Hartono, D.; Ong, C.N.; Bay, B.H.; Yung, L.Y.L. Autophagy and Oxidative Stress Associated
with Gold Nanoparticles. Biomaterials 2010, 31, 5996-6003, doi:10.1016/j.biomaterials.2010.04.014.

Khan, H.A.; Abdelhalim, M.A.K.; Al-Ayed, M.S.; Alhomida, A.S. Effect of Gold Nanoparticles on
Glutathione and Malondialdehyde Levels in Liver, Lung and Heart of Rats. Saudi J. Biol. Sci. 2012, 19,
461-464, doi:10.1016/j.sjbs.2012.06.005.

Caballero-Diaz, E.; Valcarcel, M. Toxicity of Gold Nanoparticles; 2014; Vol. 66; ISBN 9780444632852.

CHUSED, T.M. 20 - Flow Cytometric Measurements of Physiologic Cell Responses. In; KOHEN,
E.B.T.-C.S. and F. by M., Ed.; Academic Press, 1989; pp. 377-389 ISBN 978-0-12-417760-4.

Nicholson, L.B. The Immune System. Essays Biochem. 2016, 60, 275-301.

Litman, G.W.; Rast, J.P.; Shamblott, M.J.; Haire, R.N.; Hulst, M.; Roess, W.; Litman, R.T.; Hinds-Frey,
K.R.; Zilch, A.; Amemiya, C.T. Phylogenetic Diversification of Immunoglobulin Genes and the
Antibody Repertoire. Mol. Biol. Evol. 1993, 10, 60-72.

Hoffman, W.; Lakkis, F.G.; Chalasani, G. B Cells, Antibodies, and More. Clin. J. Am. Soc. Nephrol.
2016, 11, 137-154.

Wang, W.; Singh, S.; Zeng, D.L.; King, K.; Nema, S. Antibody Structure, Instability, and Formulation. J.
Pharm. Sci. 2007, 96, 1-26, doi:10.1002/jps.20727.

Motyan, J.A.; Toth, F.; Tozsér, J. Research Applications of Proteolytic Enzymes in Molecular Biology.
Biomolecules 2013, 3, 923-942, doi:10.3390/biom3040923.

NORMAN, P. Immunobiology: The Immune System in Health and Disease; 1995; Vol. 96;.

Chiu, M.L.; Goulet, D.R.; Teplyakov, A.; Gilliland, G.L. Antibody Structure and Function: The Basis for
Engineering Therapeutics. Antibodies 2019, 8, 1-78, doi:10.3390/antib8040055.

Burton, D.R.; Williamson, R.A.; Parren, P.W.H.I. Antibody and Virus: Binding and Neutralization.
Virology 2000, 270, 1-3, doi:10.1006/viro.2000.0239.

Lee, C.Y.; Herant, M.; Heinrich, V. Target-Specific Mechanics of Phagocytosis: Protrusive Neutrophil
Response to Zymosan Differs from the Uptake of Antibody-Tagged Pathogens. J. Cell Sci. 2011, 124,
1106-1114, doi:10.1242/jcs.078592.

Daha, N.A.; Banda, N.K.; Roos, A.; Beurskens, F.J.; Bakker, J.M.; Daha, M.R.; Trouw, L.A.
Complement Activation by (Auto-) Antibodies. Mol. Immunol. 2011, 48, 1656-1665,
doi:10.1016/j.molimm.2011.04.024.

Behar, G.; Sibéril, S.; Groulet, A.; Chames, P.; Pugniére, M.; Boix, C.; Sautés-Fridman, C.; Teillaud,
52



123.

124,

125.
126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

133.

134.

135.

136.

137.
138.

139.

J.L.; Baty, D. Isolation and Characterization of Anti-FcyRIII (CD16) Llama Single-Domain Antibodies
That Activate Natural Killer Cells. Protein Eng. Des. Sel. 2008, 21, 1-10, doi:10.1093/protein/gzm064.

Grindstaff, J.L.; Brodie, E.D.; Ketterson, E.D. Immune Function across Generations: Integrating
Mechanism and Evolutionary Process in Maternal Antibody Transmission. Proc. R. Soc. B Biol. Sci.
2003, 270, 2309-2319, doi:10.1098/rspb.2003.2485.

Tetin, S.; Stroupe, S. Antibodies in Diagnostic Applications. Curr. Pharm. Biotechnol. 2005, 5, 9-16,
d0i:10.2174/1389201043489602.

Wingren, C.; Alkner, U.; Hansson, U. Antibody Classes. eLS 2005, 1-8, doi:10.1038/npg.els.0003985.

Lorin, V.; Mouquet, H. Efficient Generation of Human IgA Monoclonal Antibodies. J. Immunol.
Methods 2015, 422, 102-110, doi:10.1016/j.jim.2015.04.010.

Sutton, B.J.; Davies, A.M.; Bax, H.J.; Karagiannis, S.N. IgE Antibodies: From Structure to Function and
Clinical Translation. Antibodies 2019, 8, doi:10.3390/antib8010019.

Gutzeit, C.; Chen, K.; Cerutti, A. The Enigmatic Function of IgD: Some Answers at Last. Eur. J.
Immunol. 2018, 48, 1101-1113, doi:10.1002/eji.201646547.

Francis, J.E.; Mason, D.; Lévy, R. Evaluation of Quantum Dot Conjugated Antibodies for
Immunofluorescent Labelling of Cellular Targets. Beilstein J. Nanotechnol. 2017, 8, 1238-1249,
doi:10.3762/bjnano.8.125.

Sahoo, S.L.; Liu, C.H.; Kumari, M.; Wu, W.C.; Wang, C.C. Biocompatible Quantum Dot-Antibody
Conjugate for Cell Imaging, Targeting and Fluorometric Immunoassay: Crosslinking, Characterization
and Applications. RSC Adv. 2019, 9, 32791-32803, doi:10.1039/c9ra07352c.

Popov, A.; Brasiunas, B.; Kausaite-Minkstimiene, A.; Ramanaviciene, A. Metal Nanoparticle and
Quantum Dot Tags for Signal Amplification in Electrochemical Immunosensors for Biomarker
Detection. Chemosensors 2021, 9, doi:10.3390/chemosensors9040085.

Baniukevic, J.; Hakki Boyaci, I.; Goktug Bozkurt, A.; Tamer, U.; Ramanavicius, A.; Ramanaviciene, A.
Magnetic Gold Nanoparticles in SERS-Based Sandwich Immunoassay for Antigen Detection by Well
Oriented Antibodies. Biosens. Bioelectron. 2013, 43, 281-288, doi:10.1016/j.bios.2012.12.014.

Dvorakova, V.; Cadkova, M.; Datinska, V.; Kleparnik, K.; Foret, F.; Bilkova, Z.; Korecka, L. An
Advanced Conjugation Strategy for the Preparation of Quantum Dot-Antibody Immunoprobes. Anal.
Methods 2017, 9, 1991-1997, doi:10.1039/c6ay03322a.

Jampasa, S.; Siangproh, W.; Laocharoensuk, R.; Vilaivan, T.; Chailapakul, O. Electrochemical Detection
of C-Reactive Protein Based on Anthraquinone-Labeled Antibody Using a Screen-Printed Graphene
Electrode. Talanta 2018, 183, 311-319, doi:10.1016/j.talanta.2018.02.075.

Kausaite-Minkstimiene, A.; Ramanaviciene, A.; Kirlyte, J.; Ramanavicius, A. Comparative Study of
Random and Oriented Antibody Immobilization Techniques on the Binding Capacity of Immunosensor.
Anal. Chem. 2010, 82, 6401-6408, doi:10.1021/ac100468Kk.

Fatima, I.; Rahdar, A.; Sargazi, S.; Barani, M.; Hassanisaadi, M. Quantum Dots : Synthesis , Antibody
Conjugation , and HER2-Receptor Targeting for Breast Cancer Therapy. 2021.

Hermanson, G.T. Bioconjugate Techniques; Academic press, 2013; ISBN 0123822408.

Makaraviciute, A.; Ramanaviciene, A. Site-Directed Antibody Immobilization Techniques for
Immunosensors. Biosens. Bioelectron. 2013, 50, 460-471, doi:10.1016/j.bios.2013.06.060.

Makaraviciute, A.; Ramanavicius, A.; Ramanaviciene, A. Development of a Reusable Protein G Based
SPR Immunosensor for Direct Human Growth Hormone Detection in Real Samples. Anal. Methods 2015,

53



140.

141.

142.

143.

144,

145.

146.

147.

148.

149.

150.

151.

152.

153.

154.

155.

7, 9875-9884, doi:10.1039/c5ay01651g.

Bodanszky, A.; Bodanszky, M. Sepharose-Avidin Column for the Binding of Biotin or Biotin-Containing
Peptides. Experientia 1970, 26, 327, doi:10.1007/BF01900128.

Deng, L.; Kitova, E.N.; Klassen, J.S. Dissociation Kinetics of the Streptavidin-Biotin Interaction
Measured Using Direct Electrospray lonization Mass Spectrometry Analysis. J. Am. Soc. Mass Spectrom.
2013, 24, 49-56, d0i:10.1007/s13361-012-0533-5.

Melnyk, O.; Duburcq, X.; Olivier, C.; Urbes, F.; Auriault, C.; Gras-Masse, H. Peptide Arrays for Highly
Sensitive and Specific Antibody-Binding Fluorescence Assays. Bioconjug. Chem. 2002, 13, 713-720,
d0i:10.1021/bc0155840.

Quash, G.; Roch, A.-M.; Niveleau, A.; Grange, J.; Keolouangkhot, T.; Huppert, J. THE PREPARATION
OF LATEX PARTICLES WITH COVALENTLY Alipathic Amine Substitution. J. Immunol. Methods
1978, 22, 165-174.

Ruiz, G.; Tripathi, K.; Okyem, S.; Driskell, J.D. PH Impacts the Orientation of Antibody Adsorbed onto
Gold Nanoparticles. Bioconjug. Chem. 2019, 30, 1182-1191, doi:10.1021/acs.bioconjchem.9b00123.

Spring, F.A.; Dalchau, R.; Daniels, G.L.; Mallinson, G.; Judson, P.A.; Parsons, S.F.; Fabre, J.W.; Anstee,
D.J. The Ina and Inb Blood Group Antigens Are Located on a Glycoprotein of 80,000 MW (the CDw44
Glycoprotein) Whose Expression Is Influenced by the In(Lu) Gene. Immunology 1988, 64, 37-43.

Senbanjo, L.T.; Chellaiah, M.A. CD44: A Multifunctional Cell Surface Adhesion Receptor Is a Regulator
of Progression and Metastasis of Cancer Cells. Front. cell Dev. Biol. 2017, 5, 18,
doi:10.3389/fcell.2017.00018.

Wang, S.J.; Wong, G.; de Heer, A.-M.; Xia, W.; Bourguignon, L.Y.W. CD44 Variant Isoforms in Head
and Neck Squamous Cell Carcinoma Progression. Laryngoscope 2009, 119, 1518-1530,
doi:10.1002/lary.20506.

Pattnaik, P. Surface Plasmon Resonance: Applications in Understanding Receptor-Ligand Interaction.
Appl. Biochem. Biotechnol. 2005, 126, 79-92, doi:10.1385/abab:126:2:079.

Zeng, S.; Baillargeat, D.; Ho, H.P.; Yong, K.T. Nanomaterials Enhanced Surface Plasmon Resonance for
Biological and Chemical Sensing Applications. Chem. Soc. Rev. 2014, 43, 3426-3452,
doi:10.1039/c3cs60479a.

Wood, R.W. On a Remarkable Case of Uneven Distribution of Light in a Diffraction Grating Spectrum.
Proc. Phys. Soc. London 1901, 18, 269-275, doi:10.1088/1478-7814/18/1/325.

Canovi, M.; Lucchetti, J.; Stravalaci, M.; Re, F.; Moscatelli, D.; Bigini, P.; Salmona, M.; Gobbi, M.
Applications of Surface Plasmon Resonance (SPR) for the Characterization of Nanoparticles Developed
for Biomedical Purposes. Sensors (Switzerland) 2012, 12, 16420-16432, doi:10.3390/5121216420.

Zukauskas, S.; Rucinskiene, A.; Ratautaite, V.; Ramanaviciene, A.; Pilvenyte, G.; Bechelany, M.;
Ramanavicius, A. Electrochemical Biosensor for the Determination of Specific Antibodies against
SARS-CoV-2 Spike Protein. Int. J. Mol. Sci. 2023, 24, doi:10.3390/ijms24010718.

Masters, P.S. Coronavirus Genomic RNA Packaging. Virology 2019, 537, 198-207,
doi:https://doi.org/10.1016/j.virol.2019.08.031.

Batra, |.; Hamatta, H.S.A.; Malik, A.; Baz, M.; Albogamy, F.R.; Goyal, V.; Alshamrani, S.S. LLSFIoT:
Lightweight Logical Security Framework for Internet of Things. Wirel. Commun. Mob. Comput. 2021,
2021, 8526206, doi:10.1155/2021/8526206.

Drobysh, M.; Ramanaviciene, A.; Viter, R.; Ramanavicius, A. Affinity Sensors for the Diagnosis of

54



156.

157.

158.

159.

160.

161.

162.

163.

164.

165.

166.

167.

168.

169.

170.

COVID-19. Micromachines 2021, 12, doi:10.3390/mi12040390.

Guevara-Hoyer, K.; Fuentes-Antras, J.; la Fuente-Mufioz, E.; de la Pefa, A.; Vifiuela, M.; Cabello-Clotet,
N.; Estrada, V.; Culebras, E.; Delgado-Iribarren, A.; Martinez-Novillo, M.; et al. Serological Tests in the
Detection of SARS-CoV-2 Antibodies. Diagnostics 2021, 11, doi:10.3390/diagnostics11040678.

Dobafio, C.; Santano, R.; Jiménez, A.; Vidal, M.; Chi, J.; Rodrigo Melero, N.; Popovic, M.; L6pez-
Aladid, R.; Fernandez-Barat, L.; Tortajada, M.; et al. Immunogenicity and Crossreactivity of Antibodies
to the Nucleocapsid Protein of SARS-CoV-2: Utility and Limitations in Seroprevalence and Immunity
Studies. Transl. Res. 2021, 232, 60-74, doi:10.1016/j.trsl.2021.02.006.

Burbelo, P.D.; Riedo, F.X.; Morishima, C.; Rawlings, S.; Smith, D.; Das, S.; Strich, J.R.; Chertow, D.S.;
Davey Jr, R.T.; Cohen, J.1. Sensitivity in Detection of Antibodies to Nucleocapsid and Spike Proteins of
Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 in Patients With Coronavirus Disease 2019. J. Infect.
Dis. 2020, 222, 206-213, doi:10.1093/infdis/jiaa273.

Kausaite-Minkstimiene, A.; Popov, A.; Ramanaviciene, A. Surface Plasmon Resonance Immunosensor
with Antibody-Functionalized Magnetoplasmonic Nanoparticles for Ultrasensitive Quantification of the
CD5 Biomarker. ACS Appl. Mater. Interfaces 2022, doi:10.1021/acsami.2c02936.

Lahiri, J.; Isaacs, L.; Tien, J.; Whitesides, G.M. A Strategy for the Generation of Surfaces.Pdf. 1999, 71,
777-790.

Schwartz, D.K. MECHANISMS AND KINETICS OF SELF-ASSEMBLED MONOLAYER
FORMATION. Annu. Rev. Phys. Chem. 2001, 52, 107-137, doi:10.1146/annurev.physchem.52.1.107.

R1ZZ0O, H.F.; BIDWELL, L.R. Formation and Structure of SiB4. J. Am. Ceram. Soc. 1960, 43, 550-552,
doi:10.1111/j.1151-2916.1960.tb13612.x.

Jadhav, S. Self-Assembled Monolayers (SAMs) of Carboxylic Acids: An Overview. 2011, 9, 369-378,
doi:doi:10.2478/s11532-011-0024-8.

Parracino, M.A.; Martin, B.; Graz(, V. Chapter 9 - State-of-the-Art Strategies for the
Biofunctionalization of Photoactive Inorganic Nanoparticles for Nanomedicine. In Micro and Nano
Technologies; Prieto, J.P., Béjar, M.G.B.T.-P.L.N., Eds.; Elsevier, 2019; pp. 211-257 ISBN 978-0-12-
814531-9.

Maadi, H.; Nami, B.; Wang, Z. Dimerization Assessment of Epithelial Growth Factor Family of Receptor
Tyrosine Kinases by Using Cross-Linking Reagent. Methods Mol. Biol. 2017, 1652, 101-108,
d0i:10.1007/978-1-4939-7219-7_6.

Liu, B.R.; Huang, Y.W.; Chiang, H.J.; Lee, H.J. Cell-Penetrating Peptide-Functionalized Quantum Dots
for Intracellular Delivery. J. Nanosci. Nanotechnol. 2010, 10, 7897-7905, doi:10.1166/jnn.2010.3012.

Zrazhevskiy, P.; True, L.D.; Gao, X. Multicolor Multicycle Molecular Profiling with Quantum Dots for
Single-Cell Analysis. Nat. Protoc. 2013, 8, 1852—-1869, doi:10.1038/nprot.2013.112.

Yakovlev, A.A. Crosslinkers and Their Utilization for Studies of Intermolecular Interactions. Neurochem.
J. 2009, 3, 139-144, doi:10.1134/5S181971240902010X.

Terryi, D.D.; Sarma, A.; Silverton, E.W.; From, W.; Biology, M.; Institutes, M.; Branch, I.; Institutes, N.
Human Three-Dimensional Immunoglobulin Structure at 6 A Resolution Molecule. J. Biol. Chem. 1971,
246, 3753-3759, do0i:10.1016/S0021-9258(18)62192-1.

Del Cafio, R.; Gisbert-Gonzalez, J.M.; Gonzalez-Rodriguez, J.; SAnchez-Obrero, G.; Maduefio, R.;
Blazquez, M.; Pineda, T. Effective Replacement of Cetyltrimethylammonium Bromide (CTAB) by
Mercaptoalkanoic Acids on Gold Nanorod (AuNR) Surfaces in Aqueous Solutions. Nanoscale 2020, 12,
658-668, doi:10.1039/c9nr09137h.

55



171.

172.

173.

Bhardwaj, H.; Sumana, G.; Marquette, C.A. A Label-Free Ultrasensitive Microfluidic Surface Plasmon
Resonance Biosensor for Aflatoxin B1 Detection Using Nanoparticles Integrated Gold Chip. Food Chem.
2020, 307, 125530, doi:10.1016/j.foodchem.2019.125530.

Dewi, M.R.; Laufersky, G.; Nann, T. A Highly Efficient Ligand Exchange Reaction on Gold
Nanoparticles: Preserving Their Size, Shape and Colloidal Stability. RSC Adv. 2014, 4, 34217-34220,
d0i:10.1039/c4ra05035e.

Hodge, C.D.; Rosenberg, D.J.; Grob, P.; Wilamowski, M.; Joachimiak, A.; Hura, G.L.; Hammel, M.
Rigid Monoclonal Antibodies Improve Detection of SARS-CoV-2 Nucleocapsid Protein. MAbs 2021, 13,
doi:10.1080/19420862.2021.1905978.

56



	SANTRUMPOS
	ĮVADAS
	1. LITERATŪROS APŽVALGA
	1.1 Kvantiniai taškai
	1.2 Kvantinių taškų konjugavimas su biologinėmis molekulėmis
	1.3 Kvantinių taškų sintezė
	1.4 Kvantinių taškų funkcionalizavimas
	1.5 Aukso nanodalelės
	1.6 Aukso nanodalelių pritaikymas paviršiaus plazmonų rezonanso biologiniuose jutikliuose
	1.7 Aukso nanodalelių pritaikymas terapiniais tikslais
	1.8 Aukso nanodalelių toksiškumas
	1.9 Antikūnai
	1.10 Antikūnų struktūra
	1.11 Pagrindinės antikūnų funkcijos
	1.13 Antikūnų panaudojimas imunoanalizėje
	1.14 CD44
	1.15 Paviršiaus plazmonų rezonanso spektroskopija
	1.16 SARS-CoV-2

	2. MEDŽIAGOS IR METODAI
	2.1 Reagentai ir medžiagos
	2.1.1. Etaloninių tirpalų ruošimas
	2.1.2 Prietaisai ir priemonės
	2.1.3. Programinė įranga
	2.2. Metodai
	2.2.1. Kvantinių taškų ir anti-CD44 konjugatų paruošimas
	2.2.2. PPR jutiklio lusto plovimas
	2.2.3. SAM paruošimas PPR jutiklio lusto paviršiuje
	2.2.4. MUR monosluoksniu modifikuoto PPR jutiklio lusto paruošimas modifikavimui
	2.2.5. Paviršiaus stabilizavimas/rehidracija prieš CD44 biožymens imobilizaciją
	2.2.6. CD44 biožymens imobilizacija MUR modifikuoto PPR jutiklio paviršiuje
	2.2.7. Stabilizavimas
	2.2.8. Imobilizuotų KT-anti-CD44 sąveika su Au/CD44
	2.2.9 Aukso nanostrypelių (AuNS) sintezė
	2.2.10 AuNS ir antrinių IgG antikūnų konjugacija
	2.2.11 Paviršiaus stabilizavimas/rehidracija prieš SARS-CoV-2 nukleokapsidės (N) baltymo imobilizaciją
	2.2.12 N baltymo imobilizacija MUR modifikuoto PPR jutiklio paviršiuje
	2.2.13 Imobilizuoto Au/N baltymo sąveika su antikūnais
	2.2.14 AuNS ir antrinių IgG antikūnų konjugatų sąveika su Au/N/Anti-N)
	2.2.15. Skaičiavimai

	3. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS
	3.1 CD44 imobilizavimas ant MUR SAM paviršiaus
	3.2 KT pasirinkimas ir įvertinimas
	3.3 KT parinkimas konjugacijai su antikūnais
	3.4 Optimalių konjugacijos sąlygų parinkimas
	3.5 KT-NH2 ir anti-CD44 konjugacijos įvertinimas
	3.6 Aukso nanostrypelių sintezė ir charakterizavimas
	3.7 AuNS ir antrinių antikūnų konjugacija
	3.8 N baltymo imobilizavimas ir jo sąveikos su specifiniais monokloniniais antikūnais įvertinimas
	3.9 AuNS ir antrinių antikūnų konjugacijos įvertinimas
	IŠVADOS
	SANTRAUKA
	SUMMARY
	PADĖKA
	LITERATŪROS SĄRAŠAS


