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Temos aktualumas

Elipsometrija tai metodas, kuriuo nustatomas atspindétos Sviesos
poliarizacijos biisenos pokytis. Spektrinés elipsometrijos metodu galima atlikti
poliarizacijos biisenos pokycio matavimus placiame elektromagnetiniy bangy ruoZe nuo
ultra violetinés iki regimosios Sviesos. Tai leidZia tirti jvairiy medZiagy optines savybes,
draustinés juostos ploti bei struktiirg (kristaliné, amorfin¢). Atliekant matavimus
infraraudonyjy bangy ruoZe, galima rasti kriivio nes¢jy koncentracija, judruma, gardelés
vibracines modas. Dél minéty savybiy Sis metodas yra placiai taikomas nustatant plony
sluoksniy arba daugiasluoksniy struktury, sudaryty i§ III-V, 11-VI puslaidininkiy, metaly
bei dielektriky, optinius parametrus.

Ypatingai svarbi elipsometrijos metodo savybe¢ yra ta, jog Sviesai sklindant riboje
tarp dviejy optiskai skirtingy medziagy, iSmatuojamas didziausias poliarizacijos biiseny
skirtumas. Biitent dél Sios priezasties elipsometrija gali biiti naudojama jutikliuose,
kuriuose matuojamos nanometry storio biologiniy medziagy sluoksniy, suformuoty ant
jvairiy metaly pavirSiy, optinés savybés. Naudojant §] metoda jvairiy biomolekuliy
tarpusavio sgveikos tyrimams yra pasiekiamas didelis jautrumas. Elipsometrija leidZia
iSmatuoti itin plony sluoksniy storius (< 0.01 nm) ir nustatyti sgveika tarp biomolekuliy
esant labai mazoms jy koncentracijoms (1ng/ml). Kadangi tai nekontaktinis metodas, jis
neturi jtakos molekuliy biologiniam aktyvumui.

Nustatant nanometry storio biomolekuliniy sluoksniy formavimosi proceso
ypatumus realiame laike (in-situ), tinkamiausias yra spektrinés elipsometrijos metodas,
sustiprintas pavirsiaus plazmony rezonansu. Siam tikslui elipsometrija pirma karta 1984
m. panaudojo Muller ir Farmer [1]. Naudojant elipsometrija buvo iSmatuoti
elipsometriniy parametry 4 ir ¥ spektrai, kai Sviesos bangos ilgis kito nuo 410 nm iki
700 nm. Spektro matavimai Siame bangy ruoZe buvo atlikti per 3 s. Siuolaikiniai
spektriniai elipsometrai, tokie kaip J.A. Woollam Co. Spectroscopic ellipsometer M-
2000, leidZia atlikti matavimus labai placiame (193-1690 nm) bangy ruoze, maziau nei
per ls. Tokiu biidu pasiekiamas didelis matavimy tikslumas. Tai svarbu atliekant
biomolekuliy sgveikos procesy kinetiky tyrimus, t.y. nustatant tokiy procesy kinetines
konstantas. Tokiu biidu galima tiksliau charakterizuoti biologinj sluoksnj ne tik lizio
rodikliu ar storiu, bet ir sgveikos su analite ar neorganiniu sluoksniu parametrais.

Elipsometrija yra netiesioginis matavimo metodas, nes nustacius elipsomterinius
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parametrus, kurie dar vadinami elipsometriniais kampais 4 ir ¥, registruojama tik
atspindétos Sviesos bangos fazé ir amplitudé. Todél véliau reikia pritaikyti optin modelj,
kuris leisty nustatyti sluoksnio storj (d) ir lazio rodiklj (n). Sie parametrai priklauso nuo
sluoksnio formavimo salygy, tankio, molekuliy orientacijos, klasteriy morfologijos bei
kity daugiasluoksniy struktiiry formavimosi ypatumy [2]. Daznai atskleidZiant optinius ir
struktlirinius sluoksniy ypatumus yra sukuriamas unikalus optinis modelis, aprasantis
elipsometriniy parametry spektrines charakteristikas.

Vienas pagrindiniy S$ios disertacijos uzdaviniy buvo iSvystyti ir pritaikyti
spektrinés elipsometrijos metoda jvairiy baltymy tarpusavio sgveikoms tyrinéti. Tokie
tyrimai leisty patobulinti optiniy biologiniy jutikliy kiirimo technologijas. Siuo tikslu
buvo istirta antikiiny, prie§ galvijy leukemijos viruso (GLV) baltyma gp51, sgveika su
GLV baltymu gp51 (GLV-antigenu gp51) ir granuliocity kolonijas stimuliuojancio
faktoriaus (GKSF-R) receptoriaus sgveika su Sio faktoriaus monomeru (mGKSF) bei
dimeru (dGKSF). Galvijy leukemijos virusas buvo pasirinktas dél to, kad §io viruso
antiklinai su antigenu saveikauja pana$iai, kaip ir leukemijos, kuria serga Zmongs,
antikiinai ir antigenai. Tai gali biiti panaudota tyrin¢jant onkologines ligas ir kuriant
vakcinas prie$ retrovirusus. GKSF-R receptoriaus sgveikos tyrimas su monomeru
(mMGKSF) ir dimeru (dGKSF) buvo pasirinktas tam, kad atskleistume, kaip spektrinés
elipsometrijos metodas gali biiti panaudotas tyrin¢jant panaSiy molekuliy (GKSF
monomeras ir dimeras), turiniy skirtingas mases ir struktiirg, sgveikg. Tai labai svarbus
uzdavinys Siuolaikiniy selektyviy biosensoriy, naudojanciy spektrinés elipsometrijos
metodg ir pavirSiaus plazmony rezonanso efekta, kiirime.

Kitos riiSies optiniai biologiniai jutikliai, kurie buvo tiriami Siame darbe, yra
paremti atspindétos Sviesos spalvos pokyc¢iu, specifinei biomolekulei sgveikaujant su tam
tikros dielektrinés skvarbos sluoksniu [3,4]. Siuose jutikliuose yra naudojami pavirsiai,
padengti sluoksniais, kuriuose jvyksta interferencijos reiskinys. D¢l ant sluoksnio
pavirSiaus  vykstan¢ios biomolekuliy imobilizacijos susiformuoja  papildomas
monomolekulinis sluoksnis, kuris sukelia atsispindéjusios Sviesos spalvos pokyti [5].
Siekiant sukurti efektyviai veikiancius biologinius jutiklius, sluoksnis, ant kurio yra
nusodinami baltymai, turi atitikti tam tikras salygas, t.y. turi biti reikiamo storio ir liizio
rodiklio. Siam tikslui jgyvendinti gali buti pritaikomos daugiasluoksnés struktiiros

(nanolaminatai), kuriy bendrg storj ir efektyvinj liizio rodiklj galima keisti naudojant
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atominiy sluoksniy nusodinimo (ASN) metodg. Kuriant tokius nanolaminatus, labai
svarbu nustatyti atskiry sluoksniy, sudaran¢iy nanolaminatg, ir visos sistemos optines
konstantas. Todé¢l dar viena Sio darbo uzduotis buvo pritaikyti spektroskopinés
elipsometrijos metodg Al203/ZnO nanoloaminaty, pagaminty ASN metodu, optiniy

savybiy tyrimui.

Darbo tikslai

ISvystyti ir pritaikyti spektroskopinés elipsometrijos metoda (1) daugiasluoksniy
nanostruktiiry, skirty galvijy leukemijos viruso (GLV) antigeno gp51 aptikimui, (2)
nanostruktiiry, sudaryty i§ monomerinio ir dimerinio granuliocity kolonijas
stimuliuojancio faktoriaus (GKSF) bei jy receptoriaus ir (3) Al203/ZnO nanolaminaty,
pagaminty atominiy sluoksniy nusodinimo metodu, optiniy savybiy tyrimams:

1. Tiriant elipsometriniy parametry 4 ir ¥ jautrumg biologiniuose jutikliuose,
sudarytuose i§ biologiSkai aktyviy sluoksniy, nustatyti biomolekuliy orientacijos
skirtumus tarp sluoksniy, sudaryty i§ imobilizuoty redukuoty (,,skaldyty®)
antikiiny fragmenty ir nemodifikuoty (,,neskaldyty™) antikiny pries GLV
antigeng.

2. Istirti biologiskai aktyviy sluoksniy, sudaryty i§ imobilizuoty ,,skaldyty” ir
,heskaldyty” antikiiny prieS GLV antigeng saveikos su GLV antigenu gp51 ir
granuliocity  kolonijas  stimuliuojanc¢io  faktoriaus (GKSF) receptoriaus
imobilizuoto ant aukso pavirSiaus, sgveikos su GKSF monomeru ir dimeru
formavimosi Kinetikas.

3. Pritaitkant model;, jskaitant] negriztamos imobilizacijos reiSkinj, nustatyti
monomolekuliniy biologiniy sluoksniy i§ antikiiny prie§ GLV antigeng ir GLV
antigeno gp51 bei GKSF ir jo receptoriaus formavimosi kinetines konstantas.

4. Nustatyti Al,Os ir ZnO sluoksniy bei Al,O3/ZnO nanolaminaty, suformuoty
naudojant atominiy sluoksniy nusodinimo metoda, optines savybes ir iStirti

galimybes Sias strukttiras panaudoti biologiniuose jutikliuose.

Darbo uzdaviniai
1. Panaudojant spektroskopine elipsometrija, sustiprinta pavirSiaus plazmony

rezonansu (SESPPR), nustatyti biomolekuliy orientacijg, tiriant biologinius
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jutiklius, pagamintus 1§ biologiSkai aktyviy monosluoksniy, sudaryty i8
»skaldyty“ ir ,,neskaldyty“ antikiiny prie§ GLV antigeng gp51.

2. Palyginti elipsometriniy parametry 4 ir ¥ jautrumg, nustatant kuris i§ Siy
parametry labiau tinkamas, siekiant jvertinti skirtumus tarp sluoksniy sudaryty i$
,skaldyty“ ir ,,neskaldyty“ antikiiny prieS GLV antigeng gp51.

3. Panaudojant spektroskoping elipsometrijg, sustiprinta pavirSiaus plazmony
rezonansu, iStirti sgveikos kinetikas tarp GLV antigeno gp51 ir ,skaldyty™ ir
»neskaldyty‘ antiktiny pries §j antigena.

4. Jvertinti A ir ¥ parametry jautruma, vykstant jvairioms monomolekuliniy
biologiniy sluoksniy formavimosi stadijoms, taip pat istirti Siy sluoksniy
formavimosi kinetikas, panaudojant modelj, jskaitant] negriztama analités
imobilizacijos reiskinj.

5. Istirti SESPPR galimybes, nustatyti sgveikos mechanizmus tarp GKSF
receptoriaus, imobilizuoto ant aukso pavirsiaus, ir GKSF monomero bei dimero
realiame laike (in—situ).

6. IStirti galimybes taikant SESPPR nustatyti mazus skirtumus tarp GKSF
monomero ir dimero sgveikos su GKSF receptoriumi asociacijos ir disociacijos
trukmiy.

7. Panaudojant spektroskoping elipsometrija nustatyti atskiry AlOs ir ZnO
sluoksniy ir Al203/ZnO nanolaminaty optines konstantas, esant skirtingiems $iy

sluoksniy ir nanolaminaty storiams.

Darbo naujumas

1. Parodyta, jog elipsometrinio parametro 4 jautrumas, nustatytas esant visisko
vidaus atspindzio sglygoms, gali atskleisti biomolekuliy orientacijos skirtumus
tarp nanostruktiry, suformuoty i ,,skaldyty” ir ,,neskaldyty* antikiiny pries GLV
antigeng gpS1 .

2. Pasililytas naujas, 4 ir ¥ parametry netiesiSkumus jvairiose sluoksnio
formavimosi stadijose jskaitantis, vieno bangos ilgio elipsometrijos, sustiprintos
pavirSiaus plazmony rezonansu, metodas, tinkamas antikiiny prie§ GLV antigena

gp51 ir Sio antigeno tarpusavio sgveikos kinetikoms tirti.



3. Parodyta, jog naudojant realaus laiko spektroskoping elipsometrija, galima tyrinéti
GKSF monomero ir dimero sgveikg su GKSF receptoriumi ir Sio metodo pagalba,
nustacius lizio rodiklio priklausomybe nuo Sviesos bangos ilgio, aptikti labai
mazus skirtumus tarp sgveikos kinetiniy konstanty.

4. Nustatyta, jog auginant ZnO sluoksnius ZnO/Al;Oz nanolaminate atominiy
sluoksniy nusodinimo metodu, Al nelegiravo ZnO sluoksnio, o difundavo ;1 ZnO ir
Al>Os  tarpsluoksnio  ribg, sukurdamas defektus, kurie apsprendzia
fotoliuminescencijos draustinés juostos verte, atitinkancig regimosios S$viesos
bangy ruoza. Draustinés juostos ,,mélynasis poslinkis® ir ZnO atskiry sluoksniy
eksitoninés smailés ypatumai atsiranda d¢l ,.kvantinio ribojimo* reiskinio ZnO

sluoksnyje.

Ginamieji teiginiai

1. Spektroskopinés elipsometrijos metodas leidzia  atskleisti  sluoksniy,
susiformavusiy sgveikaujant ,,skaldytiems® ir ,,neskaldytiems* antikinams pries
galvijy leukemijos viruso antigeng su antigenu gp51, biomolekuliy orentacijy
skirtumus. Siuo atveju elipsometrinio parametro A analitinis jautrumas yra 5,89
karty didesnis uz parametro ¥ jautrumg, kuris yra registruojamas pavirSiaus
plazmony rezonanso metodu.

2. Elipsometrinis parametras 4 yra jautresnis nustatant baltymy monosluoksnio liizio
rodiklj Sio sluoksnio formavimosi pradzioje, o parametras ¥ pasiekia didesnj
jautrumg galingje sluoksnio formavimosi stadijoje. ,,Skaldyty* ir ,,neskaldyty*
antikiiny, prie§ galvijy leukemijos viruso antigeng, imobilizacijos greitis yra
artimas, o negrjZtamos imobilizacijos trukmé yra 25 kartus ilgesné ,,neskaldyty*
antiktiny atveju. Taciau ,,neskaldytiems®, nekryptingai orientuotiems, antikiinams
sgveikaujant su antigenu gp51, S§i trukmé yra 8 kartus ilgesné nei antigenui
sgveikaujant su skaldytais, kryptingai orientuotais antikiinais.

3. Vykstant granuliocity kolonijas stimuliuojancio faktoriaus monomero ir dimero
sgveikai su jo receptoriumi, imobilizuotu ant Au sluoksnio pavirSiaus, in-situ
spektroskopinés elipsometrijos metodu, tiksliai nustatant 1iZio rodiklio dispersija

ir jskaitant netiesing optinio atsako signalo priklausomybe nuo sluoksnio liiZio



rodiklio, galima iSskirti mazus skirtumus tarp biomolekuliy asociacijos ir
disociacijos trukmiy.

4. ZnO/Al>03 nanolaminaty, uzauginty naudojant atominiy sluoksniy nusodinimo
metoda, kuriuose atskiry sluoksniy storis buvo ne mazesnis negu 10 nm, optinés
savybés yra gerai apraSomos, kai ZnO sluoksniai yra charakterizuojami vienu
Psemi-MO ir dviem Gauso osciliatoriais, 0 Al203 sluoksniy lazio rodiklio
priklausomybé nuo Sviesos bangos ilgio—Cauchy dispersijos funkcija. ZnO/Al;O3
nanolaminaty, kuriy atskiry sluoksniy storis yra 2 nm, optinéms savybéms

apraSyti gerai tinka Briugemano efektyviosios terpés artinys.

Disertacijos sandara.
Disertacija paraSyta angly kalba, ja sudaro: jvadas, metodiné dalis, rezultaty
apibendrinimas, isvados, cituojamy literatiiros Saltiniy sarasas, su disertacija susijusiy

moksliniy darby sarasas, santrumpos ir santrauka lietuviy kalba.

Ivadas

Ivade parodytas disertacinio darbo aktualumas, pabréziant elipsometrijos metodo
privalumus tiriant nanometriniy sluoksniy optines savybes. Pazymima, jog
spektroskopiné elipsometrija yra efektyvus biidas biologiniy jutikliy kairimui ir baltymy
sgveikos kinetiky tyrimui. Pateikiami disertacinio darbo tyrimy objektai, t.y. antikiinai
pries galvijy leukemijos virusa ir S$io viruso antigenai, granuliocity kolonijas
stimuliuojancio faktoriaus monomerai ir dimerai bei Sio faktoriaus receptoriai ir

nanolaminatai i§ ZnO/Al20Os3 sluoksniy.

1. Literatiiros apzZvalga

Literatliros apzvalgoje pateikiami pagrindiniai elipsometrijos metodo principai ir
disertacijoje tirty medziagy savybés. Poskyryje 1.1 yra aprasomas elipsometrijos
metodas, apzvelgiama poliarizuotos $viesos sgvoka, poliarizacijos biisenos, 0 poskyryje
1.2 — optiniy modeliy kiirimas ir jy taikymas elipsometriniy matavimy apraSymui,
nustatant sluoksnio storj ir luzio rodiklj. Pateikiamos jvairios funkcijos (Cauchy,

Lorenzo ir Drudes), skirtos charakterizuoti skirtingus plonus sluoksnius. Poskyryje 1.3
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apzvelgiami dielektrinés funkcijos artiniai, naudojami charakterizuoti jvairias
daugiasluoksnes struktiiras: tiesinis, Lorentz-Lorenz, Maksvelo-Garneto bei Brugemano
efektyvios terpés artiniai. 1.4 poskyryje aprasomas pavirSiaus plazmony rezonanso
reiSkinys, 0 1.5 — matematiniai modeliai, skirti biologiniy sluoksniy augimo kinetiky
analizei, t.y. standartiné ir apibendrinta Langmuir lygtys. Poskyriai 1.6, 1.7 ir 1.8 skirti
galvijy leukemijos viruso savybéms ir jo aptikimo metodams, granuliocity kolonijas

stimuliuojan¢iam faktoriui ir nanolaminaty panaudojimo biologiniuose jutikliuose

apraSymui.

2. Metodika

Siame skyriuje aprasyti disertacinio darbo metu naudoti metodai, bandiniy
paruoSimo technologijos.

2.1 poskyris skirtas galvijy leukemijos virusui aptikti skirto sensoriaus formavimo
technologijoms: antikiny imobilizacijai ant aukso pavirsiaus, naudojant amonio sulfatg
ir antikiiny skaldymai naudojant merkaptoetanolj, o 2.2 poskyryje aprasoma sluoksniy i$
granuliocity kolonijas stimuliuojancio faktoriaus monomero ir dimero bei jy receptoriaus
formavimo eiga. 2.3 poskyryje pateikta Al203/ZnO nanolaminaty sluoksniy gamybos
technologija, naudojant atominiy sluoksniy nusodinimo metoda.

2.4 poskyryje aprasomos disertaciniame darbe naudotos matavimo metodikos:
atominiy jégy mikroskopija, jvairiy tipy elipsometrai, baltymy imobilizavimo kinetiky
tyrimo celé, pateiktos rentgeno spinduliy difrakcijos matavimo sglygos. Spektroskopinés
elipsometrijos jtaiso, naudoto antikiiny prie§ galvijy leukemijos virusg ir $io viruso
antigeny sgveikos tyrimams, vaizdas pateiktas 1 pav., 0 2 pav. — elipsometriniy
matavimy schema, panaudota granuliocity kolonijas stimuliuojancio faktoriaus (GKSF)
sgveikoms su jo receptoriumi tirti.

Bandiniy charakterizavimas pateiktas 2.5 poskyryje, jame apraSyta atominiy jégy
mikroskopijos budu nustatyta aukso sluoksniy bei Al203/ZnO nanolaminaty pavirSiaus
morfologija, jvertintas pavirSiaus nelygumas. Rentgeno spinduliy energijos dispersijos
(angl.EDX) ir mazo kampo rentgeno spinduliy difrakcijos (angl. GIXRD) metodikomis
nustatyta nanolaminaty cheminé sudétis. Toliau (2.6 poskyryje) apraSyta aukso lusty

modifikavimo antikiiny fragmentais, savitvarkiy monosluoksniy (SAM) formavimo ir
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Analizatorius Poliarizatorius Xe lempa

Detektorius

Elipsiné -
poliarizacija Tiesiné

poliarizacija

Aul
Bk?
Imersinis skystis inis skysti
BK7 stiklas BK7 stiklas
Auksas

11 MUR

1 pav. Spektroskopinés elipsometrijos matavimy schema, kurioje panaudotas Sopra

GESS elipsometras, skirta tirti GLV antikiiny ir antigeny sgveikoms.

Poliarizatorius Xe lempa

A G . ok, B
/" Imersinis skystis s, BT sty T Fegn Au ,*" Imersinis skystis ™

7/ Stiklo plokstelé o O —~+— Celeé / Stiklo plokstele
i Cr N T ——————— ; Cr A
! G i Au 3
: R — o H 11-MUR '

:\GKSI> ProteinG ™ % EDC/NHS i

; ZSA ] GKSF
(HSA)

2 pav. Spektroskopinés elipsometrijos matavimy schema,kurioje panaudotas Wollam

M2000X elipsometras, skirta tirti GKSF sqveikoms su jo receptoriumi.

,heskaldyty“ antikiiny kovalentinio imobilizavimo ant SAM technologija bei

nanolaminaty sluoksniy tyrimas ir jy Storio jvertinimas.
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3.Tyrimy rezultatai

Sis skyrius sudarytas i$ keturiy daliy: (3.1) imunojutiklio i§ ,.skaldyty*, kryptingai
orienuoty ir ,,neskaldyty®, nekryptingai orientuoty, antikiiny prie§ GLV antigeng gp51
pagrindu tyrimo, (3.2) antikiiny prie§ GLV antigeng ir GLV antigeno gp51 saveikos
kinetikos tyrimas visiSko vidaus atspindzio elipsometrijos metodu (VVAE), (3.3)
granulocity kolonijas stimuliuojancio faktoriaus in-situ sgveikos su jo receptoriumi
tyrimas VVAE metodu ir (3.4) Al203/ZnO nanolaminaty, pagaminty atominiy sluoksniy

nusodinimo (ASN) metodu, optiniy savybiy tyrimas.

3.1 lmunojutiklio is , skaldyty*, kryptingai orienuoty ir , neskaldyty*, nekryptingai
orientuoty, antikiiny pries GLV antigeng gp51 tyrimas [1*]

GLV antigeno gp51 jutiklio pagrindas buvo daugiasluoksné struktiira, sudaryta i§
gryno aukso sluoksnio, sluoksnio modifikuoto 11-merkaptoundekanoine rugstimi (11-

MUR), sluoksnio suformuoto po grupiy aktyvavimo 1-Etil-3-(3-dimetil hilaminopropil)

A(nm) A(nm)
600 700 860 660 670 680 690

S
&

2 f
5 20f
> 10
4 B
0 - - 0
500 600 700 BB0 660 670 680 690 700
A(nm) A(nm)

3 pav. Elipsometriniy parametry A (1) (A) ir ¥ (1) (B) spektrai: bandinys Au2. 1 —
gryno aukso sluoksnis; 2 —aukso sluoksnis, modifikuotas 11-MUR; 3 — (2) sluoksnis
po grupiy aktyvavimo EHDK/NHS; 4 — sluoksnis (3) modifikuotas ,, neskaldytais
antikiinais. Paveikslas (C) padidinta (A) paveikslo dalis; paveikslas (D) padidinta (B)
paveikslo dalis, pazyméta staciakampiu.
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Karbodimidinu ir N-Hydroksisusimidinu (EHDK/NHS) ir sluoksnio, modifikuoto
,»neskaldytais®, nekryptingai orientuotais antiktinais. Tyrimai buvo atlikti visisko vidaus
atspindzio elipsometrijos (VVAE) metodu 661-670 nm bangos ilgiy (1) ruoze. Taikant
daugiasluoksn; modelj, aprasantj elipsometriniy parametry priklausomyb¢ nuo Sviesos
bangos ilgio (dispersija) ir jskaitant aukso sluoksnio pavirSiaus nelygumg, buvo
nustatytas atskiry monosluoksniy storis. 3-ame paveiksle parodytas eksperimento
(taskai) ir modelio (linija) atitikimas. Lizio rodiklio dispersija, apskaic¢iuota naudojant

efektyvios terpés artinj [6].

3.1.1. Sluoksnio, suformuoto is ,, skaldyty “ GLV antikiiny pries GLV antigeng, tyrimas
Atvirkstinio uzdavinio spendimas parodé, kad optinis modelis geriausiai atitinka
eksperimentg, kai antikiiny pries GLV antigeng sluoksnio storis yra artimas ,,skaldyty‘
antikliny vienai i§ dimensijy (d = 4 nm). Visiems organiniams sluoksniams aprasyti buvo
taikoma Cauchy dispersijos funkcija [7]. Buvo gauta, kad pavirSinis ,,skaldyty antikiiny
masés tankis yra 0.24 pg/cm?. Tai parodé, jog ,,skaldyti“ antikiinai pries GLV antigeng
padengia 98% jutiklio pavirSiaus. Parametry 4 (A) ir ¥ (1) jautrumo sluoksnio 1Gzio
rodiklio (n) ir storio (d) pokyciams jvertinimas parodé, jog parametras 4 (A) yra 5.89

jautresnis nei parametras ¥ (A).

3.1.2. Sluoksnio is ,, neskaldyty ** antikiiny pries GLV antigeng tyrimas

Sluoksnis 1§ ,,neskaldyty” antikiiny prie§ GLV antigeng buvo suformuotas ant
savitvarkio 11-MUR monosluoksnio po grupiy aktyvavimo EHDK/NHS. I8
eksperimento ir modeliavimo buvo nustatyta, jog pavirSiné ,neskaldyty” antikiiny
koncentracija yra lygi 0.21 ug/cm?. Lizio rodiklio dispersijos tyrimas (A = 1.494, B =
1.550%10% um?) parod¢, kad gautos $io rodiklio vertés buvo mazos (4 pav., 5 kreivé )
lyginant jas su vertémis, gautomis naudojant ,,skaldytus* antiktinus (4 pav., 2 kreivé).
Atliekant atvirkStinio uzdavinio sprendimg, ,,neskaldyty* antikiiny prieS GLV antigena
sluoksnio storis buvo fiksuotas parametras ir pasirenkamas kaip visy dimensijy vidurkis
(9 nm) [8]. Paskutiniame tyrimo etape buvo istirtos ,neskaldyty”, nekryptingai
imobilizuoty, antikiiny prie§ GLV antigeng ir jy sgveikos su antigenu gp51 optinés
savybeés. Antigeno sluoksnio storis buvo vienodas ,,skaldyty®, kryptingai imobilizuoty ir

,nheskaldyty”, nekryptingai imobilizuoty antikiiny atveju (d = 3.5 nm). Cauchy
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dispersijos funkcijos parametrai antigeno sluoksniui buvo A = 1.395, B = 1.552x1073
um? (4 pav., 6 kreivé). Atvirkstinio uzdavinio sprendimas parodé, kad sgveika su
antigenu, ,,skaldyty* antikiingy prie§ GLV antigena (pavirSinis tankis 0.115 pg/cm?)
atveju buvo 2.5 didesné nei ,neskaldyty antikiiny (pavirSinis tankis 0.047 pg/cm?).

1.60
1.58 } skald-Ak (1)
156f e
1.54 |
1.52}
c 150 IR skald-Ak/Ag (2)
1.48 F
L NHS (3)
146F T T s = = Y e
1 44 b— 11-MUR (4)
1.42 - ________________________ neskald-Ak (5)
1.40 AR :-:..".-n.e.-sr(.érq-"-btw'.&é.-(ay -.- -..
400 450 500 550 600 650 700 750 800 850

A(nm)

4 pav. Liizio rodiklio priklausomybé nuo sviesos bangos ilgio (dispersija), nustatyta
taikant daugiasluoksnj modelj. (1)-Au sluoksnis, modifikuotas ,,skaldytais “
antikiinais, (2)-sluoksnis (1), modifikuotas GLV antigenu; (3)-Au sluoksnis,
modifikuotas 11-MUR po grupiy aktyvavimo EHDK/NHS; (4)-Au sluoksnis,
modifikuotas 11-MUR; (5) — (4) sluoksnis po kovalentinio ,,neskaldyty* antikiiny
pries GLV imobilizavimo; (6)—,, neskaldyty* antikiny pries GLV sluoksnis po
sqveikos su GLV antigenu gp51.
Buvo padaryta iSvada, kad tai galéjo lemti nekryptinga ,neskaldyty antikiiny
imobilizacija ant pavirSiaus. Atlikti eksperimentai parodé, kad ,,skaldyti*, kryptingai ant
aukso pavirSiaus imobilizuoti, antikiinai prie§ GLV saveikauja su GLV antigeno gp51
sluoksniu efektyviau negu ,,neskaldyti“ nekryptingai imobilizuoti antikiinai prie§ GLV
antigena.
3.1.3. Sgveikos tarp antikiiny pries GLV antigeng gp51 ir antigeno gp51 kinetiky tyrimas
Siame poskyryje aprasyti ,,skaldyty”, Kryptingai imobilizuoty ir ,,neskaldyty*,
nekryptingai imobilizuoty antiktiny prie§ GLV antigeng gp51 sgveikos su antigenu gp51
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kinetiky tyrimai. Kinetiky matavimai buvo atlikti esant fiksuotam $viesos bangos ilgiui
(A=670 nm), bei didziausiam elipsometriniy parametry jautriui [9]. 5 pav. pateiktas
parametro A Kitimas laike. Po suformuoto sluoksnio i§ gp51 antigeno nuplovimo 4
signalas ,,skaldyty* antikiiny sgveikos su antigenu gp51 atveju buvo tris kartus didesnis
negu ,,neskaldyty“ antikiiny prie§ GLV antigeng gp51 atveju (5 pav). Kinetiky tyrimai
antiklino -antigeno komplekso formavimosi metu ir kinetinés konstantos, apskaiciuotos
taikant Langmuir lygtj [10], parodé rysj tarp antikiny sluoksniy strukttiros ir antigeno
imobilizacijos efektyvumo.

-_—
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5 pav. Sgveikos tarp kryptingai imobilizuoty ,,skaldyty * antikiiny pries GLV antigeng
gp51 (1) ir nekryptingai imobilizuoy ,,neskaldyty “ siy antikiiny (2) su GLV antigenu
gp51 kinetikos, gautos tiriant elipsometrinio parametro 4 kitimq laike.

Elipsometriniy parametry kinetika parodé, kad ,,skaldyti“, kryptingai ant aukso
jmobilizuoti antikiinai prie§ GLV antigeng gp51 saveikauja su didesne antigeno
pavir§iné koncentracija nei ,,neskaldyti“, nekryptingai jmobilizuoti antikiinai, o didelis
S§io metodo jautrumas ir daugiasluoksnis optinis modelis leidzia jvertinti antikiiny pries
GLV antigeng gp51 ir GLV antigeno gp51 sluoksniy struktirg. Naudojant VVAE
metodg buvo patvirtinta, kad ,,skaldyti* antik@inai prie§ GLV antigeng gp51 ant aukso
pavir§iaus yra jmobilizuoti kryptingai. Elipsometrinio parametro 4 jautrumas yra
zenkliai didesnis nei parametro ¥, todél 4 matavimu paremti biologiniai jutikliai yra
jautresni nei jutikliai, kuriuose naudojamas pavirSiaus plazmony rezonansas.
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3.2 Antikiiny pries GLV antigenq ir GLV antigeno gp51 sqveikos kinetiky modeliavimas
[2%]

Siame poskyryje aprasytas ,.skaldyty ir ,neskaldyty” antikiny pries GLV
sgveikos su GLV antigenu gp51 kinetiky tyrimas ir modeliavimas naudojant modelj,

1skaitant] negriztamos imobilizacijos reiSkinj.

3.2.1 Sluoksniy lizio rodiklio n priklausomybés nuo 'V ir A netiesiskumo jvertinimas
Darant prielaida, kad monosluoksnio, suformuoto i§ antikiiny, storis proporcingas
vidutiniam molekulés dydziui, o elipsometriniy parametry rezonanso bangos ilgio
poslinkis Ary ir Zra yra tiesiogiai proporcingas efektyvinio lizio rodiklio (ne) poky¢iui,
buvo apskai¢iuotos kalibracinés & P=f(8ne) ir 54=f(8ne) funkcijos (6 pav.). Cia 0¥ ir o4

50 14
- 412
40}
i 410
30}
- ] 48 -
e —
Q. i o
(_520- . 6_5.
= 7
< Ja Z
104~
. 42
0F {0

000 005 010 015 020 025
on

6 pav. Kalibracinés elipsometriniy parametry A ir ¥ priklausomybés nuo efektyvinio
lizio rodiklio pokycio (on).

yra elipsometriniy parametry pokyciai sluoksnio formavimosi metu, o 6ne - pokytis tarp
sluoksnio (ne) ir buferio (np) 1Gzio rodikliy. Kaip matyti i§ 6 pav. parametro 4 jautrumas
yra didesnis pradinéje monosluoksnio formavimosi fazéje, tuo tarpu ¥ priklausomybé

nuo on sustipréja esant didesnéms liizio rodiklio pokycio vertéms. Jautrumo santykis
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7 pav. Sluoksnio formavimosi paskutinés fazés ir , ,nuplovimo* kinetikos. A(t)

signalas vykstant antigeno gp51 sqveikai su ,,skaldyty* antikiiny sluoksniu (4) ir

Y(t) signalas vykstant antigeno gp51 sqveikai su ,,Skaldyty “ antikiiny sluoksniu (B).

tarp elipsometriniy parametry S,a/Snv ,,skaldyty” antiking monosluoksnio formavimosi

metu Kkito nuo 25,5 iki 0,726, tuo tarpu pilnas efektyvinio lizio rodiklio ne pokytis buvo
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0,2375. Todél iSmatavus elipsometriniy parametry spektriniy priklausomybiy ¥P=f(L) ir
A=f(\) kitimg, formuojantis antigeno gp51 sluoksniui ant ,skaldyty”, Kryptingai
orientuoty ir ,,neskaldyty“, nekryptingai orientuoty, antikiiny prie§ GLV antigeng, buvo
jskaitytas Siy funkcijy netiesiSkumas pradinéje ir paskutingje sluoksnio formavimosi
stadijoje. Buvo nustatyta, jog paskutinéje antigeno gp51 monosluoksnio formavimosi
fazéje luzio rodiklio pokytis tampa nezZymus ir jautrumas Zenkliai priklauso nuo optinio
signalo vertés santykio su triukSmo signalu (7 pav. A ir B). 7 pav. A ir B rodo, kad
absoliutus elipsometriniy parametry pokytis laipsniais po ,,nuplovimo* buvo didesnis A4
parametro atveju. Tuo tarpu signalo ir triuk§mo santykis (Rsm) buvo 3,14 ir 1,50
parametrams ¥ ir 4 atitinkamai. Taigi ¥ parametras paskutinéje formavimosi stadijoje
buvo 2 kartus jautresnis nei A. Tokius jautrumo pokycius jtakoja elipsometro, su
besisukanciais optiniais elementais konstrukcija [11].

6-ame paveiksle pateikti duomenys iliustruoja, kad siame darbe naudoto prietaiso

jautrumas buvo didziausias parametrui 4 sluoksnio formavimosi pradzioje, tuo tarpu

1.0

_gp51 ant neskald. Ak.o oo ° Y|

0.6 gp51 ant skald. Ak

0.4

0.2

0 50 100 150 200
t(s)
8 pav. Santykinio pavirsiaus uzpildymo laipsnio (N/Ny) kitimas laike antigeno gp51

sqveikos su ,,skaldytais“ ir ,,neskaldytais* antikiinais pries GLV antigeng gp51
metu (Sviesos bangos ilgis A=670 nm, o kritimo kampas - 70°).

parametras ¥ galin¢je fazéje, nors ir nebuvo jautresnis, bet Kito tiesiskai ir jo signalo
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santykis su triukSmo signalu buvo mazesnis nei parametro 4. Todél buvo padaryta
iSvada, jog norint sumazinti triuk§mo jtakg matavimams, reikia atsizvelgti j elipsometro
modelj ir atlikti matavimus jo didziausio jautrumo srityje. Darant prielaida, jog luZio
rodiklis tiesiai proporcingas imobilizuoty molekuliy masei buvo gautas santykinis
pavirSiaus uzpildymo laipsnis (f) kuris yra lygus imobilizuoty (N) molekuliy skai¢iaus ir

imobilizacijos viety (Nt) santykiui (8 pav. juodi apskritimai).

3.2.2 Monomomolekuliniy sluoksniy formavimosi kinetikos modelis

Tyrimy rezultatai parodé, jog susiformave antikiing pries GLV ir GLV antigeny
sluoksniai iSlieka pakankamai stabilis ir po ,,nuplovimo®, tod¢l jy augimo kinetiky
apraSymui buvo pritaikytas matematinis modelis, paremtas apibendrinta Langmuir‘o
lygtimi [12]. Taikant §j modelj buvo daromos Sios prielaidos: (1) monosluoksnis
charakterizuojamas storiu (d), kuris nekinta augimo metu, ir efektyviniu lazio rodikliu
(ne), kuris kinta augant monosluoksniui; (2) imobilizuoty molekuliy skaicius (N) ploto
vienete, kuriame bendras galimy imobilizacijos viety skai¢ius (Nt) yra proporcingas
efektyviniam 1izio rodikliui (ne) ir gali baiti charakterizuojamas taikant efektyvios terpés
artinj 2D objektams:

N n’-n}
f=—=—2t_1b- 1
N, nf-n; @)

Cia indeksai e, b ir | atitinka efektyvinj sluoksnio lizio rodiklj, buferio liZio rodiklj ir
pilnai suformuoto monosluoksnio 1Gzio rodiklj, atitinkamai. IS 5 pav. matyti, kad po
susiformavusio sluoksnio nuplovimo buferio tirpalu be baltymy, elipsometriniy
parametry vertés pakito nezymiai. Tai rodo, kad tik dalis molekuliy buvo grjztamai
jmobilizuotos, t.y. nuplovimo metu atsiskyré nuo jutiklio pavirSiaus, tokiu atveju galima

taikyti apibendrintg Langmuir‘o lygtj kinetikoms aprasyti [12,13]:

dN
d—tl=ka-C-(Nt—Nl—N2)—(kd+kr)-N1; (2)
dN,

=k -N,; 3

Cia ka - asociacijos koeficientas, ¢ - antikiiny koncentracija tirpale prie modifikuojamojo
pavirSiaus, k¢ — disociacijos koeficientas, ki — koeficientas, parodantis molekuliy

negrjZztamos imobilizacijos sparta, N1 ir N> — pavir§iné, griZztamai ir negrjZtamai
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imobilizuoty molekuliy koncentracija atitinkamai. Lygc¢iy sistemos (2) ir (3) sprendinys
pazymint, kad K1 = KaC; ko = ka + kr ir k3 = kr kai ki/ko =1:

N__k Hﬁﬂj-exp(rl-t)—(%ﬂj-exp(rz-t)}+%; (4)

Nt n-rn n 2 2

k, +k k, +k, ) k, +k k, +k, )
LI (R PSS () PR

Taip pat Kinetiniy koeficienty vertés turi tenkinti papildomas sglygas, t.y. ki < kz >ks.
Naudojant (4), buvo aprasyti eksperimento rezultatai pateikti 8 pav. (iStisinés linijos) bei
apskaiciuoti kinetiniai koeficientai antigeno gp51 ir ,,skaldyty®, kryptingai orientuoty bei
»neskaldyty®, nekryptingai orientuoty, antikiiny prie§ GLV antigeng gp51 kompleksy

formavimosi metu (1 lentel¢).

1 lentelé. Kinetinés konstantos, nustatytos naudojant dalinés, negriztamos imobilizacijos
modelj ,,skaldyty*“, kryptingai orientuoty bei , ,neskaldyty*, nekryptingai orientuoty,
antikiiny pries GLV antigeng Qp51, ir jy sqveikos su GLV antigenu gp51 kinetikoms
aprasyti: (1) ,,skaldyti“ antikinai (skal-Ak) imobilizuoti ant aukso pavirsiaus, (2)
,,heskaldyti “ antikiunai (neskal-Ak) imobilizuoti ant savitvarkio monosluoksnio,
suformuoto ant aukso pavirsiaus, (3) antigeno gp51 sgveikos su ,,skaldytais “ antikinais
metu (gp51/skal-Ak), (4) antigeno gp51 sqveikos su ,,neskaldytais” antikiinais metu
(gp51/neskal-Ak). zr — charakteringoji baltymy negriztamos imobilizacijos proceso
trukmé (z: = 1/ks).

Monosluoksnis ki(s?) ka(s?) ks(s) ka(s*molL) | %(s)
Skal.-Ak 0,3252 0,3943 |0,2869 |5,42-10* 3,5
Neskal.-Ak 0,1164 0,1165 |0,0113 |3,88-10* 88,4
gp51/skal-Ak 0,085 0,086 0,0075 |8,67-10° 133
gp51/neskal-Ak 0,088 0,097 0,0586 |8,96-10° 17,1

Taikant apibendrinta Langmuir‘o lygti, buvo nustatyta, kad negrjztamos
imobilizacijos efektas yra reikSmingas ,skaldyty“ kryptingai orientuoty bei

»heskaldyty, nekryptingai orientuoty, antikiing prie§ GLV antigeng, afiniSkumo
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konstanty nustatymui ir jy sgveikos su GLV antigenu tyrimui. ,,Skaldyty*“ antikiiny
imobilizacijos ant aukso atveju, negrjztamos imobilizacijos trukmé buvo trumpesné negu
tuo atveju, kai ,neskaldyti antikiinai buvo imobilizuoti ant 11-MUR savitvarkio
monosluoksnio. Negrjztamos imobilizacijos trukmé GLV antigeno gp51 saveikos su
,Skaldytais® antikiinais prie§ GLV antigeng gp51 atveju buvo ilgesné lyginant su

imobilizacija ant ,,neskaldyty* antiktiny.

3.3 Granulocity kolonijas stimuliuojancio faktoriaus (GKSF) .,in-Situ* sgveikos su jo
receptorium tyrimas [3*]

Sioje disertacinio darbo dalyje yra pateikiami GKSF monomery ir dimery in-situ
sgveikos su jo receptorium tyrimai naudojant spektroskoping elipsometrijg. Parodyta, jog
Sis metodas In-situ matavimuose turi didelj pranaSuma, lyginant su vieno bangos ilgio
elipsometrija, nes lazio rodiklio dispersija pla¢iame Sviesos bangy ruoze (400-1000 nm)
nustatoma kas 1 s. Panaudojant spektroskopinés elipsometrijos, sustiprintos pavirSiaus
plazmony rezonansu, metoda buvo tiriama GKSF receptoriaus-ligando sgveikos kinetika,

kai $viesos bangos ilgis kito nuo 300 nm iki 2000 nm.

3.3.1 GKSF receptoriaus sluoksnio formavimosi tyrimas

Spektroskopinés elipsometrijos, sustiprintos pavirSiaus plazmony rezonansu,
metodu buvo iStirta nekryptingai ir kryptingai orientuoto GKSF receptoriaus
imobilizacijos kinetika, naudojant daugiasluoksnj modelj [12]. Luzio rodiklio dispersija
gauta darant prielaida, jog GKSF sluoksnio storis yra artimas zmogaus serumo albumino
(ZSA) molekulés matmenims ir lygus 6 nm. Aprasant sluoksniy liZio rodiklius buvo
panaudota Cauchy dispersijos funkcija [11] (9 pav. 1 kreivé). GKSF receptoriaus
sluoksnio liizio rodiklis buvo jvertintas naudojant Bruggeman‘o efektyviosios terpés
modelj. Sluoksnis buvo sudarytas i§ Zmogaus serumo albumino (ZSA) molekuliy
monosluoksnj atitinkancio liizio rodiklio ir PBS buferio.

Kryptingai ir nekryptingai orientuoto receptoriaus afiniSkumo konstantoms
jvertinti buvo taikoma apibendrinta Langmuir‘o lygtis [12]. Skai¢iavimai parodé, kad
kryptingai orientuoto receptoriaus afiniSkumo konstantos buvo du kartus didesnés negu

nekryptingai orientuoto receptoriaus (2 lentele).
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9 pav. GKSF sluoksniy lizio rodiklio priklausomybé nuo Sviesos bangos ilgio.

Modeliavimui panaudota Cauchy dispersijos funkcija ir Bruggeman ‘o efektyvios

terpes artinys.

2 lentelé. GKSF receptoriaus kinetinés ir afiniSkumo konstantos gautos naudojant

apibendrintq Langmuir ‘o lygtj [12].

GKSF ka (sIMT)  [ka (s Ka (M) | Ka (M) ke (s

A (nekryptingai | 6,6-10° 4,4-10° |1,5-10° 6,58-107° 7,93-10°3
orientuotas
receptorius)

B (kryptingai | 1,1-10° 3,7:102 | 2,9-10’ 3.47-10°8 4,05-1073
orientuotas
receptorius)

m-GKSF 5,6-10° 1-10% 5,6-10° 1,78-107

d-GKSF 9,8:10° 5,2:1072 1,9-10° 5,25-108 1,84-101
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3.3.2 GKSF monomero ir dimero adsorbcijos kinetikos tyrimas

Buvo pademonstruota galimybe, taikant spektroskopinés elipsometrijos,
sustiprintos pavirSiaus plazmony rezonansu, metoda tyrinéti monomerinio (mGKSF) ir
dimerinio (dGKSF) granuliocity kolonijas stimuliuojan¢io faktoriaus sgveikos su
receptoriumi (GKSF-R) kinetikg. 10 pav. parodyta efektyvinio lazio rodiklio, nustatyto

taikant daugiasluoksnj optinj modelj, kinetika.

1,365 1 e@ © e o o ©
1360F cO®O O O © 5© © ©
1355 o mm m = = ® "3 "
o
1,350 | @m
c o
1,345 A=672nm
1,340 _g ® 10ug/ml dGKSF (1)
O 10pg/ml mGKSF (2)
1,335} @ m  10ng/ml dGKSF (3)
[ ]
1’330 L L 2 L 2 L 2 L 2 L 2 L 2
0 20 40 60 80 100 120 140

t(s)

10 pav. LizZio rodiklio (n) kitimas laike mGKSF ir dGKSF monosluoksniy
formavimosi metu ant kryptingai orientuoto GKSF-R monosluoksnio, 1 kreivée - 10

ug/ml dGKSF, 2 kreivé - 10 pg/ml mGKSF, 3 - kreivé 10 ng/ml dGKSF.

Kreivés 1 ir 2 rodo dGKSF ir mGKSF kinetika esant 10 pg/ml PBS
koncentracijai. Kreivé 3 rodo dGKSF sluoksnio formavimosi kinetika, kai PBS
koncentracijos buvo 10 ng/ml. Gautos dGKSF luzio rodiklio vertés prie 10 ng/ml ir 10
ug/ml 10 pav. (3 ir 1 kreivés) patvirtina prielaida, kad 10 ug/ml koncentracija yra
pakankama suformuoti monosluoksnj i§ minéty baltymy. Nustatyti skirtumai tarp
monomerinio ir dimerinio GKSF rodo skirtingus jy saveiky mechanizmus. Nustatant
Kinetines ir afiniSkumo konstantas, mGKSF kinetika buvo aprasoma taikant standartine
Langmuir‘o lygti, o dGKSF kinetika apraSyta taikant apibendrintg Langmuir‘o lygti.
Gautos afiniSkumo konstantos pateikiamos 2 lenteléje.
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Taikant skirtingus matematinius modelius kinetikoms aprasyti, gaunama
afiniSkumo konstantos Ka reik§mé skiriasi. Monomerinio GKSF atveju (Ka=5,6x10° M)
ji apraso tiesioging asociacija ant pavirSiaus, tuo tarpu dimerinio GKSF atveju
(Ka=1,9x10" M) apraso vienos dimero dalies asociacija, 0 kr apraso antros dimero dalies
asociacija su receptoriumi. Taigi buvo parodyta, jog dél tikslaus lizio rodiklio nustatymo
galimybés ir signalo netiesiSkumo eliminavimo, spektroskopinés elipsometrijos,
sustiprintos pavirSiaus plazmony rezonansu, metodas gali i$skirti neZymius skirtumus
tarp asociacijos ir disociacijos trukmiy. Sie mGKSF ir dGKSF luzio rodiklio skirtumai
leidZia taikyti skirtingus kinetinius modelius, reikalingus apraSyti panasiy molekuliy

sgveikos mechanizmus su receptoriumi.

3.4 Nanolaminaty, sudaryty is Al,O3/Zn0O, pagaminty atominiy sluoksniy nusodinimo
(ASD) metodu, optiniy savybiy tyrimas [4,5*]

Al;03/ZnO nanolaminaty SEM vaizdas pateiktas 11 pav. Matyti pasikartojanciy
Al203 ir ZnO sluoksniy struktiira. Visuose nanolaminatuose pirmasis sluoksnis ant Si
padéklo buvo Al20s, o virSutinis ZnO. Nanolaminaty sluoksniy augimo grei¢iai auginant

Al,O3 ir ZnO buvo nuo 1,4 iki 2 A ir
ZAle R LUTUN  nuo 1,8 iki 2 A vieno ciklo metu,

atitinkamai.

11 pav. ZnO sluoksnio (100 nm) ir
Al,O3/ZnO nanolaminaty, sudaryty is
skirtingo storio bisluoksniy SEM liiZio
vaizdas.

Spektroskopiné elipsometrija buvo panaudota atskiry sluoksniy i§ ZnO ir Al2O3

bei Al,03/ZnO nanolaminaty storiui ir optinéms konstantoms nustatyti (12 pav.).
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12 pav. A) atskiro Al,Os sluoksnio lizio rodiklio reali dalis ir skirtingy storiy Al,O3
lizzio rodiklio reali dalis Al2O3/ZnO nanolaminate; B) atskiro ZnO sluoksnio lazio
rodiklio reali dalis ir skirtingy storiy ZnO sluoksniy nanolaminate Al.O3/Zn0O lizio

rodiklio reali dalis.
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Nanolaminaty i§ Al.O3/ZnO optinio pralaidumo spektry tyrimai parodé, kad visi
tirti bandiniai buvo skaidriis 550—1100 nm bangy ruoze. Sugerties kraStas buvo stebimas
tarp 370 nm ir 410 nm, o ,mélynasis“ sugertics kraSto poslinkis — maZzéjant
nanolaminato bisluoksnio storiui. Draustinés juostos vertés buvo apskai¢iuotos darant
prielaidg, jog Al2O3 sluoksnis yra skaidrus visame spektro ruoze, o sugerties kraStas

atsiranda dé¢l ZnO sluoksniy (3 lentelé).

3 lentelé. Nanolaminaty is Al203/Zn0O ir ZnO sluoksnio, esant skirtingiems bisluoksniy
storiams, draustinés juostos vertéS. Eqp — is optinio pralaidumo matavimy, Ege — is

elipsometrijos tyrimy.

Nanolaminatas Egp (eV) Egel (eV)
Al>,03/Zn0O 50 (2/2 nm) 3,41 3,45
Al,03/Zn010 (10/10 nm) 3,30 3,36
Al>,03/Zn0O 2 (50/50 nm) 3,28 3,31
ZnO (50 nm) 3,24 3,25

Buvo nustatyta, kad Al>Oz sluoksnis buvo skaidrus visame UV ir regimosios
Sviesos spektro ruoze (12a pav.). ZnO sluoksniui yra biidinga sugerties smailé spektro
ruoze nuo 360 iki 410 nm (12b pav.). Taip pat buvo aptikta, kad vidutiné¢ ZnO sluoksnio
luzio rodiklio verté nanolaminate buvo didesné negu atskirai auginto sluoksnio. Tiriant
nanolaminatus ,,mélynasis* smailés poslinkis lizio rodiklio dispersijos kreivése buvo
stebimas maze¢jant ZnO sluoksnio storiui ir sutapo su pralaidumo matavimy rezultatais (3

lentelé).

ISvados

1. Elipsometriniy parametry tyrimai parodé, kad biologiniuose jutikliuose, kuriuose
naudojami ,,skaldyti* kryptingai ant aukso jmobilizuoti antikiinai prie§ GLV antigenus
gp51, susidaro didesné GLV antigeno gp51/ antikiino pries GLV antigeng gp51 pavirSiné
koncentracija nei biologiniuose jutikliuose, kuriuose naudojami ,neskaldyti®,

nekryptingai jmobilizuoti antikiinai. Didelis Sio metodo jautrumas ir daugiasluoksnio
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optinio modelio panaudojimas leidzia jvertinti imobilizuoty antikiiny ir GLV antigeno
sluoksniy struktiirg.

2. Elipsometrijos metodo pritaikymas parodé, kad ,,skaldyti* antiktinai prie§ GLV ant
aukso pavirSiaus yra jmobilizuoti kryptingai, o elipsometrinio parametro 4 jautrumas yra
zenkliai didesnis nei parametro ¥, todél biologiniai jutikliai, kuriuose matuojamas
parametras 4, yra jautresni nei jutikliai, kuriuose naudojant pavirSiaus plazmony
rezonansg yra matuojamas parametras ¥.

3. Elipsometriniy parametry atsako nuo antikiiny prie§ GLV ir GLV antigeny
monosluoksniy tyrimai parode¢, kad §iy parametry jautrumas sluoksnio storio ir liizio
rodiklio kitimui yra skirtingas jvairiuvose monosluoksnio formavimosi stadijose.
Parametras 4 yra jautresnis pradinéje sluoksnio formavimosi stadijoje, o parametras ¥ —
paskutingje. | tai turi biiti atsizvelgta aprasant sgveikos kinetikas, iSmatuotas
elipsometrijos metodu.

4. Taikant apibendrintg Langmuir‘o lygtj, buvo nustatyta, kad negriZtamos
imobilizacijos efektas yra reikSmingas ,,skaldyty® ir ,,neskaldyty“ antikiiny pries GLV
kinetiniy ir afiniSkumo konstanty nustatymui ir jy sgveikos su GLV antigenu tyrimui.
»Skaldyty* antikiiny imobilizacijos ant aukso atveju, negrjztamos imobilizacijos trukmé
buvo trumpesné negu tuo atveju kai ,,neskaldyti* antiktinai buvo imobilizuoti ant 11-
MUR-savitvarkio monosluoksnio. Negrjztamos imobilizacijos trukmé GLV antigeno
sgveikos su ,,Skaldytais® antikiinais atveju buvo ilgesné lyginant ja su ,neskaldyty
antikiny imobilizacijos trukme.

5. Spektroskopinés elipsometrijos, sustiprintos pavirSiaus plazmony rezonansu, metodas
leidzia tiksliai nustatyti 1Gzio rodiklj ir jskaityti optinio signalo netiesiSkumus, todél yra
tinkamas nustatant nezymius skirtumus tarp mGKSF ir dGKSF asociacijos ir
disociacijos konstanty. Sio metodo naudojimas duoda galimybe taikyti skirtingus
kinetinius modelius, reikalingus apraSyti panaSiy GKSF molekuliy saveikos
mechanizmus su jy receptoriumi.

6. Atominiy sluoksniy nusodinimo metodas leidzia kryptingai kontroliuoti optines bei
struktlirines nanolaminaty sgvybes t.y. atskiry sluoksniy sudaran¢iy nanolaminatus
storius, kristaliSkumg, draustinés juostos plotj ir fotoliuminescensija.

7. Nustatyta, kad formuojant ZnO sluoksnius nanolaminate, jie nebuvo legiruojami Al,

kuris greiCiausiai difunduoja j ribg tarp ZnO ir Al,Oz sluoksnio, suformuodamas
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defektus, dél kuriy iSauga regimosios spektro dalies fotoliuminescencija. ,,Mélynasis‘
draustinés juostos poslinkis ir eksitoninés smailés vieta ZnO sluoksniy spektre atsiranda
dél kvantinio ribojimo reiSkinio ir ZnO kristaliSkumo padidéjimo.

8. D¢l gero suderinamumo su biologinémis medziagomis ir galimybés nesunkiai ASN
metodu valdyti ZnO/Al>0z nanolaminaty storj ir efektyvinj 1azio rodiklj jie gali bati
panaudojami kuriant optinius biologinius jutiklius, kuriuose registruojami atspindétos
Sviesos spektriniai pokyciai.

Santrumpos

ASN — atominiy sluoksniy nusodinimas

EHDK — 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodimido hidrochloridas

GKSF-R — granuliocity kolonijas stimuliuojancio faktoriaus receptorius

GLV — galvijy leukemijos virusas

dGKSF — granuliocity kolonijas stimuliuojancio faktoriaus dimeras

MGKSF — granuliocity kolonijas stimuliuojancio faktoriaus monomeras

NHS — N-hidroksisukcinimidas

SE — Spektroskopiné elipsometrija

VVAE — visiSko vidaus atspindZio elipsometrija

ZSA — zmogaus serumo albuminas

11-MUR - 11-merkaptoundekano riigstis

»Skaldyti* antikiinai — merkapto etanoliu redukuoty antikiiny fragmentai

,Neskaldyti* antiktinai — natyviis, nemodifikuoti antikiinai
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Abstract (General conclusions)

1. The analysis of the ellipsometric parameters obtained by the total internal reflection
method (TIRE) has shown that the layer prepared from the antibody against BLV by
indirect immobilization via a 11-MUA  self-assembled monolayer  of
mercaptoundecanoic acid and EDC-NH-antibody linking groups can interact with a 2.5
times higher amount of the BLV antigen layer when compared to the randomly oriented
intact antibody layer prepared by direct immobilization onto a Au thin film surface. For
this reason, it can be concluded that the fragmented antibody layer deposited onto a
nanometer thick Au film can be very suitable for the design of BLV immune-sensors.

2. For BLV antigen sensing, it is preferable to use the ellipsometric parameter 4 whose
analytical sensitivity is 5.89 times better when compared to the sensitivity for the ¥
parameter. This demonstrates that the application of the ellipso-metric method for BLV
sensing is preferable compared to the measurement of SPR, which in fact, measures the
parameter ¥.

3. The application of TIRE for the in-situ study of the immobilization of fragmented and
intact antibodies against BLV and the antibodies interaction with the BLV antigen
glycoprotein gp51 shows that the sensitivities of ¥ (t) and 4 (t) were nonlinear and
different at different stages of the formation of the bio-molecular layer. The 4 (t) shows a
larger sensitivity at the initial phase of the process, while ¥ (t) is less sensitive at the
initial phase. Therefore, this fact should be taken into account during the evaluation of
the formation of the biomolecular layer formation kinetics.

4. Analysis based on the partial reversibility model has shown that the residence time effect
has to be taken into consideration in both cases: (i) when determining the affinity
constants of the fragmented and intact antibodies against BLV in the immobilization
kinetics study and (ii) when characterizing the immobilized antibodies against BLV
interaction with the BLV antigen. In the case of the fragmented antibody interaction with
the gold layer, the residence time was relatively short (=25 times) when compared with
that obtained for the interaction of the intact antibodies with the 11-MUA-based self-

assembled monolayer. In contrast, the residence time of the BLV antigen interaction
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with the fragmented antibody against BLV monolayer was longer (= 8 times) than that
calculated for the BLV antigen interaction with the intact antibody layer.

. The preparation of the immune-sensor using the BLV fragmented antibody based
sensing layer is faster than that using the intact BLV antibody-based layer. The
preparation of the sensor based on the intact antibody based layer takes a minimum
1.5min. However, due to the slower association of the fragmented BLV antibody-based
layer with the BLV antigen, this kind of layer is more preferable for multi-fold use
immune-sensors and even for implantable sensors, while the intact antibody-based layer
with its faster association with the antigen, is more suitable for the development of
Immune-sensors with inhanced selectivity and sensitivity.

. The application of the spectroscopic dynamic TIRE method for the characterization of
the in-situ interactions of the monomeric and dimeric granulocyte colony stimulating
factor with its receptor immobilized onto a thin gold layer demonstrated that this method
in its spectroscopic dynamic acquisition mode is able to reveal minuscule differences of
the association and dissociation times. This can be realized through the precise
determination of the refractive index dispersion and the elimination of signal non-
linearity using regression analysis of the spectroscopic ellipsometry data.

. From the analysis of these optical and structural properties, it was determined that during
the synthesis of the Al>03/ZnO nanolaminates prepared by atomic layer deposition
methods, the ZnO single layer was not doped by Al, which, most probably, diffused into
the interface of the ZnO/Al>Os bilayer, forming defect states which increased the visible
band of the photoluminescence. This blue shift of the band gap and the excitonic peak
position of the ZnO single layers can be due to the quantum confinement effect and the
improvement of the crystalline quality of the ZnO layer. The improved properties of the
nanolaminates such as biocompatibility, easy surface modification and enhanced
photoluminescence at room temperature can provide an added capabilities for the

development of nanolaminates based optical biosensors.
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