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SANTRUMPOS

2-MEA — 2-merkaptoetilaminas;

Ak — antikiinas;

anti-ZAH — antikiinai prie§ Zmogaus augimo hormona;

anti-ZAH/KP — antikiinai prie§ Zmogaus augimo hormona modifikuoti krieny
peroksidaze;

anti-ZAH/ZAH — antikiiny prie§ Zmogaus augimo hormong ir zmogaus augimo hormono
imuninis kompleksas;

anti-ZSA — antikiinai prie§ zmogaus serumo albumina;

bA — baltymas A,

BAM - biologinio atpazinimo medZiaga;

bG — baltymas G;

EDS — N-(3-dimetilaminopropil)-N -etilkarbodiimido hidrochloridas;

EL — elektrocheminé analizé;

IFA — imunofermentiné analiz€;

F(ab"),— antikiino molekulés fragmentas, atpazjstatntisir sujungiantis du antigenus;
Fab — antikiino molekulés fragmentas;

Fc — antikino molekulés efektoriné sritis;

frag-anti-ZAH — redukuoti antikiiny prie§ Zmogaus augimo hormong fragmentai;
hCG — Zmogaus choriongonadotropinas;

1gG — imunoglobuliny klas¢;

JSA — jaucio serumo albuminas;

KAH — kiaulés augimo hormonas;

KMD - karboksimetildekstrano hidrogelis;

LB — Langmuir-Blodgett pléveliy metodika;

MUR — merkaptoundekano riigstis;



NHS — N-hidroksisukcinimidas;

PBS- fosfatinis buferinis tirpalas;

PPR — pavirSiaus plazmony rezonansas;

SDS - natrio dodecilsulfatas;

SDS-PAGE — natrio dodecilsulfato poliakrilamidinio gelio elektroforezé;
SMS — savitvarkis monosluoksnis;

TMB-3,3’,5,5’-tetrametilbenzidinas;

ZAH — 7mogaus augimo hormonas;

ZSA — 7mogaus serumo albuminas.



[VADAS

Imuniniai jutikliai naudojamijau daugiau nei tris deSimtmecius ir
susidoméjimas jais vis didéja dél plataus S$iy jutikliy pritaikomumo jvairiose
srityse, tokiose kaip klinikiné diagnostika [1, 2, 3], maisto produkty analizé [4],
aplinkos tarSos tyrimai [5, 6] ar net sprogstamyjy medziagy likuciy paieska [7].
Anali¢iy nustatymui biomedicinoje naudojami jvairlis analizés metodai:
elektrocheminiai (EL) [8], chemoliuminiscenciniai [9], elipsometriniai [10],
pjezoelektriniai [11], pavir§iaus plazmony rezonanso (PPR) [12] ir kt. Sie metodai
skiriasi jautriu, atrankumu, metodikos bei aparatiiros sudétingumu, analizés trukme
ir kaina. Pagrindiniai reikalavimai keliami imuniniams jutikliamsyra atrankumas,
trumpa analizés trukmé, geras signalo stabilumas ir atsikartojamumas bei didelis
jautris, kuris gali biiti pasiektas naudojant tiesioginj ar netiesioginj (reikalingi
papildomi reagentai) analités nustatymo biuidg. DaZnai vienu analizés metodu
pagristos analizinés sistemos pasizymi sglyginai mazu ar nepakankamu jautriu
analitei. Viena 1§ galimybiy padidinti imuniniy jutikliy jautrj yra keliy skirtingy
analizés metody sujungimas. Analizés metu uZregistruotas analizinis signalas
praplés imuninio jutiklio detekcijos galimybes, nes leis patvirtinti analités buvima
ir jos koncentracija méginyje skirtingais analizés metodais, suteiks daugiau
informacijos apie imuninio komplekso susidarymo kinetika, bei uztikrins rezultaty
patikimuma.

Tiriant antiklino-antigeno sgveika labai perspektyviis yra PPR imuniniai
jutikliai [13]. Lyginant su tradiciniais metodais, PPR imuniniai jutikliai turi keleta
privalumy: néra butinybés papildomai zyméti sgveikaujanciy molekuliy,analités
detektavimas atliekamas realiu laiku, daugeliu atvejy néra butinybés ruosti
méginio prie$ analize, pakanka labai mazo méginio kiekio, nustatomos tik tos
analités, kurios atrankiai sgveikauja su PPR jutiklio pavir§iuje imobilizuota

biologinio atpazinimo medziaga (BAM). PPR imuniniai jutikliai, sékmingai



parinkus susidariusio antikiino-antigeno komplekso disociacijos sglygas, daugeliu
atvejy gali buti naudojami net kelioms deSimtims matavimy 1S naujo
neimobilizuojant BAM [14, 15, 16]. Imuninio jutiklio jautris labai priklauso nuo
imobilizuoto antikiino kiekio ir tinkamos jo orientacijos jutiklio pavirSiuje.
Antikiinus imobilizavus kryptingai, jutikliai pasizymi didesniu jautriu ir stabilumu.

Be to, jais galima nustatyti maZesnes anali¢iy koncentracijas [17].



Darbo tikslas:

Sukurti  pavirSiaus plazmony rezonanso (PPR) ir elektrocheminius

imuninius jutiklius Zmogaus augimo hormono (ZAH) ir antikiiny prie§ Zmogaus

augimo hormona (anti-ZAH) nustatymui bei pritaikyti juos realiy méginiy

analizei.

Darbo uzdaviniai:

1.

Imobilizuoti anti-ZAH PPR jutiklio lusto pavirSiuje keliais skirtingais
imobilizavimo budais ir jvertinti imobilizuoty antikiiny gebéjimg sgveikauti
su ZAH.

Suradus tinkamiausia anti-ZAH imobilizavimo biida, parinkti optimalias
salygas imobilizavimui.

IStirti ir jvertinti PPR imuniniy jutikliy ZAH ir anti-ZAH koncentracijos
nustatymo intervalg, aptikimo ribg, atrankumg, analizinio signalo
atsikartojamumg ir stabilumg.

Nustatyti — optimalias  anti-ZAH nustatymo salygas impulsinés
amperometrijos (PA) ir ciklinés voltamperometrijos (CV) analizés
metodais.

IStirti ir jvertinti PA ir CV imuniniy jutikliy anti-ZAH koncentracijos
nustatymo intervalg, aptikimo riba ir analizinio signalo atsikartojamuma.
Patikrinti sukurty imuniniy jutikliy veikima realiuosuose Zzmogaus serumo

méginiuose.

Ginamieji disertacijos teiginiai:

1.

2.

Kryptingas antikiiny imobilizavimas padidina PPR imuninio jutiklio
jautrjnustatant ZAH.
Netiesioginio nustatymo formatas padidina PPR imuninio jutiklio jautrj

nustatant anti-ZAH.
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3. Sukurti imuniniai jutikliai pasizymi geru atrankumu, analizinio signalo
atsikartojamumu ir stabilumu bei pakankamu jautriu.

4. Sukurti imuniniai jutikliai yra tinkami realiy méginiy analizei.
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1 Biologiniai jutikliai

Biologinis jutiklis — tai daugiakomponenté analiziné sistema, susidedanti i$
BAM, signalo keitiklio ir signalg registruojancio jrenginio. Signalo keitiklio
pavir§iuje imobilizuota BAM atrankiai sgveikauja su tirpale esancia nustatomaja
medziaga — analite, o d¢l jy saveikos atsiradgs signalas perduodamas signalo
keitikliui [18]. Sj biologinés sistemos signala keitiklis paver¢ia lengvai
iSmatuojamu (pvz.: lizZio rodiklio, masés, pavirSiaus tankio ar -elektrinio
potencialo poky¢iu), proporcingu nustatomos medziagos koncentracijai [19, 20,
21, 22]. Biologinio jutiklio veikimo principg iliustruoja 1 paveikslas, vaizduojantis
signalo keitiklio pavirSiuje imobilizuotg antikiing atrankiai sgveikaujantj tik su
jam giminingu antigenu. Susidarius antikiino-antigeno kompleksui registruojamas

analizinis signalas.

o * Lo
'V‘ 4‘.4»

YYY - YY)

““-yantikﬁnas . - antigenas

1 pav. Principiné biologinio jutiklio veikimo schema.

Biologiniuose jutikliuose naudojamos jvairios BAM: baltymai [23], lasteliy
receptoriai [24], nukleortgstys [25], mikroorganizmai [26], minéti antikiinai ar jy

fragmentai [10, 27]. Taip pat naudojami ir jvairiy tipy signalo keitikliai: optiniai

12



[13], elektocheminiai [28, 29] ar piezoelektiriniai [11]. Pvz., cheminiy jutikliy
esminis principas yra tai, kad daugumos cheminiy reakcijy metu susidaro arba
susinaudoja jonai arba elektronai, o tai, savo ruoZtu, lemia tam tikrg analizuojamo
tirpalo elektriniy savybiy pokytj, kuris gali biiti registruojamas ir naudojamas
analiziniu signalu [30]. Minétasis elektriniy savybiy pokytis atsiranda dél jvairiy
sistemos fizikiniy savybiy pokyCiy arba dé¢l sistemoje vykstanciy cheminiy
reakcijy.

Pirmieji fermentiniai biologiniai jutikliai literatliroje aprasyti 1962 metais
[31]. Id¢éja biologiniuose jutikliuose BAM naudoti imunologinius komponentus
literatiiroje paminéta dar anksciau: 1959 metais apraSytas jutiklis, skirtas nustatyti
zmogaus insulinui kraujo plazmoje [32]. Biologiniai jutikliai, kuriuose BAM yra
antikinai — vadinami imuniniais jutikliais. 1972 metais sukonstruotas pirmasis
komercinis imuninis jutiklis — néStumo testas, skirtas nustatyti Zmogaus
choriongonadotropinui (hCG) $lapime (2 pav. A) [33].

A)

2 pav. Biologiniy jutikliy pavyzdziai: (A) jvairiy tipy biologiniai jutikliai (néStumo testas
hCG nustatymui Slapime), (B) invazinio tipo biologinis jutiklis (gliukozeés kiekio kraujyje
nustatymui).

Pagrindiniai reikalavimai keliami imuniniams jutikliams yra atrankumas,

didelis stabilumas ir jautris, trumpa analizés trukme, maza kaina ir galimybé ta
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pacia analizine sistema atlikti daug matavimy. Visus Siuos reikalavimus tenkina
tiesioginio ar netiesioginio analités nustatymo biidai [34]. Tiesioginio analités
nustatymo metu registruojama antikiino ir antigeno sgveika be jokios pagalbinés
medziagos. Tuo tarpu nustatant analites netiesioginiu budu reikalingos
papildomos medziagos — Zymenys. Jais gali buti, pavyzdziui, Sermentai ar
nanodalelés [35], kuriais modifikuti antriniai antik@inai.

Vienas 1§ netiesioginés analizés pavyzdziy yra plac¢iai naudojama tvirtafaze
imunofermentiné analizé — IFA (angl. ELISA - enzyme-linked immunosorbent
assay) [36] (3 pav.). Tai daugiapakopé analizé, kurios metu siekiant nustatyti ar

formuojasi antikiino-antigeno kompleksas naudojami antriniai antikiinai zyméti

fermentu [37, 38, 39].

Yantikﬁnas

p . - antigenas
- antrinis antiktinas
- - - - - tretinis antiklnas
(1) (2) (3) @) 5) fymétas fermentu
3 pav. Principiné penkiy etapy IFA schema: (1) ant IFA 1¢kstelés imobilizuoti
priminiai antikiinai, (2) antikiino ir antigeno saveika, (3) antigeno sgveika su antriniais

antiklinais, (4) antriniy antikiiny sgveika su tretiniais antikiinais Zymétais fermentu,
(5) fermentinés reakcijos analizinio signalo registravimas.

Dar vienas svarbus aspektas, kuriant biologinius jutiklius, yra méginio
paémimas, kuris gali biiti invazinis (kraujas ir jvairts audiniai) (2 pav. B) arba
neinvazinis (Slapimas, prakaitas ar seilés) (2 pav. A). Jei taikomas invazinis
meginio paémimo biuidas, tai reikalingas méginio kiekis turi buti minimalus. Pvz.,
placiai naudojamam gliukozés jutikliui reikalingas minimalus kraujo taris yra
0,3 pL [40], o tokioms analitéms kaip baltymai nuo 1 pL ir daugiau. Mazinant
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jrenginio (biologinio jutiklio) dydj, automatiSkai galima sumazinti ir méginio tirj,

tuo paciu sumazg¢ja ir ,,skausmo faktorius* bei analizés kaina.

1.2  Biologiniy medZiagy imobilizavimas

Imobilizavimas gali biiti jvardintas kaip molekulés prijungimas prie kieto
pavirSiaus, pilnai arba dalinai apribojant molekulés mobilumg. Biologinés
molekulés, imobilizuotos ant kieto pavirSaus, gali prarasti dal; biologinio
aktyvumo. Aktyvumas sumazéja dél keliy priezas¢iy: molekulés konformacijos
pakitimy, nepalankios orientacijos pavirSiuje ar cheminio aktyviyjy centry
modifikavimo imobilizavimo metu. Labai svarbus faktorius konstruojant
biologinius jutiklius yra neatrankioji biologiniy molekuliy adsorbcija. DaZnai
analité ne tik atrankiai sgveikauja su imobilizuotomis biologinémis molekulémis,
bet ir adsorbuojasi jutiklio pavirSiuje. Todél konstruojant biologinius jutiklius
sickiama iSvengti neatrankiosios adsorbcijos. Taip pat didele jtaka turi tinkamo
biologinés molekulés imobilizavimo metodo parinkimas, jos koncentracijos,
aktyvumo ir orientacijos kontrolé [41]. Tinkamai pasirinktas biologiniy molekuliy
imobilizavimo metodas turi didele jtakg analizinés sistemos jautriui, analizinio

signalo atsikartojamumui ir sistemos stabilumui.

1.2.1 Pavirsiai

Vienas i$ svarbiausiy faktoriy konstruojant biologinius jutiklius yra tinkamo
pavirSiaus parinkimas biologiniy molekuliy imobilizavimui. Visus pavirSius
galima suskirstyti | dvi grupes:

1) plokStuminiai — biologinés molekulés imobilizuojamos ant plokscio

pavirsiaus, pvz., stiklo [42], plastiko [43] ar metalo [15] (4 pav. (A));
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2) erdviniai (3D) pavirSiai — Dbiologiniy molekuliy imobilizavimui
naudojamos pagalbinés medziagos tokios, kaip mikro/nano dalelés [44, 45],
hidrogeliai [46], zoliai-geliai [47], jvairGs polimerai (pvz., gamtinés kilmés
polimerai — polisacharidai (celiuliozé, dekstranai, agaras, agarozé, chitinas ir kt.),
pluostiniai 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)).

(A) (B)

}‘

4 pav. Principiné antikiiny imobilizavimo schema ploksc¢iame (A) ir
3D (B) pavirsiuje.

Silicis yra placiai naudojamas pagrindas turintis reikiamy savybiy biologiniy
molekuliy imobilizavimui. Déka technologijy raidos atsirado galimybé pagaminti
Iki 22 nm storio silicio sluoksnj [52], kurj galima integruoti j vis mazéjancius
analizinius jrenginius. Taip pat silicis gali biti kombinuojamas su kitomis
medziagomis, pvz., suformavus oksido sluoksnj ant silicio pavirSiaus atsiranda
galimybé imobilizuoti biologines molekules per silanolines funkcines grupes [53].
Silicis, kaip pagrindas biologiniy molekuliy imobilizavimui, pla¢iai naudojamas
elektrocheminéje [54] ir PPR analizéje [55].
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Stiklas ir kvarcas taip pat placiai taikomi biologiniy molekuliy
imobilizavimui jvairiais metodais, pvz., kovalentinis imobilizavimas panaudojant
stiklo ar kvarco silanolines funkcines grupes [56].

Jvairiy metaly (aukso, sidabro ar platinos) sluoksniai formuojami ant silicio
ar stiklo pavirSiaus. Biologiniy molekuliy imobilizavimas metalo pavirSiuje
atliekamas panaudojant biologiniy molekuliy tiolines funkcine grupes, taiau
susiformaves rySys kovalentinis, nors pagal stiprumg prilyginamas kovalentiniam
rySiui [57]. Biologiniy molekuliy imobilizavimas metaly pavirSiuje naudojamas
elektrocheminéje [58], Ramano spektoroskopinéje [59] ir PPR [60] analizése.

Mikro/nano dalelés skirtos biologiniy molekuliy imobilizavimui gali buti
gaunamos 1§ plataus spektro medziagy, tokiy kaip polistirenas, silicis, agarozé ar
jvairGis metalai. Sie pavirdiai biologiniy molekuliy imobilizavimui pla¢iai taikomi
chromatografijoje [61], SPR, EL ir kt.

Hidrogelis — tai polimero grandiniy tinklas pasizymintis lankstumu ir
stangrumu. Polimerai gali bati gamtinés kilmés, kaip chitozanas, agarozé ir
celiuliozé arba sintetiniai,kaip pvz., polistirenas. Dazniausiai hidrogeliai yra
skaidrtis, dél to jie daznai taikomi fluorescencinéje analizéje. Taip pat hidrogeliai
gali biiti naudojami kaip molekuliniai sietai biologiniy molekuliy skirstymui pagal
dydj, nedarant jtakos molekulés struktirai [62] (pvz., SDS-PAGE elektroforezé).
Hidrogeliai biologiniy molekuliy imobilizavimui panaudojami jvairiais biudais:
gali buti atliekama baltymy kopolimerizacija su hidrogelio monomerais [63],
biologinés molekulés prie hidrogelio gali biti prijungiamos kovalentiskai [64] ar
elektrostatiskai suteikus hidrogeliui ir biologinéms molekuléms atitinkamag kriivj
[65]. Hidrogeliai pasizymi hidrofilinémis savybémis ir suteikia tinkama aplinka
biologinéms molekuléms, todél nekinta baltymy natyvios funkcijos, tokios kaip
aktyvumas [66]. Hidrogeliai gali pasizyméti nestabilumu elektriniame lauke, o jy
struktiira linkusi suirti [67]. Be to, susidariusig hidrogelio-biologiniy molekuliy
struktiirg gali biiti sudétinga paSalinti nuo biologinio jutiklio pavirSiaus, jei tai
biity reikalinga analizés metu [68].
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Zoliai-geliai — tai sistemos peréjimas nuo skystos (koloidinés) fazés prie
kietos fazés. Sio proceso metu dazniausiai formuojasi metaly oksidai. Pridedant
baltymy jie yra inkapsuliuojami j skaidrig 3D nanostruktiirg. DazZniausiai zoliai-
geliai formuojami i$ silicio oksido [69], reciau i§ titano oksido [70]. Biologiniy
molekuliy imobilizavimas vykdomas ,Svelniomis” sglygomis, todél nekinta
baltymy natyvios funkcijos.

Membranos yra porétos plévelés, suteikiancios didelj pavirSiy biologiniy
molekuliy imobilizavimui. Membranos gali baiti komercinés, pvz., polikarbonatas
ar nitroceliuliozé, taip pat membranos gali buti suformuotos ir in situ budu —
kondensacijos [71] ar elektrosukimo [72, 73] metodais. Pastaruoju metu
membranos yra pla¢iai naudojamos biochemijoje ir analizinéje chemijoje baltymy
adsorbcijai. Baltymy imobilizavimui adsorbcijos biidu nereikalinga nei pavirSiaus
cheminé aktyvacija, nei cheminé biologiniy komponenty modifikacija. Adsorbcija
paprastai vyksta déka tarp molekuliniy sgveiky (hidrofobiné, elektrostatiné, Van
der Valso).

1.2.2 Imobilizavimo budai

Imobilizavimo  strategijos  pasirinkimas dazniausiai priklauso nuo
imobilizuojamosios BAM ir pavirSiaus, ant kurio bus atliekama imobilizacija,
fiziko-cheminiy ir cheminiy savybiy. Pastaraisiais metais buvo istirti ir aprasyta
daugybé imobilizavimo biidy, taCiau galima iSskirti tris pagrindinius budus:

fizikinj, cheminj ir biologinio giminingumo (5 pav.).
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5 pav. BAM imobilizavimo biidai: (A) fizikinis, (B ir D) cheminis ir (C) biologinio
giminingumo.

1.2.2.1 Fizikinis BAM imobilizavimo budas

Fizikiniams imobilizavimo biidams priskiriami tokie biidai, kai biologinés
molekulés prie pavir§iaus prijungiamos nesusiformuojant cheminiams rySiams
(pvz.: fiziné adsorbcija, jterpimas j polimerinj sluoksnj, mikrokapsuliavimas). I§
fizikiniy imobilizavimo biidy daZniausiai naudojama fiziné adsorbcija (5 pav. A).
Tai pats paprasCiausias imobilizavimo budas. Jis remiasi hidrofobiniy,
elektrostatiniy, Van der Valso jégy, bei vandeniliniy ry$iy sudarymu tarp kieto
pavirSiaus (elektrodo), ant kurio vykdoma BAM imobilizacija, ir BAM.
Imobilizavimas atlieckamas uzlaSinant BAM tirpala ant elektrodo pavirSiaus ir
leidziant iSgaruoti tirpikliui. Nepaisant savo paprastumo, Sis imobilizavimo buidas
turi ir trikumy: nepalanki atsitiktiné biologiniy molekuliy orientacija ant
pavirsiaus ar galima biologiniy molekuliy denattiracijos po tiesioginio jy kontakto
su metalo pavirs§iumi [27]. Sio imobilizavimo biido trikumas taip pat yra silpni
susiformave rySiai tarp imobilizuoty biologiniy molekuliy ir pavirSiaus, todél jos

gali buti lengvai nuplaunamos nuo pavirSiaus buferiu ar Kitais tirpalais. Taip pat
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del nespecifinés sgveikos su pavirSiumi gali buti klaidingai jvertintos kinetinés
biologiniy molekuliy savybés, ypac tiriant PPR jrenginiu realiu laiku.

Biologiniy molekuliy adsorbcijos talpa ploks¢iame jutiklio pavirSiuje yra
ribota deél biologiniy molekuliy geometrinio dydzio. Didelis i1mobilizuoty
biologiniy molekuliy tankis biologinio jutiklio pavirSiuje gali thréti jtakos
funkcinéms biologiniy molekuliy savybéms. Daznai dél steriS$kai nepasiekiamy
imobilizuotos biologinés molekulés aktyviyjy centry arba sgveikos sri¢iy, sgveika
tarp biologinés molekulés ir analités nevyksta arba vyksta tik daliné sgveika.
Biologinio jutiklio talpg, biologinéms molekuléms imobilizuoti, galima padidinti
JO pavirsiuje suformuojant savitvarkj monosluoksnj (SMS), 0 ant SMS dekstrano
sluoksnj [74].

1.2.2.2 Cheminis BAM imobilizavimo biidas

Cheminiam imobilizavimo biidui priskiriamas BAM imobilizavimas jutiklio
pavirSiuje susidarant bent vienam cheminiam rySiui tarp pavirSiaus ir
biomedziagos (pvz., fermento prijungimas prie vandenyje netirpiy polimery ar
SMS), bei molekuliy tarpusavio ,,susiuvimas® panaudojant daugiafunkcinius
reagentus (glutaro aldehida, karbodiimida ir kt.). Siekiant kuo stipriau prijungti
biologines molekules prie pavirSiaus, daznai naudojama fizikiniy bei cheminiy
metody kombinacija. Vienas i§ §io biido privalumy yra kryptingas biologiniy
molekuliy imobilizavimas [75].

Biologinés  molekulés  hidrofilinio  aukso  pavirSiuje gali  buti
imobilizuotospanaudojant jy funkcines —SH arba —S—S— grupes. Sis
imobilizavimo biidas pagrjstas stipriu laisvy tioliniy funkciniy grupiy prisijungimu
prie aukso pavirsiaus (5 pav. B). Pagrindinis $io metodo trukumas yra tas, kad ne
visi baltymai jy turi. Jei natiiraliai baltymas tokiy grupiy neturi, jos gali biiti

sukurtos cheminiy reakcijy pagalba arba geny inzineriniais metodais.
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Imunoglobulino G (IgG) imobilizavimas S$iuo budu atlickamas naudojant jo
natyvias tiolines grupes, kurios yra iSlaisvinamos redukuojant 1gG disulfidinius
tiltelius, jungiancius sunkiasias grandines, 2-merkaptoetilaminu (2-MEA) ar
ditiotreitoliu (DTT). Po redukcijos susidaro du IgG antikiiny fragmentai, o
antigeny prijungimo Vietos - aktyvieji centrai, lieka nepazeisti. Antikiiny
fragmentai aukso pavirSiuje imobilizuojami chemosorbcijos biidu. Tioliniy grupiy
iSlaisvinimas redukuojant IgG antikiinus uztikrina stiprig fragmenty saveika su
aukso pavirS§iumi. Imobilizuojant Siuo buidu jutiklio pavirsiuje susidaro tvarkingai
orientuoty antikiiny fragmenty sluoksnis. Be to, Siuo biidu imobilizuoti antikiinai
iSlaiko aukstas antigeno prijungimg bei didelj stabilumg, o dél didelio kryptingai
orientuoty fragmenty tankio jutiklio pavirSiuje, formuojantis antikino-antigeno
kompleksui, registruojamas didelis analizinis signalas. Imobilizuoti antikiiny
fragmentai aukso pavirSiuje yra taip iSsidéste, kad atstumas tarp aktyviojo centro
ir aukso pavirSiaus yra vienodas [76].

BAM prijungiant cheminiais imobilizavimo btdais, biologinés molekulés
daZniausiai prijungiamos kovalentiSkai. Tam paprastai naudojama tarpiné
medZziaga, jungianti jutiklio pavir$iy ir biologing molekul¢ (5 pav. D). BAM gali
biti prijungiama per amino, karboksi, tiolio ar aldehidines funkcines grupes.
Prijungimas per amino grupes naudojamas placiausiai, nes daugelis biologiniy
molekuliy turi $iy grupiy. Prijungimas per tiolines funkcines grupes galimas
tuomet, jei turi laisvy tioliniy grupiy arba disulfidiniy tilteliy, Sios grupés gali biiti
lengvai jvedamos ] biologinés molekulé. Polisacharidus ir glikojunginius,
turincius cis-dioliy ir salicilo riigs¢iy Soniniy radikaly, galima prijungti per
aldehidines funkcines grupes, nes cis-dioliy ir salicilo riigsciy Soniniai radikalai
gali biiti lengvai suoksiduoti iki aldehidy. N-hidroksisukcinimidas (NHS) yra
dazniausiai naudojama medziaga norint imobilizuoti biologines molekules per
amino funkcines grupes ir suformuoti stipry ry$j su pavirSiumi [77].
Imobilizuojant baltymus Siuo biudu juos reikia iStirpinti mazos joninés j€gos
buferiniame tirpale ir praleisti per aktyvuota pavir§iy. NHS esteriai reaguoja su
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nukleofilinémis baltymo pirminémis amino grupémis, susiformuojant stipriam
rySiui. Imobilizavimo efektyvumas priklauso nuo keliy faktoriy: pH, baltymo
koncentracijos, buferinio tirpalo joninés jégos ir reakcijos laiko, bet kiekvienai
biologinei molekulei optimalios imobilizavimo sglygos yra skirtingos. Patel
moksliné grupé 1997 metais publikavo mokslin; darba, kuriame NHS buvo
panaudotas aktyvuoti 11-merkaptoundekono ragsties (MUR) SMS karboksilo
funkcinéms grupéms ir imobilizuoti baltymui katalazei [78].

Biologiniy molekuliy imobilizavimui pla¢iai naudojami SMS, kuris
susiformuoja plona ir tvarkinga monomolekuliy plévelé [52], kuri naudojama kaip
jungtis, jungianti metalo sluoksnj su biologine molekule, gebancia atrankiai
sgveikauti su analite [41]. SMS formavimas yra nepaprastai universalus ir lankstus
metodas dél terminaliniy grupiy funkcionalumo, dydzio ir imobilizuojamy BAM
molekuliy orientacijos ant jutiklio pavirSiaus. Be to, didelis stabilumas esant
ekstremalioms pH ir temperatiiros sglygoms, taip pat daugkartinio panaudojimo ir
pritaikymo pratekamosiose sistemose galimybé padaro SMS pavirsSiy tinkamu
jrankiu imuniniuose PPR tyrimuose [79]. SMS formavimui aukso pavirSiuje
daZniausiai naudojami tiolines funkcines grupes turintys junginiai, pavyzdziui,
n-alkantioliai (SH—(CH,),—CHs, n>10). Galinés tiolines funkcinés grupés
prisijungia prie aukso sluoksnio chemosorbcijos biidu [41].

Norint gauti hidrofilinj sluoksnj, ausko sluoksniy padengiamas ~ 100 nm
storio karboksimetildekstrano (KMD) plévele. Prie aukso pavirSiaus KMD
molekulés prijungiamos per alkantioliy jungiamajj sluoksnj [80]. Sis jungiamasis
sluoksnis apsaugo aukso sluoksnj nuo nepageidaujamy saveiky su baltymais.
Hidrofiliniai KMD hidrogeliai pasizymi dideliu pavirSiaus plotu. Tai padidina
jutiklio pavirSiaus imobilizavimo talpg penkis kartus, lyginant su hidrogeliu
nepadengtu jutiklio pavir§iumi ir padidina metodo jautrj [41]. Prie KMD
biologinés molekulés prijungiamos kovalentiskai. Karboksi grupés KMD pavirsiui
suteikia neigiamg kriivj, tuo tarpudauguma BAM turi suminj teigiamg kriivj esant
konkre¢iam pH. Todél imobilizavimas taip pat vyksta ir elektrostatinés sgveikos
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déka, tarp neigiamg kriiv] turinciy karboksi funkciniy grupiy dekstrano matricoje
ir teigiamg krivj turin¢iy amino ragsties lickany BAM molekulése. Neigiamai
jkrautas KMD sluoksnis gali buti labai naudingas ir tokiais atvejais, Kai
imobilizuojamy BAM koncentracija yra maza, kadangi deél elektrostatinés
sgveikos teigiamg kriivj turin¢ios molekulés bus pritraukiamos i§$ tirpalo ir tokiu
bidu sukoncentruojamos hidrogelyje. KMD hidrogeliams btidinga silpna
nespecifiné biologiniy molekuliy adsorbcija, kai analizé atlickama tokiose daug
pasaliniy komponenty turinCiose terpése, kaip kraujo plazma ar serumas. Kiti
tikétini sunkumai galéty biti dideliy BAM (baltymy ar mikroorganizmy) analize
dél sferiniy trukdziy ir masés pernesimo jtaka Kinetikai [41].

Langmuir’o-Blodgett‘'c (LB) pléveliy metodika jgalina membraniniy
struktiiry formavimg perkeliant amfifilines molekules (riebaly riigstis,
fosfolipidus) i§ oro-vandens sandiirosant kieto pagrindo. LB plévelés suteikia
keleta privalumy mikrobiologiniy jutikliy kirimui, tokiy kaip struktiiriné
organizacija (labai tvarkingas molekulinis i$sidéstymas), ultraplonas sluoksnis
(keli nanometrai), galima suformuoti ant jvairiy pagrindy ir labai trumpas atsako
laikas [41].

Zoliai-geliai yra naujas budas biologiniy molekuliy imobilizavimui PPR
imunologiniams tyrimams. Metodas leidzia jterpti biologinius komponentus j
neorganiniy silikaty matricas, suformuotas Zemoje temperatiroje zoliy-geliy
susidarymo proceso metu. Sgveika tarp BAM ir neorganinés, organinés ar
hibridinés nanokompozitinés medziagos nulemia laipsnj, Kuriuo biologinés
molekulés islaiko savo natyvias savybes. Yra keletas privalumy naudojant zoliy-
geliy metoda biologiniy jutikliy gamybai, pavyzdziui, paprastas procesas,
imobilizuojamas didelis biologiniy molekuliy kiekis ir iSsaugomas jy aktyvumas.
Taciau, nepaisant plataus zoliy-geliy 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

sqveikaujancius baltymus

Biidas imobilizuoti BAM panaudojant giminingai sqveikaujancius
baltymuas (5 pav. C) leidzia kryptingai imobilizuoti biologines molekules jutiklio
pavirSiuje, tuo paciu nepazeidziant biologiniy molekuliy struktiiros ir
nesumazinant jy aktyvumo.

Imobilizuojant BAM daZnai naudojama avidino-biotino jungtis. Avidinas yra
baltymas tirpus vandeniniuose tirpaluose ir stabilus placiame pH intervale.
Avidinas gali prisijungti 4 biotino molekules. RySio susidarymas yra greitas, jo
susidarymui neturi jtakos pH, temperatiira, organiniai tirpikliai ir kiti veiksniai
sukeliantys biologiniy molekuliy denatiiracijg. Streptavidinas yra baltymas
panaSus ] aviding ir gimininingas biotinui. Streptavidinas nuo avidino sKkiriasi
molekuline mase, amino riigs¢iy sudétimi ir pl. Avidino ir streptavidino savybés
buvo patobulintos cheminiais ir rekombinantiniais metodais. Buvo padidintas $iy
biologiniy molekuliy stabilumas ir/arba kontroliuojamas biotino prijungimas.
Pvz., NeutrAvidino baltymas yra specifinis biotinui. Stipri saveika tarp
NeutrAvidino ir biotino vyksta esant terpés pH 4,0 — 5,0, o susidariusio
komplekso disociacija — prie auks$tesniy pH reikSmiy [81].

Biotinas (vitaminas H) yra randamas gyvose lgstelése. Biotinas yra palyginti
mazos molekulinés masés junginys, todé¢l jungdamasis prie makromolekuliy neturi
itakos jy konformacijai, dydziui ar funkcijoms. Norint BAM prijungti prie biotino
panaudojant jy amino grupes, biotino karboksi grupés dazniausiai aktyvuojamos
NHS [82] arba panaudojant hidrazing jungimasis vyksta per BAM karboksi grupes
[83].

Streptavidino-biotino jungtis daznai pasirenkama, kai BAM prijungimasper
amino ar tiolines funkcines grupes yra nepakankamas arba netinkamas. Sis

imobilizavimo biidas placiai naudojamas DNR hibridizacijos ir PPR
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imunologiniuose tyrimuose, ypa¢ atlickant kiekybing analiz¢ ,,sumustinio®
metodu. Si sistema yra paprasta ir netgi labai efektyvi dél didelés prijungimo
talpos, atkuriamumo ir cheminio atsparumo. Vienas i§ pranasiausiy $ios Sistemos
bruozy yra tai, kad nepaisant to, kad giminingumo konstanta tarp streptavidino ir
biotino yra gana didelé, rySys yra nekovalentinio pobtidZio. Tai leidZia pavirSiaus
regeneravimg denatiiruojant streptaviding tinkamais regeneruojanciais tirpalais,
pavyzdziui, 6 mol/L guanidino hidrochloridu. Galimi $io imobilizavimo btido
trukumai yra didelé reagenty kaina ir, tam tikrais atvejais, tinkamo jungiamojo
sluoksnio butinumas (SMS ar KMD) streptavidinui prijungti prie aukso pavir§iaus
[41].

Biologiniy molekuliy prijungimas jutiklio pavirSiuje per baltyma A (bA) arba
baltymg G (bG) yra puikus pasirinkimas kryptingam antikiiny imobilizavimui.
Abu baltymai dalyvauja atrankiojoje sgveikoje su antikiino Fc fragmentu. Kadangi
kiekviena bA ar bG molekulé turi daugiau nei vieng vietg prisijungti antikino Fc
fragmentui, tai antikiiny prisijungimas prie Siy baltymy priklauso nuo baltymo G
orientacijos. Kadangi antikiiny jungimasis pasireiSkia per biochemines
giminingumo reakcijas, baltymy struktiira néra suardoma. Tokiu biidu, antikiiny
imobilizavimas per bA ar bG lemia tolygy, stabily ir steriSkai prieinamag antikiiny
sluoksnj PPR jutiklio lusto pavirSiuje. Galimi §io imobilizavimo trikumai yra
didelé reagenty kaina ir tai, kad bA ir bG prijungimui jutiklio pavirSiuje reikia

papildomo jungiamojo sluoksnio (SMS) [41].

1.3 Antikinas - biologinio jutiklio komponentas

Antiktinai yra sudétiniai baltymai priklausantys glikoproteiny klasei ir
susidarantys gyviiny ar zmogaus organizme. Antikiinai organizme sintetinami
tuomet, kai | ji ne per virSkinamagjj trakta patenka antigeny. Antikiiny gamyba —

dalis organizmo imuninio atsako, kai infekcijos ar imunizacijos metu, dalyvaujant
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antigena pateikiancioms lasteléms ir T limfocitams, stimuliuojamos B lastelés i$
kuriy vystosi plazminés lgstelés. Antikiinai nulemia humoralinj imunitetg [84].
Antikiinai — tai cirkuliuojantys kraujyje humoralinio imuniteto efektoriai, kurie
»leSko®, neutralizuoja arba paSalina antigenus 1§ organizmo. Visy antikiiny
struktiira, sgveikos su antigenu tipai ir specifiSkas dalyvavimas antigeno
atpazinime yra panaSus [41]. Antikiinai yra plazmos globuliny y frakcijos
pagrindin¢ dalis. Taciau ne visi y globulinai yra antikiinai. Norint juos atskirti nuo
kity baltymy jie yra vadinami imunoglobulinais (Ig). Tai glikoproteinai, kuriuose
yra nuo 2 iki 14 % angliavandeniy. Imunoglobulinai surado apie 20 % plazmos
baltymy [85].

Dauguma antigeny yra kompleksiniai junginiai, turintys kelias antigenines
determinantes, kurias atpazjsta antikiinai ir per kurias vyksta antikiino-antigeno
sgveika. D¢l jvairiy antigeniniy determinanciy, imuninés sistemos atsakas ] vieng

antigeno molekule, gali biti net keli antikiiny tipai [86].

1.3.1 Struktiira

1972 m. Rodney R. Porteriui ir Geraldui M. Edelmanui buvo skirta Nobelio
premija uz pasiekimus fiziologijos ir medicinos srityse, nustatant antikiiny
chemine struktiirg [87]. Tad antikiinai, kaip biologininé medziaga, yra senai
Zinomi ir tiriami.

Antikiinai yra heterodimerai, kuriy molekul¢ sudaro 4 grandinés — identiSkos
dvi lengvosios grandinés, kuriy molekuliy masé apie 25 kDa (6 pav. 4) ir dvi
identiskos sunkiosios grandinés, kuriy molekuliné masé 50 kDa ir daugiau (6 pav.
3). Sritys, kurios sgveikauja su antigenu, vadinamos Fab' fragmentais (angl.
fragment antigen binding) (6 pav. 1), o antikiino dalis, kuri nereaguoja su antigenu
vadinama Fc fragmentu (angl. fragment crystallizable) (6 pav. 2) [17]. Fc
fragmentai turi sritis prie kuriy gali prisijungti lgsteliy pavirSiaus receptoriai,

serumas ir bakteriniai baltymai.
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6 pav. Principiné antikiino struktiira [86]: 1 — Fab', 2 — Fc, 3 — sunkioji grandiné,
4 — lengvoji granding, 5 — aktyvusis centras, 6 — Sarnyring sritis.

Kiekviena lengvoji grandiné, prisijungusi prie sunkiosios grandinés per
disulfidinius tiltelius, taip pat nekovalentiniais, vandeniliniais ir hidrofobiniais
rysSiais, sudaro sunkiyjy ir lengvyjy grandiniy heterodimerg. Nekovalentiniais ir
disulfidiniais rySiais yra sujungtos dvi heterodimery molekulés. Tikslus
disulfidiniu jungciy kiekis ir jy vieta yra biidinga kiekvienai antikiiny klasei [17].

Biochemiskai ir imunologiSkai galima isskirti penkis sunkiyjy grandiniy
tipus, kurie skiriasi amino ruigsciy kiekiy ir jy seka polipeptidinéje gandinéje,
krtivio tankiu, angliavandeniy kiekiu, disulfidiniy jung€iy skai¢iumi ir iSdéstymu,
imunogeniskumu [41]. Atsizvelgiant | sunkiosios grandinés ypatumus skiriamos
penkios imunoglobuliny klasés: 1gG — sunkioji grandiné y; IgA — a; IgE — ¢; IgM
—w; 1gD — & (zr. lentelé 1). Lengvosios grandings skirstomos j A ir k. Kiekvienos

klasés imunoglobuliny molekuléje biina arba A, arba k lengvosios grandinés.
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IgG — pagrindinis antikiiny tipas. Sveiko zmogaus serume jie sudaro apie
80 % visy antikiiny. Dalyvauja imuniniame atsake, lemia infekcinj humoralinj
imunitetg — intensyviausiai i§ antikiiny prisijungia ir neutralizuoja tirpius bakterijy
antigenus, egzotoksinus, virusus. Tai vieninteliai antikiinai perduodami i§ motinos
organizmo per placentg — naujagimis jgyja natiiraly pasyvyji igimtg imuniteta;

IgA — galima suskirstyti | tris grupes: monomerus (bluznies plazmocitai),
dimerus (sekrecijos liauky plazmocitai) ir sekrecinius (virSutiniy kvépavimo taky,
zarny gleiviniy, §lapimo, lyties organy, limfinio audinio plazmocitai). Zmogaus
serume jie sudaro apie 13 % visy antikiiny. Sios klasés antikiiny funkcijos:
gleiviniy apsauga nuo mikroorganizmy (slopina jy dauginimgsi), virusy
neutralizavimas, fermenty ir toksiny neutralizavimas. IgA dimeras dengia
gleivinés  pavirSiy, taip neleisdamas  mikroorganizmams  patekti ]
organizmg.Sekrecinis IgA stabdo makromolekuliy prasiskverbimg pro gleivine,
taip sumazindamas alergijos tikimybe;

IgE - svarbiausias imunoglobulinas alerginiy reakcijy slopinimui
(sintetinamas plazminése gleivinés bei limfoidiniy organy lastelése). Zmogaus
serume jie sudaro apie 0,002 % visy antikiiny. Sios klasés antikiiny funkcijos:
skatinti histamino i$skyrimg i$ putliyjy lasteliy, apsaugoti ir neutralizuoti zarnyno
parazitus, sujungti daugialasCiy parazity antigenus, taip padedant pasalinti
parazitus;

IgM — pentameras, svarbus pirminio imuninio atsako formavimuisi.
Zmogaus serume jie sudaro apie 6 % visy antikiiny. IgM labai aktyviai veikia
mikroorganizmus. Tai pirmieji antikiinai, kurie sintetinami paveikus imunogenu.
Svarbiausia funkcija — agliutinuoti molekules ir daleles;

IgD — membraninis, svarbus B limfocity brendimui. Sie antikiinai padeda
neutralizuoti ir pasalinti kraujyje nuolat esancius antigenus, taip pat gali aktyvuoti
komplemento sistema, neutralizuoti virusus, dalyvauja autoalerginése reakcijose.

Zmogaus serume jie sudaro apie 1 % visy antikiiny [86].
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1 lentelé. Atikiiny klasiy palyginimas.

Procentiné
Aktyviyj verté, lyginant
o Sunkiosios i Molekuliné J_)g_
Pavadinimas centry su visais
grandinés masé, kDa
skaicius antikiinais
serume
I s
\ Y IgM
= = M 10 900 6 %
(Q\ pentameras
E— ——
|
\ N/ 4
ﬁr 1gG
r 2 150 80 %
il monomeras
IgA
LY & 9 A 4 385 13 %
dimeras
7 A
N\ 4
IgE
E 2 200 0,002 %
“ monomeras
\‘J’ IgD
A 2 180 1%
il monomeras

1.3.2 Antikuny fragmentai

Antiktiny molekules paveikus tam tikromomis medziagomis yra galimybé jas

suskaldyti | fragmentus, kurie turéty konkrecias savybes (7 pav.). Antikuny

fragmenty galimi keli tipai, bet kiekvienas i§ jy turi antigeng suriSancig srit]

(isskyrus Fc), t.y. sunkiosios ir lengvosios grandiniy kintamuosius regionus (Vg ir

V_ atitinkamai).Skaldant IgG ir IgM antikiingy molekules galima gauti F(ab'),, Fab,
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Fab‘, frag-anti-Ak ir Fv fragmentus. Sie antikiino fragmentai, suriSantys antigeng,
skiriasi molekuline mase ir valentingumu. Fc fragmentas gaunamas i$ antikiino
sunkiyjy grandiniy. Vienas F(ab'), fragmentas ir begalés trumpy peptidiniy
fragmenty i§ Fc IgG regiono yra gaunami imunoglobulino molekulg paveikus
fermentu pepsinu (EC 3.4.23.2), kuris yra aktyvus prie riigstinio pH. Sis fermentas
negrjztamai denatiiruoja neutralioje arba Sarminéje terpéje [88]. Kai IgG molekulé
paveikiama fermentu papainu (EC 3.4.22.2) yra paveikiamos disulfidinés jungtys,
kurios skyla sudarydamos vienodos melekulinés masés fragmentus: du Fab ir
vieng Fc fragmenta(7 pav.) [89]. Kiekvienas Fab fragmentas susideda i§ vienos
lengvosios grandinés ir mazdaug pusés sunkiosios grandinés. Fab fragmento gale
yra aktyvusis centras. Tai svarbiausia molekulés dalis. Ji jungiasi su antigenu. IS
to ir kiles Fab pavadinimas (angl. fragment antigen binding) [90]. Ficinas yra
fermentas (EC 3.4.22.3) redukuojantis monokloninius pelés IgG1 antikiinus j
F(ab"), arbaFab' fragmentus, tai priklauso nuopriedo cisteino koncentracijos (4
mmol/L ir 25 mmol/L) atitinkamai [91].

Y2l sS P,

F(ab’)z Fab' Fab Fv frag-anti-Ak Fc
7 pav. Galimi antikiiny fragmentai [92].
1.4 Antigenas - Zmogaus augimo hormonas
Zmogaus augimo hormonas — dar vadinamas somatropinu, tai
neglikozilintas polipeptidinis hormonas, sudarytas i§ 191 amino rugsties

polipeptidinés grandinés, sujungtos dviem disulfidiniais tilteliais. ZAH

molekuliné masé yra 22 kDa, 0 jo molekulés struktiira sudaryta is keturiy spiraliy
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biitiny saveikavimui su ZAH receptoriais. ZAH sintetinamas, saugomas ir
sekretuojamas endokrininés pogumburio liaukos — hipofizés acidofilinés lastelés
somatotrofai. Sios lastelés j veninj krauja taip pat iSskiria dviejy tipy peptidus
ZAH iSskirimo hormona somatocrining ir ZAH inhibavimo hormong

somatostating [93].

8 pav. Zmogaus augimo hormono molekulé [94].

Didziausias kiekis kraujo plazmoje siekiantis 13 — 72 ng/mL aptinkamas
apytiksliai valanda po uzmigimo. Kitu metu ZAH kiekis yra apie 5 ng/mL [95].
Kiti Saltiniai teigia, kad bazinis ZAH kiekis yra apie 1 ng/mL, o stebimas
padidéjimo metu - 10 — 20 ng/mL [96, 97].

ZAH sekrecija jtakoja daug veiksniy, tokiy kaip individo amzius, lytis,
mityba, fiziné veikla, stresas ir kiti hormonai [98]. Pavyzdziui, paugliy
organizmas per para i$skiria iki 700 pg ZAH, o sveiko suaugusio Zmogaus —
400 pg [99].

Zmogaus augimo hormonas yra biitinas normaliam organizmo augimui ir
vystymuisi. ZAH triikumui gydyti naudojami augimo hormono pakaitai. Augimo
hormonas pirma kartg buvo isskirtas 1944 m. C.H. Li ir H.M. Evans i§ galvijy
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hipofiziy. Taciau viltys, kad galvijy augimo hormonas bus veksmingas Zmonéms,
nepasiteisino. Zmogaus augimo hormonas i§ mirusiy Zmoniy hipofiziy pirma karta
buvo isskirtas Siek tiek véliau — 1956 m., o 1958 m. M.S. Raben pirmg kartg
paskelbé apie sékminga hipofiziniu nanizmu sergandio vaiko gydyma ZAH.
Taciau, 1976 m. pasaulinéje mokslingje literatiiroje prasidéjo diskusijos, kad ZAH
iSskirtas i§ zmoniy hipofiziy gali buti Creutzfeldt-Jacob ligos priezastimi. Tali
paskatino nutraukti natiraliy ZAH preparaty naudojimg klinikingje praktikoje
[103]. Tai paskatinosintetinés ZAH formos, vadinamos somatropinu, kirima ir
vystimg  pasaulyje. 1981 m. prasidéjo  somatropino  gaminamas
rekombinantinésDNR technologijos principu. | bakterijos DNR buvo jterpti
zmogaus genai.DNR technologijos leido gaminti neribotg kiekj baltymo. Pirma
karta rekombinantinis Zmogaus augimo hormonas (rZAH) igkristalintas 1991 m.
medicinoje. Siuo metu ZAH trikumas gydomas rekombinantiniu zmogaus augimo
hormonu. Keli pavyzdziai komerciskai prieinamy rekombinantiniy ZAH:

Norditropin Pen Set. 1982 m. ,Novo Nordisk®“ pradéjo tobulinti
rekombinanting DNR technologija biosintetiniam Zmogaus augimo hormonui
sukurti. Sis preparatas 1988 m. buvo registruotas Danijoje, keliose Europos $alyse
ir Japonijoje, o 1995 m. ir JAV. Norditropinas sudarytas i§ 191 amino riigSties
polipeptidinés grandinés, o ju seka identika natiraliam mogaus hipofizés ZAH,
molekuliné mas¢ apie 22 kDa.

Humatrope su injektoriumi Humatro-Pen I1. 1985 m. JAV kompanija
,Lilly“ pradéjo ZAH DNR technologijos tyrimus ir 1987 m. pagamino preparata
Humatropa. Humatropas sudarytas i§ 191 amino ragsties polipeptidinés
grandinés, o jy seka identiska natiiraliam Zmogaus hipofizés ZAH, molekuliné
masé yra apie 22,125 kDa.

Somatogenas-L. Tai rekombinantinio ZAH preparatas 1994 m. sukurtas,
iStirtas ir uzregistruotas Lietuvoje (Institutas ,,Fermentas“, AB ,Biofa®“).

Somatogenas — tai polipeptidas, susidedantis i§ 190 aminoriigiciy likuciy,
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analogiskas ZAH, tik N-gale trukstafenilalanino. Preparatas buvo tirtas 11-oje
mokslo jstaigy, kurios patvirtino jo saugumg ir veiksmingumg skatinant augima
pacientams, sergantiems augimo hormono deficitu ir Turnerio sindromu.

Biosioma. Tai rekombinantinio ZAH gaminamas nuo 1997 m. UAB ,,Sicor
Biotech®,

Saizen. Gaminamas ,,Serono“ firmos (Italija, Sveicarija). Vaiky ZAH
deficitui ir Turnerio sindromuigydyti. Nuo 1998 m. patvirtintas augimo atsilikimui
del inksty nepakankamumo gydyti.

Genotropin. Genotroping gamina $vedy kompanija ,,Pharmacia Upjohn.
Tai polipeptidas sudarytas i§ 191 aminortigséiy likuciy, kurio molekuliné masé
22,124 kDa.

Zomacton. Cheminé sudétis yra identiska hipofiziniam augimo hormonui ir
susideda i§ 191 aminoriigsciy likuéiy. Gamina ,,Ferring®™ (Vokietija) [101].

ZAH reguliuoja organizmo anabolinius procesus, baltymy sinteze, lasteliy,
dalinimgsi bei organizmo augimg. Ypac¢ svarbus jo poveikis intensyvaus
organizmo augimo metu, todél nuo 1959-yjy naudojamas vaiky zemaitigiSkumui,
salygojamam hipofizio nepakankumumu, gydyti. Ilgalaikis ZAH perteklius gali
sukelti akromegalijg, veido, galiiniy, kauly bei minkStujy audiniy padidéjima,
neretai kraujyje padidéja cukraus kiekis (cukrinis diabetas). Siuo metu atliekami
bandymai siekaint pritaikyti ZAH nudegimams, suZalojimams ir kitoms ligoms
gydyti.

ZAH, kaip anabolinis agentas, vartojamas siekiant geresniy rezultaty sporto
varzybose. Dél piktnaudziavimo ZAH preparatai buvo uzdrausti Tarptautinio
Olimpinio Komiteto (angl. International Olympic Committee) ir Nacionalinés
Akademinés Atlety Asociacijos (angl. National Collegiate Athletic Association).
Tadiau tradiciniais §lapimo testais nebuvo galima aptikti ZAH dopingo, tad Sis
draudimas buvo bevertis. Nuo 2000 m. pradzios sporto medicinoje buvo pradéti
plétoti kraujo testai, kuriais buvo galima nustatyti tiek nattralaus, tiek

rekombinantinio ZAH kiekj. 2004 m. Atény vasaros olimpinése Zaidynése
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pasauliné anti-dopingo agenttra (angl. World Anti-Doping Agency) atliko kraujo
tyrimus siekiant nustatyti ZAH [102]. Ta¢iau nei vienas kraujo tyrimas nebuvo
paskelbtas teigiamu. Taip jvyko dél per trumpo ZAH gyvavimo ciklo organizme
(apie 20 min.) [103]. Tyrimai parodé, kad ZAH koncentracija grijzta j pradinj lygi
po 8 — 16 valandy, kai preparato injekcija suleidZziama j raumenis ir po 11 — 20

valandy, kai preparato injekcija suleidziama j poodinj sluoksnj [104].

1.5 Optiniai imuniniai jutikliai

Optiniai  biologiniai jutikliai yra svarbus analitinis jrankis taikomas
biomedicinoje, farmacijoje, aplinkosaugoje [105].Sio tipo jutiklio veikimo
principas pagrjstas visis$kojo vidaus atspindzio (VVA) reiskiniu elektromagnetinei
bangai sklindant per optinj pluosta. Pagrindiniai optiniy biologiniy jutikliy
privalumai, palyginus su elektrocheminiais biologiniais jutikliais, yra tai, kad
jiems neturi jtakos elektromagnetiniai trukdziai, didelis jautris bei galimybé atlikti
multidetekcijg vienu prietaisu. Galima isskirti tris pagrindines detekcijos riisis: (1)
detekcija be zymés, (2) naudojant Zyme (fluorescenciné detekcija) ir (3) spalvinés
reakcijos, kai naudojami zyméti fermentai [106, 107].

Optiniais biologiniais jutikliais matuojamas signalas yra Sviesos signalas.
Biologiniai  jutikliai gali biiti pagaminti optinés difrakcijos arba

chemiliuminescensijos principu.

1.5.1 PPR imuniniai jutikliai

PavirSiaus plazmony rezonansas (PPR) yra optinis—elektrinis reiskinys
pagrystas VVA reiskiniu. PPR registruojamas, kai ploks¢iai poliarizuotos Sviesos

bangos atsispindi nuo metalo (pvz., aukso ar sidabro) sluoksnio esant VVA
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saglygoms. VVA stebimas tik salyCio riboje tarp dviejy medziagy, pvz., stiklas ir
oras, turin¢iy skirtingus lazio rodiklius ny ir ny (N> ny) ir tik esant tam tikram
Sviesos kritimo kampui, kuriam esant Sviesos spindulys medziagy saly¢io riboje
nebeliizta ir nebepereina ] retesng medziagg, o praktiskai visa jeinanti Sviesa yra
atspindima pirmoje aplinkoje. Taigi, PPR reiskinys atsiranda dél Sviesos bangy
sgveikos su metalo pavirSiumi. Esant VV A sglygoms, §viesos energija, perneSama
fotonais, metalo pavir$iuje perduodama laisviems, metalo pavirSiuje esantiems
iSorinio sluoksnio elektronams ir taip sukuriami pavirSiniai plazmonai, kurie
priveréiami osciliuoti tam tikru daZniu. Sie virpesiai ir vadinami pavirSiaus
plazmony rezonansu. Taigi, pavirSiniai plazmonai, tai bangos turincios krtavj ir
tankj, ir sklindancios sgly¢io pavirSiuje tarp metalo ir dielektriko.

Pagal kvanty mechanikos teorija, plazmonas yra dalelé turinti elektroninio
tankio bangas. Taigi, jei vykstant VV A fotony kvantiné energija yra pakankama,
tai jy energija absorbuojama laisvyjy metalo elektrony. Energijos perdavimas
metalo elektronams jvyksta tik esant tam tikram rezonansa sukelian¢iam §viesos
bangos ilgiui — tai toks bangos ilgis, kuriam esant energijos kvantas pernestas
fotonu tiksliai atitinka plazmony kvantinj energijos lygmenj. Kai krintancios
Sviesos bangos kampas atitinka kampg, kuriam esant galimas PPR, krintancio
fotono ir plazmono energija bei judesio kiekio momentas sutampa ir fotono
energija perduodama plazmonui (8 pav.). Kadangi energija yra absorbuojama, tai

vykstant PPR stebimas ryskus atsispindéjusios Sviesos stiprio sumazéjimas [108].
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9 pav. PPR taikymas biologiskai aktyviy medziagy tarpusavio sgveikos analizei [109].

Vykstant VVA, atspindétieji fotonai sukuria elektrinj laukg. PavirSiaus
plazmonai, nors ir sudaryti 1§ didelio osciliuojanciy elektrony skaiCiaus, elgiasi
taip lyg bty atskiros krtivj turinios dalelés. Jy judéjimas, panasiai kaip bet kuriy
elektringyjy daleliy, taip pat sukuria elektrinj lauka. Sis laukas vadinamas greitai
nykstanc¢ia banga, nes bangos amplitudé mazéja eksponentiSkai didéjant atstumui
nuo salyc€io ribos. Greitai nykstanti banga, kuri tesiasi apie 300 — 400 nm nuo
metalo pavirSiaus, puikiai tinka biologinéms sgveikoms tyrinéti, nes dazniausiai
afiniskai sgveikaujanéiy BAM molekuliy dydziai bona iki 300 nm [110].
Plazmony elektrinis laukas sgveikauja su metalu. Prie metalinio pavirSiaus
prisijungus ar atsijungus molekuléms pasikeicia pavir§iniy plazmony rezonansinis
daznis. Todél keiciasi pavirSiniy plazmony judesio kiekio momentas, taigi,
keiciasi ir rezonanso kampas, kuriuo krintanti Sviesa (kai bangos ilgis yra
pastovus) sukelia PPR (matuojant pavirSiniy plazmony rezonanso kampg), arba
bangos ilgis ((kai krintancios | metalo plévelg Sviesos kampas yra pastovus),

kuriam esant sukeliamas PPR (matuojant PPR spektrg). Biitent §ie pokyciai 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 plazmony poveikio zonoje esancios terpés arba metalo
pavirSiaus sudéties pokyciui. Todél specifiskai sgveikaujanciy medziagy
koncentracijos gali biiti kiekybiSkai iSmatuotos stebint PPR signalo pokycius.

PPR kampas priklauso nuo metalo sluoksnio savybiy, krintancios Sviesos
bangos ilgio ir medziagy abiejuose metalo sluoksnio pusése liuzio rodikliy.
Kadangi lazio rodiklis priklauso nuo temperatiiros, tai matavimus reikia atlikti
pastovioje temperatiiroje. Labai svarbu, kad krintanti Sviesa biity monochromatiné
ir p-poliarizuota, nes nepoliarizuota Sviesa PPR nesukelia [111].

10 paveikslas vaizduoja principing PPR biologinio jutiklio sensogramg
(utiklio atsako priklausome nuo laiko) uzregistruotg atlikus pilng tarpmolekulinio
komplekso susidarymo ir to komplekso disociacijos tyrimo bei jutiklio
regeneravimo ciklg. Tyrimas pradedamas PPR kiuvete plaunant grynu buferinit
tirpalu. Nusistovéjus bazinei linijai | kiuvete jleidziamas méginys su analite, Kuri
prisijungia prie PPR juriklio pavirSiuje imobilizuotos BAM (asociacijos stadija).
Analités prisijungimas prie jutiklio lusto pavirSiuje imobilizuotos BAM sukelia
terpés, esancios arti jutiklio pavirsiaus (~ 300 nm), lizio rodiklio padid¢jima, o tai
sukelia rezonansinio signalo padidéjima. Sios sensogramos dalies analizé leidziam
mums apskaiciuoti stebimg asociacijos grei¢io konstantg. Jei yra Zinoma analités
koncentracija, tai galima nustatyti ir asociacijos greiio konstantg. Esant
pusiausvyrai, prisijungusios prie ligando ir disocijavusios analités kiekiai yra
lygts ir PPR jutiklio atsakas priklauso tik nuo aktyvios analités, esancios tirpale,
koncentracijos. Pasiekus pusiausvyrg tarp acociacijos ir disociacijos, kiuvete
plaunant buferiniu tirpalu (disociacijos stadija), analités tirpalas yra pakeiiama
buferiniu tirpalu. Kiuvete plaunant buferiniu tirpalu $i pusiausvyra suardoma ir
analités-BAM kompleksas disocijuoja. Vykstant disociacijai stebimas signalo
sumazeéjimas. Analizuojant Siuos duomenis galima suzinoti disociacijos greicio
konstantg. Siekiant suardyti BAM-analités jungtis naudojama PPR jutikliy
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regeneracija. PPR jutiklio pavirSius regeneruojamas (regeneracijos stadija)
praleidZziant pro gardele regeneruojanti tirpalg. Daznai juo naudojama
100 mmol/L HCI. Po to, siekiant atstatyti bazine¢ linija, kiuveté vél plaunama
grynu buferiniu tirpalu. Kaip matyti i§ paveikslo vykstant disociacijai ir
regeneracijai PPR signalas mazéja ir galiausiai grjzta iki pradinés vertés

uzregistruotos analizés paradzioje.
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10 pav. Tipiné PPR biologinio jutiklio sensograma, registruojama atlickant visg
tarpmolekulinio komplekso susidarymo ir jo disociacijos tyrimo ir jutiklio pavirSiaus
regeneravimo cikla.

Visas S§is ciklas paprastai gali buti kartojamas keleta karty naudojant
skirtingas analités koncentracijas. Atlikus biologiniy molekuliy sgveikos analize
galima nustatyti Sios sgveikos afiniSkumg ir kinetikg. Taip pat yra galima ir
biologinés molekulinés saveikos termodinaminé analizé taikant van Hoff o lygtis

sgveiky afiniSkumui ir kinetikai eksperimentg atlikus prie skirtingy temperatiry.
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1.6 Elektrocheminiai imuniniai jutikliai

Elektrocheminiuose imuniniuose jutikliuose antikiinai arba antigenai
imobilizuojamielektrodo pavirSiuje ir matuojamas elektrocheminis analizinis
siganalas. Pagal elektrocheminj signalo registravimo buda $ie jutikliai skirstomi j
voltamperometrinius, potenciometrinius ir konduktometrinius. Elektrocheminiai
jutikliai pasizymi atrankumu, paprastumu naudoti, Zema aptikimo riba ir galimybe

mazinti jrenginio dydj.

1.6.1 Voltamperometriniai imuniniai jutikliai

Voltamperometrija — tai grupé elektrocheminés analizés metody, kai kintant
indikatorinio elektrodo potencialui arba esant pastoviam indikatorinio elektrodo
potencialui registruojama per elektroliting cele tekanti srové. Elektrolitine cele
tekanti srové matuojama naudojant dvielektrodes ar trielektrodes elektrochemines
schemas. Dazniausiai naudojama trijy elektrody schema, kurig sudaro mazo
pavirSiaus ploto poliarizuojamas indikatorinis elektrodas bei didelio pavirSiaus
ploto nepoliarizuojantis lyginamasis ir pagalbinis elektrodas. Kadangi
dvielektrodinéje sistemoje per abu elektrodus (indikatorinj ir palyginamajj) teka
pakankamai didelés srovés, tai kinta lyginamojo elektrodo varza ir potencialas.
Dvielektrodéje sistemoje potencialas indikatoriniam elektrodui suteikiamas
lyginamojo elektrodo atzvilgiu, tai kintant lyginamojo elektrodo potencialui
nejmanoma palaikyti pastovaus indikatorinio elektrodo potencialo [112]. Tuo
tarpu trielektrodéje sistemoje srové teka ne per lyginamgjj elektroda, o tik tarp
indikatorinio ir pagalbinio, tadiau potencialas indikatoriniam elektrodui
suteikiamas lyginamojo elektrodo atzvilgiu. Taigi, trielektrodé sistema
kompensuoja potencialo kritima, atsirandantj srovei tekant per tirpala, iSvengiama

lyginamojo elektrodo poliarizacijos. Todél Siuo atveju analizés rezultatai gaunami
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tikslesni nei naudojant dvielektrode sistemg [113]. Lyginamuoju elektrodu
dazniausiai naudojamas Ag/AgCl,Cl™ elektrodas, o indikatoriniu ir pagalbiniu —
Au, Pt, Ag, C, elektrai laidiis polimerai. Indikatoriniai elektrodai turi biti
chemiskai inertiSki ir galintys greitai paimti elektronus 1§ elektroaktyvaus junginio
arba jam perduoti.

Naudojami jvairts voltamperometrijosmetodai, kuriy jautris bei atrankumas
padidéja, optimizavus darbinius §iy metody parametrus. Tiriant antikino-antigeno
sgveikg dazniausiai yra naudojami Sie voltamperometrinés analizés metodai:
amperometrija, cikliné voltamperometrija (CV), impulsiné amperometrija (PA) ir
voltamperometrija (PV) bei kvadratinés bangos voltamperometrija (KBV), kurie
gali biiti kombinuojami su pavirSiaus plazmono rezonanso jranga [114, 115, 116].

Bene labiausiai paplites voltamperometrinés analizés metodas yra
amperometrija. Amperometriniy imuniniu  jutikliy = veikimas  pagrjstas
elektrochemiskai aktyvaus junginio oksidacija arba redukcija ant indikatorinio
elektrodo pavirSiaus, esant pastoviam jo potencialui. Indikatorinio elektrodo
potencialas turi biiti pasirenkamas atsizvelgiant j elektrochemiSkai aktyvios
medziagos bei interferentinio elektrolito prigimtj. Indikatoriniam elektrodui
suteikus pastovy potencialg elektrodinés red-oks reakcijos greitis bei sroveés stipris
elektrinéje granding¢je priklauso nuo dalyvaujanciy reakcijoje komponenty
koncentracijos. Tai heterogeninés prigimties procesai, todél vykstanciy reakcijy
greitis taip pat priklauso nuo elektrony pernaSos grei€io elektrodo pavirSiuje ir
analités masés transporto prie elektrodo pavir§iaus. Siy procesy visuma ir atspindi
indikatoriniu elektrodu tekanti srove.

Amperometriniai imuniniai jutikliai turi kelis privalumus, tai didelis
analizinés sistemos jautris, tiesiné analités koncentracijos ir analizinio signalo
priklausomybé¢, atrankumas prie skirtingy potencialy ir taip pat didelis atrankumas
imunologinéms reakcijoms. Pagrindinis amperometrinio imuninio jutiklio veikimo

principas yra elektroaktyviy medziagy koncentracijos nustatymas vykstant
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fermentinei reakcijai arba BAM elektroaktyvaus zymens koncentracijos kopycio
nustatymas.

Tam tikrais atvejais, fiksuoto potencialo naudojimas gali salygoti prasta
analizinio signalo atkuriamuma ir jautrio sumaz¢jimg dél indikatorinio elektrodo
uzsiterSimo elektrodinés redukcijos arba oksidacijos produktais. To iSvengti
galima naudojant impulsinés amperometrijos (PA) metodg. Suteikiant elektrodui
pasikartojanciy, tam tikros trukmés, potencialy serija galima indikatorinio
elektrodo pavir$iy nuvalyti elektrochemiskai. Tai pasiekiama $iam elektrodui,tam
tikram laikui, suteikiant tokio dydZio potencialg (E;), kad vyktyjo pavirSiuje
adsorbuojty analités elektroredukcijos arba elektrooksidacijos produkty
desorbcijg. Po to, tam tikram laikui, elektrodui suteikiamas potencialas,
pakankamas kad vykty, pvz., analités elektrooksidacija (E,). Véliau vél kartojama
valymo stadija (Ej) ir t.t. Tokiu biidu registruojama amperograma — Sroves stiprio
kitimas laike. Analizinis signalas sukeltas analités oksidacijos iSmatuojamas kaip
srovés stiprio iSmatuoto jvykus analités oksidacijai ir srovés Stiprio iSmatuoto
valymo stadijos pabaigoje skirtumas. Esant mazoms analités koncentracijoms,
registruojamas analizinis signalas yra tiesiogiai proporcingas analités
koncentracijai.

Viena i§ paprasciausiy elektrocheminio signalo nustatymo metodiky yra
tiesinio skleidimo voltamperometrija, kurios pagrindg sudaro indikatorinio
elektrodo poliarizacija jtampa kintanc¢ia dideliu greic¢iu. Svarbi tiesinio skleidimo
voltamperometrijos atmaina yra cikliné voltamperometrija, kurioje naudojamas
trikampio formos potencialo skleidimas: potencialas tolygiai kei¢iamas nuo
pradinio E, ir galutinio E; potencialo [117]. Kadangi elektroredukcijos
(elektrooksidacijos) metu medziaga dél spartaus potencialo kitimo nespéja
difuzijos budu pasisalinti i§ prie elektrodinio sluoksnio, tai ji oksiduojasi
(redukuojasi) vykstant anodinei (katodinei) elektrodo poliarizacijai. Smailiy
skaiCius ciklinéje voltamperogramoje priklauso nuo elektrochemiskai aktyviy
junginiy skaiciaus tiriamame tirpale, medziagos prigimties ir eksperimentiniy
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salygy. Daznai cikliné voltamperometrija taikoma tyrinéti elektrocheminiy
vyksmy griztamuma.

Vienas i§ labiausiai paplitusiyvoltamperometrinés analizés metody yra
impulsiné voltamperometrija. Skiriamos dvi impulsinés voltamperometrijos
ruSys: normalioji ir diferenciné. Normaliojoje impulsingje (arba tiesiog
impulsinéje) voltamperometrijoje (NIV) indikatorinis elektrodas poliarizuojamas
statiakampiais 40 — 60 ms trukmés aukst¢janciais impulsais. Kiekvienas impulsas
prasideda nuo tos pacios pradinio potencialo vertés. Taip elektrodui suteikiama vis
didéjanti jtampa, o srovés stipris registruojamas kiekvieno impulso pabaigoje.
Impulso kartojimo periodas 0,5 — 5 s. Registruojama impuksiné voltamperograma
yra pakopinio pobiidZio, o registruojamos ribinés difuzinés sroves stipris tiesiogiai
proporcingas analités koncentracijai analizuojamame tirpale.

Diferencinéje impulsinéje voltamperometrijoje  (DIV) indikatoriniui
elektrodui kartu su létai kintandia jtampa (0,002 — 0,01V s?) suteikiamas
papildomas pastovaus dydzio jtampos impulsas. Dazniausiai naudojami tokie DIV
rezimai: 0,025 — 0,05 V impulso amplitudé, apie 50 ms impulso trukmé, 0,5 —-5s
laiko intervalas tarp impulsy.Siame metode srovés stipris registruojamas prie§ pat
suteikiant kiekvieng impulsg ir kiekvieno impulso pabaigoje. Tod¢l registruojamas
sroveés, tekanCios prie§ impulsg ir po impulso, stipriy skirtumas. Taigi,
registruojamas srovés stiprio padidéjimas atitinkantis nuolatinj indikatoriniam
elektrodui suteikto potencialo padidéjimg. UZregistruota poliarograma yra smailés
formos. Smailés aukstis atitinka ribin¢ difuzine srove ir yra proporcingas analités
koncentracijai.

Dideliu nustatymo jautriu pasizymi ir kvadratinés bangos voltamperometrija
(KBV). KBV savo esme panas$i diferencing impulsing voltamperometrija, nors
daznai ji priskiriama j auksto daznio kintamos srovés Vvoltamperometrijos
metodams. Elektrodui suteikiamas potencialas formuojamas sumuojant laiptinés
formos potencialo skleidimg su kvadratinés bangos kintamgja jtampa, kurios

periodas yra lygus potencialo laiptelio trukmei [118]. Dazniausiai naudojami
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kvadratinés bangos voltamperometrijos rezimai: kintamos jtampos daznis — iKi
keliy Simty hercy, o amplitudé 0,01 — 0,1 V. Srovés stipris registruojamas
kiekvieno teigiamo ir neigiamo jtampos impulsy pabaigoje, o skirtumo
priklausomybé nuo skleidimo potencialo atvaizduojama KVB voltamperograma.
Vienas svarbiy KVB privalumy, padariusiy §j metoda populiaresn; uz DIV, yra
foniniy sroviy kompensavimas. Pvz.: KBV leidZia dirbti katodiniy potencialy
srityje 1§ analizuojamy tirpaly nepasalinus deguonies, kuris netrukdo analizei, nes
yra kompensuojamos palyginti didelés ir nestabilios jo redukcijos srovés
[119,120].

PA imuniniai jutikliai lyginant su DIV, KBV ir CV imuniniais jutikliais
pasizymi Zymiai didesniu jautriu ir maZesne nustatymo riba.

Voltamperometrijos metody jautrj ir analizés rezultaty atsikartojamuma
daznai nulemia tinkamo indikatorinio elektrodo parinkimas. Pagrindiniai
reikalavimai indikatoriniams elektrodams — mazos foninés srovés, greitos tiriamy
anali¢iy elektrocheminés reakcijos, geras rezultaty atsikartojamumas bei

nesudétingas elektrodo pagaminimas.

1.7 PPR detekcijos budai

PPR analizéje detekcijos biidas yra pasirenkamas remiantis jvairiais
faktoriais tokiais, kaip pvz.: méginio matrica, analités molekulés dydis ar jos
koncentracija meéginyje, saveikos charakteristikos (ar analit¢ bus detektuojama
tiesiogiai ar bus naudojamos papildomos medziagos pvz., antriniai antikiinai
zyméti fermentu). Siame skyriuje aptariami pagrindiniai detekcijos budai:

tiesioginé detekcija, daugiapakopé detekcija, konkurencinis (pakeitimo) metodas.
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1.7.1 Tiesioginé detekcija

Taikant tiesioginés detekcijos metodg, biologinio atpaZinimo elementas
imobilizuojamas PPR jutiklio pavirSiuje. Nustatomoji analités yra tirpale ir
saveikauja su imobilizuota BAM. Si tiesioginé biologiniy molekuliy saveika yra
detektuojama kaip kitimas tam tikro kampo, kuriam esant pavirSiaus plazmony
rezonansas sukelia atspindétos Sviesos stiprio sumaZzéjimg PPR jutiklio signalas
yra tiesiogiai proporcingas analités koncentracijai. Vienas i§ pagrindiniy $ios
detekcijos biido privalumy yra greita analizé ir sistemos paprastumas, kai sgveika
vyksta tarp dviejy analizés elementy - analités ir biologinio atpazinimo elemento.
Taciau Siuo biidu ne visada galima pasiekti nustatomas maziausias analités

aptikomo ribas.
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11 pav. (A) ir (B) tiesioginis detekcijos PPR metodu formatas.
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1.7.2 Daugiapakopé detekcija

Daugiapakopé detekcija taikoma, kai analités koncentracija yra labai maza
ir analiziné sistema jos nedetektuoja. Sios netiesioginés analizés metu vyksta
kelios sgveikos tarp maziausiai tryjy analizés elementy ir kai vienas i$ elementy
yra pagalbiné medziaga, kaip antriniai antikiinai zyméti fermentu [121, 122].
Vienas 1§ geriausiai zinomy tokios detekcijos pavyzdziy yra IFA metodas.
Daugiapakopé detekcija placiai naudojama PPR ir EL analizéje [27], taip pat
taikant §j detekcijos blidg yra apjungiami keli analiziniai metodai, kaip PPR ir EL
[8]. Kadangi pirminiai antik@inai turi kelis epitopus sgveikaujanéius su antriniai
antikiinais Zymétais fermentu yra galimybé padidinti $io budo jautrj ir sustiprinti
analizini signalg. Taip pat tai yra sudétingesnis ir ilgiau trunkantis detekcijos

biidas dél daugiapakopés analizés [123].
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12 pav. Daugiapakopés detekcijosPPR metodu formatas.
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1.7.3 Konkurencinis (pakaitinis) metodas

Konkurenciné detekcija yra pagrjsta dviejy biologiniy molekuliy (BAM)
konkurencija prisijungti prie vienos sgveikos vietos (toks detekcijos metodo
taikymas budingas esant maziems antigenams turintiems vieng epitopa ar
antikinams turintiems vieng saveikos vietg). Dazniausiai konkuruoja Zinomos
koncentracijos Zyméta molekulé su neZinomos koncentracijos analite. Po
konkurencinés sgveikos neZymétos analités kiekis nustatomas pagal Zymtos BAM
prisijungima. Sis detekcijos biidas yra jautrus ir pladiai pritaikomas tiek

tiesiogines, tiek ir netesioginés analizés metu.

Y - antikinas
. - antigenas

- antiktinas
¥ iymétas
fermentu

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

Susidome¢jimas imuniniais jutikliais didéja kiekvienais metais d¢l jy plataus
pritatkomumo jvairiose srityse — klinikinéje diagnostikoje, maisto produkty

analiz¢je, aplinkos tarSos steb¢jimuose.

1.8.1 Komerciniai imuniniai jutikliai

Pirmasis komercinis imuninis jutiklis buvo néstumo testas skirtas
nustatytizmogaus chroriongonadotropino hormonui. Sio jutiklio sukirimas
parode, kai jutikliai skirti naudoti namy sglygomis turi buti pigls, paprasti
naudojimui, o jy atsakas turi biiti gerai suprantamas. Keli plataus vartojimo

imuniniy jutikliy pavyzdziai yra pateikti 2 lenteléje.

2 lentelé. Plataus vartojimo imuniniy jutikliy pavyzdziai.

Analité Metodas
Gliukozé Potenciometrinis [124]
Zmogaus choriongonadotropinas Optinis (fluorescencinis) [125]
Folio rugstis maisto produktuose IFA [126]
Kokainas Optinis [127]
Vézys Elektrocheminis [128]
Escherichia coli Kalorimetrinis [2]

1.8.2 Klinikiné diagnostika

Naujoviy diegimas gamtos moksluose, tokiuose kaip biochemija,
imunologija ar molekuliné inzinerija, paskatino daugelio ligy gydymo metody

tobul¢jimg. Inovacijy taikymo rezultatas yra geresné visuomenés sveikata ir
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ilgesn¢ vidutiné gyvenimo trukme. Pagrindinés Siuolaikinés ligos yra jvairiis

kraujotakos sutrikimai, Sirdies ligos bei véziniai susirgimai. Ankstyva $iy ligy

.....

VW —

priemoné. Daug mokslininky dirba Sioje srityje, siekdami sukurti biologinius
jutiklius nustatancius ypa¢ mazas vézio zymeny koncentracijas, naudojant ypac
mazus méginio kiekius (kraujo, audinio ar kaulo). Imuniniuose jutikliuose
antikiinai yra naudojami prostatos, krities, kiausidziy, gaubtinés ir tiesios zarnos
vézio zZymenims nustatyti ankstyvosiose stadijose [88]. Carrara moksliné grupe
apraso elektrocheminj jrenginj, sugebant] atpazinti hepatokarcinomos (kepeny
veézio) zymenj (SCCA) pagal pacienty serumo IgM frakcija. Buvo sukurtas mikro-
bio-lustelis pasizymintis labai Zema aptikimo riba — 2,43 pg/mL, kuriame
antik@inai prie§ Zymenjimobilizuojami ant auksu dengto pavirsiaus [129].

Imuniniy jutikliy pritaikymo medicinoje pavyzdziais gali biiti E.coli [2],
hcg-p [3], mioglobuliny, susijusiy su poinfarktine buisena [130], antikiiny pries$
anticholeros toksing [131] bei baltymy sgveikaujanc¢iy su riebiosiomis riigStimis ir
susijusiy su audiniy pazeidimais [132] analizé.

Imuninio jutiklio, naudojamo klinikinéje diagnostijoje, privalumai yra ligos
nustatymas ankstyvojoje stadijoje ir didesné¢ sékmingo ankstyvojo gydymo
tikimybé. Daznai yra sujungiami keli analizés metodai, jau esami ir naujai sukurti
imuniniai jutikliai. Vienas i§ pavyzdziy — skys€iy chromatografija su masiy
detektoriumi (SC-MD), neabejojama Sio metodo patikimumu diagnozuojant

vézinius susirgimus [133].
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1.8.3 Maisto produkty analizé

Pastaraisiais metais iSaugo susidoméjimas imuniniais jutikliais ir galimybé
juos taikyti maisto produkty analizei, kuriai taikoma vis didesni reikalavimai ir
grieztesnis rizikos vertinimas [134, 135, 136]. Yra zinoma daugiau nei 200 ligy,
plintan¢iy per maisto produktus ar gérimus. Per maistg plintan¢iy ligy pagrindiniai
sukéléjai yra virusai (67 %), toliau seka bakterijos (30 %) ir jvairlis parazitai (3
%). Taip pat galima iSskirti ir 5 pagrindinius patogenus — Salmonella, Listeria,
Toxoplasma, Campylobacter ir Escherichia coli O157:H7.

Pastaruoju metu uzkrésty maisto produkty identifikavimas tampa vis
svaresne uzduotimi tiek maisto pramon¢je, tiek sveikatos prieziiiros
organizacijose. Patogeny identifikavimui maisto produktuose naudojami jvairs
analizés metodai — mikroorganizmy kultiry auginimas ant jvairiy terpiy [137],
polimeraziné grandininé reakcija (PGR) [138] ir IFA imunofermentiné analizé
[139]. Taciau Sie metodai turi kelis minusus— brangi, sudétingo naudojimo
laboratoriné jranga, sudétingas meéginiy paruoSimas, bei ilga analizés trukmé.
Siekiant paSalinti $iuos trikumus, buvo ieSkoma naujo analizés metodo.
Biologiniai jutikliai, veikiantys PPR fenomenu pagrindu, turi daug privalumy,
lyginant su anksciau iSvardintais analizés metodais, taikomais maisto analizei:

greita ir jautri detekcija, nenaudojamos pagalbinés medziagos — Zymenys.

1.8.4 Sprogstamyjy medziagy likuciy paieska

PPR analizés metodas yra pritaikomas ir sprogstamyjy medziagy likuciy
paieskoms [7]. Vienas i$ pavyzdziy yra 2,4,6-trinitrotolueno (TNT) nustatymas
[140]. Analizéje buvo panaudota TNT atmaina (2,4,6-trinitrofenil hemocianinas)
ir netiesioginio konkurencinio tipo jutiklio formatas, leides nustatyti TNT su

aptikimo riba 2 pg/mL. TNT taip pat buvo tiriamas modifikavus PPR jutiklio
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pavir$iy dendrimerais [141]. Siame tyrime tiolinis SMS buvo kombinuojamas su
poli(amidoaminu) (PAMAM), kuris leido imobilizuoti TNT atmaing PPR jutiklio
pavirSiuyje ir sgveikauti su monokloniniais antikiinais (aptikimo ribos -—
110 pg/mL). Dar vienas i§ pavyzdziy yra heksahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazino
(RDX) detekcija, kurioje yra panaudojamos ir aukso nanodalelés, besijungian¢ios
prie sprogios detektuojamos medziagos.Siuo metodu nustatomos analités aptikimo
ribos yra 12 fmol/L [142].
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2. EKSPERIMENTO METODIKA

2.1 Prietaisai ir priemonés

PPR analizatorius Autolab ESPRIT (ECO-Chemie, Olandija)

PPR jutikliy lustai (XanTec bioanalytics GmbH, Vokietija);

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

Atominiy jégy mikroskopas AFM BioScope II, Veeco Instruments LTD.
(Santa Barbara, JAV);

Fotodaugintuvas Hamamatsu H7468-01, Hamamatsu Photonics K. K.
(Japonija);

Sviesolaidis Ocean Optics (JAV).

2.2 Medziagos ir reagentai

Darbe buvo naudotii Zmogaus augimo hormonas (ZAH) ir
3,3’,5,5’-tetrametilbenzidinas (TMB) i§ Calbiochem (La Jolla, CA, USA) ir
Clinical Science Products Inc. (Mansfield, MA, JAV). Monokloniniai pelés
antikiinai prie§ ZAH (anti-ZAH), monokloniniai antikiinai prie§ kiaulés augimo
hormong (anti-KAH), antriniai ozkos anti-pelés IgG (Fc specifiniai) antikiinai,
zyméti krieny peroksidaze (KP), buvo gauti i§ AbD serotec (Oxford, JK).
Antriniai antikiinai, zyméti KP, ir specifiniai galvijy antikiinai i§ Pourquier
instituto  (Montpellier, Pranctzija). NHS, N-(3-dimetilaminopropil)-N -
etilkarbodiimido hidrochloridas (EDC), natrio dodecilsulfatas (SDS), 2-MEAgauti
i§ Sigma-Aldrich (Steinheim, Vokietija) ir ethanolaminas — i§ Merck KGaA
(Darmstadt, Vokietija). PBS tabletés, lediné acto riigStis ir metanolis (Merck

Biosciences, Jungtiné¢ Karalyste), natrio acetatas ir natrio Sarmas (Sigma,
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Vokietija). Darbe buvo naudojamas 30% H,0, tirpalas i§ AppliChem (Darmstadt,
Vokietija). Visi kiti naudojami tyrimuose reagentai buvo analizinio grynumo ir
aukstos kokybés. Vandeniniai tirpalai buvo pagaminti i§ HRPC-laipsnio vandens,
distiliuoto per Purator-B Glas Keramic (Berlin, Vokietija). Darbe buvo
naudojamas refrakcinio rodiklio skystis (n = 1,518) i$ Cargille Labs (Cedar Grove,

Naujasis DzZersis).

2.3 Metodika

2.3.1 Antikiny pries Zmogaus augomo hormonq redukavimas

Antikiny prie§ Zmogaus augomo hormona (anti-ZAH) fragmentai
(frag-anti-ZAH) buvo gauti redukuojant minétus antikinus 2-MEA. Redukcija
atlikta 10 mmol/L Na acetatiniame buferiniame tirpale, pH 4,5 Pradiné anti-ZAH
koncentracija — 3,7 mg/ml. Antikiiny redukcija atlikta naudojant tris skirtingas
2-MEA koncentracijas — 15, 35 ir 70 mmol/L. Atliekant redukcija anti-ZAH ir
2-MEA tirpalai buvo termostatuojami 37 °C temperatiroje 90 min. Atliekant
redukcijg antikiiny molekulés buvo padalintos pusiau, jvykus disulfidiniy tilteliy
jungian¢iy sunkiasias grandines redukcijai, nepaZeidziant antikiiny aktyviyjy

centry sgveikaujanciy su antigenu.

2.3.2 Antikiuny fragmenty charakterizavimas

Antikiiny fragmentai buvo charakterizuojami atliekant elektroforeze pusiau
redukuojan¢iomis sglygomis (SDS-PAGE elektroforez¢é). Tam buvo naudojama
dviejy skirtingy koncentracijy (4 % ir 12 %) poliakrilamido geliy sistema,

apraSyta Laemmli [143]. Kontrolei buvo naudojamas standartinis baltymy
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miSinyssudarytas 1§ skirtingos molekulinés masés baltymy. Baltymy fragmentai

buvo dazomi Coomasie brilliant G-250 dazu.

2.3.3 PPR jutiklio lusto valymas

Naujas PPR jutiklio lustas (plonu aukso sluoksniu padengta stikliné
plokstelé) buvo valomas NaOH ir HCI. Tam jutiklio lustas 20 min. pamerkiamas j
1 mol/L NaOH tirpala, nuplaunamas distiliuotu vandeniu ir pamerkiamas 5 min. |
1 mol/L HCI tirpalg. Po 5 min. iStraukiamas, plaunamas distiliuotu vandeniu ir

nudziovinamas.

2.3.4 Savitvarkio monosluoksnio suformavimas PPR jutiklio lusto

pavirsiuje

Nuvalytas PPR jutiklio lustas 24 val. panardinamas j 1 mmol/L
11-merkaptoundekano riigSties tirpalg metanolyje. Po to, jutiklio lustas
nuplaunamas distiliuotu vandeniu ir stiklinis pavirSius kruopsciai nuvalomas

specialia servetéle optikai.

2.3.5 MUR monosluoksniu arba KMD hidrogeliu modifikuoto jutiklio
lusto paruosimasmodifikavimui biologiskai aktyviomis

medZiagomis

Ant laikiklyje esanCios pusiau cilindrinés prizmés uZzlaSinamas laSas
imersinés alyvos ir atsargiai, auksiniu pavirS§iumi j virSy, uzdedamas jutiklio
lustas. Laikiklis jstatomas j PPR analizatoriy, uzdedama ir pritvirtinama PPR

kiuveté. Tada atliekamas jutiklio pavirSiaus stabilizavimas/sudrékinimas. Tam
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buvo naudojamas buferinis tirpalas, kuriame ruosiami ligando tirpalai ir 0,5 %
SDS bei 50 mmol/L NaOH tirpalas. Sie tirpalai paimami paeiliui automatigkai.
Stabilizavimas vykdomas 2 min. intervalais apie 1 val.

MUR monosluoksnio arba KMD hidrogelio aktyvavimas. MUR arba KMD
hidrogelio karboksi grupés buvo aktyvuojamos 0,1 mmol/L NHS ir 0,4 mmol/L
EDC tirpaly vandenyje miSiniu santykiu 1:1. Aktyvavimo procedura atliekama
5 min. Po to NHS ir EDC tirpaly misinys i§ PPR kiuvetes pasalinamas plaunant

tuo paciu buferiniu tirpalu, kuriame bus ruoSiami ligando tirpalai.

2.3.6 ZAH arba anti-ZAH imobilizavimas MUR monosluoksniu arba

KMD hidrogeliu modifikuoto jutiklio pavirsiuje

Imobilizavimas atliekamas abiejuose PPRkiuvetés kanaluose. Naudota
3,03 pumol/L ZAH tirpalas arba 1,64 pumol/L anti-ZAH tirpalas 10 mmol/L
Na acetato buferiniame tirpale, pH 4,5. Imobilizavimas buvo vykdomas 25 min.
Neprisijungusios biologinés medziagos i§ PPR kiuvetéspasalinamos jg plaunant

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

2.3.7 Baltymo G imobilizavimas PPR jutiklio lusto pavirsiuje

Imobilizavimas buvo atliktas abiejuose PPR kiuvetés kanaluose. Prie MUR
monosluoksnio aktyvuoty karboksilo funkciniy grupiy baltymasG buvo prijungtas
kovalentiniu biidu panaudojus jo pirmines amino funkcines grupes.
Imobilizavimui buvo naudotas 42,67 umol/L baltymo G tirpalas Na acetato

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

lusto pavirsiuje

Imobilizavimas buvo atliekamas abiejuose PPR kiuvetés kanaluose.
Imobilizavimui buvo naudotas 1,64 anti-ZAH tirpalas 10 mmol/L PBS tirpale,
pH 7,4.1mobilizavimas buvo vykdomas 25 min. Neprisijunge anti-ZAH i§ PPR
kiuvetés paSalinamos ja plaunant PBS tirpalu, pH 7,4.

2.3.9 Aktyvaus pavirsiaus dezaktyvavimas

Po anti-ZAH, ZAH ar baltymoG prijungimo PPR jutiklio lusto pavir§iuje yra
butina dezaktyvuoti aktyvias MUR monosluoksnio ar KMD hidrogelio NHS
esteriy grupes. Like aktyviis esteriaidezaktyvuojami 1 mol/L etanolamino tirpalu,
pH 8,5. Dezaktyvavimas buvo vykdomas 10 min.

2.3.10 Frag-anti-ZAH imobilizavimas jutiklio pavirsiuje

Imobilizavimas  atliekamas  abiejuose  PPR  kiuvetés  kanaluose.
Imobilizavimui buvo naudotas pradinés 0,44 pmol/L anti-ZAH koncentracijos
tirpalas 10 mmol/L Na acetatinio buferiniame tirpale, pH 4,5. Antikiiny
fragmentai prie PPR jutiklio lusto auksinio pavirSiaus prijungiami tiesiogiai
panaudojant jy tiolines funkcines grupes. Imobilizavimas buvo vykdomas 25 min.
Po frag-anti-ZAH imobilizavimo biitina blokuoti nemodifikuota PPR jutiklio lusto
auksinj pavirsiy. Siam tikslui jutiklio lustas inkubuojamas 1 mg/mL jauéio serumo
albumino (JSA) 10 mmol/L PBS tirpale, pH 7,4. Blokavimas buvo atliktas
kambario temperatiiroje ir vykdytas 8 val.
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2.3.11Modifikuoto PPR jutiklio lusto pavirsiaus regeneravimas

Tam, kad tg patj jutiklj galétume panaudoti dar karta, jutiklio pavir$ius buvo
regeneruojamas plaunant PPR kiuvete regeneruojanciu tirpalu — 0,5 % SDS ir
50 mmol/L NaOH tirpalu. Regeneravimas buvo vykdomas 5 min. Regeneravimo

metu turi biiti pilnai suardomas imobilizuoto ligando-analités kompleksas.

2.3.12 PPR analizatoriaus paruosimas darbui

PPR tyrimai buvo atlieckami dvikanaliu PPR analizatoriumi ,,Autolab
ESPRIT*, kuriame vienas kanalas naudojamas PPR signalo registravimui, o kitas
kanalas naudojamas kaip palyginamasis, jo pagalba iSvengiama nespecifinés
sgveikos jtakos.

Pries pradedant tyrimg ] pusiau cilindring prizm¢ yra nukreipiamas lazerio
spinduliuojamas p-poliarizuotos 670 nm bangos ilgio monochromatinés $viesos
spindulys. Sviesos kritimo kampa galima keisti nuo 62° iki 78°. Pusiaucilindriné
prizme eliminuoja spindulio ,,vaik§¢iojima* ir pasklidimg po jutiklio pavirSiuje
esant] plong aukso sluoksnj. Krintancios j foto dioda Sviesos intensyvumas
priklauso nuo S$viesos kritimo ] jutikli kampo. Esant PPR kampui, PPR
registruojamas kaip ryskus atspindétos $viesos stiprio sumazéjimas. PPR kampas
yra matuojamas be pertraukos visg laikg ir uzregistruojama jutiklio atsako

priklausomybé nuo laiko, vadinama sensograma.
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2.3.13 Elektrocheminiai matavimai

Tyrimuose PPR analizatoriaus elektrocheminé celé¢ buvo kombinuojama su
kompiuterizuotu potenciostatu PGSTAT 302N/Autolab (EcoChemie, Olandija),
kuriame jdiegta GPES 4.9 programiné jranga. Elektrocheminiai matavimai atlikti
naudojant impulsing amperometrija (Espp = +200 mV, t,=1s) ir cikling
voltamperometrija (E = -75 - (+650) mV), v =50 mV s™). Darbe buvo naudojama
trijy elektrody sistema: indikatorinis elektrodas — Au jutiklio lustas, pagalbinis —
platinos viela ir lyginamasis — Ag/AgCl. Visi matavimai atlikti 24 °C
temperatiiroje SOmmol/L fosfato buferiniame tirpale, pH 7,4, esant 0,1 mol KCI
anti-ZAH koncentracijas, jvykus ZAH ir anti-ZAH komplekso saveikai su
antriniais anti-ZAH/KP, esant 0,25 mmol/L TMBir 0,1 mmol/L H,0,.

2.3.14 Atominés jégy mikroskopijos analizé (PPR lusto analizé)

Jutiklio lusto pavirSiaus vaizdai buvo gauti atominiy jégy mikroskopu
(AJM). Buvo analizuojami 3 skirtingi pavirSiai: (1) PPR jutiklio lusto aukso
pavirsius, (2) jutiklio lusto pavirsiuje imobilizuoti frag-anti-ZAH, (3) ZAH ir
frag-anti-ZAH suformave imunini kompleksa jutiklio lusto paviriuje. Analizé
buvo atlickama tapSnojimo rezimu, kambario temperatiiroje ir ore. Buvo
naudojama silicio adata, 10 um/s skanavimo greitis. Visy vaizdy rezoliucija
200 x 200 pikseliy. AJIM duomenys buvo apdorojami naudojant NanoScope 8.10

programing jranga.
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2.3.15 Matavimy duomeny apibendrinimas

Atlikus pakartotiniy (3 kartus) matavimy serijas, analiziniy signaly vidurkiai,
PPR pusiausvyrinis kampas, nuolinkio kampas, koreliacijos koeficientas buvo
apskaiCiuoti naudojant programinés jrangos jprastines formules. Matavimo
duomeny apdorojime nagrinéjamos  voltamperogramos ir  impulsinés
amperogramos yra taisyklingos formos ir be triukSmy. Aptikimo riba apibréZiama
ir skaiiuojama kaip koncentracija, atitinkanti tris analizinio signalo standartinius

nuokrypius (3 9).
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3. REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Siame darbe antikiino-antigeno saveikai tirti buvo pasirinktas Zmogaus
augimo hormonas ir antikiinai prie§ Zmogaus augimo hormona. Zmogaus augimo
hormonas, dar vadinamas somatotropinu, yra paprastas neglikozilintas baltymas.
Labiausiai jo paplitusi forma sudaryta i§ 191 amino rugsties polipeptidinés
grandinés, sujungtos dviem disulfidiniais tilteliais [144]. ZAH molekuliné masé
yra 21,7 kDa, o pl = 4,9. ZAH gaminasi posmegeninéje liaukoje — hipofizéje, i$
kur yra i§skiriamas j krauja. Hipofizéje ZAH yra 5,0 — 10 mg. Per dieng vyrams
§i0 hormono iSsiskiria 0,4 — 1,0 mg, paaugliams ir moterims Siek tiek daugiau

[145].

3.1 Anti-ZAH imobilizavimas PPR jutiklio lusto pavirsiuje

Antikiny imobilizavimas yra vienas i§ svarbiausiy etapy konstruojant
imuninius jutiklius, nes imobilizavimo biido pasirinkimas daro didel¢ jtaka
antikiino-antigeno sgveikai. Viena 1§ pagrindiniy to priezasCiy — atsitikting
antikiny orientacija ant pavirSiaus. Be to, imobilizuoty antikiiny orientacija ir
pavirsiné jy koncentracija yra svarbis faktoriai veikiantys PPR imuninio jutiklio
jautrj.

Siekiant surasti tinkamiausiag anti-ZAH imobilizavimo PPR jutiklio lusto
pavir$iuje biida, buvo lyginami keturi skirtingi imobilizavimo metodai. Trys i$ jy
buvo pagrjsti natyviy anti-ZAH antikiiny imobilizavimu, o ketvirtasis metodas
buvo pagrjstas anti-ZAH fragmenty imobilizavimu. Sie keturi imobilizavimo
biidai yra: (1) atsitiktinis  (nekryptingas) anti-ZAH  imobilizavimas
11-merkaptoundekano ragsties SMS modifikuoto PPR lusto pavirSiuje (14 pav.
A); (2) atsitiktinis anti-ZAH imobilizavimas KMD hidrogeliu modifikuoto PPR

lusto pavirsiuje (14 pav. B); (3) orientuotas (kryptingas) anti-ZAH imobilizavimas
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per baltyma G prijungta MUR monosluoksnio pagalba (14 pav. C); (4) orientuotas
frag-anti-ZAH imobilizavimas ant aukso jy funkciniy tioliniy grupiy
chemisorbcijos aukso pavirsiuje déka (14 pav. D).
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14 pav. Principiné anti-ZAH(A-C) ir frag-anti-ZAH (D) imobilizavimo schema. (A)
anti-ZAH imobilizuoti per MUR monosluoksnj, (B) per KMDhidrogelj, (C) per prie
MUR prijungtg baltymaG. R; = CH,CHg, R, = (CH3)3sN(CHs),,
2-MEA = 2-merkaptoetilaminas.

Viena i§ labiausiai paplitusiy antikiiny imobilizavimo elektrodo pavirSiuje
strategijy yra kovalentinis antikiiny imobilizavimas panaudojant jy pirmines
amino funkcines grupes. Dél daugybés privalumy, tokiy kaip stabilumas
vandeniniuose tirpaluose, pH ir temperatiiros pokyCiams, maza neatrankioji
sorbcija ir kt., biologiniy molekuliy kovalentinis imobilizavimas per SMS yra
plac¢iai naudojamas konstruojant imuninius jutiklius. Kovalentinis antikiiny
prijungimas prie dekstrano hidrogeliy populiarus dél pakankamai mazos

neatrankiosios sorbcijos PPR lusty pavirSiuje. Be to, hidrofiliniai dekstrano
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hidrogeliai, lyginant su SMS modifikuotais pavirSiais, turi zymiai didesnj
pavirSiaus plotg ir todél pasiZymi Zymiai didesne imobilizavimo talpa.

15 paveiksle pateikti eksperimentiniai anti-ZAH antikiiny imobilizavimo
PPR jutiklio lusto pavirSiuje per MUR monosluoksnj (A) ir KMD hidrogel; (B)
duomenys. Sis imobilizavimas pagrjstas elektrostatine saveika tarp neigiama kraivj
turinéiy MUR arba KMD karboksilo grupiy ir teigiama kriivj turinéiy anti-ZAH
pirminiy amino funkciniy grupiy. Taigi, $iuo atveju anti-ZAH imobilizuojami
kovalenti§kai. Prie§ imobilizavimg modifikuotas PPR lusto pavirSiuje veikiamas
10 mmol/L Na acetato buferiniu tirpalu, pH 4,5, kol nusistovi stabilus
rezonansinis kampas (baziné linija) (15 pav. A-B, 1).Tuomet karboksilo grupés
aktyvuojamos EDC ir NHS tirpaly vandenyje miSiniu santykiu 1:1 (15 pav. A-B,
2). Aktyvavimas vykdomas 5 min. Siame etape karboksilo grupés paveréiamos j
labai reaktyvius N-hidroksisukcinimido esterius, kuriems reaguojant su anti-ZAH
pirminémis amino grupémis, vyksta anti-ZAH imobilizavimas. Aktyvacijos
stadija yra esminé imobilizavimui, nes reaktyviy N-hidroksisukcinimido esteriy
susidarymas jgalina stabily anti-ZAH prijungima. Po aktyvacijos pavirsius
plaunamas 10 mmol/L Na acetato buferiniu tirpalu, pH 4,5. (15 pav. A-B, 3) ir |
PPR kiuvete jleidziamas 1,64 umol/L anti-ZAH tirpalas 10 mmol/L Na acetato
buferiniame tirpale, pH 4,5. Tuo metu registruotos sensogramos parodé laipsniska
PPR kampo didé¢jima, reiskiantj anti-ZAH prisijungima ant aktyvuoto pavirsiaus
(15 pav.A-B, 4). PPR kampas laikui bégant didéjo ir pasieké pusiausvyra po 25
min. Neprisijungusio anti-ZAH molekulés isplaunamos i§ PPR kiuvetésplaunant
ja 10 mmol/L Na acetato buferiniu tirpalu, pH 4,5(15 pav. A-B, 5). Po anti-ZAH
imobilizavimo  kazkiek  N-hidroksisukcinimido esteriniy  grupiy lieka
nesureagavusiy. Kad jSvengti kity baltymy prisijungimo prie $iy grupiy, jas reikia
uzblokuoti transformuojant j amidus. Todél, po anti-ZAH imobilizavimo likusios
nesureagavusiosN-hidroksisukcinimido esteriy grupés uzblokuojamos
etanolaminu (15 pav. A-B, 6). Po dezaktyvacijos etanolamino perteklius

iSplaunamas i§ PPRkiuvetésja 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 esteriy grupes sékmingai blokavo etanolaminas. PO
plovimo PPR lustas veikiamas regeneruojanciu tirpalu (50 mmol/L NaOH ir 0,5 %
SDS) (15 pav. A-B, 8), 0 po to 10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, pH 7,4 (15 pav.
A-B, 9).
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15 pav. PPR sensogramosvaizduojan&ios anti-ZAH imobilizavima per KMD hidrogelj
(A) ir MUR SMS (B) bei baltymo G prijungimg prie MUR SMS (C):1 — bazin¢ linija
(10 mmol/L Na acetato buferinis tirpalas, pH 4,5), 2 — MUR arba KMD-hidrogelio
aktyvavimas EDC/NHS miSiniu, 3, 5, 7 — kiuvetes plovimas 10 mmol/L Na acetato
buferiniu tirpalu, pH 4,5, 4 — anti-ZAH imobilizavimas arba baltymoG prijungimas,

6 — likusiy aktyviy esteriniy grupiy dezaktyvavimas etanolaminu, 8 — kiuvetes plovimas
regeneruojamuoju 50 mmol/L NaOH ir 0,5 % SDS tirpaly misiniu, 9 — kiuvetes plovimas
10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, pH 7,4.

Antikiiny jungimas per baltymg A arba baltymg G prie jutiklio lusto
pavirSiaus yra perspektyvi priemoné kryptingam antikiing imobilizavimui. Abu
baltymai specifiSkai sgveikauja su antikiiny Fc fragmentais, o aktyvusis antikiiny

centras lieka laisvas (15 pav. C, 5). Tokiu budu $is imobilizavimo buidas jgalina
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antikinus imobilizuoti kryptingai. Taciau tiesioginis baltymy A ir G
imobilizavimas PPR jutikliy lusty pavirSiuje yra mazZiau stabilus, todé¢l jie
paprastai imobilizuojami per tarpinj sluoksnj.

15 paveikslo C kreivé 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 prijungty molekuliy kiekio ir PPR kampo pokycio
egzistuoja tiesiné priklausomybé, o 120 m° PPR kampo pokytis atitinka 1 ng/mm®
baltymo pavir§inés koncentracijos pokytj, tai pagal PPR kampo poslinkj

apskai¢iuota baltymoG pavir§iné koncentracija yra 3,49 + 0,04 ng/mm?.
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16 pav. PPR sensograma vaizduojanti anti-ZAH imobilizavima per baltyma G prijungta
prie MUR SAM: 1 — baziné linija (10 mmol/L PBS buferinis tirpalas pH 6,0),
2 — anti-ZAH prijungimas prie baltymo G, 3 — kiuvetes plovimas 10 mmol/L PBS
buferiniu tirpalu pH 6,0.
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Pirmas, anti-ZAH imobilizavimo per MUR/bG sluoksnj, etapas remiasi
jutiklio lusto plovimu 10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, pH 6,0, kol nusistovi
stabilus rezonansinis kampas (baziné linija) (16 pav. 1). I PPR kiuvete jleidus
1,64 umol/L anti-ZAH tirpalo PBS buferiniame tirpale, pH 6,0, buvo matyti
laipsniskas PPR kampo didéjimas, parodantis anti-ZAH jungimasi ant MUR/bG
modifikuoto jutiklio pavirSiaus (16 pav. 2). PPR kampas didéjo laikui bégant ir
pasieké pusiausvyra po 25 min. Neprisijungusios prie PPR jutiklio lusto anti-ZAH
molekulés i§ PPR kiuvetés iSplaunamos plaunant jg PBS buferiniu tirpalu, pH 6,0.

3.2 Anti-ZAH redukavimas ir anti-ZAH fragmenty imobilizavimas

Biologinés molekulés ant auksiniy pavir§iy taip pat gali bati imobilizuotos
panaudojant jy natyvias funkcines —SH arba —S-S— grupes. Sis imobilizavimo
biidas pagrjstas stipriu laisvy tioliniy funkciniy grupiy prisijungimu prie aukso
pavir$iaus. Anti-ZAH priklauso 1gG klasei. Anti-ZAH molekuliné masé yra apie
150 kDa. IgG molekulé savyje turi dvi polipeptidiniy grandiniy poras. Kiekviena
pora turi sunkigja granding ir lengvaja granding. Sunkiosios grandinés sujungtos
disulfidinémis jungtimis, kurias galima redukuoti imunoglobuling veikiant 2-MEA
ar DTT.

Siekiant gauti laisvas funkcines —SH grupes, anti-ZAH disulfidiniai tilteliai
buvo redukuojami naudojant skirtingas 2-MEA koncentracijas (15, 35 ir
70 mmol/L) ir kaitinama 37 °C termostate 90 min. Anti-ZAH redukavimo
efektyvumas buvo iSanalizuotas panaudojant SDS-PAGE elektroforezg.
Elektroforegramoje (17 pav.) 2, 3 ir 4 takeliuose matyti trys ryskios anti-ZAH
fragmenty juostos, kurios pagal molekulinés masés standartus (17 pav. 1 takelis)
atitikty apie 25, 50 ir 80 kDa. 80 kDa juosta prilygsta redukuoto fragmento
anti-ZAH antikiino molekulineimaseiir gali bati priskirta pusiau perskeltam
anti-ZAH (frag-anti-ZAH). Tai jrodo, kad dalyje anti-ZAH molekuliy buvo

64



redukuoti disulfidiniai tilteliai, jungiantys sunkigsias anti-ZAH grandines.
Elektroforezés gelio nuotraukoje taip pat matyti ir 25 bei 50 kDa molekulinés
masés anti-ZAH fragmenty juostos, kuriy atsiradimas gali bati paaiskintas tuo,
kad dalyje anti-ZAH molekuliy buvo redukuoti ne tik disulfidiniai tilteliai,
jungiantys sunkigsias grandines, bet taip pat ir jungiantys sunkigsias, ir lengvasias

grandines.

25.0

18.4
14.4

17 pav. Redukuoty anti-ZAH antikiiny fragmenty jvertinimasSDS-PAGE: 1 takelis —
baltymy molekulinés masés standartas, 2 takelis — frag-anti-ZAH gauti naudojant 15, 35
(3 takelis) ir 70 mmol/L (4 stulpelis) 2-MEA koncentracijas.

Vertinant anti-ZAH redukavimo efektyvumo priklausomybe nuo 2-MEA
koncentracijos pagal elektroforezés gelio nuotrauka matyti, kad anti-ZAH
fragmentai, gauti esant skirtingoms 2-MEA koncentracijoms, vizualiai nesiskiria.
Todel papildomai buvo atlikti imobilizuoty anti-ZAH fragmenty pavir§inés
koncentracijos ir jy saveikos su antigenu efektyvumo tyrimai PPR. Tam PPR

jutiklio lusto pavirSiuje buvo imobilizuoti anti-ZAH fragmentai, gauti
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redukavimui naudojant skirtingas 2-MEA koncentracijas — 15, 35 ir 70 mmol/L.
Anti-ZAH fragmenty imobilizavimas pradedamas PPR jutiklio lusto pavirdiy
plaunant 10 mmol/L Na acetato buferiniu tirpalu, pH 4,5, kol nusistovi stabilus
rezonansinis kampas (baziné linija) (18 pav. 1). Po anti-ZAH fragmenty tirpalo
10 mmol/L Na acetato buferiniame tirpale, pH 4,5, jleidimo j PPR kiuvete buvo
matyti laipsniskas PPR kampo didéjimas, parodantis anti-ZAH fragmenty
jungimasi prie lusto pavirSiaus (18 pav. 2). PPR kampas did¢jo laikui bégant ir
pasieké pusiausvyra po 25 min. Neprisijunge anti-ZAH fragmentai i§plaunami i3
PPRkiuvetés ja plaunant 10 mmol/L Na acetato buferiniu tirpalu, pH 4.5 (18 pav.
3). PPR kampo poky¢iai dél anti-ZAH fragmenty prisijungimo, gauty anti-ZAH
redukuojant 15, 35 ir 70 mmol/L 2-MEA buvo 583,95 + 9, 625,41 + 10 ir
636,08 = 10 m" atitinkamai. Frag-anti-ZAH fragmenty pavir§in¢ koncentracija
amkmﬁumai§ﬁqnﬂmmu;wa4371098,5211008ir5301008n¢mm2
atitinkamai 15, 35 ir 70 mmol/L 2-MEA koncentracijai.
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18 pav. Imobilizavimo priklausomybé nuo 2-MEA koncentracijos: 1 — baziné¢ linija
(Na acetato buferinis tirpalas, pH 4,5), 2 — anti-ZAH fragmenty 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-ZAH  fragmenty
elektroforeogramoje, anti-ZAH redukcija 2-MEA lemia jvairiy antikiny pries
ZAH fragmenty susidaryma. Tadiau miisy atveju svarbis yra tik tie anti-ZAH
fragmentai, kurie susidaro skilus disulfidiniams tilteliams tik tarp anti-ZAH
sunkiyjy grandiniy (frag-anti-ZAH), tik tuomet i§saugomas aktyvusis antikiino
prie§ Zmogaus augimo hormona centras ir toks imobilizuotas anti-ZAH
fragmentas dalyvauja saveikoje su ZAH. Anti-ZAH disulfidiniy junggiy, esanéiy
tarp sunkiyjy grandiniy, skilimas padidina tinkamos imobilizuoty anti-ZAH
fragmenty orientacijos ant PPR jutiklio lusto pavirSiaus tikimybe ir sumazina
jutiklio atrankumo praradima dél atsitiktinés anti-ZAH orientacijos. Tioliniy
grupiy  islaisvinimas redukuojant anti-ZAH antikinus uZtikrina stipria
frag-anti-ZAH saveika su aukso pavir§iumi. Sio imobilizavimo biido privalumas
pries kitus imobilizavimo biidus yra tas, kad Siuo biidu imobilizuoti antikiinai
pasiZzymi aukStas antigeno prisijungimo konstantas bei didelj stabiluma, o
imobilizuoti antikiiny fragmentai aukso pavirSiuje yra taip orientuoti, kad atstumas
tarp aktyviojo centro ir aukso pavirSiaus yra vienodas [10].

19 paveikslas iliustruoja PPR kampo poky¢ius, kuriuos sukelia anti-ZAH
fragmenty prisijungimas PPR lusto pavirSiuje (juodi stulpeliai) ir imuninio
komplekso susidarymas tarp imobilizuoty frag-anti-ZAH ir ZAH esanéio
méginyje (pilki stulpeliai), atsizvelgiant j 2-MEA koncentracija. Atlikus anti-ZAH
fragmenty imobilizavimg pastebéta, kad kuo didesné 2-MEA koncentracija, tuo
anti-ZAH fragmenty imobilizuojama daugiau (19 pav. juodi stulpeliai).
Maziausias PPR kampo pokytis, lygus 583,95 m°, buvo uzregistruotas
imobilizuojant anti-ZAH fragmentus gautus anti-ZAH redukcijai naudojant
15 mmol/L 2-MEA. 2-MEA koncentracijai padidéjus, padidéjo ir imobilizuoty
anti-ZAH fragmenty pavir§iné koncentracija, o dél 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. Ta¢iau atlikus imobilizuoty anti-ZAH

fragmenty sgveikos su ZAH tyrimus, nustatytas prieingas rezultatas — Kuo
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redukavimui naudojama didesné¢ 2-MEA koncentracija, tuo imobilizuoty anti-
ZAH fragmenty saveikos su ZAH signalas (PPR kampo poslinkis) gaunamas
mazesnis. Tai galéty bati paaiSkinama tuo, kad kuo didesné 2-MEA koncentracija,
tuo daugiau anti-ZAH molekuliy redukuojami disulfidiniai tilteliai ne tik
jungiantys sunkigsias grandines, bet ir jungiantys sunkigsias ir lengvasias
grandines. D¢l to aktyvusis centras suardomas ir sgveika tarp tokiy imobilizuoty
anti-ZAH fragmenty ir ZAH nevyksta. Atsizvelgiant j tai, optimali 2-MEA
koncentracija, ruosiant anti-ZAH fragmentus, buvo nustatyta 15 mmol/L, nes
esant §ai 2-MEA koncentracijai didziausia anti-ZAH molekuliy dalis
redukuojama nepazeidziant jy aktyviojo centro ir tokiu budu iSlaikoma didelé

ZAH prisijungimo geba.
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19 pav. PPR kampo pokytis, kurj sukelia anti-ZAH fragmenty prijungimas ant PPR lusto
pavirSiaus (juodi stulpeliai) ir imuninio komplekso susidarymas tarp imobilizuoty
frag-anti-ZAH fragmenty ir ZAH (pilki stulpeliai), atsizvelgiant j 2-MEA koncentracija.
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3.3 Imobilizuoty antikiiny ir antigeno sqveikos tyrimas

20 paveiksle matyti skirtingy imobilizavimo metody jtaka pavirSinei
imobilizuoty antikiiny koncentracijai. PPR kampo pokytis, antikiinams prisijungus
PPR jutiklio lusto pavirSiuje, apskai¢iuojamas kaip skirtumas tarp PPR signaly
prie$ imobilizavimo stadija ir po PPR kiuvetés praplovimo buferiniu tirpalu,
siekiant i§ PPR kiuvetes paSalinti neimobilizuotus antikiinus (15 pav. 3 ir 5

etapai).
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20 pav. PPR kampo poslinkio priklausomybé nuo jutiklio lusto modifikavimo bitido:
KMD — nekryptingas anti-ZAH imobilizavimas per KMD-hidrogelj, MUR/bG —
kryptinga anti-ZAH saveika per Fc sritis su baltymuG, Au — kryptingas antikiiny

fragmenty imobilizavimas per aktyvias tiolines grupes, MUR — nekryptingas anti-ZAH
imobilizavimas ant MUR monosluoksnio.

PPR kampo pokytis atitinkantis anti-ZAH imobilizavima KMD hidrogeliu
(KMD/anti-ZAH), MUR/bG (MUR/bG/anti-ZAH) ir MUR monosluoksniu
(MUR/anti-ZAH) modifikuoty PPR lusty pavirsiuje bei frag-anti-ZAH fragmenty
(Au/frag-anti-ZAH) imobilizavima PPR lusto aukso pavir§iuje 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* imobilizuoty antikiiny
pavirS§ing koncentracija, nes tarp prijungty molekuliy kiekio ir PPR kampo
pokyCio egzistuoja tiesin¢ priklausomybe: 120 m° kampo pokytis atitinka
1 ng/mm? baltymo pavir§inés koncentracijos pokytj.

I§ eksperimentiniy duomeny, pateikty 21 paveiksle matyti, kad didziausias
antikiny  kiekis gaunamasnekryptingo anti-ZAH imobilizavimo per KMD
hidrogelj atveju. Tuo tarpu maziausias anti-ZAH kiekis imobilizuojamas
nekryptingos imobilizacijos per MUR savitvarkj monosluoksnj metu. Sie
rezultatai patvirtina, kad dekstrano hidrogeliai turi didel} pavirSiaus plota, kuris
leidzia jmobilizuoti Zymiai didesnj antikiiny kiekj, lyginant su SMS. Taciau
nepaisant to, kad daugiausiai anti-ZAH antikiing buvo imobilizuota KMD
hidrogeliu modifikuoto PPR jutiklio lusto pavirSiuje, didziausias 184,75 m° PPR
signalas buvo stebétas vykstant ZAH saveikai su anti-ZAH imobilizuotais per
MUR/bG (21 pav. c). PPR signalas sukeltas vykstant ZAH saveikai su anti-ZAH
antikiinais imobilizuotais KMD hidrogeliui ir MUR modifikuoty PPR lusty
pavirsiuje buvo atitinkamai 20,73 ir 16,51 m°® (21 pav. a ir b). Tai reiSkia, kad Sie
signalai buvo atitinkamai 11,2 ir 8,9 karto mazesni. Stebétas PPR kampo pokytis
vykstant saveikai tarp imobilizuoty frag-anti-ZAH ir ZAH buvo 142,68 m°. Taigi,
didziausias analizinis signalas gaunamas augimo hormonui sgveikaujant su
anti-ZAH imobilizuotais PPR jutiklio lusto pavirsiuje per baltyma G, o maZiausias

saveikaujant su anti-ZAH imobilizuotais per MUR SMS.,
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21 pav. (A) PPR sensogramos. (B) Pusiausvyros kampo priklausomybé nuo antikiny
imobilizavimo biido. a — MUR/anti-ZAH, b — KMD/anti-ZAH, ¢ — MUR/bG/anti-ZAH,
d — Au/frag-anti-ZAH. ZAH koncentracija— 1.59 pumol/L.

Sie rezultatai rodo, kad nepaisant to, kad didziausias anti-ZAH kiekis
imobilizuojamas KMD hidrogeliu modifikuoty PPR lusty lusty pavirSiuje, ju
saveika su ZAH praktiskai nevyksta, dél to, kad didzioji dalis anti-ZAH
imobilizuojama per amino grupes, esancias aktyviajame centre ir tokiu biidu taip
imobilizuoti antikiinai netenka savo biologinio aktyvumo. Vis d¢l to, tikétina, kad
maziau nei 10 % antikiiny iSlieka aktyviis, kai imobilizuojama nekryptingu
imobilizavimo buidu. Tuo tarpu prijungtas baltymo G sluoksnis suteikia kryptinga
anti-ZAH imobilizavima jautriam ZAH detektavimui. Kadangi kiekviena baltymo
G molekulé turi daugiau nei vieng prisijungimo vietg antikiiny prijungimui per Fc
fragmenta, tai anti-ZAH prijungimas prie baltymo G, nepriklausomai nuo
baltymo G orientacijos, yra galimas. Kadangi anti-ZAH prijungimas jvyko per

antikiiny Fc fragmenta, tai antikiiny aktyvieji centrai nebuvo deformuoti. Taigi,
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anti-ZAH antikiiny imobilizavimas per MUR/bG duoda tolygy, stabily ir steriskai
prieinamg biologinio atpaZinimo sluoksnj. Tadiau anti-ZAH imobilizavimo per
MUR/bG trikkumas yra biitinybé imobilizuoti baltymoG sluoksnj. Be to, nepavyko
surasti tokio regeneruojancio tirpalo, kuris suardyty antikiino-antigeno kompleksa
ir neturéty jtakos anti-ZAH ir bG kompleksui. Visais atvejais nuo pavirsiaus buvo
pasalintas ne tik ZAH, bet ir anti-ZAH (22 pav.). Taigi, tokio jutiklio

daugkartiniams tyrimams naudoti negalima.
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22 pav. PPR signalo kitimas: 1 — bazin¢ linija, 2 — anti-ZAH saveika su ZAH, 3,5 —
kiuvetés plovimas 10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, pH 7,4, 4 — regeneravimas 0,5 %
SDS ir 50 mmol/L NaOH tirpalu.

Kitas pagal intensyvuma PPR signalas, lygus 142,68 m°, stebétas vykstant
ZAH saveikai su PPR jutiklio lusto pavir§iuje imobilizuotais frag-anti-ZAH (21
pav. d). Sis signalas buvo tik 1,3 karto maZesnis, nei signalas, gautas PPR jutiklio
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lusto modifikuoto MUR/bG/anti-ZAH atveju. Tai atitinka kity mokslininky
publikuotus duomenis, kurie teigia, kad imunojautrs pavirSiai gauti
imobilizuojant redukuotus IgG pasiZzymi didesniu antigeno prisijungimo
aktyvumu, negu pavirSiai su imobilizuotais natyviais 1gG. Mazesnis
frag-anti-ZAH fragmenty antigeno prisijungimo aktyvumas, palyginus su
anti-ZAH imobilizavimu per MUR/bG, galéjo biti jtakotas dalinés antikiiny
jungimosi viety dezaktyvacijos frag-anti-ZAH paruo§imo metu ir/arba dél
vélesnés frag-anti-ZAH modifikuoty PPR jutikliy lusty inkubacijos JSA tirpale,
siekiant uzblokuoti aktyvias baltymy sorbcijos vietas PPR jutiklio lusto pavirSiuje.
Vis délto imobilizavimo metodas, pagristas sgveika tarp IgG fragmenty tioliniy
grupiy ir aukso pavir$iaus, turi pranasumy, nes imobilizuoti antikiinai iSlaiko tiek
aukstas antigeno prisijungimo konstantas, tiek didelj stabiluma. Sis imobilizavimo
metodas pasizymi tinkama IgG fragmenty orientacija, vienodu atstumu tarp
antikiino aktyviojo centro ir PPR jutiklio lusto pavirSiaus, nesukelia tariamy
afiniSkumo konstanty iSsibarstymo. D¢l pakankamai didelés imobilizavimo talpos,
atlikimo paprastumo bei mazos kainos, lyginant su kitais naudotais biidais,
imobilizavimo biidas pagristas frag-anti-ZAH panaudojimu buvo nustatytas
tinkamiausiu imobilizavimo badu, konstruojant PPR imuninj jutiklj skirta ZAH

nustatymui.

3.4 Frag-anti-ZAH ir ZAH komplekso formavimosi tyrimas

Istirta optimali anti-ZAH koncentracija frag-anti-ZAH fragmenty gavimui
redukuojant 15 mmol/L 2-MEA PPR jutiklio lusto modifikavimui. Redukcijos
reakcija sukélé S-S tilteliy tarp sunkiyjy grandiniy skylima, o antikiino aktyvusis
centras liko nepaliestas. Frag-anti-ZAH, ant auksinio PPR jutiklio lusto pavir§iaus,
buvo imobilizuoti inkubuojant jutiklio lusts frag-anti-ZAH tirpale. Frag-anti-ZAH

prie jutiklio pavirSiaus prisijungé per islaisvintas antikiino lanksto srities tiolines
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grupes. Siekiant iSvengti nespecifinés adsorbcijos, po imobilizavimo like
prisijjungimo centrai PPR jutiklio lusto aukso pavirSiuje buvo uzblokuoti JSA.
Tam anti-ZAH fragmentais modifikuotas jutiklio lustas buvo inkubuojamas 8 val.
kambario temperatiiroje 10 mmol/L PBS buferiniame tirpale pH 7,4 turincame
1 mg/mL JSA.

23 paveikslas iliustruoja PPR kampo poky¢ius, kuriuos sukelia anti-ZAH
fragmenty prisijungimas ant PPR lusto pavirSiaus (tamsiai pilki stulpeliai) ir
imuninio komplekso susidarymas tarp imobilizuoty frag-anti-ZAH ir ZAH esancio
méginyje (§viesiai pilki stulpeliai), atsizvelgiant j redukcijai naudota anti-ZAH
koncentracija. ZAH koncentracija 5 umol/L. 23 paveikslo apibendrinti duomenys

pateikti 3 lentel¢je.
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23 pav. PPR kampo pokytis, kurj sukelia anti-ZAH fragmenty prisijungimas ant PPR
lusto pavirSiaus (tamsiai pilki stulpeliai) ir imuninio komplekso susidarymas tarp
imobilizuoty frag-anti-ZAH ir ZAH (3viesiai pilki stulpeliai), atsizvelgiant j pradine anti-
ZAH koncentracija.
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3 lentelé.PPR kampo poky¢io priklausomybé nuo anti-ZAH koncentracijos naudotos
frag-anti-ZAH paruo$imui.

. PPR kampo pokytis po PPR kampo pokytis po
Anti-ZAH koncentracija, P -pv P ) pv P ytv P
frag-anti-ZAH frag-anti-ZAH ir ZAH
umol/L ) o

imobilizavimo, m° sgveikos, 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 paskai¢iuotas i§ 3 vienodai modifikuoty PPR jutiklio
lusty.

Kaip matyti i§ 23 paveikslo bei 3 lentelés, didziausias PPR kampo pokytis
(612,19 m®), kurj sukélé anti-ZAH fragmenty prisijungimas prie PPR jutiklio lusto
pavir§iaus, buvo gautas ju paruo$imui naudojant didZiausia anti-ZAH
koncentracijg (1,65 umol/L), 0 maziausias PPR kampo pokytis (583,95 m°) buvo
gautas naudojant maZiausia anti-ZAH koncentracija (0,41 pmol/L). Sie gauti
rezultatai parodé, kaddidéjant anti-ZAH koncentracijai, pavir§iné imobilizuoty
frag-anti-ZAH koncentracija didéja, nes didéja registruojamas PPR kampo
pokytis. Taciau didZziausias PPR signalas (174,2 m°),uzregistruotas formuojantis
frag-anti-ZAH ir ZAH kompleksui,buvo stebétas anti-ZAH fragmenty paruogimui
naudojant maziausia (0,41 pmol/L) anti-ZAH koncentracija. Didéjant anti-ZAH
koncentracijai, PPR kampo pokytis vykstant sgveikai mazéjoir buvo 155,6 ir
147,4 me°atitinkamai 0,83 ir 1,65 umol/L anti-ZAH koncentracijai. Todél
0.41 umol/L anti-ZAH koncentracija buvo pripaZinta optimaliausia anti-ZAH
fragmenty gavimui ir PPR jutiklio lusto pavirSiaus modifikavimui, ir buvo

naudojama tolimesniy tyrimy metu.
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3.5 AJM analizé

Pastaraisiais metais labai domimasi PPR ir kity papildomy analizés metody
apjungimu, siekiant patvirtinti biologiniy molekuliy prisijungimg ar i$sidéstyma
pavir§iuje [146, 147]. Siame darbe, skirtingai modifikuotiems PPR jutikliy lusty
pavirSiams charakterizuoti, buvo sékmingai panaudota atominiy jégy
mikroskopija. PPR jutikliy lusty, modifikuoty frag-anti-ZAH ir frag-anti-ZAH
imuno kompleksais su ZAH (frag-anti-ZAH/ZAH),pavirsiyvaizdai buvopalyginti
su PPR jutiklio lusto aukso pavir§iaus vaizdu (24 pav.). AJM gali padéti tiesiogiai
pazvelgti 1 molekulinio lygio topografija ir tai galima pritaikyti pavirSiaus
modifikavimo charakterizavimui ar kaip patvirtinamajj metoda antikiino-antigeno
komplekso susidarymui [9, 148].

Buvo palyginti AJM vaizdai (24 pav. A, C ir E) ir i$ $iy vaizdy sudarytos
aukscio pasiskirstymo diagramos (24 pav. B, D ir F). Gauti rezultatai akivaizdziai
demonstruoja morfologijos pokyc¢ius po auksinio pavirSiaus modifikavimo
anti-ZAH fragmentais ir po imuninio komplekso su ZAH susidarymo. Kaip
atskaitinis pavirSius buvo naudojamas PPR jutiklio lusto auksinio pavirSiaus
topografinis vaizdas (24 pav. A). Aukso pavirSiuje buvo stebétos tik periodinés,
daugiausiai 1,89 nm aukscio, struktiros (24 pav. B). Frag-anti-ZAH (molekuliné
masé yra 80 kDa) PPR jutiklio lusto pavirSiuje buvo imobilizuoti per natyvias
tiolines funkcines grupes ir taisalygojo labai didelj jutiklio pavirSiaus padengima.
Susidariusio baltymy monosluoksnio topografijos analizé parodé daug 9,25 nm
aukscio struktiry (24 pav. C ir D). Gauti rezultatai sutampa su kity autoriy
publikuotais rezultatais, pagal kuriuos 1gG molekulés matmenys yra 14,5 x 8,5 x
4,0 nm [149, 150]. Vadinasi,po anti-ZAH redukcijos susidarantys frag-anti-ZAH
imobilizuoti lusto pavirSiuje tiiréty buti apytiksliai 7,25 nm aukséio. Atsizvelgus
jutiklio lusto aukso pavirsiaus nelygumus (1,89 nm aukscio), imobilizuoty

frag-anti-ZAH aukstis turéty biti apie 7,10 nm. Gautasdydis yra truputi mazesnis
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nei teorinis frag-Ak dydis. Po specifinés frag-anti-ZAH saveikos su ZAH buvo
stebétos 11,90 nm aukscio struktiiros (24 pav. E ir F).
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24 pav. PPR jutikliy lusty pavirsiy AJM vaizdai (A,C ir E) ir aukscio pasiskirstymo
diagramos (B,D ir F) aukso pavirSiaus (A ir B), modifikuoto frag-anti-ZAH (C ir D),
modifikuoto frag-anti-ZAH/ZAH (E ir F).

Sie santykinai mazi pavirsiaus morfologijos pokyéiai gali bati aiskinami tuo,
kad susiformuoja imobilizuoty frag-anti-ZAH ir maZos molekulinés masés ZAH
(22 kDa; 5,3 x 3,1 nm [151]) kompleksas. Frag-anti-ZAH aktyviyjy centry

atstumas nuo jutiklio paviriaus galéjo pakisti po saveikos su ZAH, todél struktiiry
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auk§¢io padidéjimas 2,65 nm, buvo truputi maZesnis, nei teoriniai ZAH
matmenys. Stebéti trijy skirtingai modifikuoty pavirSiy skirtumai rodo, kad
frag-anti-ZAH buvotinkamai prijungti prie auksinio PPR jutiklio lusto pavirsiaus,

0 imuninis kompleksas susiformavo d¢l specifinés antikiino-antigeno sgveikos.

3.6 Optimaliy sqlygy parinkimas ZAH nustatymui

Buvo istirtassukonstruoto PPR jutiklio jautris ZAH. Frag-anti-ZAH gavimui
buvo naudoti 0,41 pmol/L anti-ZAH tirpalai.Siekiant i§vengti nespecifinés
adsorbcijos, po imobilizavimo like prisijungimo centrai PPR jutiklio lusto aukso
pavirSiuje buvo uzblokuoti JSA. PPR signalas buvo registruojamas tiesiogiai
(nenaudojant zymeny) realiu laiku. Frag-anti-ZAH modifikuotas PPR jutiklio
lustas buvo plaunamas 10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, pH 7,4, kol
nusistovistabilus PPR signalas (25 pav. ,,Baziné linija“). Tuomet j PPR kiuvete
ileidziamas ZAH tirpalas 10 mmol/L PBS buferiniame tirpale, pH 7,4. Po ZAH
jleidimo j PPR kiuvetebuvo matyti laipsniSkas PPR kampo didé¢jimas, parodantis
ZAH ir frag-anti-ZAH komplekso susidaryma (ZAH ir frag-anti-ZAH saveika
vyko tik viename PPR kiuvetes kanale, antras kanalas buvo naudojamas buvo
palyginamasis) (25 pav. ,,Asociacija“). Po asociacijos fazés PPR kiuveté buvo
plaunama 10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, pH 7,4. Tai sukélé daling
frag-anti-ZAH/ZAH komplekso disociacija,tai salygojo nedideli PPR kampo
sumazéjima (25 pav. ,,Disociacija®). Siekiant PPR jutiklj panaudoti daugkartinei
analizei, ZAH turi biiti pasalintas nuo pavirSiaus suardant frag-anti-ZAH/ZAH
kompleksa, tatiau imobilizuoti frag-anti-ZAH privalo ilikti nepaliesti ir i§laikyti
prisijungimo geba. Todél po disociacijos fazés, PPR jutiklio lustas buvo paveiktas
regeneruojanéiu tirpalu sudarytu i§ 0,5 % SDS ir 50 mmol/L NaOH. Siame etape
PPR kampas sumazéjo ryskiai (25 pav. ,,Regeneracija®). Galiausiai, kiuvete
praplovus 10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, pH 7,4, PPR signalas pasieké savo
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pradinj lygj, kuris buvo stebétas pries j PPR kiuvete jleidziant ZAH tirpala (25
pav. ,,Atgal prie bazinés linijos*). Stebétas PPR kampo pokytis reiské visiska
ZAH pasalinima nuo PPR jutiklio lusto paviriaus. 25 (A) paveikslas iliustruoja,
kad aktyvus PPR jutiklio lusto pavirSius buvo visiSskai regeneruotas 5 min. jj
veikiant regeneruojanciu tirpalu ir po to 3 min.10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu,
pH 7,4. Imuninio jutiklio panaudojimas daugkartinéje analizéje padaro analize
daug pigesne, be to daznai sutrumpéja analizés trukmé. Todel PPR

imunotyrimuose regeneracijos etapas yra labai svarbus.
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25 pav. (A) PPRsensogramos uzregistruotos vykstant imobilizuoty frag-anti-ZAH
sgveikai su ZAH(ZAH koncentracija 0,01, 0,09, 0,17, 0,26, 0,33, 0,40, 0,53, 0,72, 1,59 ir
5 umol/L). (B) Pusiausvyros kampo priklausomybé nuo ZAH koncentracijos.

25 paveikslo (A) dalyje pateikiamos sensogramos gautos esant skirtingoms
ZAH koncentracijoms nuo 0,01 iki 5 umol/L. Kaip matyti i3 paveikslo, kiekvienos
PPR jutiklio lusto regeneracijos stadijos pabaigoje, stebimas PPR signalas grjzta

iki pradinés vertés, registruotos prie§ ZAH jpilima j kiuvete. Gauti rezultatai
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leidzia daryti i§vada, kad ZAH nuo pavir§iaus buvo pasalintas suardant
frag-anti-ZAH/ZAH kompleksa, o imobilizuoti frag-anti-ZAH isliko nepaliesti ir
neprarado antigeno prisijungimo gebos.

PPR kampo pokytis priklauso nuo ZAH koncentracijos tiriamajame tirpale.
Buvo sudaryta PPR signalo pasiekus nuostovigjg bliseng — pusiausvyros kampo
priklausomybé nuo ZAH koncentracijos méginyje (25 pav. B). Esant 0,01 pmol/L
ZAH koncentracijaiméginyje PPR signalas buvo apie 8,6 m°. Sis PPR signalas
buvo ganétinai reikSmingas, nes signalo-triukSmo santykis buvo 86
(8,6 m°/0,1 m°). Didé¢jant ZAH koncentracijai 0,01 — 0,72 umol/L ribose buvo
gauta tiesiné PPR kampo poky¢io priklausomybé nuo ZAH koncentracijos. PPR
signalas pasieké soties lygj ir daugiau nebedidéjo didéjant ZAH koncentracijai,
kai ZAH koncentracija buvo didesné nei 5 pmol/L.

Analizinis signalas esant maziausiai analités koncentracijai plius trys jos
standartinio nuokrypio dydziai buvo panaudoti apskai¢iuojant ZAH aptikimo riba
sukonstruotu PPR imuniniu jutikliu.Buvo nustatyta, kad aptikimo riba yra
0,0034 umol/L. Trevino ir bendraautoriai [152] publikavo PPR ZAH imuninj
jutiklj, kuriuo ZAH koncentracija buvo nustatoma konkurentinés infibicijos
metodu. Sis jutiklis buvo tinkamas nustatyti ZAH koncentracijai Zmogaus serumo
méginiuose. Siy autoriy sukonstruoto jutiklio aptikimo riba buvo 6 ng/mL
(0,00027 umol/L). Sio imuninio jutiklio maZesné atikimo riba gali bt
paaiskinama pasirinktu ZAH detekcijos badu. Misy tyrime buvo pasirinktas
tiesioginis antigeno nustatymo formatas, t.y., analizinis signalas didéjo didéjant
ZAH koncentracijai. Atlickant analize konkurentinés inhibicijos metodu,
analizinis signalas yra atvirk$¢iai proporcingas ZAH koncentracijai, t.y., kuo
tiriamajame tirpale yra mazesné ZAH koncentracija, tuo registruojamas didesnis
PPR signalas. Taciau nepaisant truputi mazesnio jautrio PPR imuninis jutiklis su
imobilizuotais anti-ZAH fragmentais labai perspektyvus, nes ZAH koncentracija

nustatoma tiesiogiai.
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Imuninio jutiklio atrankumas ir kryzminis reaktyvumas buvo iStirtas tuo
padiu metu | PPR gradelés 1 kanala jleidus 5 pmol/L ZAH 10 mmol/L PBS
buferiniame tirpale, pH7,4, 0 ir j 2 kanalg — 5 pmol/L kiaulés augimo hormono
(KAH) 10 mmol/L PBS buferiniame tirpale, pH 7,4. Tyrimo rezultatai pateikti 26
paveiksle iliustruoja, kad signalas registruotas vykstant frag-anti-ZAH saveikai su
ZAH (157,14 m°) buvo 11,57 karto didesnis lyginant su signalu uZregistruotu
vykstant imobilizuoty frag-anti-ZAH saveikai su KAH (13,58 m°).
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26 pav. PPR sensogramos uzregistruotos vykstant frag-anti-ZAH saveikai su ZAH ir
KAH.

Analizinio signalo atsikartojamumas yra vienas 1§ svarbiausiy etapy
konstruojant imuninius jutiklius. Todél buvo atlikti vienas po kito 3 nustatymo-
regeneravimo ciklai j PPR kiuvete jleidziant ta patji ZAH kiekj (0,4 umol/L).
Eksperimento metu uzregistruotos sensogramos rod¢ beveik tokj pati PPR kampo
poslinkj. Sie rezultatai leidzia teigti, kad PPR jutiklio lusto pavirsius,

modifikuotas anti-frag-ZAH fragmentais, po saveikos su ZAH praktidkai yra
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visiSkai regeneruojamas, nedarant jtakos jutiklio jautriui. PPR atsako standartiné
paklaida (STDEV) apskaiciuota tam paciam jutiklio lustui buvo 2,28, 0 variacijos
koeficientas (CV) — 3,7 %. Todél matavimy atsikartojamumas lygus 96,3 %. Tai
reiskia, kad imobilizuoty frag-anti-ZAH sluoksnio destrukcija regeneracijos metu
buvo minimali. STDEV apskaiciuota trims vienodai paruostiems PPR jutikliams
buvo Siek tiek didesné — 2,45. Apskai¢iuotas CV buvo 6,2 %. Vadinasi matavimo
atsikartojamumas buvo 93,8 %. Sis neZymus netikslumas tarp skirtingy PPR
jutikliy gali bati salygotas nezymaus imobilizuoty frag-anti-ZAH pavir§inés
koncentracijos kitimo.

Jutiklio stabilumas buvo tirtas naudojant 1,59 pmol/L ZAH 10 mmol/L
PBS buferiniame tirpale, pH 7,4. Po kiekvieno sgveikos signalo registravimo buvo
atliekama jutiklio lusto regeneracija 0,5 % SDS ir 50 mmol/L NaOH tirpalu. Sie
eksperimentai palyginimui buvo atlikti naudojant du jutiklius vieno 1§ kuriy
pavirsius po frag-anti-ZAH imobilizavimo buvoblokuotas JSA (27 pav. 1 kreive),
0 kito ne (27 pav. 2 kreivé). Pakartotiniai nustatymo regeneravimo ciklai buvo
atlikti 22 kartus PPR jutiklio lustg saugant 18 dieny kontroliuojamoje aplinkoje
(10 mmol/L PBS buferinis tirpalas pH 7,4, 20 °C temperatira). Pirmg dieng atlikus
penkis nustatymo-regeneravimo ciklus, skirtumas tarp pirmo ir penkto analizinio
signalo buvo tik 4 % (27 pav. 1 kreivé). Tuo atveju kai aktyvis centrai aukso
pavirS$iuje nebuvo blokuoti, PPR signalo kritimas buvo reik§mingesnis ir sieké
26 % (27 pav. 2 kreivé). Po pirmyjy 2 dieny, lyginant su pirmu matavimu, buvo
stebimas 6 % ir 36 % PPR jutikliy signalo sumazéjimas atitinkamai blokuotam ir
neblokuotam PPR jutikliui. Véliau PPR atsako sumazéjimas tapo dar
reik§mingesnis ir po 7, 12 ir 18 dieny buvo stebimas 20, 30 ir 38 % JSA blokuoto
(27 pav. 1 kreivé) ir 66, 80 ir 91 % JSA neblokuoto (27 pav. 2 kreivé) PPR jutiklio
signalo sumazéjimas. Taigi, i§ §io eksperimento duomeny galima teigti, kad Kkai
JSA uzblokavopo anti-ZAH fragmenty imobilizavimo likusius aktyvius centrus

PPR jutiklio lusto aukso pavirSiuje, tai sumazino nespecifines sgveikas jutiklio
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paviriuje, padidino frag-anti-ZAH sluoksnio stabiluma bei jo gebéjima saveikauti

su ZAH ilgesnj laika.
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27 pav. ZAH jutiklio veikimo stabilumas kai po anti-ZAH fragmenty imobilizavimo like
aukso pavirSiaus aktyviis centrai uzblokuoti JSA (1) ir neblokuoti (2).

Nustadius optimalias salygas ZAH nustatyti, jutiklio veikimas buvo
patikrintas realiuosezmogaus serumo méginiuose, kuriuose buvo 0,26 pumol/L
ZAH. Gauti rezultatai parod¢, kad STDEV yra 4,8 %, 0 i$gava — 109,6 %.

Apzvelgiant auksciau aptartus eksperimenty rezultatus galima daryti
iSvada, kad aprasytas PPR imuninis jutiklis pasizymi perspektyviomis
charakteristikomis (geras atsikartojamumas ir stabilumas, efektyvs pavirSiaus
regeneravimas ir didelis atrankumas) greitam ir patikimam ZAH nustatymui.
Pasitlytas imuninis jutiklis turi keleta privalumy, tokiy kaip: tiesioginis analités
koncentracijos nustatymo formatas, paprasta jautraus pavirSiaus paruo$imo

procediira, paprasta priezilira, mazas méginio turis ir lengvai automatizuojamas
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metodas. Dél Siy privalumy sukonstruotas jutiklis gali biiti labai patrauklus

praktiniam taikymui biomedicinoje.

3.7 ZAH imobilizavimo PPR jutiklio lusto pavirsiuje tyrimas

Somatropinas yra sintetiné zmogaus augimo hormono forma, gaminama
rekombinantinés DNR technologijos principu. Jo aminoriig8¢iy seka yra identiska
natiraliam Zmogaus augimo hormonui. Tadiau ZAH trikuma gydant
rekombinantiniu ZAH organizme gali susidaryti antikiiny prie$ augimo hormona.
Sie antikiinai gali neutralizuoti hormong ir slopinti jo terapinj poveikj, todél
gydymas neduos laukiamy rezultaty. Tam, kad galétume jvertinti organizmo

atsaka j gydyma biitina nustatyti anti-ZAH.
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28 pav. Principiné imuninio jutiklio schema analités (anti-ZAH) koncentracijai nustatyti
sujungiant du analizés metodus — elektrocheming analizg ir PPR.
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D¢l Sios priezasties svarbu sukurti greitos, atrankios ir jautrios analizés
atlikimo metodika anti-ZAH nustatymui. 2009 metais miisy laboratorijoje buvo
sukurtas PPR imuninis jutiklis anti-ZAH nustatymui [15]. Ta¢iau sukonstruoto
imuninio jutiklio aptikimo riba misy netenkino, todél miisy tolimesniy darby
tikslas buvo patobulinti PPR jutiklj ir nustatyti mazesnes anti-ZAH koncentracijas.
Todél tolimesniuose tyrimuose PPR jutiklio lusto pavirSiuje buvo imobilizuotas
7mogaus augimo hormonas, 0 nustatomas anti-ZAH PPR ir elektrocheminés
analizés metodais (28 pav.).

ZAH buvo imobilizuojamas ant PPR jutiklio lusto pavir§iaus per MUR
monosluoksnj, kurio formavimas ant PPR jutiklio lusto pavirSiaus buvo aptartas
2.34  skyriuje. Pries ZAH  imobilizavima MUR  monosluoksnio
stabilizavimas/drékinimas atliktas 10 mmol/L Na acetato buferiniu tirpalu, pH 4,5
ir regeneruojanéiy 0,5 % SDS ir 50 mmol/L NaOH tirpalu. ZAH imobilizavimui
PPR jutiklio lusto pavir§iuje buvo naudotas 3,73 umol/L ZAH tirpala 10 mmol/L
Na acetato buferiniame tirpale, pH 4,5. Tyrimas pradedamas j PPR kiuvete
jleidziant 10 mmol/L Na acetato buferinj tirpalg, pH 4,5 (29 pav. 1). Nusistovéjus
stabiliam rezonansiniam signalui, atliekamas MUR karboksilo grupiy aktyvavimas
EDC ir NHS misiniu (29 pav. 2), ZAH imobilizavimas (29 pav. 4) ir likusiy
aktyviy esteriniy grupiy dezaktyvavimas etanolaminu (29 pav. 6). Atlikus
imobilizavima pagal PPR signala po ZAH imobilizavimo (29 pav. 5), lyginant su
signalu registruotu prie§ imobilizavima (29 pav. 3) buvo gautas 370 + 10 m° PPR
kampo pokytis. IS Sio pokyciobuvo apskaiciuota, kad PPR jutiklio pavirSiuje
isimobilizavo 3,08 + 0,8 ng/mm? ZAH (29 pav.).
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29 pav. PPR signalo kitimas:1 — baziné linija (10 mmol/L Na acetato buferinis tirpalas,
pH 4.5), 2 - MUR aktyvavimas EDC/NHS miéinivu, 3, 5, 8 — kiuvetés plovimas
10 mmol/L Na acetato buferiniu tirpalu, pH 4,5, 4 — ZAH imobilizavimas, 6 — aktyviy

esteriniy grupiy dezaktyvavimas etanolaminu, 7 — jutiklio lusto pavirSiaus regeneravimas
0,5 % SDS ir 50 mmol/L NaOH tirpalu, 9 — Kiuvetés plovimas 10 mmol/L PBS buferiniu
tirpalu, pH 7,4.

3.8 Sqveikos tarp imobilizuoto ZAH, anti-ZAH ir antrinio antikiino

Zyméto krieny peroksidaze (anti-ZAH-KP) tyrimas

Prie§ pradedant imobilizuoto ZAH ir anti-ZAH saveikos tyrimus, buvo
atliktas MUR  monosluoksnio su  imobilizuotu =~ ZAH  pavirSiaus
stabilizavimas/drékinimas 10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu pH 7,4 bei

regeneruojanciu 0,5 % SDS ir 50 mmol/L NaOH tirpalu.
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30 pav. (A) ImobilizuotyZAH saveikos su anti-ZAH PPR analizé. Itisiné linija atspindi
realiusduomenis, brakSning linija buvo gauta Siuos duomenis apdorojant SigmaPlot
programa. (B) ir (C) Anti-ZAH koncentracijos priklausomybé nuo pusiausvyros kampo.

Imobilizuoto ZAH ir anti-ZAH esancio tirpale sgveikos tyrimams buvo
naudotos 9 skirtingos anti-ZAH 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.). Taciau PPR jutikliu buvo galima uzregistruoti patikima signalg tik esant
0,695 nmol/L koncentracijai. Mazesnés koncentracijos buvo nedetektuojamos.
Kitame analizés zingsnyje buvo panaudotas netiesioginés imunoanalizés formatas
irtirta saveika tarp susidariusio ZAH/anti-ZAH imuninio komplekso ir antriniy
augimo hormong, Zyméty krieny peroksidaze

antikiny prie§ Zmogaus

(anti-ZAH-KP).
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31pav. (A) Anti-ZAH/KP saveika su ZAH/anti-ZAH imuniniu kompleksu. I$tisiné linija
atspindi realius duomenis, braks$nin¢ linija buvo gauta Siuos duomenis apdorojant
SigmaPlot programa. (B) ir (C) Anti-ZAH koncentracijos priklausomybé nuo
pusiausvyros kampo.

Visuose tyrimuose buvo naudota 0,181 pmol/L anti-ZAH-KP koncentracija
PBS buferiniame tirpale, pH 7,4. Paveiksle (31 pav. B) matyti, kad tirtame
anti-ZAH koncentracijy intervale nebuvo pasiektas jutiklio pavirSiaus
isisotinimas. Saveikaujant anti-ZAH-KP su PPR jutiklio lusto paviriuje
susiformavusiu  ZAH/anti-ZAH imuniniu kompleksu, matyti PPR signalo
didéjimas (31 pav.). Esant 0,695 nmol/L anti-ZAH PPR kampo pokytis
uzregistruotas atliekant netiesioginio tipo nusttymgbuvo 4,9 karto didesnis,
lyginant su tiesioginio tipo detekcija (32 pav.). Taip pat, kaip jau minéta, Si
anti-ZAH koncentracija buvo maziausia nustatoma koncentracija tiesioginio tipo
imunoanalize. Maziausia i$matuojama anti-ZAH koncentracija, naudojant
anti-ZAH-KP, buvo 0,098 nmol/L. Esant §iai koncentracijai buvo gautas 9,60 m°
PPR kampo pokytis. Sis PPR signalas buvo ganétinai reik§mingas, nes signalo-
triuk§mo santykis buvo 96 (9,6 m°/0,1 m°). Netiesioginio tipo imuninio PPR
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jutiklio signalas priklaus¢ nuo anti-ZAH koncentracijos.Buvo sudaryta signalo
esant nuostoviajai blisenai (pusiausvyros kampo) priklausomybé nuoanti-ZAH
koncentracijos (31 pav. B). 0,098 — 0,695 nmol/L anti-ZAH koncentracijy
intervale PPR kampo pokytis nuo anti-ZAH koncentracijos priklausé tiesiskai (31
pav. C), o koreliacijos koeficientas buvo lygus 0,9927 (n=3). Santykinis
standartinis nuokrypis (RSD) PPR signalo, iSmatuoto tiriant skirtingus PPR
jutikliy lustus, buvo lygus 0,12.
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32 pav. PPR signalai registruoti tiesioginio ir netiesioginio anti-ZAH nustatymo metu.
(1) ZAH/anti-ZAH komplekso formavimasis, (2) anti-ZAH-KP saveika su
Z AH/anti-ZAH.

Dviejy kanaly PPR analizatorius leidzia atlikti matavimus vienu metu
dviejuose kanaluose. Siame tyrime 1 kanalas buvo naudotas imuniniam atsakui
analizuoti, 0 2 — kryzminiam reaktyvumui tirti. Buvo tiriama ZAH saveika su jam
nespecifiniais antikiinais prie$ kiaulés augimo hormong (anti-KAH) ir antriniais

antikiinais, specifiniais galvijy antikinams. Tolimesniuose tyrimuose buvo
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atsizvelgta | gautus rezultatus tiriant kryzminj reaktyvuma ir PPR kampo pokytis
uzregistruotas §io tyrimo metu buvo iSeliminuoti i§ PPR kampo pokycio
registruojamo vykstant specifinei sgveikai. PPR signalas, uZzregistruotas
antriniams antikiinams jungiantis prie ZAH/anti-ZAH komplekso, buvo daugiau
nei 12 karty didesnis, lyginant su signalu uzregistruotu vykstant nespecifiniam
jungimuisi.

Minimali netiesioginés imunoanalizés biaidu nustatyta anti-ZAH
koncentracija buvo 0,098 nmol/L. Si minimali netiesioginés imunoanalizés bidu
nustatoma anti-ZAH koncentracija gali baiti sumaZinta, nes registruotamas PPR
kampo pokytis, esant 0,098 nmol/L anti-ZAH koncentracijai, yra gana didelis
(signalo-triuk§mo santykis yra 96,0).

Jutiklio regeneravimas buvo galimas atliekant tiesioginio tipo
imunoanalize. Tam buvo kartojami nustatymo-regeneracijos ciklai, PPR jutiklio
lustus saugant 21 dieng kontroliuojamoje aplinkoje (10 mmol/L PBS buferinis
tirpalas pH 7,4, 20 °C temperatira). Atlikus 40 nustatymo-regeneracijos cikly
jokiy pradinés bazinés linijos lygio pokyCiy nebuvo stebéta. Tai parodo, kad
jutiklio lusto regeneracijos metu, jo pavir§iuje imobilizuoto ZAH sluoksniui buvo
padaryta tik minimali zala. Todél, galima daryti i§vadg, kad sukonstruotas PPR
jutiklis gali bati saugomas 21 diena, nes per §j laikotarpj jo jautris anti-ZAH

sumaz¢jo nezymiai.

3.9 EL tyrimy sqlygy optimizavimas

Antikiiny prie§ Zzmogaus augimo hormong nustatymas buvo atliktas sujungus
netiesioginio tipo PPR imunoanalizés ir elektrocheminés analizés metodus.
Fermento aktyvumas gali biiti nustatytas registruojant elektrochemiskai aktyvaus
produkto, susidariusio vykstant fermentinei reakcijai, signalg [153]. Krieny

peroksidazés katalizuojamos reakcijos amperometriniam registravimui labai
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svarbus yra red-oks mediatorius. TMB buvo pasirinktas, kaip tinkamiausias
red-oks mediatorius konstruojant amperometrinj imuninj jutiklj. Kity autoriy
publikuoti duomenys taip pat teigia, kad TMB yra efektyviausias red-oks
mediatorius KP katalizuojamos reakcijos registravimui [29]. Principiné
elektrocheminio imuninio jutiklio schema pavaizduota 28 paveiksle. Po
ZAH/anti-ZAH/anti-ZAH-KP komplekso susidarymo TMB yra oksiduojamas KP
iki labai reaktyvaus katijonradikalo (TMBox®), kuris elektrodo pavirSiuje labai

greitai oksiduojamas iki stabilesnés formos (TMBox*).
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33 pav. Pusiausvyros kampo priklausomybé nuo potencialo.

Buvo istirtos optimalios elektrocheminés imunoanalizés salygos. Siekiant
nustatyti optimaly potenciala anti-ZAH nustatymui buvo atlikti ciklinés
voltamperometrijos tyrimai. Buvo nustatyta, kad optimalus potencialas anti-ZAH
detekcijai yra +200 mV (33 pav.).

Buvo istirta TMB ir H,O, koncentracijy jtaka elektrocheminioimuninio
jutiklio atsakui. Tam, buvo tiriamas $io jutiklio signalas, po anti-ZAH ir antriniy
antikiiny sgveikos, pulsinés amperometrijos (PA) ir ciklinés voltamperometrijos

(CV) metodais (34 pav. A ir B). Kaip matyti i§ eksperimentiniy rezultaty pateikty
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34 A paveiksle, analizinis signalas didéja didinant TMB koncentracija nuo 0,1 iki
0,25 mmol/L, o toliau didinant koncentracijg Signalas mazéja. Kaip matyti i$
paveikslo, abiem atvejais, 0,25 mmol/LTMB koncentracija 1,7 karto padidino
analizinés sistemos jautrj. Elektrocheminio signalo intensyvumas taip pat
priklauso ir nuo H,O, koncentracijos. Analizinio signalo intensyvumo
priklausomybé nuo H,O, koncentracijos parodyta 34 B paveiksle. IS $io paveikslo
matyti, kad 0,1 mmol/L H,0, koncentracija padidina analizinj signalg registruotg
PA metodu 2,37 karto, 0 CV metodu — 1,77 karto. Todél, 0,25 mmol/L TMB ir
0,1 mmol/L H,0, koncentracijos buvo pasirinktos tolimesniems tyrimams, nes jos

salygojo didZiausig analizinés sistemos signalg.

A B 1 4.5
3.0 r
1 3.0
ERPYR 1 !
2

18 | s |15

1.2 = : ' : ' : : 0.0
0.0 0.2 0.4 0.6 0.0 0.4 0.8
Crmes,mmol/L Ch202-mmol/L

34 pav. TMB (A) ir H,0, (B) koncentracijos jtaka analiziniam signalui registruojamam
po anti-ZAH/KP prisijungimo prie ZAH/anti-ZAH komplekso (1,3 — PA kreivés, 2,4 —
CV kreivés). Anti-ZAH,anti-ZAH/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 Zymiai jautresnis (34 pav. B 3 kreive), nes

analizinis signalas buvo 1,68 karto didesnis, lyginant su CV (34 pav. B 4 kreivé).
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Atliekant elektrocheminius matavimus optimaliomis sglygomis buvo
nustatyta, kad naudojant mediatoriy (TMB), registruojamas analizinis signalas
uZregistruotas po ZAH/anti-ZAH/anti-ZAH-KP komplekso susidarymo nuo
anti-ZAH koncentracijos. Siekiant eliminuoti kryZminio reaktyvumo jtaka jutiklio
analiziniam signalui, buvo jvertintas signalas registruotas vykstant kryzminei
sgveikai su nespecifiniais anti-KAH ir antriniais antikiinais, specifiniais galvijy
antikinams. Elektrocheminis signalas uzregistruotas po antriniy antikiiny
prisijungimo prie ZAH/anti-ZAH 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, pries ir po antriniy antikiny prisijungimo,
naudojant PA metodg (35 pav.), 0 sroviy smailiy veréiy skirtumai buvo
interpretuoti kaip analizinis signalas. CV metodo atveju analiziniu signalu buvo
laikomas (35 B pav.) skirtumas tarp didziausios ir maziausios srovés vertés esant
+650 ir -75 mV potencialui. Sis potencialy diapazonas buvo pasirinktas
stipriausiam imuninio jutiklio jautriui padidinti, todél, kad jis suteiké didesnj
tiksluma, lyginant su tradiciniu TMB redukcijos ir oksidacijos smailiy jvertinimu,
nes $i10s TMB oksidacijos-redukcijos smailés néra labai informatyvios ypa¢ esant
mazoms analités koncentracijoms.

Analizinio signalo  priklausomybé nuo anti-ZAH  koncentracijos
0,098 — 1,11 nmol/L intervale buvo registruojama PA (35 C pav. 7 kreivé) ir CV
(35 C pav. 6 kreivé) metodais. Kaip matyti i§ 35 paveikslo C dalies,
elektrocheminio signalo priklausomybé nuo analités koncentracijos esant mazoms
Jos koncentracijoms yra tiesiné. Koreliacijos koeficientas lygus 0,9920 (n=3) ir
0,9886 (n=3), atitinkamai CV ir PA metodams. Analiziniai signalai yra gerai
atsikartojantys — testuotoms anti-ZAH koncentracijoms RSD buvo 0,11 ir 0,06,

atitinkamai CV ir PA metodams.
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35 pav. Elektrocheminis antriniy antikiiny prisijungimo prieZAH/anti-ZAH komplekso
tyrimas. (A) Impulsinés momentinés amperogramos (Eapp = +200 mV, t, = 1 s). (B)
Ciklinés voltapmerogramos (E=-75-(+650) mV), v=50 mVs™) (anti-ZAH koncentracijos:
1-0,098,2-0,208,3-0,417,4 -0,695 ir 5 - 1,11 nmol/L). (C) Analizinio signalo
intensyvumo priklausomybés nuo anti-ZAH koncentracijos kalibracinés kreivés (6 — CV
ir 7 — PA kreivés). Anti-ZAH koncentracijos nuo 0,098 iki 1,11 nmol/L, TMB
koncentracija — 0,25 mmol/L, o H,O,— 0,1 mmol/L,
anti-ZAH/KP koncentracija — 0,181 mmol/L.

3.10 PPR ir EL metody palyginimas

Imuniniai jutikliai yra tiesioginio ir netiesioginio tipo analizinés Sistemos,
gebancios aptikti ir nustatyti dominancias analites esant pakankamai mazoms jy
koncentracijoms [8]. Siame darbe apradyti netiesioginio tipo PPR ir EL imuniniai

jutikliai buvo naudojami anti-ZAH antikiinams nustatyti. Buvo palygintas
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sukonstruoty imuniniy jutikliy jautris, analizinio signalo priklausomybés nuo
analités koncentracijos tiesinis intervalas ir Kiti parametrai (4 lentel¢). Analizinis
signalas, nesant analités, plius trys jo standartiniai nuokrypiai gali biti
panaudojamas jvertinti aptikimo ribg analitei. Buvo nustatyta, kad PPR
netiesioginio tipo imuninio jutiklio aptikimo riba yra 0,051 nmol/L. Nustatant
anti-ZAH koncentracija PA metodu aptikimo riba buvo maziausia— 0,027 nmol/L.
Mazesnis analizinio signalo atsikartojamumas ir didesné aptikimo riba
(0,056 nmol/L) buvo stebéta naudojant CV metoda. PA metodojautris buvo 1,89 ir
2,07 karto didesnj lyginant su PPR ir CV metodais, atitinkamai. EL imunoanalizés
privalumai, lyginant su PPR buvo aprasyti ir kity autoriy [8, 113]. EL metodai yra
maziau jautrlis nespecifinei paSaliniy medziagy adsorbcijai ir pasizymi mazesne

aptikimo riba, lyginant su PPR metodu.

4 lentelé.PPR ir EL analizés parametry palyginimas.

PPR EL

Tiesioginis  Netiesioginis PA CcVv

Tiesiné priklausomybé 0,098 —
2,47 — 250 0,098 -1,11
(nmol/L) 0,695
Aptikimo riba (nmol/L) - 0,051 0,027 0,056
Analizés laikas (min) 15 25 1 5

Sistemos regeneravimas Taip Taip Ne Ne

*Kausaite-Minkstimiene et al. (2009)

Lyginant miisy gautus rezultatus su Rosales-Rivera grupés darbais, atliktais
naudojant afininés chromatorgrafijos metoda su fluorescenciniu detektavimu,
aptikimo riba PPR yra 32,7, PA — 29,8, 0 CV - 61,9 karto didesné [8].

Netiesioginio tipo imuninis jutiklispasizyméjo didesniu jautriuir gebéjimu
aptikti analitgesant tokioms jos koncentracijoms, kurios tiesioginio tipo imuniniu

jutikliu nenustatomos. Taciau,tiesioginio tipo imuninio jutiklio PPR kampo
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pokycio priklausomybé nuo anti-ZAH koncentracijos yra tiesiné platesniame
analités koncentracijy intervale (2,47 — 250 nmol/L) [14]. Naudojant netiesioginio
tipo imuninj jutiklj ir atlickant analize¢ PA ar CV metodais, tiesiné priklausomybé

buvo Zymiai siauresné (0,098 — 1,11 nmol/L).

3.11 Anti-ZAH nustatymas realiuose méginiuose

Pagrindinis reikalavimas kuriant biologinj jutikli yra galimybé¢ ji pritaikyti
analizuojant realius méginius (Slapimas, seilés, kraujo plazma). Tai reiskia, kad
jutiklio aptikimo ribos turi biiti ne didesné nei realiuose méginiuose aptinkama
analités koncentracija. Taip pat reikia jvertinti tokius faktorius, kaip matricos ar
medziagy, esanciy realiuose méginiuose, nespecifiné sgveika.

Elektrocheminio PA imuninio jutiklio gebé¢jimas nustatyti anti-ZAH buvo
iStirtas Zmogaus serumo meéginiuose, kurie buvo gauti i§ Vilniaus universiteto
Santariskiy kliniky. Serumas buvo praskiestas 10 karty PBS buferiniu tirpalu,
pH 7.4 ir i tokj serumo tirpala buvo jpilti skirtingi anti-ZAH tirpalo tariai
(5 lentelé).

5 lentelé. Anti-ZAH nustatymo PA metodu realiuose méginiuose duomenys.

Pradiné Pridéta Nustatyta ] ]
N N N Atsilartojamumas,
koncentracija, koncentracija, koncentracija, RSD, %

nmol/L nmol/L nmol/L v
0,8 0 0,74 8,57 93
0,8 2,5 3,2 8,06 97
0,8 4,8 55 7,29 98
*Potencialas +200 mV, 0,25 mmol/L TMB, 0,1 mmol/L H,0O,, 0,181 umol/L
anti-ZAH-KP
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Ankstesniame skyriuje aprasytas (2.3.13) PA imunoanalizés protokolas buvo
panaudotas realiy méginiy analizéje. Buvo nustatyta, kad iSgava yra 93 — 98 %
ribose. IS gauty rezultaty galima teigti, kad PA imuninis jutiklis gali biti

pritaikytas anti-ZAH nustatyti realiuose méginiuose.
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ISVADOS

1. Tinkamiausias i§ tirty anti-ZAH imobilizavimo PPR jutiklio lusto pavirsiuje
budy yra anti-ZAH  fragmenty gauty redukuojant  anti-ZAH
2-merkaptoetilaminu imobilizavimas. Lyginant su Kitais, Sis mobilizavimo
biidas pasiZzymi pakankamai didele imobilizavimo talpa, atlikimo paprastumu
bei maza kaina, o antikiinai imobilizuojamai kryptingai.

2. Optimalios salygos anti-ZAH fragmenty gavimui yra 15 mmol/L
2-merkaptoetilamino ir 0,41 pmol/L anti-ZAH koncentracijos, nes esant §ioms
salygoms didZiausia anti-ZAH molekuliy dalis redukuojama nepazeidziant jy
aktyviojo centro ir gaunamas didziausias PPR kampo pokytis vykstant
imobilizuoty frag-anti-ZAH ir ZAH saveikai.

3. JSA uzblokuoja po anti-ZAH fragmenty imobilizavimo likusius aktyvius
centrus PPR jutiklio lusto aukso pavirSiuje, tai sumazina nespecifing sgveika,
padidina frag-anti-ZAH sluoksnio stabiluma bei jo gebéjima saveikauti su ZAH
ilgesnj laika.

4. PPR ZAH imuninis jutiklis pasiZymi maza aptikimo riba (3,4 nmol/L),
pakankamu analizinio signalo atsikartojamumu (96,3 % ir 93,8 %, atitinkamai
tam paCiam ir skirtingiems jutikliams) ir stabilumu, placiu analizuojamy
koncentracijy intervalu (0,01 — 0,72 umol/L) bei dideliu atrankumu. Aktyvus
PPR jutiklio lusto pavirSius visi$kai regeneruojamas jj 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 H,O, koncentracija yra 0,25 ir
0,1 mmol/L atitinkamai. Esant 0,25 mmol/L TMB koncentracijai PA ir CV
analizés metodais registruojamas analizinis signalas padidéja 1,7 Karto.
0,1 mmol/L H,0, koncentracija padidina analizinj signala 2,37 ir 1,77 karto,

atitinkamai PA ir CV atveju.
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6. Anti-ZAH imuniniai jutikliai pasizymi maza 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 analizés trukme (1, 5 ir 25 min.,
atitinkamai PA, CV ir PPR). Elektrocheminiy imuniniy jutikliy regeneracija
negalima.

7. PA ir PPR imuniniai jutikliai gali buti taikomi atitinkamai anti-ZAH ir ZAH

koncentracijos nustatymui realiuose méginiuose.
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