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SANTRUMPOS 

 

2-MEA – 2-merkaptoetilaminas; 

Ak – antikūnas; 

anti-ŢAH – antikūnai prieš ţmogaus augimo hormoną; 

anti-ŢAH/KP – antikūnai prieš ţmogaus augimo hormoną modifikuoti krienų 

peroksidaze; 

anti-ŢAH/ŢAH – antikūnų prieš ţmogaus augimo hormoną ir ţmogaus augimo hormono 

imuninis kompleksas; 

anti-ŢSA – antikūnai prieš ţmogaus serumo albuminą; 

bA – baltymas A; 

BAM – biologinio atpaţinimo medţiaga; 

bG – baltymas G; 

EDS – N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilkarbodiimido hidrochloridas; 

EL – elektrocheminė analizė; 

IFA – imunofermentinė analizė; 

F(ab')2– antikūno molekulės fragmentas, atpaţįstatntisir sujungiantis du antigenus; 

Fab – antikūno molekulės fragmentas; 

Fc – antikūno molekulės efektorinė sritis; 

frag-anti-ŢAH – redukuoti antikūnų prieš ţmogaus augimo hormoną fragmentai; 

hCG – ţmogaus choriongonadotropinas; 

IgG – imunoglobulinų klasė; 

JSA – jaučio serumo albuminas; 

KAH – kiaulės augimo hormonas; 

KMD – karboksimetildekstrano hidrogelis; 

LB – Langmuir-Blodgett plėvelių metodika; 

MUR – merkaptoundekano rūgštis; 
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NHS – N-hidroksisukcinimidas; 

PBS– fosfatinis buferinis tirpalas; 

PPR – paviršiaus plazmonų rezonansas; 

SDS – natrio dodecilsulfatas; 

SDS-PAGE – natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezė; 

SMS – savitvarkis monosluoksnis; 

TMB–3,3‟,5,5‟-tetrametilbenzidinas; 

ŢAH – ţmogaus augimo hormonas; 

ŢSA – ţmogaus serumo albuminas. 
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ĮVADAS 

 

Imuniniai jutikliai naudojamijau daugiau nei tris dešimtmečius ir 

susidomėjimas jais vis didėja dėl plataus šių jutiklių pritaikomumo įvairiose 

srityse, tokiose kaip klinikinė diagnostika [1, 2, 3], maisto produktų analizė [4], 

aplinkos taršos tyrimai [5, 6] ar net sprogstamųjų medţiagų likučių paieška [7]. 

Analičių nustatymui biomedicinoje naudojami įvairūs analizės metodai: 

elektrocheminiai (EL) [8], chemoliuminiscenciniai [9], elipsometriniai [10], 

pjezoelektriniai [11], paviršiaus plazmonų rezonanso (PPR) [12] ir kt. Šie metodai 

skiriasi jautriu, atrankumu, metodikos bei aparatūros sudėtingumu, analizės trukme 

ir kaina. Pagrindiniai reikalavimai keliami imuniniams jutikliamsyra atrankumas,  

trumpa analizės trukmė, geras signalo stabilumas ir atsikartojamumas bei didelis 

jautris, kuris gali būti pasiektas naudojant tiesioginį ar netiesioginį (reikalingi 

papildomi reagentai) analitės nustatymo būdą. Daţnai vienu analizės metodu 

pagrįstos analizinės sistemos pasiţymi sąlyginai maţu ar nepakankamu jautriu 

analitei. Viena iš galimybių padidinti imuninių jutiklių jautrį yra kelių skirtingų 

analizės metodų sujungimas. Analizės metu uţregistruotas analizinis signalas 

praplės imuninio jutiklio detekcijos galimybes, nes leis patvirtinti analitės buvimą 

ir jos koncentraciją mėginyje skirtingais analizės metodais, suteiks daugiau 

informacijos apie imuninio komplekso susidarymo kinetiką, bei uţtikrins rezultatų 

patikimumą.  

Tiriant antikūno-antigeno sąveiką labai perspektyvūs yra PPR imuniniai 

jutikliai [13]. Lyginant su tradiciniais metodais, PPR imuniniai jutikliai turi keletą 

privalumų: nėra būtinybės papildomai ţymėti sąveikaujančių molekulių,analitės 

detektavimas atliekamas realiu laiku, daugeliu atvejų nėra būtinybės ruošti 

mėginio prieš analizę, pakanka labai maţo mėginio kiekio, nustatomos tik tos 

analitės, kurios atrankiai sąveikauja su PPR jutiklio paviršiuje imobilizuota 

biologinio atpaţinimo medţiaga (BAM). PPR imuniniai jutikliai, sėkmingai 
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parinkus susidariusio antikūno-antigeno komplekso disociacijos sąlygas, daugeliu 

atvejų gali būti naudojami net kelioms dešimtims matavimų iš naujo 

neimobilizuojant BAM [14, 15, 16]. Imuninio jutiklio jautris labai priklauso nuo 

imobilizuoto antikūno kiekio ir tinkamos jo orientacijos jutiklio paviršiuje. 

Antikūnus imobilizavus kryptingai, jutikliai pasiţymi didesniu jautriu ir stabilumu. 

Be to, jais galima nustatyti maţesnes analičių koncentracijas [17].  
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Darbo tikslas: 

Sukurti paviršiaus plazmonų rezonanso (PPR) ir elektrocheminius 

imuninius jutiklius ţmogaus augimo hormono (ŢAH) ir antikūnų prieš ţmogaus 

augimo hormoną (anti-ŢAH) nustatymui bei pritaikyti juos realių mėginių 

analizei. 

 

Darbo uždaviniai: 

1. Imobilizuoti anti-ŢAH PPR jutiklio lusto paviršiuje keliais skirtingais 

imobilizavimo būdais ir įvertinti imobilizuotų antikūnų gebėjimą sąveikauti 

su ŢAH. 

2. Suradus tinkamiausią anti-ŢAH imobilizavimo būdą, parinkti optimalias 

sąlygas imobilizavimui. 

3. Ištirti ir įvertinti PPR imuninių jutiklių ŢAH ir anti-ŢAH koncentracijos 

nustatymo intervalą, aptikimo ribą, atrankumą, analizinio signalo 

atsikartojamumą ir stabilumą. 

4. Nustatyti optimalias anti-ŢAH nustatymo sąlygas impulsinės 

amperometrijos (PA) ir ciklinės voltamperometrijos (CV) analizės 

metodais. 

5. Ištirti ir įvertinti PA ir CV imuninių jutiklių anti-ŢAH koncentracijos 

nustatymo intervalą, aptikimo ribą ir analizinio signalo atsikartojamumą. 

6. Patikrinti sukurtų imuninių jutiklių veikimą realiuosuose ţmogaus serumo 

mėginiuose. 

 

Ginamieji disertacijos teiginiai: 

1. Kryptingas antikūnų imobilizavimas padidina PPR imuninio jutiklio 

jautrįnustatant ŢAH. 

2. Netiesioginio nustatymo formatas padidina PPR imuninio jutiklio jautrį 

nustatant anti-ŢAH. 
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3. Sukurti imuniniai jutikliai pasiţymi geru atrankumu, analizinio signalo 

atsikartojamumu ir stabilumu bei pakankamu jautriu. 

4. Sukurti imuniniai jutikliai yra tinkami realių mėginių analizei. 
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1. LITERATŪROS APŽVALGA 

1.1 Biologiniai jutikliai 

 

Biologinis jutiklis – tai daugiakomponentė analizinė sistema, susidedanti iš 

BAM, signalo keitiklio ir signalą registruojančio įrenginio. Signalo keitiklio 

paviršiuje imobilizuota BAM atrankiai sąveikauja su tirpale esančia nustatomąja 

medţiaga – analite, o dėl jų sąveikos atsiradęs signalas perduodamas signalo 

keitikliui [18]. Šį biologinės sistemos signalą keitiklis paverčia lengvai 

išmatuojamu (pvz.: lūţio rodiklio, masės, paviršiaus tankio ar elektrinio 

potencialo pokyčiu), proporcingu nustatomos medţiagos koncentracijai [19, 20, 

21, 22]. Biologinio jutiklio veikimo principą iliustruoja 1 paveikslas, vaizduojantis 

signalo keitiklio paviršiuje imobilizuotą antikūną atrankiai sąveikaujantį tik su 

jam giminingu antigenu. Susidarius antikūno-antigeno kompleksui registruojamas 

analizinis signalas. 

 

1 pav. Principinė biologinio jutiklio veikimo schema. 

 

Biologiniuose jutikliuose naudojamos įvairios BAM: baltymai [23], ląstelių 

receptoriai [24], nukleorūgštys [25], mikroorganizmai [26], minėti antikūnai ar jų 

fragmentai [10, 27]. Taip pat naudojami ir įvairių tipų signalo keitikliai: optiniai 
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[13], elektocheminiai [28, 29] ar piezoelektiriniai [11]. Pvz., cheminių jutiklių 

esminis principas yra tai, kad daugumos cheminių reakcijų metu susidaro arba 

susinaudoja jonai arba elektronai, o tai, savo ruoţtu, lemia tam tikrą analizuojamo 

tirpalo elektrinių savybių pokytį, kuris gali būti registruojamas ir naudojamas 

analiziniu signalu [30]. Minėtasis elektrinių savybių pokytis atsiranda dėl įvairių 

sistemos fizikinių savybių pokyčių arba dėl sistemoje vykstančių cheminių 

reakcijų.  

Pirmieji fermentiniai biologiniai jutikliai literatūroje aprašyti 1962 metais 

[31]. Idėja biologiniuose jutikliuose BAM naudoti imunologinius komponentus 

literatūroje paminėta dar anksčiau: 1959 metais aprašytas jutiklis, skirtas nustatyti 

ţmogaus insulinui kraujo plazmoje [32]. Biologiniai jutikliai, kuriuose BAM yra 

antikūnai – vadinami imuniniais jutikliais. 1972 metais sukonstruotas pirmasis 

komercinis imuninis jutiklis − nėštumo testas, skirtas nustatyti ţmogaus 

choriongonadotropinui (hCG) šlapime (2 pav. A) [33]. 

A) 

 

 

B) 

 

2 pav. Biologinių jutiklių pavyzdţiai: (A) įvairių tipų biologiniai jutikliai (nėštumo testas 

hCG nustatymui šlapime), (B) invazinio tipo biologinis jutiklis (gliukozės kiekio kraujyje 

nustatymui). 

 

Pagrindiniai reikalavimai keliami imuniniams jutikliams yra atrankumas, 

didelis stabilumas ir jautris, trumpa analizės trukmė, maţa kaina ir galimybė ta 
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pačia analizine sistema atlikti daug matavimų. Visus šiuos reikalavimus tenkina 

tiesioginio ar netiesioginio analitės nustatymo būdai [34]. Tiesioginio analitės 

nustatymo metu registruojama antikūno ir antigeno sąveika be jokios pagalbinės 

medţiagos. Tuo tarpu nustatant analites netiesioginiu būdu reikalingos 

papildomos medţiagos – ţymenys. Jais gali būti, pavyzdţiui, šermentai ar 

nanodalelės [35], kuriais modifikuti antriniai antikūnai. 

Vienas iš netiesioginės analizės pavyzdţių yra plačiai naudojama tvirtafazė 

imunofermentinė analizė – IFA (angl. ELISA - enzyme-linked immunosorbent 

assay) [36] (3 pav.). Tai daugiapakopė analizė, kurios metu siekiant nustatyti ar 

formuojasi antikūno-antigeno kompleksas naudojami antriniai antikūnai ţymėti 

fermentu [37, 38, 39]. 

 

3 pav. Principinė penkių etapų IFA schema: (1) ant IFA lėkštelės imobilizuoti 

priminiai antikūnai, (2) antikūno ir antigeno sąveika, (3) antigeno sąveika su antriniais 

antikūnais, (4) antrinių antikūnų sąveiką su tretiniais antikūnais ţymėtais fermentu,  

(5) fermentinės reakcijos analizinio signalo registravimas. 

 

Dar vienas svarbus aspektas, kuriant biologinius jutiklius, yra mėginio 

paėmimas, kuris gali būti invazinis (kraujas ir įvairūs audiniai) (2 pav. B) arba 

neinvazinis (šlapimas, prakaitas ar seilės) (2 pav. A). Jei taikomas invazinis 

mėginio paėmimo būdas, tai reikalingas mėginio kiekis turi būti minimalus. Pvz., 

plačiai naudojamam gliukozės jutikliui reikalingas minimalus kraujo tūris yra    

0,3 µL [40], o tokioms analitėms kaip baltymai nuo 1 µL ir daugiau. Maţinant 
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įrenginio (biologinio jutiklio) dydį, automatiškai galima sumaţinti ir mėginio tūrį, 

tuo pačiu sumaţėja ir „skausmo faktorius“ bei analizės kaina. 

 

1.2 Biologinių medžiagų imobilizavimas 

 

Imobilizavimas gali būti įvardintas kaip molekulės prijungimas prie kieto 

paviršiaus, pilnai arba dalinai apribojant molekulės mobilumą. Biologinės 

molekulės, imobilizuotos ant kieto paviršaus, gali prarasti dalį biologinio 

aktyvumo. Aktyvumas sumaţėja dėl kelių prieţasčių: molekulės konformacijos 

pakitimų, nepalankios orientacijos paviršiuje ar cheminio aktyviųjų centrų 

modifikavimo imobilizavimo metu. Labai svarbus faktorius konstruojant 

biologinius jutiklius yra neatrankioji biologinių molekulių adsorbcija. Daţnai 

analitė ne tik atrankiai sąveikauja su imobilizuotomis biologinėmis molekulėmis, 

bet ir adsorbuojasi jutiklio paviršiuje. Todėl konstruojant biologinius jutiklius 

siekiama išvengti neatrankiosios adsorbcijos. Taip pat didelę įtaką turi tinkamo 

biologinės molekulės imobilizavimo metodo parinkimas, jos koncentracijos, 

aktyvumo ir orientacijos kontrolė [41]. Tinkamai pasirinktas biologinių molekulių 

imobilizavimo metodas turi didelę įtaką analizinės sistemos jautriui, analizinio 

signalo atsikartojamumui ir sistemos stabilumui. 

 

1.2.1 Paviršiai 

 

Vienas iš svarbiausių faktorių konstruojant biologinius jutiklius yra tinkamo 

paviršiaus parinkimas biologinių molekulių imobilizavimui. Visus paviršius 

galima suskirstyti į dvi grupes: 

1) plokštuminiai – biologinės molekulės imobilizuojamos ant plokščio 

paviršiaus, pvz., stiklo [42], plastiko [43] ar metalo [15] (4 pav. (A)); 
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2) erdviniai (3D) paviršiai – biologinių molekulių imobilizavimui 

naudojamos pagalbinės medţiagos tokios, kaip mikro/nano dalelės [44, 45], 

hidrogeliai [46], zoliai-geliai [47], įvairūs polimerai (pvz., gamtinės kilmės 

polimerai – polisacharidai (celiuliozė, dekstranai, agaras, agarozė, chitinas ir kt.), 

pluoštiniai baltymai (fibrinas, keratinas ir kt.); sintetiniai polimerai – poliolefinai 

(polistirenas), akriliniai polimerai (poliakrilatas), polivinilo alkoholiai, 

polivinilchloridas, silikonas) [48, 49, 50] ar membranos [51] (4 pav. (B)). 

 

 

4 pav. Principinė antikūnų imobilizavimo schema plokščiame (A) ir  

3D (B) paviršiuje. 

 

Silicis yra plačiai naudojamas pagrindas turintis reikiamų savybių biologinių 

molekulių imobilizavimui. Dėka technologijų raidos atsirado galimybė pagaminti 

iki 22 nm storio silicio sluoksnį [52], kurį galima integruoti į vis maţėjančius 

analizinius įrenginius. Taip pat silicis gali būti kombinuojamas su kitomis 

medţiagomis, pvz., suformavus oksido sluoksnį ant silicio paviršiaus atsiranda 

galimybė imobilizuoti biologines molekules per silanolines funkcines grupes [53]. 

Silicis, kaip pagrindas biologinių molekulių imobilizavimui, plačiai naudojamas 

elektrocheminėje [54] ir PPR analizėje [55]. 
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Stiklas ir kvarcas taip pat plačiai taikomi biologinių molekulių 

imobilizavimui įvairiais metodais, pvz., kovalentinis imobilizavimas panaudojant 

stiklo ar kvarco silanolines funkcines grupes [56].  

Įvairių metalų (aukso, sidabro ar platinos) sluoksniai formuojami ant silicio 

ar stiklo paviršiaus. Biologinių molekulių imobilizavimas metalo paviršiuje 

atliekamas panaudojant biologinių molekulių tiolines funkcine grupes, tačiau 

susiformavęs ryšys kovalentinis, nors pagal stiprumą prilyginamas kovalentiniam 

ryšiui [57]. Biologinių molekulių imobilizavimas metalų paviršiuje naudojamas 

elektrocheminėje [58], Ramano spektoroskopinėje [59] ir PPR [60] analizėse. 

Mikro/nano dalelės skirtos biologinių molekulių imobilizavimui gali būti 

gaunamos iš plataus spektro medţiagų, tokių kaip polistirenas, silicis, agarozė ar 

įvairūs metalai. Šie paviršiai biologinių molekulių imobilizavimui plačiai taikomi 

chromatografijoje [61], SPR, EL ir kt. 

Hidrogelis – tai polimero grandinių tinklas pasiţymintis lankstumu ir 

stangrumu. Polimerai gali būti gamtinės kilmės, kaip chitozanas, agarozė ir 

celiuliozė arba sintetiniai,kaip pvz., polistirenas. Daţniausiai hidrogeliai yra 

skaidrūs, dėl to jie daţnai taikomi fluorescencinėje analizėje. Taip pat hidrogeliai 

gali būti naudojami kaip molekuliniai sietai biologinių molekulių skirstymui pagal 

dydį, nedarant įtakos molekulės struktūrai [62] (pvz., SDS-PAGE elektroforezė). 

Hidrogeliai biologinių molekulių imobilizavimui panaudojami įvairiais būdais: 

gali būti atliekama baltymų kopolimerizacija su hidrogelio monomerais [63], 

biologinės molekulės prie hidrogelio gali būti prijungiamos kovalentiškai [64] ar 

elektrostatiškai suteikus hidrogeliui ir biologinėms molekulėms atitinkamą krūvį 

[65]. Hidrogeliai pasiţymi hidrofilinėmis savybėmis ir suteikia tinkamą aplinką 

biologinėms molekulėms, todėl nekinta baltymų natyvios funkcijos, tokios kaip 

aktyvumas [66]. Hidrogeliai gali pasiţymėti nestabilumu elektriniame lauke, o jų 

struktūra linkusi suirti [67]. Be to, susidariusią hidrogelio-biologinių molekulių 

struktūrą gali būti sudėtinga pašalinti nuo biologinio jutiklio paviršiaus, jei tai 

būtų reikalinga analizės metu [68]. 
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Zoliai-geliai – tai sistemos perėjimas nuo skystos (koloidinės) fazės prie 

kietos fazės. Šio proceso metu daţniausiai formuojasi metalų oksidai. Pridedant 

baltymų jie yra inkapsuliuojami į skaidrią 3D nanostruktūrą. Daţniausiai zoliai-

geliai formuojami iš silicio oksido [69], rečiau iš titano oksido [70]. Biologinių 

molekulių imobilizavimas vykdomas „švelniomis” sąlygomis, todėl nekinta 

baltymų natyvios funkcijos. 

Membranos yra porėtos plėvelės, suteikiančios didelį paviršių biologinių 

molekulių imobilizavimui. Membranos gali būti komercinės, pvz., polikarbonatas 

ar nitroceliuliozė, taip pat membranos gali būti suformuotos ir in situ būdu – 

kondensacijos [71] ar elektrosukimo [72, 73] metodais. Pastaruoju metu 

membranos yra plačiai naudojamos biochemijoje ir analizinėje chemijoje baltymų 

adsorbcijai. Baltymų imobilizavimui adsorbcijos būdu nereikalinga nei paviršiaus 

cheminė aktyvacija, nei cheminė biologinių komponentų modifikacija. Adsorbcija 

paprastai vyksta dėka tarp molekulinių sąveikų (hidrofobinė, elektrostatinė, Van 

der Valso). 

 

1.2.2 Imobilizavimo būdai 

 

Imobilizavimo strategijos pasirinkimas daţniausiai priklauso nuo 

imobilizuojamosios BAM ir paviršiaus, ant kurio bus atliekama imobilizacija, 

fiziko-cheminių ir cheminių savybių. Pastaraisiais metais buvo ištirti ir aprašyta 

daugybė imobilizavimo būdų, tačiau galima išskirti tris pagrindinius būdus: 

fizikinį, cheminį ir biologinio giminingumo (5 pav.). 
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5 pav. BAM imobilizavimo būdai: (A) fizikinis, (B ir D) cheminis ir (C) biologinio 

giminingumo. 

 

1.2.2.1 Fizikinis BAM imobilizavimo būdas 

 

Fizikiniams imobilizavimo būdams priskiriami tokie būdai, kai biologinės 

molekulės prie paviršiaus prijungiamos nesusiformuojant cheminiams ryšiams 

(pvz.: fizinė adsorbcija, įterpimas į polimerinį sluoksnį, mikrokapsuliavimas). Iš 

fizikinių imobilizavimo būdų daţniausiai naudojama fizinė adsorbcija (5 pav. A). 

Tai pats paprasčiausias imobilizavimo būdas. Jis remiasi hidrofobinių, 

elektrostatinių, Van der Valso jėgų, bei vandenilinių ryšių sudarymu tarp kieto 

paviršiaus (elektrodo), ant kurio vykdoma BAM imobilizacija, ir BAM. 

Imobilizavimas atliekamas uţlašinant BAM tirpalą ant elektrodo paviršiaus ir 

leidţiant išgaruoti tirpikliui. Nepaisant savo paprastumo, šis imobilizavimo būdas 

turi ir trūkumų: nepalanki atsitiktinė biologinių molekulių orientacija ant 

paviršiaus ar galima biologinių molekulių denatūracijos po tiesioginio jų kontakto 

su metalo paviršiumi [27]. Šio imobilizavimo būdo trūkumas taip pat yra silpni 

susiformavę ryšiai tarp imobilizuotų biologinių molekulių ir paviršiaus, todėl jos 

gali būti lengvai nuplaunamos nuo paviršiaus buferiu ar kitais tirpalais. Taip pat 
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dėl nespecifinės sąveikos su paviršiumi gali būti klaidingai įvertintos kinetinės 

biologinių molekulių savybės, ypač tiriant PPR įrenginiu realiu laiku. 

Biologinių molekulių adsorbcijos talpa plokščiame jutiklio paviršiuje yra 

ribota dėl biologinių molekulių geometrinio dydţio. Didelis imobilizuotų 

biologinių molekulių tankis biologinio jutiklio paviršiuje gali tūrėti įtakos 

funkcinėms biologinių molekulių savybėms. Daţnai dėl steriškai nepasiekiamų 

imobilizuotos biologinės molekulės aktyviųjų centrų arba sąveikos sričių, sąveika 

tarp biologinės molekulės ir analitės nevyksta arba vyksta tik dalinė sąveika. 

Biologinio jutiklio talpą, biologinėms molekulėms imobilizuoti, galima padidinti 

jo paviršiuje suformuojant savitvarkį monosluoksnį (SMS), o ant SMS dekstrano 

sluoksnį [74].  

 

1.2.2.2 Cheminis BAM imobilizavimo būdas 

 

Cheminiam imobilizavimo būdui priskiriamas BAM imobilizavimas jutiklio 

paviršiuje susidarant bent vienam cheminiam ryšiui tarp paviršiaus ir 

biomedţiagos (pvz., fermento prijungimas prie vandenyje netirpių polimerų ar 

SMS), bei molekulių tarpusavio „susiuvimas“ panaudojant daugiafunkcinius 

reagentus (glutaro aldehidą, karbodiimidą ir kt.). Siekiant kuo stipriau prijungti 

biologines molekules prie paviršiaus, daţnai naudojama fizikinių bei cheminių 

metodų kombinacija. Vienas iš šio būdo privalumų yra kryptingas biologinių 

molekulių imobilizavimas [75]. 

Biologinės molekulės hidrofilinio aukso paviršiuje gali būti 

imobilizuotospanaudojant jų funkcines –SH arba −S−S− grupes. Šis 

imobilizavimo būdas pagrįstas stipriu laisvų tiolinių funkcinių grupių prisijungimu 

prie aukso paviršiaus (5 pav. B). Pagrindinis šio metodo trūkumas yra tas, kad ne 

visi baltymai jų turi. Jei natūraliai baltymas tokių grupių neturi, jos gali būti 

sukurtos cheminių reakcijų pagalba arba genų inţineriniais metodais. 
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Imunoglobulino G (IgG) imobilizavimas šiuo būdu atliekamas naudojant jo 

natyvias tiolines grupes, kurios yra išlaisvinamos redukuojant IgG disulfidinius 

tiltelius, jungiančius sunkiąsias grandines, 2-merkaptoetilaminu (2-MEA) ar 

ditiotreitoliu (DTT). Po redukcijos susidaro du IgG antikūnų fragmentai, o 

antigenų prijungimo vietos - aktyvieji centrai, lieka nepaţeisti. Antikūnų 

fragmentai aukso paviršiuje imobilizuojami chemosorbcijos būdu. Tiolinių grupių 

išlaisvinimas redukuojant IgG antikūnus uţtikrina stiprią fragmentų sąveiką su 

aukso paviršiumi. Imobilizuojant šiuo būdu jutiklio paviršiuje susidaro tvarkingai 

orientuotų antikūnų fragmentų sluoksnis. Be to, šiuo būdu imobilizuoti antikūnai 

išlaiko aukštas antigeno prijungimą bei didelį stabilumą, o dėl didelio kryptingai 

orientuotų fragmentų tankio jutiklio paviršiuje, formuojantis antikūno-antigeno 

kompleksui, registruojamas didelis analizinis signalas. Imobilizuoti antikūnų 

fragmentai aukso paviršiuje yra taip išsidėstę, kad atstumas tarp aktyviojo centro 

ir aukso paviršiaus yra vienodas [76]. 

BAM prijungiant cheminiais imobilizavimo būdais, biologinės molekulės 

daţniausiai prijungiamos kovalentiškai. Tam paprastai naudojama tarpinė 

medţiaga, jungianti jutiklio paviršių ir biologinę molekulę (5 pav. D). BAM gali 

būti prijungiama per amino, karboksi, tiolio ar aldehidines funkcines grupes. 

Prijungimas per amino grupes naudojamas plačiausiai, nes daugelis biologinių 

molekulių turi šių grupių. Prijungimas per tiolines funkcines grupes galimas 

tuomet, jei turi laisvų tiolinių grupių arba disulfidinių tiltelių, šios grupės gali būti 

lengvai įvedamos į biologinės molekulė. Polisacharidus ir glikojunginius, 

turinčius       cis-diolių ir salicilo rūgščių šoninių radikalų, galima prijungti per 

aldehidines funkcines grupes, nes cis-diolių ir salicilo rūgščių šoniniai radikalai 

gali būti lengvai suoksiduoti iki aldehidų. N-hidroksisukcinimidas (NHS) yra 

daţniausiai naudojama medţiaga norint imobilizuoti biologines molekules per 

amino funkcines grupes ir suformuoti stiprų ryšį su paviršiumi [77]. 

Imobilizuojant baltymus šiuo būdu juos reikia ištirpinti maţos joninės jėgos 

buferiniame tirpale ir praleisti per aktyvuotą paviršių. NHS esteriai reaguoja su 
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nukleofilinėmis baltymo pirminėmis amino grupėmis, susiformuojant stipriam 

ryšiui. Imobilizavimo efektyvumas priklauso nuo kelių faktorių: pH, baltymo 

koncentracijos, buferinio tirpalo joninės jėgos ir reakcijos laiko, bet kiekvienai 

biologinei molekulei optimalios imobilizavimo sąlygos yra skirtingos. Patel 

mokslinė grupė 1997 metais publikavo mokslinį darbą, kuriame NHS buvo 

panaudotas aktyvuoti 11-merkaptoundekono rūgšties (MUR) SMS karboksilo 

funkcinėms grupėms ir imobilizuoti baltymui katalazei [78]. 

Biologinių molekulių imobilizavimui plačiai naudojami SMS, kuris 

susiformuoja plona ir tvarkinga monomolekulių plėvelė [52], kuri naudojama kaip 

jungtis, jungianti metalo sluoksnį su biologine molekule, gebančia atrankiai 

sąveikauti su analite [41]. SMS formavimas yra nepaprastai universalus ir lankstus 

metodas dėl terminalinių grupių funkcionalumo, dydţio ir imobilizuojamų BAM 

molekulių orientacijos ant jutiklio paviršiaus. Be to, didelis stabilumas esant 

ekstremalioms pH ir temperatūros sąlygoms, taip pat daugkartinio panaudojimo ir 

pritaikymo pratekamosiose sistemose galimybė padaro SMS paviršių tinkamu 

įrankiu imuniniuose PPR tyrimuose [79]. SMS formavimui aukso paviršiuje 

daţniausiai naudojami tiolines funkcines grupes turintys junginiai, pavyzdţiui,    

n-alkantioliai (SH–(CH2)n–CH3, n>10). Galinės tiolines funkcinės grupės 

prisijungia prie aukso sluoksnio chemosorbcijos būdu [41]. 

Norint gauti hidrofilinį sluoksnį, ausko sluoksnių padengiamas ~ 100 nm 

storio karboksimetildekstrano (KMD) plėvele. Prie aukso paviršiaus KMD 

molekulės prijungiamos per alkantiolių jungiamąjį sluoksnį [80]. Šis jungiamasis 

sluoksnis apsaugo aukso sluoksnį nuo nepageidaujamų sąveikų su baltymais. 

Hidrofiliniai KMD hidrogeliai pasiţymi dideliu paviršiaus plotu. Tai padidina 

jutiklio paviršiaus imobilizavimo talpą penkis kartus, lyginant su hidrogeliu 

nepadengtu jutiklio paviršiumi ir padidina metodo jautrį [41]. Prie KMD 

biologinės molekulės prijungiamos kovalentiškai. Karboksi grupės KMD paviršiui 

suteikia neigiamą krūvį, tuo tarpudauguma BAM turi suminį teigiamą krūvį esant 

konkrečiam pH. Todėl imobilizavimas taip pat vyksta ir elektrostatinės sąveikos 
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dėka, tarp neigiamą krūvį turinčių karboksi funkcinių grupių dekstrano matricoje 

ir teigiamą krūvį turinčių amino rūgšties liekanų BAM molekulėse. Neigiamai 

įkrautas KMD sluoksnis gali būti labai naudingas ir tokiais atvejais, kai 

imobilizuojamų BAM koncentracija yra maţa, kadangi dėl elektrostatinės 

sąveikos teigiamą krūvį turinčios molekulės bus pritraukiamos iš tirpalo ir tokiu 

būdu sukoncentruojamos hidrogelyje. KMD hidrogeliams būdinga silpna 

nespecifinė biologinių molekulių adsorbcija, kai analizė atliekama tokiose daug 

pašalinių komponentų turinčiose terpėse, kaip kraujo plazma ar serumas. Kiti 

tikėtini sunkumai galėtų būti didelių BAM (baltymų ar mikroorganizmų) analizė 

dėl sferinių trukdţių ir masės pernešimo įtaka kinetikai [41].  

Langmuir‟o-Blodgett„o (LB) plėvelių metodika įgalina membraninių 

struktūrų formavimą perkeliant amfifilines molekules (riebalų rūgštis, 

fosfolipidus) iš oro-vandens sandūrosant kieto pagrindo. LB plėvelės suteikia 

keletą privalumų mikrobiologinių jutiklių kūrimui, tokių kaip struktūrinė 

organizacija (labai tvarkingas molekulinis išsidėstymas), ultraplonas sluoksnis 

(keli nanometrai), galima suformuoti ant įvairių pagrindų ir labai trumpas atsako 

laikas [41]. 

Zoliai-geliai yra naujas būdas biologinių molekulių imobilizavimui PPR 

imunologiniams tyrimams. Metodas leidţia įterpti biologinius komponentus į 

neorganinių silikatų matricas, suformuotas ţemoje temperatūroje zolių-gelių 

susidarymo proceso metu. Sąveika tarp BAM ir neorganinės, organinės ar 

hibridinės nanokompozitinės medţiagos nulemia laipsnį, kuriuo biologinės 

molekulės išlaiko savo natyvias savybes. Yra keletas privalumų naudojant zolių-

gelių metodą biologinių jutiklių gamybai, pavyzdţiui, paprastas procesas, 

imobilizuojamas didelis biologinių molekulių kiekis ir išsaugomas jų aktyvumas. 

Tačiau, nepaisant plataus zolių-gelių metodo naudojimo konstruojant 

elektrocheminius biologinius jutiklius, jo naudojimas PPR imunologiniuose 

tyrimuose yra ribotas [41]. 
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1.2.2.3 BAM imobilizavimas panaudojant giminingai 

sąveikaujančius baltymus 

 

Būdas imobilizuoti BAM panaudojant giminingai sąveikaujančius 

baltymuas (5 pav. C) leidţia kryptingai imobilizuoti biologines molekules jutiklio 

paviršiuje, tuo pačiu nepaţeidţiant biologinių molekulių struktūros ir 

nesumaţinant jų aktyvumo.  

Imobilizuojant BAM daţnai naudojama avidino-biotino jungtis. Avidinas yra 

baltymas tirpus vandeniniuose tirpaluose ir stabilus plačiame pH intervale. 

Avidinas gali prisijungti 4 biotino molekules. Ryšio susidarymas yra greitas, jo 

susidarymui neturi įtakos pH, temperatūra, organiniai tirpikliai ir kiti veiksniai 

sukeliantys biologinių molekulių denatūraciją. Streptavidinas yra baltymas 

panašus į avidiną ir gimininingas biotinui. Streptavidinas nuo avidino skiriasi 

molekuline mase, amino rūgščių sudėtimi ir pI. Avidino ir streptavidino savybės 

buvo patobulintos cheminiais ir rekombinantiniais metodais. Buvo padidintas šių 

biologinių molekulių stabilumas ir/arba kontroliuojamas biotino prijungimas. 

Pvz., NeutrAvidino baltymas yra specifinis biotinui. Stipri sąveika tarp 

NeutrAvidino ir biotino vyksta esant terpės pH 4,0 – 5,0, o susidariusio 

komplekso disociacija – prie aukštesnių pH reikšmių [81]. 

Biotinas (vitaminas H) yra randamas gyvose ląstelėse. Biotinas yra palyginti 

maţos molekulinės masės junginys, todėl jungdamasis prie makromolekulių neturi 

įtakos jų konformacijai, dydţiui ar funkcijoms. Norint BAM prijungti prie biotino 

panaudojant jų amino grupes, biotino karboksi grupės daţniausiai aktyvuojamos 

NHS [82] arba panaudojant hidraziną jungimasis vyksta per BAM karboksi grupes 

[83]. 

Streptavidino-biotino jungtis daţnai pasirenkama, kai BAM prijungimasper 

amino ar tiolines funkcines grupes yra nepakankamas arba netinkamas. Šis 

imobilizavimo būdas plačiai naudojamas DNR hibridizacijos ir PPR 
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imunologiniuose tyrimuose, ypač atliekant kiekybinę analizę „sumuštinio“ 

metodu. Ši sistema yra paprasta ir netgi labai efektyvi dėl didelės prijungimo 

talpos, atkuriamumo ir cheminio atsparumo. Vienas iš pranašiausių šios sistemos 

bruoţų yra tai, kad nepaisant to, kad giminingumo konstanta tarp streptavidino ir 

biotino yra gana didelė, ryšys yra nekovalentinio pobūdţio. Tai leidţia paviršiaus 

regeneravimą denatūruojant streptavidiną tinkamais regeneruojančiais tirpalais, 

pavyzdţiui, 6 mol/L guanidino hidrochloridu. Galimi šio imobilizavimo būdo 

trūkumai yra didelė reagentų kaina ir, tam tikrais atvejais, tinkamo jungiamojo 

sluoksnio būtinumas (SMS ar KMD) streptavidinui prijungti prie aukso paviršiaus 

[41].  

Biologinių molekulių prijungimas jutiklio paviršiuje per baltymą A (bA) arba 

baltymą G (bG) yra puikus pasirinkimas kryptingam antikūnų imobilizavimui. 

Abu baltymai dalyvauja atrankiojoje sąveikoje su antikūno Fc fragmentu. Kadangi 

kiekviena bA ar bG molekulė turi daugiau nei vieną vietą prisijungti antikūno Fc 

fragmentui, tai antikūnų prisijungimas prie šių baltymų priklauso nuo baltymo G 

orientacijos. Kadangi antikūnų jungimasis pasireiškia per biochemines 

giminingumo reakcijas, baltymų struktūra nėra suardoma. Tokiu būdu, antikūnų 

imobilizavimas per bA ar bG lemia tolygų, stabilų ir steriškai prieinamą antikūnų 

sluoksnį PPR jutiklio lusto paviršiuje. Galimi šio imobilizavimo trūkumai yra 

didelė reagentų kaina ir tai, kad bA ir bG prijungimui jutiklio paviršiuje reikia 

papildomo jungiamojo sluoksnio (SMS) [41].  

 

1.3 Antikūnas – biologinio jutiklio komponentas 

 

Antikūnai yra sudėtiniai baltymai priklausantys glikoproteinų klasei ir 

susidarantys gyvūnų ar ţmogaus organizme. Antikūnai organizme sintetinami 

tuomet, kai į jį ne per virškinamąjį traktą patenka antigenų. Antikūnų gamyba − 

dalis organizmo imuninio atsako, kai infekcijos ar imunizacijos metu, dalyvaujant 

http://lt.wikipedia.org/wiki/Baltymai
http://lt.wikipedia.org/wiki/Glikoproteinai
http://lt.wikipedia.org/wiki/Organizmas
http://lt.wikipedia.org/wiki/Sintez%C4%97
http://lt.wikipedia.org/wiki/Vir%C5%A1kinimo_sistema
http://lt.wikipedia.org/wiki/Antigenai
http://lt.wikipedia.org/wiki/Infekcija
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antigeną pateikiančioms ląstelėms ir T limfocitams, stimuliuojamos B ląstelės iš 

kurių vystosi plazminės ląstelės. Antikūnai nulemia humoralinį imunitetą [84]. 

Antikūnai – tai cirkuliuojantys kraujyje humoralinio imuniteto efektoriai, kurie 

„ieško“, neutralizuoja arba pašalina antigenus iš organizmo. Visų antikūnų 

struktūra, sąveikos su antigenu tipai ir specifiškas dalyvavimas antigeno 

atpaţinime yra panašus [41]. Antikūnai yra plazmos globulinų γ frakcijos 

pagrindinė dalis. Tačiau ne visi γ globulinai yra antikūnai. Norint juos atskirti nuo 

kitų baltymų jie yra vadinami imunoglobulinais (Ig). Tai glikoproteinai, kuriuose 

yra nuo 2 iki 14 % angliavandenių. Imunoglobulinai surado apie 20 % plazmos 

baltymų [85]. 

Dauguma antigenų yra kompleksiniai junginiai, turintys kelias antigenines 

determinantes, kurias atpaţįsta antikūnai ir per kurias vyksta antikūno-antigeno 

sąveika. Dėl įvairių antigeninių determinančių, imuninės sistemos atsakas į vieną 

antigeno molekulę, gali būti net keli antikūnų tipai [86].  

1.3.1 Struktūra 

 

1972 m. Rodney R. Porteriui ir Geraldui M. Edelmanui buvo skirta Nobelio 

premija uţ pasiekimus fiziologijos ir medicinos srityse, nustatant antikūnų 

cheminę struktūrą [87]. Tad antikūnai, kaip biologininė medţiaga, yra senai 

ţinomi ir tiriami.  

Antikūnai yra heterodimerai, kurių molekulę sudaro 4 grandinės – identiškos 

dvi lengvosios grandinės, kurių molekulių masė apie 25 kDa (6 pav. 4) ir dvi 

identiškos sunkiosios grandinės, kurių molekulinė masė 50 kDa ir daugiau (6 pav. 

3). Sritys, kurios sąveikauja su antigenu, vadinamos Fab' fragmentais (angl. 

fragment antigen binding) (6 pav. 1), o antikūno dalis, kuri nereaguoja su antigenu 

vadinama Fc fragmentu (angl. fragment crystallizable) (6 pav. 2) [17]. Fc 

fragmentai turi sritis prie kurių gali prisijungti ląstelių paviršiaus receptoriai, 

serumas ir bakteriniai baltymai. 

http://lt.wikipedia.org/wiki/T_limfocitai
http://lt.wikipedia.org/wiki/B_limfocitai
http://lt.wikipedia.org/wiki/Plazmocitai
http://lt.wikipedia.org/wiki/Imunitetas
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6 pav. Principinė antikūno struktūra [86]: 1 – Fab', 2 – Fc, 3 – sunkioji grandinė,  

4 – lengvoji grandinė, 5 – aktyvusis centras, 6 – šarnyrinė sritis. 

 

Kiekviena lengvoji grandinė, prisijungusi prie sunkiosios grandinės per 

disulfidinius tiltelius, taip pat nekovalentiniais, vandeniliniais ir hidrofobiniais 

ryšiais, sudaro sunkiųjų ir lengvųjų grandinių heterodimerą. Nekovalentiniais ir 

disulfidiniais ryšiais yra sujungtos dvi heterodimerų molekulės. Tikslus 

disulfidiniu jungčių kiekis ir jų vieta yra būdinga kiekvienai antikūnų klasei [17]. 

Biochemiškai ir imunologiškai galima išskirti penkis sunkiųjų grandinių 

tipus, kurie skiriasi amino rūgščių kiekių ir jų seka polipeptidinėje gandinėje, 

krūvio tankiu, angliavandenių kiekiu, disulfidinių jungčių skaičiumi ir išdėstymu, 

imunogeniškumu [41]. Atsiţvelgiant į sunkiosios grandinės ypatumus skiriamos 

penkios imunoglobulinų klasės: IgG – sunkioji grandinė γ; IgA – α; IgE – ε; IgM 

– μ; IgD –  δ (ţr. lentelė 1). Lengvosios grandinės skirstomos į λ ir κ. Kiekvienos 

klasės imunoglobulinų molekulėje būna arba λ, arba κ lengvosios grandinės. 
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IgG – pagrindinis antikūnų tipas. Sveiko ţmogaus serume jie sudaro apie   

80 % visų antikūnų. Dalyvauja imuniniame atsake, lemia infekcinį humoralinį 

imunitetą – intensyviausiai iš antikūnų prisijungia ir neutralizuoja tirpius bakterijų 

antigenus, egzotoksinus, virusus. Tai vieninteliai antikūnai perduodami iš motinos 

organizmo per placentą – naujagimis įgyja natūralų pasyvųjį įgimtą imunitetą; 

IgA – galima suskirstyti į tris grupes: monomerus (bluţnies plazmocitai), 

dimerus (sekrecijos liaukų plazmocitai) ir sekrecinius (viršutinių kvėpavimo takų, 

ţarnų gleivinių, šlapimo, lyties organų, limfinio audinio plazmocitai). Ţmogaus 

serume jie sudaro apie 13 % visų antikūnų. Šios klasės antikūnų funkcijos: 

gleivinių apsauga nuo mikroorganizmų (slopina jų dauginimąsi), virusų 

neutralizavimas, fermentų ir toksinų neutralizavimas. IgA dimeras dengia 

gleivinės paviršių, taip neleisdamas mikroorganizmams patekti į 

organizmą.Sekrecinis IgA stabdo makromolekulių prasiskverbimą pro gleivinę, 

taip sumaţindamas alergijos tikimybę; 

IgE – svarbiausias imunoglobulinas alerginių reakcijų slopinimui 

(sintetinamas plazminėse gleivinės bei limfoidinių organų ląstelėse). Ţmogaus 

serume jie sudaro apie 0,002 % visų antikūnų. Šios klasės antikūnų funkcijos: 

skatinti histamino išskyrimą iš putliųjų ląstelių, apsaugoti ir neutralizuoti ţarnyno 

parazitus, sujungti daugialąsčių parazitų antigenus, taip padedant pašalinti 

parazitus; 

IgM – pentameras, svarbus pirminio imuninio atsako formavimuisi. 

Ţmogaus serume jie sudaro apie 6 % visų antikūnų. IgM labai aktyviai veikia 

mikroorganizmus. Tai pirmieji antikūnai, kurie sintetinami paveikus imunogenu. 

Svarbiausia funkcija – agliutinuoti molekules ir daleles; 

IgD – membraninis, svarbus B limfocitų brendimui. Šie antikūnai padeda 

neutralizuoti ir pašalinti kraujyje nuolat esančius antigenus, taip pat gali aktyvuoti 

komplemento sistemą, neutralizuoti virusus, dalyvauja autoalerginėse reakcijose. 

Ţmogaus serume jie sudaro apie 1 % visų antikūnų [86]. 

 

http://lt.wikipedia.org/w/index.php?title=Imuninis_atsakas&action=edit&redlink=1


29 

 

1 lentelė. Atikūnų klasių palyginimas. 

 Pavadinimas 
Sunkiosios 

grandinės 

Aktyviųjų 

centrų 

skaičius 

Molekulinė 

masė, kDa 

Procentinė 

vertė, lyginant 

su visais 

antikūnais 

serume 

 

IgM 

pentameras 
Μ 10 900 6 % 

 

IgG 

monomeras 
Γ 2 150 80 % 

 

IgA 

dimeras 
Α 4 385 13 % 

 

IgE 

monomeras 
Ε 2 200 0,002 % 

 

IgD 

monomeras 
Δ 2 180 1 % 

 

1.3.2 Antikūnų fragmentai 

 

Antikūnų molekules paveikus tam tikromomis medţiagomis yra galimybė jas 

suskaldyti į fragmentus, kurie turėtų konkrečias savybes (7 pav.). Antikunų 

fragmentų galimi keli tipai, bet kiekvienas iš jų turi antigeną surišančią sritį 

(išskyrus Fc), t.y. sunkiosios ir lengvosios grandinių kintamuosius regionus (VH ir 

VL atitinkamai).Skaldant IgG ir IgM antikūnų molekules galima gauti F(ab')2, Fab, 
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Fab„, frag-anti-Ak ir Fv fragmentus. Šie antikūno fragmentai, surišantys antigeną, 

skiriasi molekuline mase ir valentingumu. Fc fragmentas gaunamas iš antikūno 

sunkiųjų grandinių. Vienas F(ab')2 fragmentas ir begalės trumpų peptidinių 

fragmentų iš Fc IgG regiono yra gaunami imunoglobulino molekulę paveikus 

fermentu pepsinu (EC 3.4.23.2), kuris yra aktyvus prie rūgštinio pH. Šis fermentas 

negrįţtamai denatūruoja neutralioje arba šarminėje terpėje [88]. Kai IgG molekulė 

paveikiama fermentu papainu (EC 3.4.22.2) yra paveikiamos disulfidinės jungtys, 

kurios skyla sudarydamos vienodos melekulinės masės fragmentus: du Fab ir 

vieną Fc fragmentą(7 pav.) [89]. Kiekvienas Fab fragmentas susideda iš vienos 

lengvosios grandinės ir maţdaug pusės sunkiosios grandinės. Fab fragmento gale 

yra aktyvusis centras. Tai svarbiausia molekulės dalis. Ji jungiasi su antigenu. Iš 

to ir kilęs Fab pavadinimas (angl. fragment antigen binding) [90]. Ficinas yra 

fermentas (EC 3.4.22.3) redukuojantis monokloninius pelės IgG1 antikūnus į 

F(ab')2 arbaFab' fragmentus, tai priklauso nuopriedo cisteino koncentracijos (4 

mmol/L ir 25 mmol/L) atitinkamai [91]. 

 

 

7 pav. Galimi antikūnų fragmentai [92]. 

1.4 Antigenas – žmogaus augimo hormonas 

 

Ţmogaus augimo hormonas – dar vadinamas somatropinu, tai 

neglikozilintas polipeptidinis hormonas, sudarytas iš 191 amino rūgšties 

polipeptidinės grandinės, sujungtos dviem disulfidiniais tilteliais. ŢAH 

molekulinė masė yra 22 kDa, o jo molekulės struktūra sudaryta iš keturių spiralių 

http://en.wikipedia.org/wiki/Enzyme_Commission_number
http://enzyme.expasy.org/EC/3.4.22.2
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būtinų sąveikavimui su ŢAH receptoriais. ŢAH sintetinamas, saugomas ir 

sekretuojamas endokrininės pogumburio liaukos – hipofizės acidofilinės ląstelės 

somatotrofai. Šios ląstelės į veninį kraują taip pat išskiria dviejų tipų peptidus 

ŢAH išskirimo hormoną somatocrininą ir ŢAH inhibavimo hormoną 

somatostatiną [93]. 

 

8 pav. Ţmogaus augimo hormono molekulė [94]. 

 

Didţiausias kiekis kraujo plazmoje siekiantis 13 – 72 ng/mL aptinkamas 

apytiksliai valanda po uţmigimo. Kitu metu ŢAH kiekis yra apie 5 ng/mL [95]. 

Kiti šaltiniai teigia, kad bazinis ŢAH kiekis yra apie 1 ng/mL, o stebimas 

padidėjimo metu - 10 – 20 ng/mL [96, 97].  

ŢAH sekreciją įtakoja daug veiksnių, tokių kaip individo amţius, lytis, 

mityba, fizinė veikla, stresas ir kiti hormonai [98]. Pavyzdţiui, pauglių 

organizmas per para išskiria iki 700 µg ŢAH, o sveiko suaugusio ţmogaus –     

400 µg [99].  

Ţmogaus augimo hormonas yra būtinas normaliam organizmo augimui ir 

vystymuisi. ŢAH trūkumui gydyti naudojami augimo hormono pakaitai. Augimo 

hormonas pirmą kartą buvo išskirtas 1944 m. C.H. Li ir H.M. Evans iš galvijų 
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hipofizių. Tačiau viltys, kad galvijų augimo hormonas bus veksmingas ţmonėms, 

nepasiteisino. Ţmogaus augimo hormonas iš mirusių ţmonių hipofizių pirmą kartą 

buvo išskirtas šiek tiek vėliau – 1956 m., o 1958 m. M.S. Raben pirmą kartą 

paskelbė apie sėkmingą hipofiziniu nanizmu sergančio vaiko gydymą ŢAH. 

Tačiau, 1976 m. pasaulinėje mokslinėje literatūroje prasidėjo diskusijos, kad ŢAH 

išskirtas iš ţmonių hipofizių gali būti Creutzfeldt-Jacob ligos prieţastimi. Tai 

paskatino nutraukti natūralių ŢAH preparatų naudojimą klinikinėje praktikoje 

[103]. Tai paskatinosintetinės ŢAH formos, vadinamos somatropinu, kūrimą ir 

vystimą pasaulyje. 1981 m. prasidėjo somatropino gaminamas 

rekombinantinėsDNR technologijos principu. Į bakterijos DNR buvo įterpti 

ţmogaus genai.DNR technologijos leido gaminti neribotą kiekį baltymo. Pirmą 

kartą rekombinantinis ţmogaus augimo hormonas (rŢAH) iškristalintas 1991 m. 

[100]. Vėliau buvo atlikti ikiklinikiai ir klinikiniai tyrimai, leidę naudoti rŢAH 

medicinoje. Šiuo metu ŢAH trūkumas gydomas rekombinantiniu ţmogaus augimo 

hormonu. Keli pavyzdţiai komerciškai prieinamų rekombinantinių ŢAH: 

Norditropin Pen Set. 1982 m. „Novo Nordisk“ pradėjo tobulinti 

rekombinantinę DNR technologiją biosintetiniam ţmogaus augimo hormonui 

sukurti. Šis preparatas 1988 m. buvo registruotas Danijoje, keliose Europos šalyse 

ir Japonijoje, o 1995 m. ir JAV. Norditropinas sudarytas iš 191 amino rūgšties 

polipeptidinės grandinės, o jų seka identiška natūraliam ţmogaus hipofizės ŢAH, 

molekulinė masė apie 22 kDa. 

Humatrope su injektoriumi Humatro-Pen II. 1985 m. JAV kompanija 

„Lilly“  pradėjo ŢAH DNR technologijos tyrimus ir 1987 m. pagamino preparatą 

Humatropą. Humatropas sudarytas iš  191 amino rūgšties polipeptidinės 

grandinės, o jų seka identiška natūraliam ţmogaus hipofizės ŢAH, molekulinė 

masė yra apie 22,125 kDa. 

Somatogenas-L. Tai rekombinantinio ŢAH preparatas 1994 m. sukurtas, 

ištirtas ir uţregistruotas Lietuvoje (Institutas „Fermentas“, AB „Biofa“). 

Somatogenas – tai polipeptidas, susidedantis iš 190 aminorūgščių likučių, 
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analogiškas ŢAH, tik N-gale trūkstafenilalanino. Preparatas buvo tirtas 11-oje 

mokslo įstaigų, kurios patvirtino jo saugumą ir veiksmingumą skatinant augimą 

pacientams, sergantiems augimo hormono deficitu ir Turnerio sindromu. 

Biosioma. Tai rekombinantinio ŢAH gaminamas nuo 1997 m. UAB „Sicor 

Biotech“. 

Saizen. Gaminamas „Serono“ firmos (Italija, Šveicarija). Vaikų ŢAH 

deficitui ir Turnerio sindromuigydyti. Nuo 1998 m. patvirtintas augimo atsilikimui 

dėl inkstų nepakankamumo gydyti. 

Genotropin. Genotropiną gamina švedų kompanija „Pharmacia Upjohn“. 

Tai polipeptidas sudarytas iš 191 aminorūgščių likučių, kurio molekulinė masė 

22,124 kDa. 

Zomacton. Cheminė sudėtis yra identiška hipofiziniam augimo hormonui ir 

susideda iš 191 aminorūgščių likučių. Gamina „Ferring“ (Vokietija) [101]. 

ŢAH reguliuoja organizmo anabolinius procesus, baltymų sintezę, ląstelių, 

dalinimąsi bei organizmo augimą. Ypač svarbus jo poveikis intensyvaus 

organizmo augimo metu, todėl nuo 1959-ųjų naudojamas vaikų ţemaūgiškumui, 

sąlygojamam hipofizio nepakankumumu, gydyti. Ilgalaikis ŢAH perteklius gali 

sukelti akromegaliją, veido, galūnių, kaulų bei minkštujų audinių padidėjimą, 

neretai kraujyje padidėja cukraus kiekis (cukrinis diabetas). Šiuo metu atliekami 

bandymai siekaint pritaikyti ŢAH nudegimams, suţalojimams ir kitoms ligoms 

gydyti.  

ŢAH, kaip anabolinis agentas, vartojamas siekiant geresnių rezultatų sporto 

varţybose. Dėl piktnaudţiavimo ŢAH preparatai buvo uţdrausti Tarptautinio 

Olimpinio Komiteto (angl. International Olympic Committee) ir Nacionalinės 

Akademinės Atletų Asociacijos (angl. National Collegiate Athletic Association). 

Tačiau tradiciniais šlapimo testais nebuvo galima aptikti ŢAH dopingo, tad šis 

draudimas buvo bevertis. Nuo 2000 m. pradţios sporto medicinoje buvo pradėti 

plėtoti kraujo testai, kuriais buvo galima nustatyti tiek natūralaus, tiek 

rekombinantinio ŢAH kiekį. 2004 m. Atėnų vasaros olimpinėse ţaidynėse 
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pasaulinė anti-dopingo agentūra (angl. World Anti-Doping Agency) atliko kraujo 

tyrimus siekiant nustatyti ŢAH [102]. Tačiau nei vienas kraujo tyrimas nebuvo 

paskelbtas teigiamu. Taip įvyko dėl per trumpo ŢAH gyvavimo ciklo organizme 

(apie 20 min.) [103]. Tyrimai parodė, kad ŢAH koncentracija grįţta į pradinį lygi 

po 8 – 16 valandų, kai preparato injekcija suleidţiama į raumenis ir po 11 – 20 

valandų, kai preparato injekcija suleidţiama į poodinį sluoksnį [104]. 

 

1.5 Optiniai imuniniai jutikliai 

 

Optiniai biologiniai jutikliai yra svarbus analitinis įrankis taikomas 

biomedicinoje, farmacijoje, aplinkosaugoje [105].Šio tipo jutiklio veikimo 

principas pagrįstas visiškojo vidaus atspindţio (VVA) reiškiniu elektromagnetinei 

bangai sklindant per optinį pluoštą. Pagrindiniai optinių biologinių jutiklių 

privalumai, palyginus su elektrocheminiais biologiniais jutikliais, yra tai, kad 

jiems neturi įtakos elektromagnetiniai trukdţiai, didelis jautris bei galimybė atlikti 

multidetekciją vienu prietaisu. Galima išskirti tris pagrindines detekcijos rūšis: (1) 

detekcija be ţymės, (2) naudojant ţymę (fluorescencinė detekcija) ir (3) spalvinės 

reakcijos, kai naudojami ţymėti fermentai [106, 107].  

Optiniais biologiniais jutikliais matuojamas signalas yra šviesos signalas. 

Biologiniai jutikliai gali būti pagaminti optinės difrakcijos arba 

chemiliuminescensijos principu. 

 

1.5.1 PPR imuniniai jutikliai 

 

Paviršiaus plazmonų rezonansas (PPR) yra optinis–elektrinis reiškinys 

pagrystas VVA reiškiniu. PPR registruojamas, kai plokščiai poliarizuotos šviesos 

bangos atsispindi nuo metalo (pvz., aukso ar sidabro) sluoksnio esant VVA 
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sąlygoms. VVA stebimas tik sąlyčio riboje tarp dviejų medţiagų, pvz., stiklas ir 

oras, turinčių skirtingus lūţio rodiklius n1 ir n2 (n1> n2) ir tik esant tam tikram 

šviesos kritimo kampui, kuriam esant šviesos spindulys medţiagų sąlyčio riboje 

nebelūţta ir nebepereina į retesnę medţiagą, o praktiškai visa įeinanti šviesa yra 

atspindima pirmoje aplinkoje. Taigi, PPR reiškinys atsiranda dėl šviesos bangų 

sąveikos su metalo paviršiumi. Esant VVA sąlygoms, šviesos energija, pernešama 

fotonais, metalo paviršiuje perduodama laisviems, metalo paviršiuje esantiems 

išorinio sluoksnio elektronams ir taip sukuriami paviršiniai plazmonai, kurie 

priverčiami osciliuoti tam tikru daţniu. Šie virpesiai ir vadinami paviršiaus 

plazmonų rezonansu. Taigi, paviršiniai plazmonai, tai bangos turinčios krūvį ir 

tankį, ir sklindančios sąlyčio paviršiuje tarp metalo ir dielektriko. 

Pagal kvantų mechanikos teoriją, plazmonas yra dalelė turinti elektroninio 

tankio bangas. Taigi, jei vykstant VVA fotonų kvantinė energija yra pakankama, 

tai jų energija absorbuojama laisvųjų metalo elektronų. Energijos perdavimas 

metalo elektronams įvyksta tik esant tam tikram rezonansą sukeliančiam šviesos 

bangos ilgiui – tai toks bangos ilgis, kuriam esant energijos kvantas perneštas 

fotonu tiksliai atitinka plazmonų kvantinį energijos lygmenį. Kai krintančios 

šviesos bangos kampas atitinka kampą, kuriam esant galimas PPR, krintančio 

fotono ir plazmono energija bei judesio kiekio momentas sutampa ir fotono 

energija perduodama plazmonui (8 pav.). Kadangi energija yra absorbuojama, tai 

vykstant PPR stebimas ryškus atsispindėjusios šviesos stiprio sumaţėjimas [108]. 
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9 pav. PPR taikymas biologiškai aktyvių medţiagų tarpusavio sąveikos analizei [109]. 

 

Vykstant VVA, atspindėtieji fotonai sukuria elektrinį lauką. Paviršiaus 

plazmonai, nors ir sudaryti iš didelio osciliuojančių elektronų skaičiaus, elgiasi 

taip lyg būtų atskiros krūvį turinčios dalelės. Jų judėjimas, panašiai kaip bet kurių 

elektringųjų dalelių, taip pat sukuria elektrinį lauką. Šis laukas vadinamas greitai 

nykstančia banga, nes bangos amplitudė maţėja eksponentiškai didėjant atstumui 

nuo sąlyčio ribos. Greitai nykstanti banga, kuri tęsiasi apie 300 – 400 nm nuo 

metalo paviršiaus, puikiai tinka biologinėms sąveikoms tyrinėti, nes daţniausiai 

afiniškai sąveikaujančių BAM molekulių dydţiai būna iki 300 nm [110]. 

Plazmonų elektrinis laukas sąveikauja su metalu. Prie metalinio paviršiaus 

prisijungus ar atsijungus molekulėms pasikeičia paviršinių plazmonų rezonansinis 

daţnis. Todėl keičiasi paviršinių plazmonų judesio kiekio momentas, taigi, 

keičiasi ir rezonanso kampas, kuriuo krintanti šviesa (kai bangos ilgis yra 

pastovus) sukelia PPR (matuojant paviršinių plazmonų rezonanso kampą), arba 

bangos ilgis ((kai krintančios į metalo plėvelę šviesos kampas yra pastovus), 

kuriam esant sukeliamas PPR (matuojant PPR spektrą). Būtent šie pokyčiai ir 
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matuojami taikant PPR biologiniuose jutikliuose, nes rezonansinio bangos ilgio 

pokytis, o taip pat ir rezonanso kampo pokytis arba taip vadinamas PPR poslinkis, 

yra tiesiogiai proporcingas plazmonų poveikio zonoje esančios terpės arba metalo 

paviršiaus sudėties pokyčiui. Todėl specifiškai sąveikaujančių medţiagų 

koncentracijos gali būti kiekybiškai išmatuotos stebint PPR signalo pokyčius. 

PPR kampas priklauso nuo metalo sluoksnio savybių, krintančios šviesos 

bangos ilgio ir medţiagų abiejuose metalo sluoksnio pusėse lūţio rodiklių. 

Kadangi lūţio rodiklis priklauso nuo temperatūros, tai matavimus reikia atlikti 

pastovioje temperatūroje. Labai svarbu, kad krintanti šviesa būtų monochromatinė 

ir p-poliarizuota, nes nepoliarizuota šviesa PPR nesukelia [111].  

10 paveikslas vaizduoja principinę PPR biologinio jutiklio sensogramą 

(jutiklio atsako priklausomė nuo laiko) uţregistruotą atlikus pilną tarpmolekulinio 

komplekso susidarymo ir to komplekso disociacijos tyrimo bei jutiklio 

regeneravimo ciklą. Tyrimas pradedamas PPR kiuvetę plaunant grynu buferinit 

tirpalu. Nusistovėjus bazinei linijai į kiuvetę įleidţiamas mėginys su analitę, kuri 

prisijungia prie PPR juriklio paviršiuje imobilizuotos BAM (asociacijos stadija). 

Analitės prisijungimas prie jutiklio lusto paviršiuje imobilizuotos BAM sukelia 

terpės, esančios arti jutiklio paviršiaus (~ 300 nm), lūţio rodiklio padidėjimą, o tai 

sukelia rezonansinio signalo padidėjimą. Šios sensogramos dalies analizė leidţiam 

mums apskaičiuoti stebimą asociacijos greičio konstantą. Jei yra ţinoma analitės 

koncentracija, tai galima nustatyti ir asociacijos greičio konstantą. Esant 

pusiausvyrai, prisijungusios prie ligando ir disocijavusios analitės kiekiai yra 

lygūs ir PPR jutiklio atsakas priklauso tik nuo aktyvios analitės, esančios tirpale, 

koncentracijos. Pasiekus pusiausvyrą tarp acociacijos ir disociacijos, kiuvetę 

plaunant buferiniu tirpalu (disociacijos stadija), analitės tirpalas yra pakeičiama 

buferiniu tirpalu. Kiuvetę plaunant buferiniu tirpalu ši pusiausvyra suardoma ir 

analitės-BAM kompleksas disocijuoja. Vykstant disociacijai stebimas signalo 

sumaţėjimas. Analizuojant šiuos duomenis galima suţinoti disociacijos greičio 

konstantą. Siekiant suardyti BAM-analitės jungtis naudojama PPR jutiklių 
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regeneracija. PPR jutiklio paviršius regeneruojamas (regeneracijos stadija) 

praleidţiant pro gardelę regeneruojanti tirpalą. Daţnai juo naudojama                 

100 mmol/L HCl. Po to, siekiant atstatyti bazinę liniją, kiuvetė vėl plaunama 

grynu buferiniu tirpalu. Kaip matyti iš paveikslo vykstant disociacijai ir 

regeneracijai PPR signalas maţėja ir galiausiai grįţta iki pradinės vertės 

uţregistruotos analizės paradţioje. 

 

 

 

10 pav. Tipinė PPR biologinio jutiklio sensograma, registruojama atliekant visą 

tarpmolekulinio komplekso susidarymo ir jo disociacijos tyrimo ir jutiklio paviršiaus 

regeneravimo ciklą. 

 

Visas šis ciklas paprastai gali būti kartojamas keletą kartų naudojant 

skirtingas analitės koncentracijas. Atlikus biologinių molekulių sąveikos analizę 

galima nustatyti šios sąveikos afiniškumą ir kinetiką. Taip pat yra galima ir 

biologinės molekulinės sąveikos termodinaminė analizė taikant van Hoff‟o lygtis 

sąveikų afiniškumui ir kinetikai eksperimentą atlikus prie skirtingų temperatūrų. 
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1.6 Elektrocheminiai imuniniai jutikliai 

 

Elektrocheminiuose imuniniuose jutikliuose antikūnai arba antigenai 

imobilizuojamielektrodo paviršiuje ir matuojamas elektrocheminis analizinis 

siganalas. Pagal elektrocheminį signalo registravimo būdą šie jutikliai skirstomi į 

voltamperometrinius, potenciometrinius ir konduktometrinius. Elektrocheminiai 

jutikliai pasiţymi atrankumu, paprastumu naudoti, ţema aptikimo riba ir galimybe 

maţinti įrenginio dydį.  

 

1.6.1 Voltamperometriniai imuniniai jutikliai 

 

Voltamperometrija – tai grupė elektrocheminės analizės metodų, kai kintant 

indikatorinio elektrodo potencialui arba esant pastoviam indikatorinio elektrodo 

potencialui registruojama per elektrolitinę celę tekanti srovė. Elektrolitine cele 

tekanti srovė matuojama naudojant dvielektrodes ar trielektrodes elektrochemines 

schemas. Daţniausiai naudojama trijų elektrodų schema, kurią sudaro maţo 

paviršiaus ploto poliarizuojamas indikatorinis elektrodas bei didelio paviršiaus 

ploto nepoliarizuojantis lyginamasis ir pagalbinis elektrodas. Kadangi 

dvielektrodinėje sistemoje per abu elektrodus (indikatorinį ir palyginamąjį) teka 

pakankamai didelės srovės, tai kinta lyginamojo elektrodo varţa ir potencialas. 

Dvielektrodėje sistemoje potencialas indikatoriniam elektrodui suteikiamas 

lyginamojo elektrodo atţvilgiu, tai kintant lyginamojo elektrodo potencialui 

neįmanoma palaikyti pastovaus indikatorinio elektrodo potencialo [112]. Tuo 

tarpu trielektrodėje sistemoje srovė teka ne per lyginamąjį elektrodą, o tik tarp 

indikatorinio ir pagalbinio, tačiau potencialas indikatoriniam elektrodui 

suteikiamas lyginamojo elektrodo atţvilgiu. Taigi, trielektrodė sistema 

kompensuoja potencialo kritimą, atsirandantį srovei tekant per tirpalą, išvengiama 

lyginamojo elektrodo poliarizacijos. Todėl šiuo atveju analizės rezultatai gaunami 
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tikslesni nei naudojant dvielektrodę sistemą [113]. Lyginamuoju elektrodu 

daţniausiai naudojamas Ag/AgCl,Cl
–
 elektrodas, o indikatoriniu ir pagalbiniu – 

Au, Pt, Ag, C, elektrai laidūs polimerai. Indikatoriniai elektrodai turi būti 

chemiškai inertiški ir galintys greitai paimti elektronus iš elektroaktyvaus junginio 

arba jam perduoti. 

Naudojami įvairūs voltamperometrijosmetodai, kurių jautris bei atrankumas 

padidėja, optimizavus darbinius šių metodų parametrus. Tiriant antikūno-antigeno 

sąveiką daţniausiai yra naudojami šie voltamperometrinės analizės metodai: 

amperometrija, ciklinė voltamperometrija (CV), impulsinė amperometrija (PA) ir 

voltamperometrija (PV) bei kvadratinės bangos voltamperometrija (KBV), kurie 

gali būti kombinuojami su paviršiaus plazmono rezonanso įranga [114, 115, 116]. 

Bene labiausiai paplitęs voltamperometrinės analizės metodas yra 

amperometrija. Amperometrinių imuniniu jutiklių veikimas pagrįstas 

elektrochemiškai aktyvaus junginio oksidacija arba redukcija ant indikatorinio 

elektrodo paviršiaus, esant pastoviam jo potencialui. Indikatorinio elektrodo 

potencialas turi būti pasirenkamas atsiţvelgiant į elektrochemiškai aktyvios 

medţiagos bei interferentinio elektrolito prigimtį. Indikatoriniam elektrodui 

suteikus pastovų potencialą elektrodinės red-oks reakcijos greitis bei srovės stipris 

elektrinėje grandinėje priklauso nuo dalyvaujančių reakcijoje komponentų 

koncentracijos. Tai heterogeninės prigimties procesai, todėl vykstančių reakcijų 

greitis taip pat priklauso nuo elektronų pernašos greičio elektrodo paviršiuje ir 

analitės masės transporto prie elektrodo paviršiaus. Šių procesų visumą ir atspindi 

indikatoriniu elektrodu tekanti srovė. 

Amperometriniai imuniniai jutikliai turi kelis privalumus, tai didelis 

analizinės sistemos jautris, tiesinė analitės koncentracijos ir analizinio signalo 

priklausomybė, atrankumas prie skirtingų potencialų ir taip pat didelis atrankumas 

imunologinėms reakcijoms. Pagrindinis amperometrinio imuninio jutiklio veikimo 

principas yra elektroaktyvių medţiagų koncentracijos nustatymas vykstant 
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fermentinei reakcijai arba BAM elektroaktyvaus ţymens koncentracijos kopyčio 

nustatymas. 

Tam tikrais atvejais, fiksuoto potencialo naudojimas gali sąlygoti prastą 

analizinio signalo atkuriamumą ir jautrio sumaţėjimą dėl indikatorinio elektrodo 

uţsiteršimo elektrodinės redukcijos arba oksidacijos produktais. To išvengti 

galima naudojant impulsinės amperometrijos (PA) metodą. Suteikiant elektrodui 

pasikartojančių, tam tikros trukmės, potencialų seriją galima indikatorinio 

elektrodo paviršių nuvalyti elektrochemiškai. Tai pasiekiama šiam elektrodui,tam 

tikram laikui, suteikiant tokio dydţio potencialą (E1), kad vyktųjo paviršiuje 

adsorbuojtų analitės elektroredukcijos arba elektrooksidacijos produktų 

desorbciją. Po to, tam tikram laikui, elektrodui suteikiamas potencialas, 

pakankamas kad vyktų, pvz., analitės elektrooksidacija (E2). Vėliau vėl kartojama 

valymo stadija (E3) ir t.t.Tokiu būdu registruojama amperograma – srovės stiprio 

kitimas laike. Analizinis signalas sukeltas analitės oksidacijos išmatuojamas kaip 

srovės stiprio išmatuoto įvykus analitės oksidacijai ir srovės stiprio išmatuoto 

valymo stadijos pabaigoje skirtumas. Esant maţoms analitės koncentracijoms, 

registruojamas analizinis signalas yra tiesiogiai proporcingas analitės 

koncentracijai. 

Viena iš paprasčiausių elektrocheminio signalo nustatymo metodikų yra 

tiesinio skleidimo voltamperometrija, kurios pagrindą sudaro indikatorinio 

elektrodo poliarizacija įtampa kintančia dideliu greičiu. Svarbi tiesinio skleidimo 

voltamperometrijos atmaina yra ciklinė voltamperometrija, kurioje naudojamas 

trikampio formos potencialo skleidimas: potencialas tolygiai keičiamas nuo 

pradinio Epr ir galutinio Eg potencialo [117]. Kadangi elektroredukcijos 

(elektrooksidacijos) metu medţiaga dėl spartaus potencialo kitimo nespėja 

difuzijos būdu pasišalinti iš prie elektrodinio sluoksnio, tai ji oksiduojasi 

(redukuojasi) vykstant anodinei (katodinei) elektrodo poliarizacijai. Smailių 

skaičius ciklinėje voltamperogramoje priklauso nuo elektrochemiškai aktyvių 

junginių skaičiaus tiriamame tirpale, medţiagos prigimties ir eksperimentinių 
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sąlygų. Daţnai ciklinė voltamperometrija taikoma tyrinėti elektrocheminių 

vyksmų grįţtamumą. 

Vienas iš labiausiai paplitusiųvoltamperometrinės analizės metodų yra 

impulsinė voltamperometrija. Skiriamos dvi impulsinės voltamperometrijos 

rūšys: normalioji ir diferencinė. Normaliojoje impulsinėje (arba tiesiog 

impulsinėje) voltamperometrijoje (NIV) indikatorinis elektrodas poliarizuojamas 

stačiakampiais 40 – 60 ms trukmės aukštėjančiais impulsais. Kiekvienas impulsas 

prasideda nuo tos pačios pradinio potencialo vertės. Taip elektrodui suteikiama vis 

didėjanti įtampa, o srovės stipris registruojamas kiekvieno impulso pabaigoje. 

Impulso kartojimo periodas 0,5 – 5 s. Registruojama impuksinė voltamperograma 

yra pakopinio pobūdţio, o registruojamos ribinės difuzinės srovės stipris tiesiogiai 

proporcingas analitės koncentracijai analizuojamame tirpale. 

Diferencinėje impulsinėje voltamperometrijoje (DIV) indikatoriniui 

elektrodui kartu su lėtai kintančia įtampa (0,002 – 0,01 V s
-1

) suteikiamas 

papildomas pastovaus dydţio įtampos impulsas. Daţniausiai naudojami tokie DIV 

reţimai: 0,025 – 0,05 V impulso amplitudė, apie 50 ms impulso trukmė, 0,5 – 5 s 

laiko intervalas tarp impulsų.Šiame metode srovės stipris registruojamas prieš pat 

suteikiant kiekvieną impulsą ir kiekvieno impulso pabaigoje. Todėl registruojamas 

srovės, tekančios prieš impulsą ir po impulso, stiprių skirtumas. Taigi, 

registruojamas srovės stiprio padidėjimas atitinkantis nuolatinį indikatoriniam 

elektrodui suteikto potencialo padidėjimą. Uţregistruota poliarograma yra smailės 

formos. Smailės aukštis atitinka ribinę difuzinę srovę ir yra proporcingas analitės 

koncentracijai. 

Dideliu nustatymo jautriu pasiţymi ir kvadratinės bangos voltamperometrija 

(KBV). KBV savo esme panaši diferencinę impulsinę voltamperometriją, nors 

daţnai ji priskiriama į aukšto daţnio kintamos srovės voltamperometrijos 

metodams. Elektrodui suteikiamas potencialas formuojamas sumuojant laiptinės 

formos potencialo skleidimą su kvadratinės bangos kintamąja įtampa, kurios 

periodas yra lygus potencialo laiptelio trukmei [118]. Daţniausiai naudojami 
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kvadratinės bangos voltamperometrijos reţimai: kintamos įtampos daţnis – iki 

kelių šimtų hercų, o amplitudė 0,01 – 0,1 V. Srovės stipris registruojamas 

kiekvieno teigiamo ir neigiamo įtampos impulsų pabaigoje, o skirtumo 

priklausomybė nuo skleidimo potencialo atvaizduojama KVB voltamperograma. 

Vienas svarbių KVB privalumų, padariusių šį metodą populiaresnį uţ DIV, yra 

foninių srovių kompensavimas. Pvz.: KBV leidţia dirbti katodinių potencialų 

srityje iš analizuojamų tirpalų nepašalinus deguonies, kuris netrukdo analizei, nes 

yra kompensuojamos palyginti didelės ir nestabilios jo redukcijos srovės 

[119,120]. 

PA imuniniai jutikliai lyginant su DIV, KBV ir CV imuniniais jutikliais 

pasiţymi ţymiai didesniu jautriu ir maţesne nustatymo riba. 

Voltamperometrijos metodų jautrį ir analizės rezultatų atsikartojamumą 

daţnai nulemia tinkamo indikatorinio elektrodo parinkimas. Pagrindiniai 

reikalavimai indikatoriniams elektrodams – maţos foninės srovės, greitos tiriamų 

analičių elektrocheminės reakcijos, geras rezultatų atsikartojamumas bei 

nesudėtingas elektrodo pagaminimas. 

 

1.7 PPR detekcijos būdai 

 

PPR analizėje detekcijos būdas yra pasirenkamas remiantis įvairiais 

faktoriais tokiais, kaip pvz.: mėginio matrica, analitės molekulės dydis ar jos 

koncentracija mėginyje, sąveikos charakteristikos (ar analitė bus detektuojama 

tiesiogiai ar bus naudojamos papildomos medţiagos pvz., antriniai antikūnai 

ţymėti fermentu). Šiame skyriuje aptariami pagrindiniai detekcijos būdai: 

tiesioginė detekcija, daugiapakopė detekcija, konkurencinis (pakeitimo) metodas. 
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1.7.1 Tiesioginė detekcija 
 

Taikant tiesioginės detekcijos metodą, biologinio atpaţinimo elementas 

imobilizuojamas PPR jutiklio paviršiuje. Nustatomoji analitės yra tirpale ir 

sąveikauja su imobilizuota BAM. Ši tiesioginė biologinių molekulių sąveika yra 

detektuojama kaip kitimas tam tikro kampo, kuriam esant paviršiaus plazmonų 

rezonansas sukelia atspindėtos šviesos stiprio sumaţėjimą PPR jutiklio signalas 

yra tiesiogiai proporcingas analitės koncentracijai. Vienas iš pagrindinių šios 

detekcijos būdo privalumų yra greita analizė ir sistemos paprastumas, kai sąveika 

vyksta tarp dviejų analizės elementų - analitės ir biologinio atpaţinimo elemento. 

Tačiau šiuo būdu ne visada galima pasiekti nustatomas maţiausias analitės 

aptikomo ribas.  

 

 

11 pav. (A) ir (B) tiesioginis detekcijos PPR metodu formatas. 

A) 

B) 
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1.7.2 Daugiapakopė detekcija 

 

Daugiapakopė detekcija taikoma, kai analitės koncentracija yra labai maţa 

ir analizinė sistema jos nedetektuoja. Šios netiesioginės analizės metu vyksta 

kelios sąveikos tarp maţiausiai tryjų analizės elementų ir kai vienas iš elementų 

yra pagalbinė medţiaga, kaip antriniai antikūnai ţymėti fermentu [121, 122]. 

Vienas iš geriausiai ţinomų tokios detekcijos pavyzdţių yra IFA metodas. 

Daugiapakopė detekcija plačiai naudojama PPR ir EL analizėje [27], taip pat 

taikant šį detekcijos būdą yra apjungiami keli analiziniai metodai, kaip PPR ir EL 

[8]. Kadangi pirminiai antikūnai turi kelis epitopus sąveikaujančius su antriniai 

antikūnais ţymėtais fermentu yra galimybė padidinti šio būdo jautrį ir sustiprinti 

analizini signalą. Taip pat tai yra sudėtingesnis ir ilgiau trunkantis detekcijos 

būdas dėl daugiapakopės analizės [123].    

 

12 pav. Daugiapakopės detekcijosPPR metodu formatas. 
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1.7.3 Konkurencinis (pakaitinis) metodas 

 

Konkurencinė detekcija yra pagrįsta dviejų biologinių molekulių (BAM) 

konkurencija prisijungti prie vienos sąveikos vietos (toks detekcijos metodo 

taikymas būdingas esant maţiems antigenams turintiems vieną epitopą ar 

antikūnams turintiems vieną sąveikos vietą). Daţniausiai konkuruoja ţinomos 

koncentracijos ţymėta molekulė su neţinomos koncentracijos analite. Po 

konkurencinės sąveikos neţymėtos analitės kiekis nustatomas pagal ţymtos BAM 

prisijungimą. Šis detekcijos būdas yra jautrus ir plačiai pritaikomas tiek 

tiesioginės, tiek ir netesioginės analizės metu. 

 

13 pav. Konkurencinis detekcijosPPR metodu formatas. 
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1.8 Imuniniu jutikliu pritaikomumas 

 

Susidomėjimas imuniniais jutikliais didėja kiekvienais metais dėl jų plataus 

pritaikomumo įvairiose srityse – klinikinėje diagnostikoje, maisto produktų 

analizėje, aplinkos taršos stebėjimuose. 

 

1.8.1 Komerciniai imuniniai jutikliai 

 

Pirmasis komercinis imuninis jutiklis buvo nėštumo testas skirtas 

nustatytiţmogaus chroriongonadotropino hormonui. Šio jutiklio sukūrimas 

parodė, kai jutikliai skirti naudoti namų sąlygomis turi būti pigūs, paprasti 

naudojimui, o jų atsakas turi būti gerai suprantamas. Keli plataus vartojimo 

imuninių jutiklių pavyzdţiai yra pateikti 2 lentelėje. 

 

2 lentelė. Plataus vartojimo imuninių jutiklių pavyzdţiai. 

Analitė Metodas 

Gliukozė Potenciometrinis [124] 

  Ţmogaus choriongonadotropinas Optinis (fluorescencinis) [125] 

Folio rūgštis maisto produktuose IFA [126] 

Kokainas Optinis [127] 

Vėţys Elektrocheminis [128] 

Escherichia coli Kalorimetrinis [2] 

 

1.8.2 Klinikinė diagnostika 

 

Naujovių diegimas gamtos moksluose, tokiuose kaip biochemija, 

imunologija ar molekulinė inţinerija, paskatino daugelio ligų gydymo metodų 

tobulėjimą. Inovacijų taikymo rezultatas yra geresnė visuomenės sveikata ir 
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ilgesnė vidutinė gyvenimo trukmė. Pagrindinės šiuolaikinės ligos yra įvairūs 

kraujotakos sutrikimai, širdies ligos bei vėţiniai susirgimai. Ankstyva šių ligų 

diagnostika yra raktas į sėkmingą išgijimą. Tad reikalingas greitas ir jautrus 

detekcijos metodas, toks kaip PPR. 

Vėţio diagnostika ir gydymas yra daug iššūkių kelianti medicininė 

priemonė. Daug mokslininkų dirba šioje srityje, siekdami sukurti biologinius 

jutiklius nustatančius ypač maţas vėţio ţymenų koncentracijas, naudojant ypač 

maţus mėginio kiekius (kraujo, audinio ar kaulo). Imuniniuose jutikliuose 

antikūnai yra naudojami prostatos, krūties, kiaušidţių, gaubtinės ir tiesios ţarnos 

vėţio ţymenims nustatyti ankstyvosiose stadijose [88]. Carrara mokslinė grupė 

aprašo elektrocheminį įrenginį, sugebantį atpaţinti hepatokarcinomos (kepenų 

vėţio) ţymenį (SCCA) pagal pacientų serumo IgM frakciją. Buvo sukurtas mikro-

bio-lustelis pasiţymintis labai ţema aptikimo riba – 2,43 μg/mL, kuriame 

antikūnai prieš ţymenįimobilizuojami ant auksu dengto paviršiaus [129]. 

Imuninių jutiklių pritaikymo medicinoje pavyzdţiais gali būti E.coli [2], 

hcg-β [3], mioglobulinų, susijusių su poinfarktine būsena [130], antikūnų prieš 

anticholeros toksiną [131] bei baltymų sąveikaujančių su riebiosiomis rūgštimis ir 

susijusių su audinių paţeidimais [132] analizė.  

Imuninio jutiklio, naudojamo klinikinėje diagnostijoje, privalumai yra ligos 

nustatymas ankstyvojoje stadijoje ir didesnė sėkmingo ankstyvojo gydymo 

tikimybė. Daţnai yra sujungiami keli analizės metodai, jau esami ir naujai sukurti 

imuniniai jutikliai. Vienas iš pavyzdţių – skysčių chromatografija su masių 

detektoriumi (SC-MD), neabejojama šio metodo patikimumu diagnozuojant 

vėţinius susirgimus [133]. 
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1.8.3 Maisto produktų analizė 

 

Pastaraisiais metais išaugo susidomėjimas imuniniais jutikliais ir galimybė 

juos taikyti maisto produktų analizei, kuriai taikoma vis didesni reikalavimai ir 

grieţtesnis rizikos vertinimas [134, 135, 136]. Yra ţinoma daugiau nei 200 ligų, 

plintančių per maisto produktus ar gėrimus. Per maistą plintančių ligų pagrindiniai 

sukėlėjai yra virusai (67 %), toliau seka bakterijos (30 %) ir įvairūs parazitai (3 

%). Taip pat galima išskirti ir 5 pagrindinius patogenus – Salmonella, Listeria, 

Toxoplasma, Campylobacter ir Escherichia coli O157:H7. 

 Pastaruoju metu uţkrėstų maisto produktų identifikavimas tampa vis 

svaresne uţduotimi tiek maisto pramonėje, tiek sveikatos prieţiūros 

organizacijose. Patogenų identifikavimui maisto produktuose naudojami įvairūs 

analizės metodai – mikroorganizmų kultūrų auginimas ant įvairių terpių [137], 

polimerazinė grandininė reakcija (PGR) [138] ir IFA imunofermentinė analizė 

[139]. Tačiau šie metodai turi kelis minusus– brangi, sudėtingo naudojimo 

laboratorinė įranga, sudėtingas mėginių paruošimas, bei ilga analizės trukmė. 

Siekiant pašalinti šiuos trūkumus, buvo ieškoma naujo analizės metodo. 

Biologiniai jutikliai, veikiantys PPR fenomenu pagrindu, turi daug privalumų, 

lyginant su ankščiau išvardintais analizės metodais, taikomais maisto analizei: 

greita ir jautri detekcija, nenaudojamos pagalbinės medţiagos – ţymenys. 

 

1.8.4 Sprogstamųjų medžiagų likučių paieška 

 

 PPR analizės metodas yra pritaikomas ir sprogstamųjų medţiagų likučių 

paieškoms [7]. Vienas iš pavyzdţių yra 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) nustatymas 

[140]. Analizėje buvo panaudota TNT atmaina (2,4,6-trinitrofenil hemocianinas) 

ir netiesioginio konkurencinio tipo jutiklio formatas, leidęs nustatyti TNT su 

aptikimo riba 2 pg/mL. TNT taip pat buvo tiriamas modifikavus PPR jutiklio 
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paviršių dendrimerais [141]. Šiame tyrime tiolinis SMS buvo kombinuojamas su 

poli(amidoaminu) (PAMAM), kuris leido imobilizuoti TNT atmainą PPR jutiklio 

paviršiuje ir sąveikauti su monokloniniais antikūnais (aptikimo ribos –              

110 pg/mL). Dar vienas iš pavyzdţių yra heksahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazino 

(RDX) detekcija, kurioje yra panaudojamos ir aukso nanodalelės, besijungiančios 

prie sprogios detektuojamos medţiagos.Šiuo metodu nustatomos analitės aptikimo 

ribos yra 12 fmol/L [142]. 
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2. EKSPERIMENTO METODIKA 

 

2.1 Prietaisai ir priemonės 

 

 PPR analizatorius Autolab ESPRIT (ECO-Chemie, Olandija) 

 PPR jutiklių lustai (XanTec bioanalytics GmbH, Vokietija); 

 Potenciostatas PGSTAT 302N/Autolab, EcoChemie (Utrechtas, Olandija); 

 Atominių jėgų mikroskopas AFM BioScope II, Veeco Instruments LTD. 

(Santa Barbara, JAV); 

 Fotodaugintuvas Hamamatsu H7468-01, Hamamatsu Photonics K. K. 

(Japonija); 

 Šviesolaidis Ocean Optics (JAV). 

 

2.2 Medžiagos ir reagentai 

 

Darbe buvo naudoti: ţmogaus augimo hormonas (ŢAH) ir 

3,3‟,5,5‟-tetrametilbenzidinas (TMB) iš Calbiochem (La Jolla, CA, USA) ir 

Clinical Science Products Inc. (Mansfield, MA, JAV). Monokloniniai pelės 

antikūnai prieš ŢAH (anti-ŢAH), monokloniniai antikūnai prieš kiaulės augimo 

hormoną (anti-KAH), antriniai oţkos anti-pelės IgG (Fc specifiniai) antikūnai, 

ţymėti krienų peroksidaze (KP), buvo gauti iš AbD serotec (Oxford, JK). 

Antriniai antikūnai, ţymėti KP, ir specifiniai galvijų antikūnai iš Pourquier 

instituto (Montpellier, Prancūzija). NHS, N-(3-dimetilaminopropil)-N’-

etilkarbodiimido hidrochloridas (EDC), natrio dodecilsulfatas (SDS), 2-MEAgauti 

iš Sigma-Aldrich (Steinheim, Vokietija) ir ethanolaminas – iš Merck KGaA 

(Darmstadt, Vokietija). PBS tabletės, ledinė acto rūgštis ir metanolis (Merck 

Biosciences, Jungtinė Karalystė), natrio acetatas ir natrio šarmas (Sigma, 
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Vokietija). Darbe buvo naudojamas 30% H2O2 tirpalas iš AppliChem (Darmstadt, 

Vokietija). Visi kiti naudojami tyrimuose reagentai buvo analizinio grynumo ir 

aukštos kokybės. Vandeniniai tirpalai buvo pagaminti iš HRPC-laipsnio vandens, 

distiliuoto per Purator-B Glas Keramic (Berlin, Vokietija). Darbe buvo 

naudojamas refrakcinio rodiklio skystis (n = 1,518) iš Cargille Labs (Cedar Grove, 

Naujasis Dţersis). 

 

2.3 Metodika 

 

2.3.1 Antikūnų prieš žmogaus augomo hormoną redukavimas 

 

Antikūnų prieš ţmogaus augomo hormoną (anti-ŢAH) fragmentai           

(frag-anti-ŢAH) buvo gauti redukuojant minėtus antikūnus 2-MEA. Redukcija 

atlikta 10 mmol/L Na acetatiniame buferiniame tirpale, pH 4,5 Pradinė anti-ŢAH 

koncentracija – 3,7 mg/ml. Antikūnų redukcija atlikta naudojant tris skirtingas     

2-MEA koncentracijas – 15, 35 ir 70 mmol/L. Atliekant redukciją anti-ŢAH ir    

2-MEA tirpalai buvo termostatuojami 37 °C temperatūroje 90 min. Atliekant 

redukciją antikūnų molekulės buvo padalintos pusiau, įvykus disulfidinių tiltelių 

jungiančių sunkiasias grandines redukcijai, nepaţeidţiant antikūnų aktyviųjų 

centrų sąveikaujančių su antigenu. 

 

2.3.2 Antikūnų fragmentų charakterizavimas 

 

Antikūnų fragmentai buvo charakterizuojami atliekant elektroforezę pusiau 

redukuojančiomis sąlygomis (SDS-PAGE elektroforezė). Tam buvo naudojama 

dviejų skirtingų koncentracijų (4 % ir 12 %) poliakrilamido gelių sistema, 

aprašyta Laemmli [143]. Kontrolei buvo naudojamas standartinis baltymų 
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mišinyssudarytas iš skirtingos molekulinės masės baltymų. Baltymų fragmentai 

buvo daţomi Coomasie brilliant G-250 daţu. 

 

2.3.3 PPR jutiklio lusto valymas 

 

Naujas PPR jutiklio lustas (plonu aukso sluoksniu padengta stiklinė 

plokštelė) buvo valomas NaOH ir HCl. Tam jutiklio lustas 20 min. pamerkiamas į 

1 mol/L NaOH tirpalą, nuplaunamas distiliuotu vandeniu ir pamerkiamas 5 min. į 

1 mol/L HCl tirpalą. Po 5 min. ištraukiamas, plaunamas distiliuotu vandeniu ir 

nudţiovinamas.  

 

2.3.4 Savitvarkio monosluoksnio suformavimas PPR jutiklio lusto 

paviršiuje 

 

Nuvalytas PPR jutiklio lustas 24 val. panardinamas į 1 mmol/L                  

11-merkaptoundekano rūgšties tirpalą metanolyje. Po to, jutiklio lustas 

nuplaunamas distiliuotu vandeniu ir stiklinis paviršius kruopščiai nuvalomas 

specialia servetėle optikai. 

 

2.3.5 MUR monosluoksniu arba KMD hidrogeliu modifikuoto jutiklio 

lusto paruošimasmodifikavimui biologiškai aktyviomis 

medžiagomis 

 

Ant laikiklyje esančios pusiau cilindrinės prizmės uţlašinamas lašas 

imersinės alyvos ir atsargiai, auksiniu paviršiumi į viršų, uţdedamas jutiklio 

lustas. Laikiklis įstatomas į PPR analizatorių, uţdedama ir pritvirtinama PPR 

kiuvetė. Tada atliekamas jutiklio paviršiaus stabilizavimas/sudrėkinimas. Tam 
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buvo naudojamas buferinis tirpalas, kuriame ruošiami ligando tirpalai ir 0,5 % 

SDS bei 50 mmol/L NaOH tirpalas. Šie tirpalai paimami paeiliui automatiškai. 

Stabilizavimas vykdomas 2 min. intervalais apie 1 val. 

MUR monosluoksnio arba KMD hidrogelio aktyvavimas. MUR arba KMD 

hidrogelio karboksi grupės buvo aktyvuojamos 0,1 mmol/L NHS ir 0,4 mmol/L 

EDC tirpalų vandenyje mišiniu santykiu 1:1. Aktyvavimo procedūra atliekama     

5 min. Po to NHS ir EDC tirpalų mišinys iš PPR kiuvetes pašalinamas plaunant 

tuo pačiu buferiniu tirpalu, kuriame bus ruošiami ligando tirpalai. 

 

2.3.6 ŽAH arba anti-ŽAH imobilizavimas MUR monosluoksniu arba 

KMD hidrogeliu modifikuoto jutiklio paviršiuje 

 

Imobilizavimas atliekamas abiejuose PPRkiuvetės kanaluose. Naudota      

3,03 μmol/L ŢAH tirpalas arba 1,64 μmol/L anti-ŢAH tirpalas 10 mmol/L         

Na acetato buferiniame tirpale, pH 4,5. Imobilizavimas buvo vykdomas 25 min. 

Neprisijungusios biologinės medţiagos iš PPR kiuvetėspašalinamos ją plaunant   

10 mmol/L Na acetato buferiniu tirpalu, pH 4,5. 

 

2.3.7 Baltymo G imobilizavimas PPR jutiklio lusto paviršiuje 

 

Imobilizavimas buvo atliktas abiejuose PPR kiuvetės kanaluose. Prie MUR 

monosluoksnio aktyvuotų karboksilo funkcinių grupių baltymasG buvo prijungtas 

kovalentiniu būdu panaudojus jo pirmines amino funkcines grupes. 

Imobilizavimui buvo naudotas 42,67 μmol/L baltymo G tirpalas Na acetato 

buferiniame tirpale, pH 4,5. Imobilizavimas buvo vykdomas 25 min. 
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2.3.8 Anti-ŽAH imobilizavimas baltymuG modifikuoto PPR jutiklio 

lusto paviršiuje 

 

Imobilizavimas buvo atliekamas abiejuose PPR kiuvetės kanaluose. 

Imobilizavimui buvo naudotas 1,64 anti-ŢAH tirpalas 10 mmol/L PBS tirpale,    

pH 7,4.Imobilizavimas buvo vykdomas 25 min. Neprisijungę anti-ŢAH iš PPR 

kiuvetės pašalinamos ją plaunant PBS tirpalu, pH 7,4. 

2.3.9 Aktyvaus paviršiaus dezaktyvavimas 

 

Po anti-ŢAH, ŢAH ar baltymoG prijungimo PPR jutiklio lusto paviršiuje yra 

būtina dezaktyvuoti aktyvias MUR monosluoksnio ar KMD hidrogelio NHS 

esterių grupes. Likę aktyvūs esteriaidezaktyvuojami 1 mol/L etanolamino tirpalu, 

pH 8,5. Dezaktyvavimas buvo vykdomas 10 min. 

 

2.3.10 Frag-anti-ŽAH imobilizavimas jutiklio paviršiuje 

 

Imobilizavimas atliekamas abiejuose PPR kiuvetės kanaluose. 

Imobilizavimui buvo naudotas pradinės 0,44 μmol/L anti-ŢAH koncentracijos 

tirpalas 10 mmol/L Na acetatinio buferiniame tirpale, pH 4,5. Antikūnų 

fragmentai prie PPR jutiklio lusto auksinio paviršiaus prijungiami tiesiogiai 

panaudojant jų tiolines funkcines grupes. Imobilizavimas buvo vykdomas 25 min. 

Po frag-anti-ŢAH imobilizavimo būtina blokuoti nemodifikuotą PPR jutiklio lusto 

auksinį paviršių. Šiam tikslui jutiklio lustas inkubuojamas 1 mg/mL jaučio serumo 

albumino (JSA) 10 mmol/L PBS tirpale, pH 7,4. Blokavimas buvo atliktas 

kambario temperatūroje ir vykdytas 8 val.  
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2.3.11Modifikuoto PPR jutiklio lusto paviršiaus regeneravimas 

 

Tam, kad tą patį jutiklį galėtume panaudoti dar kartą, jutiklio paviršius buvo 

regeneruojamas plaunant PPR kiuvetę regeneruojančiu tirpalu – 0,5 % SDS ir      

50 mmol/L NaOH tirpalu. Regeneravimas buvo vykdomas 5 min. Regeneravimo 

metu turi būti pilnai suardomas imobilizuoto ligando-analitės kompleksas. 

 

2.3.12 PPR analizatoriaus paruošimas darbui 

 

PPR tyrimai buvo atliekami dvikanaliu PPR analizatoriumi „Autolab 

ESPRIT“, kuriame vienas kanalas naudojamas PPR signalo registravimui, o kitas 

kanalas naudojamas kaip palyginamasis, jo pagalba išvengiama nespecifinės 

sąveikos įtakos.  

Prieš pradedant tyrimą į pusiau cilindrinę prizmę yra nukreipiamas lazerio 

spinduliuojamas p-poliarizuotos 670 nm bangos ilgio monochromatinės šviesos 

spindulys. Šviesos kritimo kampą galima keisti nuo 62˚ iki 78˚. Pusiaucilindrinė 

prizmė eliminuoja spindulio „vaikščiojimą“ ir pasklidimą po jutiklio paviršiuje 

esantį ploną aukso sluoksnį. Krintančios į foto diodą šviesos intensyvumas 

priklauso nuo šviesos kritimo į jutiklį kampo. Esant PPR kampui, PPR 

registruojamas kaip ryškus atspindėtos šviesos stiprio sumaţėjimas. PPR kampas 

yra matuojamas be pertraukos visą laiką ir uţregistruojama jutiklio atsako 

priklausomybė nuo laiko, vadinama sensograma. 
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2.3.13 Elektrocheminiai matavimai 

 

Tyrimuose PPR analizatoriaus elektrocheminė celė buvo kombinuojama su 

kompiuterizuotu potenciostatu PGSTAT 302N/Autolab (EcoChemie, Olandija), 

kuriame įdiegta GPES 4.9 programinė įranga. Elektrocheminiai matavimai atlikti 

naudojant impulsinę amperometriją (Eapp = +200 mV, tp = 1 s) ir ciklinę 

voltamperometriją (E = -75 - (+650) mV), v = 50 mV s
-1

). Darbe buvo naudojama 

trijų elektrodų sistema: indikatorinis elektrodas – Au jutiklio lustas, pagalbinis – 

platinos viela ir lyginamasis – Ag/AgCl. Visi matavimai atlikti 24 C 

temperatūroje 50mmol/L fosfato buferiniame tirpale, pH 7,4, esant 0,1 mol KCl 

(indiferentinis elektrolitas). Analiziniai signalai buvo įvertinti naudojant skirtingas 

anti-ŢAH koncentracijas, įvykus ŢAH ir anti-ŢAH komplekso sąveikai su 

antriniais anti-ŢAH/KP, esant 0,25 mmol/L TMBir 0,1 mmol/L H2O2. 

 

2.3.14 Atominės jėgų mikroskopijos analizė (PPR lusto analizė) 

 

Jutiklio lusto paviršiaus vaizdai buvo gauti atominių jėgų mikroskopu 

(AJM). Buvo analizuojami 3 skirtingi paviršiai: (1) PPR jutiklio lusto aukso 

paviršius, (2) jutiklio lusto paviršiuje imobilizuoti frag-anti-ŢAH, (3) ŢAH ir   

frag-anti-ŢAH suformavę imunini kompleksą jutiklio lusto paviršiuje. Analizė 

buvo atliekama tapšnojimo reţimu, kambario temperatūroje ir ore. Buvo 

naudojama silicio adata, 10 μm/s skanavimo greitis. Visų vaizdų rezoliucija       

200 x 200 pikselių. AJM duomenys buvo apdorojami naudojant NanoScope 8.10 

programinę įrangą.  
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2.3.15 Matavimų duomenų apibendrinimas 

 

Atlikus pakartotinių (3 kartus) matavimų serijas, analizinių signalų vidurkiai, 

PPR pusiausvyrinis kampas, nuolinkio kampas, koreliacijos koeficientas buvo 

apskaičiuoti naudojant programinės įrangos įprastines formules. Matavimo 

duomenų apdorojime nagrinėjamos voltamperogramos ir impulsinės 

amperogramos yra taisyklingos formos ir be triukšmų. Aptikimo riba apibrėţiama 

ir skaičiuojama kaip koncentracija, atitinkanti tris analizinio signalo standartinius 

nuokrypius (3 ). 
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3. REZULTATAI IR JŲ APTARIMAS 

 

Šiame darbe antikūno-antigeno sąveikai tirti buvo pasirinktas ţmogaus 

augimo hormonas ir antikūnai prieš ţmogaus augimo hormoną. Ţmogaus augimo 

hormonas, dar vadinamas somatotropinu, yra paprastas neglikozilintas baltymas. 

Labiausiai jo paplitusi forma sudaryta iš 191 amino rūgšties polipeptidinės 

grandinės, sujungtos dviem disulfidiniais tilteliais [144]. ŢAH molekulinė masė 

yra 21,7 kDa, o pI = 4,9. ŢAH gaminasi posmegeninėje liaukoje – hipofizėje, iš 

kur yra išskiriamas į kraują. Hipofizėje ŢAH yra 5,0 – 10 mg. Per dieną vyrams 

šio hormono išsiskiria 0,4 – 1,0 mg, paaugliams ir moterims šiek tiek daugiau 

[145].  

 

3.1 Anti-ŽAH imobilizavimas PPR jutiklio lusto paviršiuje 

 

Antikūnų imobilizavimas yra vienas iš svarbiausių etapų konstruojant 

imuninius jutiklius, nes imobilizavimo būdo pasirinkimas daro didelę įtaką 

antikūno-antigeno sąveikai. Viena iš pagrindinių to prieţasčių − atsitiktinė 

antikūnų orientacija ant paviršiaus. Be to, imobilizuotų antikūnų orientacija ir 

paviršinė jų koncentracija yra svarbūs faktoriai veikiantys PPR imuninio jutiklio 

jautrį.  

Siekiant surasti tinkamiausią anti-ŢAH imobilizavimo PPR jutiklio lusto 

paviršiuje būdą, buvo lyginami keturi skirtingi imobilizavimo metodai. Trys iš jų 

buvo pagrįsti natyvių anti-ŢAH antikūnų imobilizavimu, o ketvirtasis metodas 

buvo pagrįstas anti-ŢAH fragmentų imobilizavimu. Šie keturi imobilizavimo 

būdai yra: (1) atsitiktinis (nekryptingas) anti-ŢAH imobilizavimas                      

11-merkaptoundekano rūgšties SMS modifikuoto PPR lusto paviršiuje (14 pav. 

A); (2) atsitiktinis anti-ŢAH imobilizavimas KMD hidrogeliu modifikuoto PPR 

lusto paviršiuje (14 pav. B); (3) orientuotas (kryptingas) anti-ŢAH imobilizavimas 
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per baltymą G prijungtą MUR monosluoksnio pagalba (14 pav. C); (4) orientuotas 

frag-anti-ŢAH imobilizavimas ant aukso jų funkcinių tiolinių grupių 

chemisorbcijos aukso paviršiuje dėka (14 pav. D). 

 

14 pav. Principinė anti-ŢAH(A-C) ir frag-anti-ŢAH (D) imobilizavimo schema. (A)   

anti-ŢAH imobilizuoti per MUR monosluoksnį, (B) per KMDhidrogelį, (C) per prie 

MUR prijungtą baltymaG. R1 = CH2CH3, R2 = (CH2)3N(CH3)2,  

2-MEA = 2-merkaptoetilaminas. 

 

Viena iš labiausiai paplitusių antikūnų imobilizavimo elektrodo paviršiuje 

strategijų yra kovalentinis antikūnų imobilizavimas panaudojant jų pirmines 

amino funkcines grupes. Dėl daugybės privalumų, tokių kaip stabilumas 

vandeniniuose tirpaluose, pH ir temperatūros pokyčiams, maţa neatrankioji 

sorbcija ir kt., biologinių molekulių kovalentinis imobilizavimas per SMS yra 

plačiai naudojamas konstruojant imuninius jutiklius. Kovalentinis antikūnų 

prijungimas prie dekstrano hidrogelių populiarus dėl pakankamai maţos 

neatrankiosios sorbcijos PPR lustų paviršiuje. Be to, hidrofiliniai dekstrano 
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hidrogeliai, lyginant su SMS modifikuotais paviršiais, turi ţymiai didesnį 

paviršiaus plotą ir todėl pasiţymi ţymiai didesne imobilizavimo talpą. 

15 paveiksle pateikti eksperimentiniai anti-ŢAH antikūnų imobilizavimo 

PPR jutiklio lusto paviršiuje per MUR monosluoksnį (A) ir KMD hidrogelį (B) 

duomenys. Šis imobilizavimas pagrįstas elektrostatine sąveika tarp neigiamą krūvį 

turinčių MUR arba KMD karboksilo grupių ir teigiamą krūvį turinčių anti-ŢAH 

pirminių amino funkcinių grupių. Taigi, šiuo atveju anti-ŢAH imobilizuojami 

kovalentiškai. Prieš imobilizavimą modifikuotas PPR lusto paviršiuje veikiamas 

10 mmol/L Na acetato buferiniu tirpalu, pH 4,5, kol nusistovi stabilus 

rezonansinis kampas (bazinė linija) (15 pav. A-B, 1).Tuomet karboksilo grupės 

aktyvuojamos EDC ir NHS tirpalų vandenyje mišiniu santykiu 1:1 (15 pav. A-B, 

2). Aktyvavimas vykdomas 5 min. Šiame etape karboksilo grupės paverčiamos į 

labai reaktyvius N-hidroksisukcinimido esterius, kuriems reaguojant su anti-ŢAH 

pirminėmis amino grupėmis, vyksta anti-ŢAH imobilizavimas. Aktyvacijos 

stadija yra esminė imobilizavimui, nes reaktyvių N-hidroksisukcinimido esterių 

susidarymas įgalina stabilų anti-ŢAH prijungimą. Po aktyvacijos paviršius 

plaunamas 10 mmol/L Na acetato buferiniu tirpalu, pH 4,5. (15 pav. A-B, 3) ir į 

PPR kiuvetę įleidţiamas 1,64 μmol/L anti-ŢAH tirpalas 10 mmol/L Na acetato 

buferiniame tirpale, pH 4,5. Tuo metu registruotos sensogramos parodė laipsnišką 

PPR kampo didėjimą, reiškiantį anti-ŢAH prisijungimą ant aktyvuoto paviršiaus 

(15 pav.A-B, 4). PPR kampas laikui bėgant didėjo ir pasiekė pusiausvyrą po 25 

min. Neprisijungusio anti-ŢAH molekulės išplaunamos iš PPR kiuvetėsplaunant 

ją 10 mmol/L Na acetato buferiniu tirpalu, pH 4,5(15 pav. A-B, 5). Po anti-ŢAH 

imobilizavimo kaţkiek N-hidroksisukcinimido esterinių grupių lieka 

nesureagavusių. Kad įšvengti kitų baltymų prisijungimo prie šių grupių, jas reikia 

uţblokuoti transformuojant į amidus. Todėl, po anti-ŢAH imobilizavimo likusios 

nesureagavusiosN-hidroksisukcinimido esterių grupės uţblokuojamos 

etanolaminu (15 pav. A-B, 6). Po dezaktyvacijos etanolamino perteklius 

išplaunamas iš PPRkiuvetėsją plaunant 10 mmol/L Na acetato buferiniu tirpalu, 
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pH 4,5 (15 pav. A-B, 7). Tyrimo rezultatai rodo, kad likusias nesureagavusias    

N-hidroksisukcinimido esterių grupes sėkmingai blokavo etanolaminas. Po 

plovimo PPR lustas veikiamas regeneruojančiu tirpalu (50 mmol/L NaOH ir 0,5 % 

SDS) (15 pav. A-B, 8), o po to 10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, pH 7,4 (15 pav. 

A-B, 9). 
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15 pav. PPR sensogramosvaizduojančios anti-ŢAH imobilizavimą per KMD hidrogelį 

(A) ir MUR SMS (B) bei baltymo G prijungimą prie MUR SMS (C):1 – bazinė linija  

(10 mmol/L Na acetato buferinis tirpalas, pH 4,5), 2 – MUR arba KMD-hidrogelio 

aktyvavimas EDC/NHS mišiniu, 3, 5, 7 – kiuvetes plovimas 10 mmol/L Na acetato 

buferiniu tirpalu, pH 4,5, 4 – anti-ŢAH imobilizavimas arba baltymoG prijungimas, 

6 – likusių aktyvių esterinių grupių dezaktyvavimas etanolaminu, 8 – kiuvetes plovimas 

regeneruojamuoju 50 mmol/L NaOH ir 0,5 % SDS tirpalų mišiniu, 9 – kiuvetes plovimas 

10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, pH 7,4. 

 

Antikūnų jungimas per baltymą A arba baltymą G prie jutiklio lusto 

paviršiaus yra perspektyvi priemonė kryptingam antikūnų imobilizavimui. Abu 

baltymai specifiškai sąveikauja su antikūnų Fc fragmentais, o aktyvusis antikūnų 

centras lieka laisvas (15 pav. C, 5). Tokiu būdu šis imobilizavimo būdas įgalina 
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antikūnus imobilizuoti kryptingai. Tačiau tiesioginis baltymų A ir G 

imobilizavimas PPR jutiklių lustų paviršiuje yra maţiau stabilus, todėl jie 

paprastai imobilizuojami per tarpinį sluoksnį. 

15 paveikslo C kreivė iliustruoja baltymoG prisijungimo prie MUR 

modifikuoto PPR jutiklio lusto realius duomenis. Baltymui G prisijungus prie 

MUR modifikuoto PPR jutiklio lusto buvo gautas 418,43 ± 5 m˚ PPR kampo 

poslinkis. Kadangi tarp prijungtų molekulių kiekio ir PPR kampo pokyčio 

egzistuoja tiesinė priklausomybė, o 120 m˚ PPR kampo pokytis atitinka 1 ng/mm
2
 

baltymo paviršinės koncentracijos pokytį, tai pagal PPR kampo poslinkį 

apskaičiuota baltymoG paviršinė koncentracija yra 3,49 ± 0,04 ng/mm
2
. 
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16 pav. PPR sensograma vaizduojanti anti-ŢAH imobilizavimą per baltymą G prijungtą 

prie MUR SAM: 1 – bazinė linija (10 mmol/L PBS buferinis tirpalas pH 6,0), 

2 – anti-ŢAH prijungimas prie baltymo G, 3 – kiuvetes plovimas 10 mmol/L PBS 

buferiniu tirpalu pH 6,0. 
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Pirmas, anti-ŢAH imobilizavimo per MUR/bG sluoksnį, etapas remiasi 

jutiklio lusto plovimu 10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, pH 6,0, kol nusistovi 

stabilus rezonansinis kampas (bazinė linija) (16 pav. 1). Į PPR kiuvetę įleidus   

1,64 µmol/L anti-ŢAH tirpalo PBS buferiniame tirpale, pH 6,0, buvo matyti 

laipsniškas PPR kampo didėjimas, parodantis anti-ŢAH jungimąsi ant MUR/bG 

modifikuoto jutiklio paviršiaus (16 pav. 2). PPR kampas didėjo laikui bėgant ir 

pasiekė pusiausvyrą po 25 min. Neprisijungusios prie PPR jutiklio lusto anti-ŢAH 

molekulės iš PPR kiuvetės išplaunamos plaunant ją PBS buferiniu tirpalu, pH 6,0. 

 

3.2 Anti-ŽAH redukavimas ir anti-ŽAH fragmentų imobilizavimas 

 

Biologinės molekulės ant auksinių paviršių taip pat gali būti imobilizuotos 

panaudojant jų natyvias funkcines –SH arba –S–S– grupes. Šis imobilizavimo 

būdas pagrįstas stipriu laisvų tiolinių funkcinių grupių prisijungimu prie aukso 

paviršiaus. Anti-ŢAH priklauso IgG klasei. Anti-ŢAH molekulinė masė yra apie 

150 kDa. IgG molekulė savyje turi dvi polipeptidinių grandinių poras. Kiekviena 

pora turi sunkiąją grandinę ir lengvąją grandinę. Sunkiosios grandinės sujungtos 

disulfidinėmis jungtimis, kurias galima redukuoti imunoglobuliną veikiant 2-MEA 

ar DTT. 

Siekiant gauti laisvas funkcines –SH grupes, anti-ŢAH disulfidiniai tilteliai 

buvo redukuojami naudojant skirtingas 2-MEA koncentracijas (15, 35 ir             

70 mmol/L) ir kaitinama 37 ˚C termostate 90 min. Anti-ŢAH redukavimo 

efektyvumas buvo išanalizuotas panaudojant SDS-PAGE elektroforezę. 

Elektroforegramoje (17 pav.) 2, 3 ir 4 takeliuose matyti trys ryškios anti-ŢAH 

fragmentų juostos, kurios pagal molekulinės masės standartus (17 pav. 1 takelis) 

atitiktų apie 25, 50 ir 80 kDa. 80 kDa juosta prilygsta redukuoto fragmento       

anti-ŢAH antikūno molekulineimaseiir gali būti priskirta pusiau perskeltam     

anti-ŢAH (frag-anti-ŢAH). Tai įrodo, kad dalyje anti-ŢAH molekulių buvo 
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redukuoti disulfidiniai tilteliai, jungiantys sunkiąsias anti-ŢAH grandines. 

Elektroforezės gelio nuotraukoje taip pat matyti ir 25 bei 50 kDa molekulinės 

masės anti-ŢAH fragmentų juostos, kurių atsiradimas gali būti paaiškintas tuo, 

kad dalyje anti-ŢAH molekulių buvo redukuoti ne tik disulfidiniai tilteliai, 

jungiantys sunkiąsias grandines, bet taip pat ir jungiantys sunkiąsias, ir lengvąsias 

grandines. 

 

 

17 pav. Redukuotų anti-ŢAH antikūnų fragmentų įvertinimasSDS-PAGE: 1 takelis – 

baltymų molekulinės masės standartas, 2 takelis – frag-anti-ŢAH gauti naudojant 15, 35 

(3 takelis) ir 70 mmol/L (4 stulpelis) 2-MEA koncentracijas. 

 

Vertinant anti-ŢAH redukavimo efektyvumo priklausomybę nuo 2-MEA 

koncentracijos pagal elektroforezės gelio nuotrauką matyti, kad anti-ŢAH 

fragmentai, gauti esant skirtingoms 2-MEA koncentracijoms, vizualiai nesiskiria. 

Todėl papildomai buvo atlikti imobilizuotų anti-ŢAH fragmentų paviršinės 

koncentracijos ir jų sąveikos su antigenu efektyvumo tyrimai PPR. Tam PPR 

jutiklio lusto paviršiuje buvo imobilizuoti anti-ŢAH fragmentai, gauti 
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redukavimui naudojant skirtingas 2-MEA koncentracijas – 15, 35 ir 70 mmol/L. 

Anti-ŢAH fragmentų imobilizavimas pradedamas PPR jutiklio lusto paviršių 

plaunant 10 mmol/L Na acetato buferiniu tirpalu, pH 4,5, kol nusistovi stabilus 

rezonansinis kampas (bazinė linija) (18 pav. 1). Po anti-ŢAH fragmentų tirpalo  

10 mmol/L Na acetato buferiniame tirpale, pH 4,5, įleidimo į PPR kiuvetę buvo 

matyti laipsniškas PPR kampo didėjimas, parodantis anti-ŢAH fragmentų 

jungimąsi prie lusto paviršiaus (18 pav. 2). PPR kampas didėjo laikui bėgant ir 

pasiekė pusiausvyrą po 25 min. Neprisijungę anti-ŢAH fragmentai išplaunami iš 

PPRkiuvetės ją plaunant 10 mmol/L Na acetato buferiniu tirpalu, pH 4.5 (18 pav. 

3). PPR kampo pokyčiai dėl anti-ŢAH fragmentų prisijungimo, gautų anti-ŢAH 

redukuojant 15, 35 ir 70 mmol/L 2-MEA buvo 583,95 ± 9, 625,41 ± 10 ir      

636,08 ± 10 m˚ atitinkamai. Frag-anti-ŢAH fragmentų paviršinė koncentracija 

apskaičiuota iš šių rezultatų yra 4,87 ± 0,08, 5.21 ± 0,08 ir 5,30 ± 0,08 ng/mm
2
 

atitinkamai 15, 35 ir 70 mmol/L 2-MEA koncentracijai. 
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18 pav. Imobilizavimo priklausomybė nuo 2-MEA koncentracijos: 1 – bazinė linija    

(Na acetato buferinis tirpalas, pH 4,5), 2 – anti-ŢAH fragmentų imobilizavimas,3,5 – 

plovimas 10 mmol/L Na acetate buferiniu tirpalu, pH 4,5, 4 – plovimas 0,5 % SDS ir 50 

mmol/L NaOH, 6 – plovimas 10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, pH 7,4. 
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Kaip matyti 17 paveiksle pateiktoje anti-ŢAH fragmentų 

elektroforeogramoje, anti-ŢAH redukcija 2-MEA lemia įvairių antikūnų prieš 

ŢAH fragmentų susidarymą. Tačiau mūsų atveju svarbūs yra tik tie anti-ŢAH 

fragmentai, kurie susidaro skilus disulfidiniams tilteliams tik tarp anti-ŢAH 

sunkiųjų grandinių (frag-anti-ŢAH), tik tuomet išsaugomas aktyvusis antikūno 

prieš ţmogaus augimo hormoną centras ir toks imobilizuotas anti-ŢAH 

fragmentas dalyvauja sąveikoje su ŢAH. Anti-ŢAH disulfidinių jungčių, esančių 

tarp sunkiųjų grandinių, skilimas padidina tinkamos imobilizuotų anti-ŢAH 

fragmentų orientacijos ant PPR jutiklio lusto paviršiaus tikimybę ir sumaţina 

jutiklio atrankumo praradimą dėl atsitiktinės anti-ŢAH orientacijos. Tiolinių 

grupių išlaisvinimas redukuojant anti-ŢAH antikūnus uţtikrina stiprią             

frag-anti-ŢAH sąveika su aukso paviršiumi. Šio imobilizavimo būdo privalumas 

prieš kitus imobilizavimo būdus yra tas, kad šiuo būdu imobilizuoti antikūnai 

pasiţymi aukštas antigeno prisijungimo konstantas bei didelį stabilumą, o 

imobilizuoti antikūnų fragmentai aukso paviršiuje yra taip orientuoti, kad atstumas 

tarp aktyviojo centro ir aukso paviršiaus yra vienodas [10]. 

19 paveikslas iliustruoja PPR kampo pokyčius, kuriuos sukelia anti-ŢAH 

fragmentų prisijungimas PPR lusto paviršiuje (juodi stulpeliai) ir imuninio 

komplekso susidarymas tarp imobilizuotų frag-anti-ŢAH ir ŢAH esančio 

mėginyje (pilki stulpeliai), atsiţvelgiant į 2-MEA koncentraciją. Atlikus anti-ŢAH 

fragmentų imobilizavimą pastebėta, kad kuo didesnė 2-MEA koncentracija, tuo 

anti-ŢAH fragmentų imobilizuojama daugiau (19 pav. juodi stulpeliai). 

Maţiausias PPR kampo pokytis, lygus 583,95 m°, buvo uţregistruotas 

imobilizuojant anti-ŢAH fragmentus gautus anti-ŢAH redukcijai naudojant        

15 mmol/L 2-MEA. 2-MEA koncentracijai padidėjus, padidėjo ir imobilizuotų 

anti-ŢAH fragmentų paviršinė koncentracija, o dėl to ir PPR kampo pokytis. 

625,41 ir 636,08 m° PPR kampo pokytis buvo registruotas atitinkamai 35 ir          

70 mmol/L 2-MEA koncentracijai. Tačiau atlikus imobilizuotų anti-ŢAH 

fragmentų sąveikos su ŢAH tyrimus, nustatytas priešingas rezultatas – kuo 
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redukavimui naudojama didesnė 2-MEA koncentracija, tuo imobilizuotų anti-

ŢAH fragmentų sąveikos su ŢAH signalas (PPR kampo poslinkis) gaunamas 

maţesnis. Tai galėtų būti paaiškinama tuo, kad kuo didesnė 2-MEA koncentracija, 

tuo daugiau anti-ŢAH molekulių redukuojami disulfidiniai tilteliai ne tik 

jungiantys sunkiąsias grandines, bet ir jungiantys sunkiąsias ir lengvąsias 

grandines. Dėl to aktyvusis centras suardomas ir sąveika tarp tokių imobilizuotų 

anti-ŢAH fragmentų ir ŢAH nevyksta. Atsiţvelgiant į tai, optimali 2-MEA 

koncentracija, ruošiant anti-ŢAH fragmentus, buvo nustatyta 15 mmol/L, nes 

esant šiai 2-MEA koncentracijai didţiausia anti-ŢAH molekulių dalis 

redukuojama nepaţeidţiant jų aktyviojo centro ir tokiu būdu išlaikoma didelė 

ŢAH prisijungimo geba.  

 

19 pav. PPR kampo pokytis, kurį sukelia anti-ŢAH fragmentų prijungimas ant PPR lusto 

paviršiaus (juodi stulpeliai) ir imuninio komplekso susidarymas tarp imobilizuotų      

frag-anti-ŢAH fragmentų ir ŢAH (pilki stulpeliai), atsiţvelgiant į 2-MEA koncentraciją. 
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3.3 Imobilizuotų antikūnų ir antigeno sąveikos tyrimas 

 

20 paveiksle matyti skirtingų imobilizavimo metodų įtaka paviršinei 

imobilizuotų antikūnų koncentracijai. PPR kampo pokytis, antikūnams prisijungus 

PPR jutiklio lusto paviršiuje, apskaičiuojamas kaip skirtumas tarp PPR signalų 

prieš imobilizavimo stadiją ir po PPR kiuvetės praplovimo buferiniu tirpalu, 

siekiant iš PPR kiuvetes pašalinti neimobilizuotus antikūnus (15 pav. 3 ir 5 

etapai). 

 

20 pav. PPR kampo poslinkio priklausomybė nuo jutiklio lusto modifikavimo būdo: 

KMD – nekryptingas anti-ŢAH imobilizavimas per KMD-hidrogelį, MUR/bG – 

kryptinga anti-ŢAH sąveika per Fc sritis su baltymuG, Au – kryptingas antikūnų 

fragmentų imobilizavimas per aktyvias tiolines grupes, MUR – nekryptingas anti-ŢAH 

imobilizavimas ant MUR monosluoksnio. 

 

PPR kampo pokytis atitinkantis anti-ŢAH imobilizavimą KMD hidrogeliu 

(KMD/anti-ŢAH), MUR/bG (MUR/bG/anti-ŢAH) ir MUR monosluoksniu 

(MUR/anti-ŢAH) modifikuotų PPR lustų paviršiuje bei frag-anti-ŢAH fragmentų 

(Au/frag-anti-ŢAH) imobilizavimą PPR lusto aukso paviršiuje buvo atitinkamai 

807,53 ± 10, 754,88 ± 9, 443,01 ± 5 ir 583,95 ± 6 m° (20 pav.). Tai atitinka       
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6,73 ± 0,08, 6,29 ± 0,08, 3,69 ± 0,04 ir 4,87 ± 0,05 ng/mm
2
 imobilizuotų antikūnų 

paviršinę koncentraciją, nes tarp prijungtų molekulių kiekio ir PPR kampo 

pokyčio egzistuoja tiesinė priklausomybė: 120 m° kampo pokytis atitinka             

1 ng/mm
2
 baltymo paviršinės koncentracijos pokytį.  

Iš eksperimentinių duomenų, pateiktų 21 paveiksle matyti, kad didţiausias 

antikūnų kiekis gaunamasnekryptingo anti-ŢAH imobilizavimo per KMD 

hidrogelį atveju. Tuo tarpu maţiausias anti-ŢAH kiekis imobilizuojamas 

nekryptingos imobilizacijos per MUR savitvarkį monosluoksnį metu. Šie 

rezultatai patvirtina, kad dekstrano hidrogeliai turi didelį paviršiaus plotą, kuris 

leidţia įmobilizuoti ţymiai didesnį antikūnų kiekį, lyginant su SMS. Tačiau 

nepaisant to, kad daugiausiai anti-ŢAH antikūnų buvo imobilizuota KMD 

hidrogeliu modifikuoto PPR jutiklio lusto paviršiuje, didţiausias 184,75 m° PPR 

signalas buvo stebėtas vykstant ŢAH sąveikai su anti-ŢAH imobilizuotais per 

MUR/bG (21 pav. c). PPR signalas sukeltas vykstant ŢAH sąveikai su anti-ŢAH 

antikūnais imobilizuotais KMD hidrogeliui ir MUR modifikuotų PPR lustų 

paviršiuje buvo atitinkamai 20,73 ir 16,51 m° (21 pav. a ir b). Tai reiškia, kad šie 

signalai buvo atitinkamai 11,2 ir 8,9 karto maţesni. Stebėtas PPR kampo pokytis 

vykstant sąveikai tarp imobilizuotų frag-anti-ŢAH ir ŢAH buvo 142,68 m°. Taigi, 

didţiausias analizinis signalas gaunamas augimo hormonui sąveikaujant su       

anti-ŢAH imobilizuotais PPR jutiklio lusto paviršiuje per baltymą G, o maţiausias 

sąveikaujant su anti-ŢAH imobilizuotais per MUR SMS. 
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21 pav. (A) PPR sensogramos. (B) Pusiausvyros kampo priklausomybė nuo antikūnų 

imobilizavimo būdo. a – MUR/anti-ŢAH, b – KMD/anti-ŢAH, c – MUR/bG/anti-ŢAH,  

d – Au/frag-anti-ŢAH. ŢAH koncentracija– 1.59 μmol/L. 

 

Šie rezultatai rodo, kad nepaisant to, kad didţiausias anti-ŢAH kiekis 

imobilizuojamas KMD hidrogeliu modifikuotų PPR lustų lustų paviršiuje, jų 

sąveika su ŢAH praktiškai nevyksta, dėl to, kad didţioji dalis anti-ŢAH 

imobilizuojama per amino grupes, esančias aktyviajame centre ir tokiu būdu taip 

imobilizuoti antikūnai netenka savo biologinio aktyvumo. Vis dėl to, tikėtina, kad 

maţiau nei 10 % antikūnų išlieka aktyvūs, kai imobilizuojama nekryptingu 

imobilizavimo būdu. Tuo tarpu prijungtas baltymo G sluoksnis suteikia kryptingą 

anti-ŢAH imobilizavimą jautriam ŢAH detektavimui. Kadangi kiekviena baltymo 

G molekulė turi daugiau nei vieną prisijungimo vietą antikūnų prijungimui per Fc 

fragmentą, tai anti-ŢAH prijungimas prie baltymo G, nepriklausomai nuo   

baltymo G orientacijos, yra galimas. Kadangi anti-ŢAH prijungimas įvyko per 

antikūnų Fc fragmentą, tai antikūnų aktyvieji centrai nebuvo deformuoti. Taigi, 
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anti-ŢAH antikūnų imobilizavimas per MUR/bG duodą tolygų, stabilų ir steriškai 

prieinamą biologinio atpaţinimo sluoksnį. Tačiau anti-ŢAH imobilizavimo per 

MUR/bG trūkumas yra būtinybė imobilizuoti baltymoG sluoksnį. Be to, nepavyko 

surasti tokio regeneruojančio tirpalo, kuris suardytų antikūno-antigeno kompleksą 

ir neturėtų įtakos anti-ŢAH ir bG kompleksui. Visais atvejais nuo paviršiaus buvo 

pašalintas ne tik ŢAH, bet ir anti-ŢAH (22 pav.). Taigi, tokio jutiklio 

daugkartiniams tyrimams naudoti negalima.  
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22 pav. PPR signalo kitimas: 1 – bazinė linija, 2 – anti-ŢAH sąveika su ŢAH, 3,5 – 

kiuvetės plovimas 10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, pH 7,4, 4 – regeneravimas 0,5 % 

SDS ir 50 mmol/L NaOH tirpalu. 

 

Kitas pagal intensyvumą PPR signalas, lygus 142,68 m°, stebėtas vykstant 

ŢAH sąveikai su PPR jutiklio lusto paviršiuje imobilizuotais frag-anti-ŢAH (21 

pav. d). Šis signalas buvo tik 1,3 karto maţesnis, nei signalas, gautas PPR jutiklio 
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lusto modifikuoto MUR/bG/anti-ŢAH atveju. Tai atitinka kitų mokslininkų 

publikuotus duomenis, kurie teigia, kad imunojautrūs paviršiai gauti 

imobilizuojant redukuotus IgG pasiţymi didesniu antigeno prisijungimo 

aktyvumu, negu paviršiai su imobilizuotais natyviais IgG. Maţesnis                

frag-anti-ŢAH fragmentų antigeno prisijungimo aktyvumas, palyginus su        

anti-ŢAH imobilizavimu per MUR/bG, galėjo būti įtakotas dalinės antikūnų 

jungimosi vietų dezaktyvacijos frag-anti-ŢAH paruošimo metu ir/arba dėl 

vėlesnės frag-anti-ŢAH modifikuotų PPR jutiklių lustų inkubacijos JSA tirpale, 

siekiant uţblokuoti aktyvias baltymų sorbcijos vietas PPR jutiklio lusto paviršiuje. 

Vis dėlto imobilizavimo metodas, pagrįstas sąveika tarp IgG fragmentų tiolinių 

grupių ir aukso paviršiaus, turi pranašumų, nes imobilizuoti antikūnai išlaiko tiek 

aukštas antigeno prisijungimo konstantas, tiek didelį stabilumą. Šis imobilizavimo 

metodas pasiţymi tinkama IgG fragmentų orientacija, vienodu atstumu tarp 

antikūno aktyviojo centro ir PPR jutiklio lusto paviršiaus, nesukelia tariamų 

afiniškumo konstantų išsibarstymo. Dėl pakankamai didelės imobilizavimo talpos, 

atlikimo paprastumo bei maţos kainos, lyginant su kitais naudotais būdais, 

imobilizavimo būdas pagrįstas frag-anti-ŢAH panaudojimu buvo nustatytas 

tinkamiausiu imobilizavimo būdu, konstruojant PPR imuninį jutiklį skirtą ŢAH 

nustatymui.  

 

3.4 Frag-anti-ŽAH ir ŽAH komplekso formavimosi tyrimas 

 

Ištirta optimali anti-ŢAH koncentracija frag-anti-ŢAH fragmentų gavimui 

redukuojant 15 mmol/L 2-MEA PPR jutiklio lusto modifikavimui. Redukcijos 

reakcija sukėlė S–S tiltelių tarp sunkiųjų grandinių skylimą, o antikūno aktyvusis 

centras liko nepaliestas. Frag-anti-ŢAH, ant auksinio PPR jutiklio lusto paviršiaus, 

buvo imobilizuoti inkubuojant jutiklio lustą frag-anti-ŢAH tirpale. Frag-anti-ŢAH 

prie jutiklio paviršiaus prisijungė per išlaisvintas antikūno lanksto srities tiolines 
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grupes. Siekiant išvengti nespecifinės adsorbcijos, po imobilizavimo likę 

prisijungimo centrai PPR jutiklio lusto aukso paviršiuje buvo uţblokuoti JSA. 

Tam anti-ŢAH fragmentais modifikuotas jutiklio lustas buvo inkubuojamas 8 val. 

kambario temperatūroje 10 mmol/L PBS buferiniame tirpale pH 7,4 turinčame     

1 mg/mL JSA. 

23 paveikslas iliustruoja PPR kampo pokyčius, kuriuos sukelia anti-ŢAH 

fragmentų prisijungimas ant PPR lusto paviršiaus (tamsiai pilki stulpeliai) ir 

imuninio komplekso susidarymas tarp imobilizuotų frag-anti-ŢAH ir ŢAH esančio 

mėginyje (šviesiai pilki stulpeliai), atsiţvelgiant į redukcijai naudotą anti-ŢAH 

koncentraciją. ŢAH koncentracija 5 μmol/L. 23 paveikslo apibendrinti duomenys 

pateikti 3 lentelėje. 

 

 

 

23 pav. PPR kampo pokytis, kurį sukelia anti-ŢAH fragmentų prisijungimas ant PPR 

lusto paviršiaus (tamsiai pilki stulpeliai) ir imuninio komplekso susidarymas tarp 

imobilizuotų frag-anti-ŢAH ir ŢAH (šviesiai pilki stulpeliai), atsiţvelgiant į pradinę anti-

ŢAH koncentraciją. 
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3 lentelė.PPR kampo pokyčio priklausomybė nuo anti-ŢAH koncentracijos naudotos 

frag-anti-ŢAH paruošimui. 

Anti-ŢAH koncentracija, 

μmol/L 

PPR kampo pokytis po 

frag-anti-ŢAH 

imobilizavimo, m° 

PPR kampo pokytis po 

frag-anti-ŢAH ir ŢAH 

sąveikos, m° 

0,41 583,95 ± 6,10 174,20 ± 5,99 

0,83 610,61 ± 7,20 155,57 ± 5,55 

1,65 612,19 ± 7,32 147,37 ± 4,79 

*Standartinis nuokrypis (STDEV) buvo paskaičiuotas iš 3 vienodai modifikuotų PPR jutiklio 

lustų. 

 

Kaip matyti iš 23 paveikslo bei 3 lentelės, didţiausias PPR kampo pokytis 

(612,19 m°), kurį sukėlė anti-ŢAH fragmentų prisijungimas prie PPR jutiklio lusto 

paviršiaus, buvo gautas jų paruošimui naudojant didţiausią anti-ŢAH 

koncentraciją (1,65 μmol/L), o maţiausias PPR kampo pokytis (583,95 m°) buvo 

gautas naudojant maţiausią anti-ŢAH koncentraciją (0,41 μmol/L). Šie gauti 

rezultatai parodė, kaddidėjant anti-ŢAH koncentracijai, paviršinė imobilizuotų 

frag-anti-ŢAH koncentracija didėja, nes didėja registruojamas PPR kampo 

pokytis. Tačiau didţiausias PPR signalas (174,2 m°),uţregistruotas formuojantis 

frag-anti-ŢAH ir ŢAH kompleksui,buvo stebėtas anti-ŢAH fragmentų paruošimui 

naudojant maţiausią (0,41 μmol/L) anti-ŢAH koncentraciją. Didėjant anti-ŢAH 

koncentracijai, PPR kampo pokytis vykstant sąveikai maţėjoir buvo 155,6 ir 

147,4 m°atitinkamai 0,83 ir 1,65 μmol/L anti-ŢAH koncentracijai. Todėl 

0.41 μmol/L anti-ŢAH koncentracija buvo pripaţinta optimaliausia anti-ŢAH 

fragmentų gavimui ir PPR jutiklio lusto paviršiaus modifikavimui, ir buvo 

naudojama tolimesnių tyrimų metu.  
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3.5 AJM analizė 

 

Pastaraisiais metais labai domimasi PPR ir kitų papildomų analizės metodų 

apjungimu, siekiant patvirtinti biologinių molekulių prisijungimą ar išsidėstymą 

paviršiuje [146, 147]. Šiame darbe, skirtingai modifikuotiems PPR jutiklių lustų 

paviršiams charakterizuoti, buvo sėkmingai panaudota atominių jėgų 

mikroskopija. PPR jutiklių lustų, modifikuotų frag-anti-ŢAH ir frag-anti-ŢAH 

imuno kompleksais su ŢAH (frag-anti-ŢAH/ŢAH),paviršiųvaizdai buvopalyginti 

su PPR jutiklio lusto aukso paviršiaus vaizdu (24 pav.). AJM gali padėti tiesiogiai 

paţvelgti į molekulinio lygio topografiją ir tai galima pritaikyti paviršiaus 

modifikavimo charakterizavimui ar kaip patvirtinamąjį metodą antikūno-antigeno 

komplekso susidarymui [9, 148].  

Buvo palyginti AJM vaizdai (24 pav. A, C ir E) ir iš šių vaizdų sudarytos 

aukščio pasiskirstymo diagramos (24 pav. B, D ir F). Gauti rezultatai akivaizdţiai 

demonstruoja morfologijos pokyčius po auksinio paviršiaus modifikavimo       

anti-ŢAH fragmentais ir po imuninio komplekso su ŢAH susidarymo. Kaip 

atskaitinis paviršius buvo naudojamas PPR jutiklio lusto auksinio paviršiaus 

topografinis vaizdas (24 pav. A). Aukso paviršiuje buvo stebėtos tik periodinės, 

daugiausiai 1,89 nm aukščio, struktūros (24 pav. B). Frag-anti-ŢAH (molekulinė 

masė yra 80 kDa) PPR jutiklio lusto paviršiuje buvo imobilizuoti per natyvias 

tiolines funkcines grupes ir taisąlygojo labai didelį jutiklio paviršiaus padengimą. 

Susidariusio baltymų monosluoksnio topografijos analizė parodė daug 9,25 nm 

aukščio struktūrų (24 pav. C ir D). Gauti rezultatai sutampa su kitų autorių 

publikuotais rezultatais, pagal kuriuos IgG molekulės matmenys yra 14,5 x 8,5 x 

4,0 nm [149, 150]. Vadinasi,po anti-ŢAH redukcijos susidarantys frag-anti-ŢAH 

imobilizuoti lusto paviršiuje tūrėtų būti apytiksliai 7,25 nm aukščio. Atsiţvelgus 

įjutiklio lusto aukso paviršiaus nelygumus (1,89 nm aukščio), imobilizuotų     

frag-anti-ŢAH aukštis turėtų būti apie 7,10 nm. Gautasdydis yra truputi maţesnis 
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nei teorinis frag-Ak dydis. Po specifinės frag-anti-ŢAH sąveikos su ŢAH buvo 

stebėtos 11,90 nm aukščio struktūros (24 pav. E ir F). 

 

24 pav. PPR jutiklių lustų paviršių AJM vaizdai (A,C ir E) ir aukščio pasiskirstymo 

diagramos (B,D ir F) aukso paviršiaus (A ir B), modifikuoto frag-anti-ŢAH (C ir D), 

modifikuoto frag-anti-ŢAH/ŢAH (E ir F). 

 

Šie santykinai maţi paviršiaus morfologijos pokyčiai gali būti aiškinami tuo, 

kad susiformuoja imobilizuotų frag-anti-ŢAH ir maţos molekulinės masės ŢAH 

(22 kDa; 5,3 x 3,1 nm [151]) kompleksas. Frag-anti-ŢAH aktyviųjų centrų 

atstumas nuo jutiklio paviršiaus galėjo pakisti po sąveikos su ŢAH, todėl struktūrų 
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aukščio padidėjimas 2,65 nm, buvo truputi maţesnis, nei teoriniai ŢAH 

matmenys. Stebėti trijų skirtingai modifikuotų paviršių skirtumai rodo, kad      

frag-anti-ŢAH buvotinkamai prijungti prie auksinio PPR jutiklio lusto paviršiaus, 

o imuninis kompleksas susiformavo dėl specifinės antikūno-antigeno sąveikos. 

 

3.6 Optimalių sąlygų parinkimas ŽAH nustatymui 

 

Buvo ištirtassukonstruoto PPR jutiklio jautris ŢAH. Frag-anti-ŢAH gavimui 

buvo naudoti 0,41 μmol/L anti-ŢAH tirpalai.Siekiant išvengti nespecifinės 

adsorbcijos, po imobilizavimo likę prisijungimo centrai PPR jutiklio lusto aukso 

paviršiuje buvo uţblokuoti JSA. PPR signalas buvo registruojamas tiesiogiai 

(nenaudojant ţymenų) realiu laiku. Frag-anti-ŢAH modifikuotas PPR jutiklio 

lustas buvo plaunamas 10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, pH 7,4, kol 

nusistovistabilus PPR signalas (25 pav. „Bazinė linija“). Tuomet į PPR kiuvetę 

įleidţiamas ŢAH tirpalas 10 mmol/L PBS buferiniame tirpale, pH 7,4. Po ŢAH 

įleidimo į PPR kiuvetębuvo matyti laipsniškas PPR kampo didėjimas, parodantis 

ŢAH ir frag-anti-ŢAH komplekso susidarymą (ŢAH ir frag-anti-ŢAH sąveiką 

vyko tik viename PPR kiuvetes kanale, antras kanalas buvo naudojamas buvo 

palyginamasis) (25 pav. „Asociacija“). Po asociacijos fazės PPR kiuvetė buvo 

plaunama 10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, pH 7,4. Tai sukėlė dalinę              

frag-anti-ŢAH/ŢAH komplekso disociacija,tai sąlygojo nedidelį PPR kampo 

sumaţėjimą (25 pav. „Disociacija“). Siekiant PPR jutiklį panaudoti daugkartinei 

analizei, ŢAH turi būti pašalintas nuo paviršiaus suardant frag-anti-ŢAH/ŢAH 

kompleksą, tačiau imobilizuoti frag-anti-ŢAH privalo išlikti nepaliesti ir išlaikyti 

prisijungimo gebą. Todėl po disociacijos fazės, PPR jutiklio lustas buvo paveiktas 

regeneruojančiu tirpalu sudarytu iš 0,5 % SDS ir 50 mmol/L NaOH. Šiame etape 

PPR kampas sumaţėjo ryškiai (25 pav. „Regeneracija“). Galiausiai, kiuvetę 

praplovus 10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, pH 7,4, PPR signalas pasiekė savo 
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pradinį lygį, kuris buvo stebėtas prieš į PPR kiuvetę įleidţiant ŢAH tirpalą (25 

pav. „Atgal prie bazinės linijos“). Stebėtas PPR kampo pokytis reiškė visišką 

ŢAH pašalinimą nuo PPR jutiklio lusto paviršiaus. 25 (A) paveikslas iliustruoja, 

kad aktyvus PPR jutiklio lusto paviršius buvo visiškai regeneruotas 5 min. jį 

veikiant regeneruojančiu tirpalu ir po to 3 min.10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, 

pH 7,4. Imuninio jutiklio panaudojimas daugkartinėje analizėje padaro analizę 

daug pigesnę, be to daţnai sutrumpėja analizės trukmė. Todėl PPR 

imunotyrimuose regeneracijos etapas yra labai svarbus. 

 

25 pav. (A) PPRsensogramos uţregistruotos vykstant imobilizuotų frag-anti-ŢAH 

sąveikai su ŢAH(ŢAH koncentracija 0,01, 0,09, 0,17, 0,26, 0,33, 0,40, 0,53, 0,72, 1,59 ir 

5 μmol/L). (B) Pusiausvyros kampo priklausomybė nuo ŢAH koncentracijos. 

 

25 paveikslo (A) dalyje pateikiamos sensogramos gautos esant skirtingoms 

ŢAH koncentracijoms nuo 0,01 iki 5 μmol/L. Kaip matyti iš paveikslo, kiekvienos 

PPR jutiklio lusto regeneracijos stadijos pabaigoje, stebimas PPR signalas grįţta 

iki pradinės vertės, registruotos prieš ŢAH įpilimą į kiuvetę. Gauti rezultatai 
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leidţia daryti išvadą, kad ŢAH nuo paviršiaus buvo pašalintas suardant           

frag-anti-ŢAH/ŢAH kompleksą, o imobilizuoti frag-anti-ŢAH išliko nepaliesti ir 

neprarado antigeno prisijungimo gebos. 

PPR kampo pokytis priklauso nuo ŢAH koncentracijos tiriamajame tirpale. 

Buvo sudaryta PPR signalo pasiekus nuostoviąją būseną – pusiausvyros kampo 

priklausomybė nuo ŢAH koncentracijos mėginyje (25 pav. B). Esant 0,01 μmol/L 

ŢAH koncentracijaimėginyje PPR signalas buvo apie 8,6 m°. Šis PPR signalas 

buvo ganėtinai reikšmingas, nes signalo-triukšmo santykis buvo 86 

(8,6 mº/0,1 mº). Didėjant ŢAH koncentracijai 0,01 – 0,72 μmol/L ribose buvo 

gauta tiesinė PPR kampo pokyčio priklausomybė nuo ŢAH koncentracijos. PPR 

signalas pasiekė soties lygį ir daugiau nebedidėjo didėjant ŢAH koncentracijai, 

kai ŢAH koncentracija buvo didesnė nei 5 μmol/L. 

Analizinis signalas esant maţiausiai analitės koncentracijai plius trys jos 

standartinio nuokrypio dydţiai buvo panaudoti apskaičiuojant ŢAH aptikimo ribą  

sukonstruotu PPR imuniniu jutikliu.Buvo nustatyta, kad aptikimo riba yra    

0,0034 μmol/L. Trevino ir bendraautoriai [152] publikavo PPR ŢAH imuninį 

jutiklį, kuriuo ŢAH koncentracija buvo nustatoma konkurentinės infibicijos 

metodu. Šis jutiklis buvo tinkamas nustatyti ŢAH koncentracijai ţmogaus serumo 

mėginiuose. Šių autorių sukonstruoto jutiklio aptikimo riba buvo 6 ng/mL 

(0,00027 μmol/L). Šio imuninio jutiklio maţesnė atikimo riba gali būti 

paaiškinama pasirinktu ŢAH detekcijos būdu. Mūsų tyrime buvo pasirinktas 

tiesioginis antigeno nustatymo formatas, t.y., analizinis signalas didėjo didėjant 

ŢAH koncentracijai. Atliekant analizę konkurentinės inhibicijos metodu, 

analizinis signalas yra atvirkščiai proporcingas ŢAH koncentracijai, t.y., kuo 

tiriamajame tirpale yra maţesnė ŢAH koncentracija, tuo registruojamas didesnis 

PPR signalas. Tačiau nepaisant truputi maţesnio jautrio PPR imuninis jutiklis su 

imobilizuotais anti-ŢAH fragmentais labai perspektyvus, nes ŢAH koncentracija 

nustatoma tiesiogiai. 
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Imuninio jutiklio atrankumas ir kryţminis reaktyvumas buvo ištirtas tuo 

pačiu metu į PPR gradelės 1 kanalą įleidus 5 μmol/L ŢAH 10 mmol/L PBS 

buferiniame tirpale, pH7,4, o ir į 2 kanalą – 5 μmol/L kiaulės augimo hormono 

(KAH) 10 mmol/L PBS buferiniame tirpale, pH 7,4. Tyrimo rezultatai pateikti 26 

paveiksle iliustruoja, kad signalas registruotas vykstant frag-anti-ŢAH sąveikai su 

ŢAH (157,14 m°) buvo 11,57 karto didesnis lyginant su signalu uţregistruotu 

vykstant imobilizuotų frag-anti-ŢAH sąveikai su KAH (13,58 mº). 
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26 pav. PPR sensogramos uţregistruotos vykstant frag-anti-ŢAH sąveikai su ŢAH ir 

KAH. 

 

Analizinio signalo atsikartojamumas yra vienas iš svarbiausių etapų 

konstruojant imuninius jutiklius. Todėl buvo atlikti vienas po kito 3 nustatymo-

regeneravimo ciklai į PPR kiuvetę įleidţiant tą patį ŢAH kiekį (0,4 μmol/L). 

Eksperimento metu uţregistruotos sensogramos rodė beveik tokį patį PPR kampo 

poslinkį. Šie rezultatai leidţia teigti, kad PPR jutiklio lusto paviršius, 

modifikuotas anti-frag-ŢAH fragmentais, po sąveikos su ŢAH praktiškai yra 
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visiškai regeneruojamas, nedarant įtakos jutiklio jautriui. PPR atsako standartinė 

paklaida (STDEV) apskaičiuota tam pačiam jutiklio lustui buvo 2,28, o variacijos 

koeficientas (CV) – 3,7 %. Todėl matavimų atsikartojamumas lygus 96,3 %. Tai 

reiškia, kad imobilizuotų frag-anti-ŢAH sluoksnio destrukcija regeneracijos metu 

buvo minimali. STDEV apskaičiuota trims vienodai paruoštiems PPR jutikliams 

buvo šiek tiek didesnė – 2,45. Apskaičiuotas CV buvo 6,2 %. Vadinasi matavimo 

atsikartojamumas buvo 93,8 %. Šis neţymus netikslumas tarp skirtingų PPR 

jutiklių gali būti sąlygotas neţymaus imobilizuotų frag-anti-ŢAH paviršinės 

koncentracijos kitimo. 

Jutiklio stabilumas buvo tirtas naudojant 1,59 μmol/L ŢAH 10 mmol/L 

PBS buferiniame tirpale, pH 7,4. Po kiekvieno sąveikos signalo registravimo buvo 

atliekama jutiklio lusto regeneracija 0,5 % SDS ir 50 mmol/L NaOH tirpalu. Šie 

eksperimentai palyginimui buvo atlikti naudojant du jutiklius vieno iš kurių 

paviršius po frag-anti-ŢAH imobilizavimo buvoblokuotas JSA (27 pav. 1 kreivė), 

o kito ne (27 pav. 2 kreivė). Pakartotiniai nustatymo regeneravimo ciklai buvo 

atlikti 22 kartus PPR jutiklio lustą saugant 18 dienų kontroliuojamoje aplinkoje   

(10 mmol/L PBS buferinis tirpalas pH 7,4, 20 ºC temperatūra). Pirmą dieną atlikus 

penkis nustatymo-regeneravimo ciklus, skirtumas tarp pirmo ir penkto analizinio 

signalo buvo tik 4 % (27 pav. 1 kreivė). Tuo atveju kai aktyvūs centrai aukso 

paviršiuje nebuvo blokuoti, PPR signalo kritimas buvo reikšmingesnis ir siekė    

26 % (27 pav. 2 kreivė). Po pirmųjų 2 dienų, lyginant su pirmu matavimu, buvo 

stebimas 6 % ir 36 % PPR jutiklių signalo sumaţėjimas atitinkamai blokuotam ir 

neblokuotam PPR jutikliui. Vėliau PPR atsako sumaţėjimas tapo dar 

reikšmingesnis ir po 7, 12 ir 18 dienų buvo stebimas 20, 30 ir 38 % JSA blokuoto 

(27 pav. 1 kreivė) ir 66, 80 ir 91 % JSA neblokuoto (27 pav. 2 kreivė) PPR jutiklio 

signalo sumaţėjimas. Taigi, iš šio eksperimento duomenų galima teigti, kad kai 

JSA uţblokavopo anti-ŢAH fragmentų imobilizavimo likusius aktyvius centrus 

PPR jutiklio lusto aukso paviršiuje, tai sumaţino nespecifines sąveikas jutiklio 
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paviršiuje, padidino frag-anti-ŢAH sluoksnio stabilumą bei jo gebėjimą sąveikauti 

su ŢAH ilgesnį laiką. 
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27 pav. ŢAH jutiklio veikimo stabilumas kai po anti-ŢAH fragmentų imobilizavimo likę 

aukso paviršiaus aktyvūs centrai uţblokuoti JSA (1) ir neblokuoti (2). 

 

 Nustačius optimalias sąlygas ŢAH nustatyti, jutiklio veikimas buvo 

patikrintas realiuoseţmogaus serumo mėginiuose, kuriuose buvo 0,26 μmol/L 

ŢAH. Gauti rezultatai parodė, kad STDEV yra 4,8 %, o išgava – 109,6 %.  

 Apţvelgiant aukščiau aptartus eksperimentų rezultatus galima daryti 

išvadą, kad aprašytas PPR imuninis jutiklis pasiţymi perspektyviomis 

charakteristikomis (geras atsikartojamumas ir stabilumas, efektyvs paviršiaus 

regeneravimas ir didelis atrankumas) greitam ir patikimam ŢAH nustatymui. 

Pasiūlytas imuninis jutiklis turi keletą privalumų, tokių kaip: tiesioginis analitės 

koncentracijos nustatymo formatas, paprasta jautraus paviršiaus paruošimo 

procedūra, paprasta prieţiūra, maţas mėginio tūris ir lengvai automatizuojamas 
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metodas. Dėl šių privalumų sukonstruotas jutiklis gali būti labai patrauklus 

praktiniam taikymui biomedicinoje. 

 

3.7 ŽAH imobilizavimo PPR jutiklio lusto paviršiuje tyrimas 

 

Somatropinas yra sintetinė ţmogaus augimo hormono forma, gaminama 

rekombinantinės DNR technologijos principu. Jo aminorūgščių seka yra identiška 

natūraliam ţmogaus augimo hormonui. Tačiau ŢAH trūkumą gydant 

rekombinantiniu ŢAH organizme gali susidaryti antikūnų prieš augimo hormoną. 

Šie antikūnai gali neutralizuoti hormoną ir slopinti jo terapinį poveikį, todėl 

gydymas neduos laukiamų rezultatų. Tam, kad galėtume įvertinti organizmo 

atsaką į gydymą būtina nustatyti anti-ŢAH.  

 

 

28 pav. Principinė imuninio jutiklio schema analitės (anti-ŢAH) koncentracijai nustatyti 

sujungiant du analizės metodus – elektrocheminę analizę ir PPR. 
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Dėl šios prieţasties svarbu sukurti greitos, atrankios ir jautrios analizės 

atlikimo metodiką anti-ŢAH nustatymui. 2009 metais  mūsų laboratorijoje buvo 

sukurtas PPR imuninis jutiklis anti-ŢAH nustatymui [15]. Tačiau sukonstruoto 

imuninio jutiklio aptikimo riba mūsų netenkino, todėl mūsų tolimesnių darbų 

tikslas buvo patobulinti PPR jutiklį ir nustatyti maţesnes anti-ŢAH koncentracijas. 

Todėl tolimesniuose tyrimuose PPR jutiklio lusto paviršiuje buvo imobilizuotas 

ţmogaus augimo hormonas, o nustatomas anti-ŢAH PPR ir elektrocheminės 

analizės metodais (28 pav.). 

ŢAH buvo imobilizuojamas ant PPR jutiklio lusto paviršiaus per MUR 

monosluoksnį, kurio formavimas ant PPR jutiklio lusto paviršiaus buvo aptartas 

2.3.4 skyriuje. Prieš ŢAH imobilizavimą MUR monosluoksnio 

stabilizavimas/drėkinimas atliktas 10 mmol/L Na acetato buferiniu tirpalu, pH 4,5 

ir regeneruojančių 0,5 % SDS ir 50 mmol/L NaOH tirpalu. ŢAH imobilizavimui 

PPR jutiklio lusto paviršiuje buvo naudotas 3,73 μmol/L ŢAH tirpalą 10 mmol/L 

Na acetato buferiniame tirpale, pH 4,5. Tyrimas pradedamas į PPR kiuvetę 

įleidţiant 10 mmol/L Na acetato buferinį tirpalą, pH 4,5 (29 pav. 1). Nusistovėjus 

stabiliam rezonansiniam signalui, atliekamas MUR karboksilo grupių aktyvavimas 

EDC ir NHS mišiniu (29 pav. 2), ŢAH imobilizavimas (29 pav. 4) ir likusių 

aktyvių esterinių grupių dezaktyvavimas etanolaminu (29 pav. 6). Atlikus 

imobilizavimą pagal PPR signalą po ŢAH imobilizavimo (29 pav. 5), lyginant su 

signalu registruotu prieš imobilizavimą (29 pav. 3) buvo gautas 370 ± 10 m° PPR 

kampo pokytis. Iš šio pokyčiobuvo apskaičiuota, kad PPR jutiklio paviršiuje 

įsimobilizavo 3,08 ± 0,8 ng/mm
2
 ŢAH (29 pav.). 
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29 pav. PPR signalo kitimas:1 – bazinė linija (10 mmol/L Na acetato buferinis tirpalas, 

pH 4.5), 2 – MUR aktyvavimas EDC/NHS mišiniu, 3, 5, 8 – kiuvetės plovimas             

10 mmol/L Na acetato buferiniu tirpalu, pH 4,5, 4 – ŢAH imobilizavimas, 6 – aktyvių 

esterinių grupių dezaktyvavimas etanolaminu, 7 – jutiklio lusto paviršiaus regeneravimas 

0,5 % SDS ir 50 mmol/L NaOH tirpalu, 9 – kiuvetės plovimas 10 mmol/L PBS buferiniu 

tirpalu, pH 7,4. 

 

3.8 Sąveikos tarp imobilizuoto ŽAH, anti-ŽAH ir antrinio antikūno 

žymėto krienų peroksidaze (anti-ŽAH-KP) tyrimas 

 

Prieš pradedant imobilizuoto ŢAH ir anti-ŢAH sąveikos tyrimus, buvo 

atliktas MUR monosluoksnio su imobilizuotu ŢAH paviršiaus 

stabilizavimas/drėkinimas 10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu pH 7,4 bei 

regeneruojančiu 0,5 % SDS ir 50 mmol/L NaOH tirpalu.  
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30 pav. (A) ImobilizuotųŢAH sąveikos su anti-ŢAH PPR analizė.Ištisinė linija atspindi 

realiusduomenis, brūkšninė linija buvo gauta šiuos duomenis apdorojant SigmaPlot 

programa. (B) ir (C) Anti-ŢAH koncentracijos priklausomybė nuo pusiausvyros kampo. 

 

Imobilizuoto ŢAH ir anti-ŢAH esančio tirpale sąveikos tyrimams buvo 

naudotos 9 skirtingos anti-ŢAH koncentracijos (0,09, 0,208, 0,417, 0,695, 4,901, 

10,54 19,79, 26,36 ir 39,47 nmol/L) PBS buferiniame tirpale, pH 7,4 (30 ir 31 

pav.). Tačiau PPR jutikliu buvo galima uţregistruoti patikimą signalą tik esant 

0,695 nmol/L koncentracijai. Maţesnės koncentracijos buvo nedetektuojamos. 

Kitame analizės ţingsnyje buvo panaudotas netiesioginės imunoanalizės formatas 

irtirta sąveika tarp susidariusio ŢAH/anti-ŢAH imuninio komplekso ir antrinių 

antikūnų prieš ţmogaus augimo hormoną, ţymėtų krienų peroksidaze             

(anti-ŢAH-KP).  
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31pav. (A) Anti-ŢAH/KP sąveika su ŢAH/anti-ŢAH imuniniu kompleksu. Ištisinė linija 

atspindi realius duomenis, brūkšninė linija buvo gauta šiuos duomenis apdorojant 

SigmaPlot programa. (B) ir (C) Anti-ŢAH koncentracijos priklausomybė nuo 

pusiausvyros kampo. 

 

Visuose tyrimuose buvo naudota 0,181 μmol/L anti-ŢAH-KP koncentracija 

PBS buferiniame tirpale, pH 7,4. Paveiksle (31 pav. B) matyti, kad tirtame      

anti-ŢAH koncentracijų intervale nebuvo pasiektas jutiklio paviršiaus 

įsisotinimas. Sąveikaujant anti-ŢAH-KP su PPR jutiklio lusto paviršiuje 

susiformavusiu ŢAH/anti-ŢAH imuniniu kompleksu, matyti PPR signalo 

didėjimas (31 pav.). Esant 0,695 nmol/L anti-ŢAH PPR kampo pokytis 

uţregistruotas atliekant netiesioginio tipo nusttymąbuvo 4,9 karto didesnis, 

lyginant su tiesioginio tipo detekcija (32 pav.). Taip pat, kaip jau minėta, ši     

anti-ŢAH koncentracija buvo maţiausia nustatoma koncentracija tiesioginio tipo 

imunoanalize. Maţiausia išmatuojama anti-ŢAH koncentracija, naudojant       

anti-ŢAH-KP, buvo 0,098 nmol/L. Esant šiai koncentracijai buvo gautas 9,60 m° 

PPR kampo pokytis. Šis PPR signalas buvo ganėtinai reikšmingas, nes signalo-

triukšmo santykis buvo 96 (9,6 mº/0,1 mº). Netiesioginio tipo imuninio PPR 
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jutiklio signalas priklausė nuo anti-ŢAH koncentracijos.Buvo sudaryta signalo 

esant nuostoviajai būsenai (pusiausvyros kampo) priklausomybė nuoanti-ŢAH 

koncentracijos (31 pav. B). 0,098 – 0,695 nmol/L anti-ŢAH koncentracijų 

intervale PPR kampo pokytis nuo anti-ŢAH koncentracijos priklausė tiesiškai (31 

pav. C), o koreliacijos koeficientas buvo lygus 0,9927 (n=3). Santykinis 

standartinis nuokrypis (RSD) PPR signalo, išmatuoto tiriant skirtingus PPR 

jutiklių lustus, buvo lygus 0,12. 
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32 pav. PPR signalai registruoti tiesioginio ir netiesioginio anti-ŢAH nustatymo metu. 

(1) ŢAH/anti-ŢAH komplekso formavimasis, (2) anti-ŢAH-KP sąveika su        

ŢAH/anti-ŢAH. 

 

 Dviejų kanalų PPR analizatorius leidţia atlikti matavimus vienu metu 

dviejuose kanaluose. Šiame tyrime 1 kanalas buvo naudotas imuniniam atsakui 

analizuoti, o 2 – kryţminiam reaktyvumui tirti. Buvo tiriama ŢAH sąveika su jam 

nespecifiniais antikūnais prieš kiaulės augimo hormoną (anti-KAH) ir antriniais 

antikūnais, specifiniais galvijų antikūnams. Tolimesniuose tyrimuose buvo 

1 

2 
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atsiţvelgta į gautus rezultatus tiriant kryţminį reaktyvumą ir PPR kampo pokytis 

uţregistruotas šio tyrimo metu buvo išeliminuoti iš PPR kampo pokyčio 

registruojamo vykstant specifinei sąveikai. PPR signalas, uţregistruotas 

antriniams antikūnams jungiantis prie ŢAH/anti-ŢAH komplekso, buvo daugiau 

nei 12 kartų didesnis, lyginant su signalu uţregistruotu vykstant nespecifiniam 

jungimuisi. 

 Minimali netiesioginės imunoanalizės būdu nustatyta anti-ŢAH 

koncentracija buvo 0,098 nmol/L. Ši minimali netiesioginės imunoanalizės būdu 

nustatoma anti-ŢAH koncentracija gali būti sumaţinta, nes registruotamas PPR 

kampo pokytis, esant 0,098 nmol/L anti-ŢAH koncentracijai, yra gana didelis 

(signalo-triukšmo santykis yra 96,0). 

Jutiklio regeneravimas buvo galimas atliekant tiesioginio tipo 

imunoanalizę. Tam buvo kartojami nustatymo-regeneracijos ciklai, PPR jutiklio 

lustus saugant 21 dieną kontroliuojamoje aplinkoje (10 mmol/L PBS buferinis 

tirpalas pH 7,4, 20 ºC temperatūra). Atlikus 40 nustatymo-regeneracijos ciklų 

jokių pradinės bazinės linijos lygio pokyčių nebuvo stebėta. Tai parodo, kad 

jutiklio lusto regeneracijos metu, jo paviršiuje imobilizuoto ŢAH sluoksniui buvo 

padaryta tik minimali ţala. Todėl, galima daryti išvadą, kad sukonstruotas PPR 

jutiklis gali būti saugomas 21 dieną, nes per šį laikotarpį jo jautris anti-ŢAH 

sumaţėjo neţymiai.  

 

3.9 EL tyrimų sąlygų optimizavimas 

 

Antikūnų prieš ţmogaus augimo hormoną nustatymas buvo atliktas sujungus 

netiesioginio tipo PPR imunoanalizės ir elektrocheminės analizės metodus. 

Fermento aktyvumas gali būti nustatytas registruojant elektrochemiškai aktyvaus 

produkto, susidariusio vykstant fermentinei reakcijai, signalą [153]. Krienų 

peroksidazės katalizuojamos reakcijos amperometriniam registravimui labai 
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svarbus yra red-oks mediatorius. TMB buvo pasirinktas, kaip tinkamiausias     

red-oks mediatorius konstruojant amperometrinį imuninį jutiklį. Kitų autorių 

publikuoti duomenys taip pat teigia, kad TMB yra efektyviausias red-oks 

mediatorius KP katalizuojamos reakcijos registravimui [29]. Principinė 

elektrocheminio imuninio jutiklio schema pavaizduota 28 paveiksle. Po   

ŢAH/anti-ŢAH/anti-ŢAH-KP komplekso susidarymo TMB yra oksiduojamas KP 

iki labai reaktyvaus katijonradikalo (TMBox„), kuris elektrodo paviršiuje labai 

greitai oksiduojamas iki stabilesnės formos (TMBox“). 

 

33 pav. Pusiausvyros kampo priklausomybė nuo potencialo. 

 

Buvo ištirtos optimalios elektrocheminės imunoanalizės sąlygos. Siekiant 

nustatyti optimalų potencialą anti-ŢAH nustatymui buvo atlikti ciklinės 

voltamperometrijos tyrimai. Buvo nustatyta, kad optimalus potencialas anti-ŢAH 

detekcijai yra +200 mV (33 pav.). 

Buvo ištirta TMB ir H2O2 koncentracijų įtaka elektrocheminioimuninio 

jutiklio atsakui. Tam, buvo tiriamas šio jutiklio signalas, po anti-ŢAH ir antrinių 

antikūnų sąveikos, pulsinės amperometrijos (PA) ir ciklinės voltamperometrijos 

(CV)  metodais (34 pav. A ir B). Kaip matyti iš eksperimentinių rezultatų pateiktų 
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34 A paveiksle, analizinis signalas didėja didinant TMB koncentracija nuo 0,1 iki 

0,25 mmol/L, o toliau didinant koncentraciją signalas maţėja. Kaip matyti iš 

paveikslo, abiem atvejais, 0,25 mmol/LTMB koncentracija 1,7 karto padidino 

analizinės sistemos jautrį. Elektrocheminio signalo intensyvumas taip pat 

priklauso ir nuo H2O2 koncentracijos. Analizinio signalo intensyvumo 

priklausomybė nuo H2O2 koncentracijos parodyta 34 B paveiksle. Iš šio paveikslo 

matyti, kad 0,1 mmol/L H2O2 koncentracija padidina analizinį signalą registruotą 

PA metodu 2,37 karto, o CV metodu – 1,77 karto. Todėl, 0,25 mmol/L TMB ir  

0,1 mmol/L H2O2 koncentracijos buvo pasirinktos tolimesniems tyrimams, nes jos 

sąlygojo didţiausią analizinės sistemos signalą.  

 

  

34 pav. TMB (A) ir H2O2 (B) koncentracijos įtaka analiziniam signalui registruojamam 

po anti-ŢAH/KP prisijungimo prie ŢAH/anti-ŢAH komplekso (1,3 – PA kreivės, 2,4 – 

CV kreivės). Anti-ŢAH,anti-ŢAH/KP ir TMB koncentracijos atitinkamai – 0,019,0,18 ir 

0,25 mmol/L. 

 

Pagal analizinio signalo, registruoto skirtingais elektrocheminiais metodais, 

rezultatus matyti, kad PA metodas yra ţymiai jautresnis (34 pav. B 3 kreivė), nes 

analizinis signalas buvo 1,68 karto didesnis, lyginant su CV (34 pav. B 4 kreivė). 

CH2O2, mmol/L CTMB,mmol/L 
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 Atliekant elektrocheminius matavimus optimaliomis sąlygomis buvo 

nustatyta, kad naudojant mediatorių (TMB), registruojamas analizinis signalas 

uţregistruotas po ŢAH/anti-ŢAH/anti-ŢAH-KP komplekso susidarymo nuo     

anti-ŢAH koncentracijos. Siekiant eliminuoti kryţminio reaktyvumo įtaką jutiklio 

analiziniam signalui, buvo įvertintas signalas registruotas vykstant kryţminei 

sąveikai su nespecifiniais anti-KAH ir antriniais antikūnais, specifiniais galvijų 

antikūnams. Elektrocheminis signalas uţregistruotas po antrinių antikūnų 

prisijungimo prie ŢAH/anti-ŢAH komplekso buvo 23,0 ir 32,9 karto didesnis 

lyginant su nespecifinio prisijungimo analiziniu signalu registruotu atitinkamai 

CV ir PA metodais.  

Buvo palyginti rezultatai gauti, prieš ir po antrinių antikūnų prisijungimo, 

naudojant PA metodą (35 pav.), o srovių smailių verčių skirtumai buvo 

interpretuoti kaip analizinis signalas. CV metodo atveju analiziniu signalu buvo 

laikomas (35 B pav.) skirtumas tarp didţiausios ir maţiausios srovės vertės esant 

+650 ir -75 mV potencialui. Šis potencialų diapazonas buvo pasirinktas 

stipriausiam imuninio jutiklio jautriui padidinti, todėl, kad jis suteikė didesnį 

tikslumą, lyginant su tradiciniu TMB redukcijos ir oksidacijos smailių įvertinimu, 

nes šios TMB oksidacijos-redukcijos smailės nėra labai informatyvios ypač esant 

maţoms analitės koncentracijoms. 

Analizinio signalo priklausomybė nuo anti-ŢAH koncentracijos                 

0,098 – 1,11 nmol/L intervale buvo registruojama PA (35 C pav. 7 kreivė) ir CV 

(35 C pav. 6 kreivė) metodais. Kaip matyti iš 35 paveikslo C dalies, 

elektrocheminio signalo priklausomybė nuo analitės koncentracijos esant maţoms 

jos koncentracijoms yra tiesinė. Koreliacijos koeficientas lygus 0,9920 (n=3) ir 

0,9886 (n=3), atitinkamai CV ir PA metodams. Analiziniai signalai yra gerai 

atsikartojantys – testuotoms anti-ŢAH koncentracijoms RSD buvo 0,11 ir 0,06, 

atitinkamai CV ir PA metodams. 
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35 pav. Elektrocheminis antrinių antikūnų prisijungimo prieŢAH/anti-ŢAH komplekso 

tyrimas. (A) Impulsinės momentinės amperogramos (Eapp = +200 mV, tp = 1 s). (B) 

Ciklinės voltapmerogramos (E=-75-(+650) mV), v=50 mVs
-1

) (anti-ŢAH koncentracijos: 

1 – 0,098, 2 – 0,208, 3 – 0,417, 4 – 0,695 ir 5 – 1,11 nmol/L). (C) Analizinio signalo 

intensyvumo priklausomybės nuo anti-ŢAH koncentracijos kalibracinės kreivės (6 – CV 

ir 7 – PA kreivės). Anti-ŢAH koncentracijos nuo 0,098 iki 1,11 nmol/L, TMB 

koncentracija – 0,25 mmol/L, o H2O2– 0,1 mmol/L,  

anti-ŢAH/KP koncentracija – 0,181 mmol/L. 

 

3.10 PPR ir EL metodų palyginimas 

 

Imuniniai jutikliai yra tiesioginio ir netiesioginio tipo analizinės sistemos, 

gebančios aptikti ir nustatyti dominančias analites esant pakankamai maţoms jų 

koncentracijoms [8]. Šiame darbe aprašyti netiesioginio tipo PPR ir EL imuniniai 

jutikliai buvo naudojami anti-ŢAH antikūnams nustatyti. Buvo palygintas 
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sukonstruotų imuninių jutiklių jautris, analizinio signalo priklausomybės nuo 

analitės koncentracijos tiesinis intervalas ir kiti parametrai (4 lentelė). Analizinis 

signalas, nesant analitės, plius trys jo standartiniai nuokrypiai gali būti 

panaudojamas įvertinti aptikimo ribą analitei. Buvo nustatyta, kad PPR 

netiesioginio tipo imuninio jutiklio aptikimo riba yra 0,051 nmol/L. Nustatant 

anti-ŢAH koncentraciją PA metodu aptikimo riba buvo maţiausia– 0,027 nmol/L. 

Maţesnis analizinio signalo atsikartojamumas ir didesnė aptikimo riba           

(0,056 nmol/L) buvo stebėta naudojant CV metodą. PA metodojautris buvo 1,89 ir 

2,07 karto didesnį lyginant su PPR ir CV metodais, atitinkamai. EL imunoanalizės 

privalumai, lyginant su PPR buvo aprašyti ir kitų autorių [8, 113]. EL metodai yra 

maţiau jautrūs nespecifinei pašalinių medţiagų adsorbcijai ir pasiţymi maţesne 

aptikimo riba, lyginant su PPR metodu. 

 

4 lentelė.PPR ir EL analizės parametrų palyginimas. 

 
PPR EL 

Tiesioginis
*
 Netiesioginis PA CV 

Tiesinė priklausomybė 

(nmol/L) 
2,47 – 250 

0,098 – 

0,695 
0,098 – 1,11 

Aptikimo riba (nmol/L) – 0,051 0,027 0,056 

Analizės laikas (min) 15 25 1 5 

Sistemos regeneravimas Taip Taip Ne Ne 

*Kausaite-Minkstimiene et al. (2009) 

 

Lyginant mūsų gautus rezultatus su Rosales-Rivera grupės darbais, atliktais 

naudojant afininės chromatorgrafijos metodą su fluorescenciniu detektavimu, 

aptikimo riba PPR yra 32,7, PA – 29,8, o CV – 61,9 karto didesnė [8].  

Netiesioginio tipo imuninis jutiklispasiţymėjo didesniu jautriuir gebėjimu 

aptikti analitęesant tokioms jos koncentracijoms, kurios tiesioginio tipo imuniniu 

jutikliu nenustatomos. Tačiau,tiesioginio tipo imuninio jutiklio PPR kampo 
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pokyčio priklausomybė nuo anti-ŢAH koncentracijos yra tiesinė platesniame 

analitės koncentracijų intervale (2,47 – 250 nmol/L) [14]. Naudojant netiesioginio 

tipo imuninį jutiklį ir atliekant analizę PA ar CV metodais, tiesinė priklausomybė 

buvo ţymiai siauresnė (0,098 – 1,11 nmol/L). 

 

3.11 Anti-ŽAH nustatymas realiuose mėginiuose 

 

Pagrindinis reikalavimas kuriant biologinį jutiklį yra galimybė jį pritaikyti 

analizuojant realius mėginius (šlapimas, seilės, kraujo plazma). Tai reiškia, kad 

jutiklio aptikimo ribos turi būti ne didesnė nei realiuose mėginiuose aptinkama 

analitės koncentracija. Taip pat reikia įvertinti tokius faktorius, kaip matricos ar 

medţiagų, esančių realiuose mėginiuose, nespecifinė sąveika. 

Elektrocheminio PA imuninio jutiklio gebėjimas nustatyti anti-ŢAH buvo 

ištirtas ţmogaus serumo mėginiuose, kurie buvo gauti iš Vilniaus universiteto 

Santariškių klinikų. Serumas buvo praskiestas 10 kartų PBS buferiniu tirpalu,    

pH 7,4 ir į tokį serumo tirpalą buvo įpilti skirtingi anti-ŢAH tirpalo tūriai              

(5 lentelė). 

 

5 lentelė. Anti-ŢAH nustatymo PA metodu realiuose mėginiuose duomenys. 

Pradinė 

koncentracija, 

nmol/L 

Pridėta 

koncentracija, 

nmol/L 

Nustatyta 

koncentracija, 

nmol/L 

RSD, % 
Atsilartojamumas, 

% 

0,8 0 0,74 8,57 93 

0,8 2,5 3,2 8,06 97 

0,8 4,8 5,5 7,29 98 

*Potencialas +200 mV, 0,25 mmol/L TMB, 0,1 mmol/L H2O2, 0,181 μmol/L 

anti-ŢAH-KP 
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Ankstesniame skyriuje aprašytas (2.3.13) PA imunoanalizės protokolas buvo 

panaudotas realių mėginių analizėje. Buvo nustatyta, kad išgava yra 93 – 98 % 

ribose. Iš gautų rezultatų galima teigti, kad PA imuninis jutiklis gali būti 

pritaikytas anti-ŢAH nustatyti realiuose mėginiuose. 
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IŠVADOS 

 

1. Tinkamiausias iš tirtų anti-ŢAH imobilizavimo PPR jutiklio lusto paviršiuje 

būdų yra anti-ŢAH fragmentų gautų redukuojant anti-ŢAH                                      

2-merkaptoetilaminu imobilizavimas. Lyginant su kitais, šis mobilizavimo 

būdas pasiţymi pakankamai didele imobilizavimo talpa, atlikimo paprastumu 

bei maţa kaina, o antikūnai imobilizuojamai kryptingai. 

2. Optimalios sąlygos anti-ŢAH fragmentų gavimui yra 15 mmol/L                       

2-merkaptoetilamino ir 0,41 μmol/L anti-ŢAH koncentracijos, nes esant šioms 

sąlygoms didţiausia anti-ŢAH molekulių dalis redukuojama nepaţeidţiant jų 

aktyviojo centro ir gaunamas didţiausias PPR kampo pokytis vykstant 

imobilizuotų frag-anti-ŢAH ir ŢAH sąveikai. 

3. JSA uţblokuoja po anti-ŢAH fragmentų imobilizavimo likusius aktyvius 

centrus PPR jutiklio lusto aukso paviršiuje, tai sumaţina nespecifinę sąveiką, 

padidina frag-anti-ŢAH sluoksnio stabilumą bei jo gebėjimą sąveikauti su ŢAH 

ilgesnį laiką. 

4. PPR ŢAH imuninis jutiklis pasiţymi maţa aptikimo riba (3,4 nmol/L), 

pakankamu analizinio signalo atsikartojamumu (96,3 % ir 93,8 %, atitinkamai 

tam pačiam ir skirtingiems jutikliams) ir stabilumu, plačiu analizuojamų 

koncentracijų intervalu (0,01 – 0,72 μmol/L) bei dideliu atrankumu. Aktyvus 

PPR jutiklio lusto paviršius visiškai regeneruojamas jį 5 minutes veikiant 0,5 % 

SDS ir 50 mmol/L NaOH tirpalu, o po to 3 minutes 10 mmol/L PBS buferiniu 

tirpalu, pH 7,4. 

5. Optimali elektrocheminei imumoanalizei TMB ir H2O2 koncentracija yra 0,25 ir 

0,1 mmol/L atitinkamai. Esant 0,25 mmol/L TMB koncentracijai PA ir CV 

analizės metodais registruojamas analizinis signalas padidėja 1,7 karto.          

0,1 mmol/L H2O2 koncentracija padidina analizinį signalą 2,37 ir 1,77 karto, 

atitinkamai PA ir CV atveju. 
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6. Anti-ŢAH imuniniai jutikliai pasiţymi maţa aptikimo riba (0,056, 0,051 ir 

0,027 nmol/L, atitinkamai CV, PPR ir PA), pakankamu analizinio signalo 

atsikartojamumu (RSD = 0,06, 0,11 ir 0,12, atititinkamai PA, CV ir PPR) ir 

stabilumu, dideliu atrankumu ir trumpa analizės trukme (1, 5 ir 25 min., 

atitinkamai PA, CV ir PPR). Elektrocheminių imuninių jutiklių regeneracija 

negalima. 

7. PA ir PPR imuniniai jutikliai gali būti taikomi atitinkamai anti-ŢAH ir ŢAH 

koncentracijos nustatymui realiuose mėginiuose. 
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