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os 

Tai sunkiai

pastoviai vykdoma maisto ir aplinkos daug 

taikymas iriose srityse .

em , 

as ir taikymas klinikiniuose, farmakologiniuose tyrimuose ir 

mikro iologiniai jutikliai vis

savybes , diagnozuojant

toksinus, alergenus, hormonus, steroidus, imunoglobulinus. Nuo to, kaip greitai ir efektyviai bus 

nustatytos

, gyvuli

, tiksliai ir efektyviai diagnozuoti 

 nustatant virusines ligas 

galima 

– G

pasaulio mastu ir padidinti 

regener

varbus etapas yra

taip modifik

zoelektrinius ir optinius imuninius jutiklius. Tokie jutikliai, kuriuose 

pavyksta kryptingai im

is 

-
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ir biomedicininiuose tyrimuose.

Baigiamojo magistro lizavimas kvarco 

kristalo ezonanso jutiklio lusto  aukso sluo

-gp , kurie prisijungia 

aisvas tiolines grupes. Tokie imuniniai jutikliai buvo pritaikyti 

 an alizei.

Baigiamasis magistro darbas buvo atliktas VU Imunologijos instituto Imunoana

 konsultantui prof. Juozui 

Darbo tikslas – gp -gp  aukso 

optiniu ir pjezoelektriniu imuniniu jutikliu

1.

2. .

3. Panaudojant kvarco kristalo mikrogravimetrines svarstykles (toliau –

plazmono rezonanso (toliau –

imobilizavimo 

4. -antigeno komplekso 

i tirti.

5.

6. anti-gp51/gp komplekso 

7. Nustatyti GLV imuninio jutiklio daugkartinio panaudojimo galimybes.
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 (toliau – BMD) eikos su 

 tyrimas“ da :

1. 12-oje Lietuvos „ Bioinformatika“,

22 d.

2.

15 d.

1.

yrimuose. 

, 14-18 p.

2.

12-osios Lietuvos 

„  2009 (priimtas 

spausdinti).
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1. 

–

L), limfosarkoma arba piktybinio 

–

(GLV) (Gallo RC, Wong-Staal F. 1989, Gillet et al.

embriono stadijoje. (Miller J 2005

-8 metai) (Gallo RC, Wong-

-5% 

) e 

mazguose (Vetmed [interaktyvus]).

1.1 pav. (Vetmed [interaktyvus])

-uosius metus (Miller J et 

pagrindas yra retrovirusiniai agentai, kuriuos sunku (Gallo RC, 

Wong-Staal F. 1989).

B limfocitus (Portetelle et al. 1978)

in situ metodu nustatoma retroviruso nukleok p24 

gp51 ir gp iniuose 

mazguose (Heeney et al. 1992).

1.2 pav.) yra egzogeninis retrovirusas (Gillet et al.

−
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−

Apie 70% -5% −

limfosarkoma (Ferrer 1980; Gallo, Wong-Staal 1989; Hamblin, Oscier 1997; Schwartz, Levy 

1996).

1.2 pav. (Nermut, Hockley 1996) 

 (Collins et al. 2005). 

-

p p12.

2 p15

gp51 

ir gp30 baltymai (Gillet et al. 2007; Johnston, Radke 2000).

50%) tarp G (Trainin, Brenner 2005). GLV 

yra giminingas - -2 -Staal F. 

1989). Be to, - 2–3 % sukel

GLV ir  apvalkalai 36 % (Gillet et al.

2007). 

– B limfocitus. 

tr

gp51/gp30

RNR

p15

lipidinis sluoksnis

p24
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 gp

Genas env (sutrumpinimas nuo envelope) koduoja du produktus: retroviruso apvalkalo 

glikoproteinus gp51 ir gp gp

sta Europos

bioinformatikos instituto (toliau –  pasinau

– BP). Env geno 

dalis, kuri koduoja gp51 antigeno susiform

[interaktyvus]). 

Geno env seka:  1548 BP; 338 A; 499 C; 309 G; 402 T; 0 kiti;
atgcctaaag aacgacggtc ccgaagacgc ccacaaccga tcatcagatg ggtaagtctc        60
actctcactc tcctcgctct ctgtcggccc atccagactt ggagatgctc cctgtcccta       120
ggaaaccaac aatggatgac agcatataac caagaggcaa aattttccat ctccattgac       180
caaatactag aggctcataa tcagtcacct ttctgtgcca agtctcccag atacaccttg       240
gactctgtaa atggctatcc taagatctac tggccccccc cacaagggcg gcgccggttt       300
ggagccaggg ccatggtcac atatgattgc gagccccgat gcccttatgt gggggcggat       360
cgcttcgact gcccccactg ggacaatgcc tcccaggccg atcaaggatc cttttatgtc       420
aatcatcaga ttttattcct gcatctcaaa caatgtcatg gaattttcac tctaacctgg       480
gagatatggg gatatgatcc cctgatcacc ttttctttac ataagatccc tgatccccct       540
caacccgact ttccccagtt gaacagtgac tgggttccct ctgtcagatc atgggccctg       600
cttttaaatc aaacagcacg ggccttccca gattgtgcta tatgttggga accttcccct       660
ccctgggctc ccgaaatatt agtatgtaac aaaaccatct ccagctctgg acccggcctc       720
gccctcccgg acgcccaaat cttctgggtc aacacgtcct cgtttaacac cacccaagga       780
tggcaccacc cttcccagag gttgttgttc aatgtttctc aaggcaacgc cttgttatta       840
cctcctatct ccctggttaa tctctctacg gcttcctccg cccctcctac ccgggtcaga       900
cgtagtcccg tcgcagccct gaccttaggc ctagccctgt cagtggggct cactggaatt       960
aatgtggccg tgtctgccct tagccatcag agactcacct ccctgatcca cgttctggag      1020
caagatcagc aacgcttgat cacagcaatt aaccagaccc actataattt gcttaatgtg      1080
gcctctgtgg ttgcccagaa ccgacggggg cttgattggt tgtacatccg gctgggtttt      1140
caaagcctat gtcccacaat taatgagcct tgctgtttcc tgcgcattca aaatgactcc      1200
attatccgcc tcggtgatct ccagcctctc tcgcaaagag tctctacaga ctggcagtgg      1260
ccctggaatt gggatctggg gctcactgcc tgggtgcgag aaaccattca ttctgttcta      1320
agcctgttcc tattagccct ttttttgctc ttcctggccc cctgcctgat aaaatgcttg      1380
acctctcgcc ttttaaagct cctccggcag gctccccact tccctgaaat ctccctaacc      1440
cctaaacccg attctgatta tcaggccttg ctaccatctg caccagagat ctactctcac      1500
ctctcccccg tcaaacccga ttacatcaac ctccgaccct gcccttga                   1548

1.2.2.Transmembraninio GLV baltymo gp

-

-

-

515 -galo (P-prolinas) ir N-galo (M-metioninas)

o gp

 (Uniprot 

[interaktyvus]).
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1       MPKERRSRRR PQPIIRWVSL TLTLLALCQP IQTWRCSLSL GNQQWMTTYN       50
51     QEAKFSISID QILEAHNQSP FCPRSPRYTL DFVNGYPKIY WPPPQGRRRF           100
101   GARAMVTYDC EPRCPYVGAD HFDCPHWDNA SQADQGSFYV NHQILFLHLK 150
151   QCHGIFTLTW EIWGYDPLIT FSLHKIPDPP QPDFPQLNSD WVPSVRSWAL         200
201   LLNQTARAFP DCAICWEPSP PWAPEILVYN KTISGSGPGL ALPDAQIFWV        250
251   NTSLFNTTQG WHHPSQRLLF NVSQGNALLL PPISLVNLST VSSAPPTRVR        300
301   RSPVAALTLG LALSVGLTGI NVAVSALSHQ RLTSLIHVLE QDQQRLITAI         350
351   NQTHYNLLNV ASVVAQNRRG LDWLYIRLGF QSLCPTINEP CCFLRIQNDS      400
401   IIRLGDLQPL SQRVSTDWQW PWNWDLGLTA WVRETIHSVL SLFLLALFLL     450
451   FLAPCLIKCL TSRLLKLLRQ APHFPEISFP PKPDSDYQAL LPSAPEIYSH              500
501   LSPTKPDYIN LRPCP 515

gp

-BLAST, IMPALA, 

rasta env geno

baltymus gp51 ir gp  (  (ModBase [interaktyvus]). 

1.3 pav. Geno env produkto (baltymo)

toliau -

2008).

d -Staal 

(Milius et. al. 2005).  yra 

imuninis a (Ponomareva 2008).

GEL ekonominiai nuostoliai yra dideli (Juliarena 2009), 

 jei i 

jau lieka visam jos gyvenimui
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(Milius et. al. 2005).

s, 

et. al. 2005). Kuo a

branduolio (Collins et al. 2005; Milius 

 likvidavimo 

et. al. 2005).

GLV infekuoti galvijai yra nustatomi tik pavieniais 

atvejais (Milius et. al. 2005) ( .).

vo daugiausia Pasvalio rajone (4,65 %). 

1.4 pav.

0,36%
 0,28%

 1,49 %

 0,61 %

  0,0  %

  0,13%

  2,31 
%

  1,68 
%

 0,0 %

0,49 % 0,33 %

 1,21 %  4,65 %  0,76%

 0,0%

0,25 %  1,17 % 
 1,01 %

 0,0 % 

 0,0%
  0,0%

  0,0%

 1,99 %  0,0 %

  0,0 %

 0,68%

  0,0 % 1,88% 

  0,73 
%  1,02%

  0,31%

 0,0 %

 0,29 %

  0,0%

0,0%  0,0%

0,0 % 

 0,0 %

2,94%

 0,0 %

  0,0%

  0,0%

  0,0%

2,42%

 Viso Lietuvoje 2008 metais 

 nustatyta 100 

- 0,69%,
Kalvarijos posk.-1,09
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vijo 

tyrimo kaina – 1 Lt. Taigi per 2000–2004 metus GLV tyrimams

(Milius et. al. 2005).

vystymosi stadijos bei imuninio atsako formavimasis 

besimptomis periodas (Harris 1989; 

kraujotakos sistemoje ir limfiniuose audiniuose (Florins 

ADDL [interakt

8)

in situ p24 

gp51 ir gp

mazguose (Heene

env geno koduojamus glikoproteinus 

gp51 ir gp30, tiek gag koduojamus baltymus p24 ir p p24 ir 

gp51 (Juliarena 2009)

al. 1997). p24, gp51 ir gp30

- tarpyje (Harris 1989).

1.5 pav.
mazgo e
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– persistent

(Stone et al. 2000; Vetmed [interaktyvus]; Gillet et al. 2007; ADDL 

[interaktyvus]; Collins et al. 2005). Viruso in vitro ekspresijos supresija tam tikrais GLV 

(Stone 

et al. 2000). 

infekcijos nustatymo metodai

trukme (Beier et al. 1998; Simard et al. 2000a). 

Daugumoje GLV infekc – IFA)

(Harris 1989), PGR) (Juliarena et al. 2007; Teifke, 

Vahlenkamp 2008) ir kt.), naudoja

pradmenys, nukleotidai ir kt.) bei atliekamos pa

be papildo

reakcijos (Meas et al. 2000a; Simard et al. 2000b), imun Hoff-

J rgensen 1991; Gutiérrez et al. 2001, Dairymd [interaktyvus]), imunodoto (Llames et al. 1999), 

immunobloto (Grover and Guillemain 1992; Johnson et al. 1998; Kittelberger et al. 1999), 

9) ar PGR (Klintevall et al., 1994, 

imunofermentiniai testai yra labai 

(OIE 2004). Buvo sukurtas ir toliau yra kuriami elektrocheminiai immunosensoriai, 

nustatantys specifinius anti-gp51 gp Kurtinaitiene et al. 2008).

IDR ir IFA yra GLV nustatymo metodai, bet 

-2 paras, IFA apie 4-24 valandas, PGR apie 2-3 
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bus sukurti imunoanalizei skirti 

).

1.6. Biologiniai jutikliai

Biologiniai jutikliai –

elemento (BAE), ties

 (Sharma et al. 2003; Holme 1998; 

Sonleitner 1999; Shankaran et al. 2007; Bonroy et al. 2006; Subrahmanyam et al. 2002; Nice, 

Catimel 1999; Kumar 2000 tinaitiene et. al. 2008; Wang, 

Wang 2008), receptoriai (Subrahmanyam et al. 2002), a rba antigenai (Gobi et al. 

aran et 

generuojamas signalas yra perduodamas signalo keitikliui

Ka

s, 2005).

1.6 pav. Biologinio jutiklio schema

Pagal imobilizuotojo BAE 

katalizinius ir  (Ra 2005; Kausaite et al. 2007). 
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2007; Su

al. 2007), aplinkos monitoringe (Kurosawa et al. 2006; Gobi et al. 2007), genetikoje, saugumo ir 

i elektrinius 

mokslus (Sharma et al. 2003).

-

nus

imero 

2005). 

Tokios pr biomolekuli

proceso metu (Wang 2000).

1.8. Imuniniai jutikliai

 kompleksas (Flanagan, Pantell 1984; Shankaran et 

al. 2007):

Ak + Ag 

–

svetimom
5 –

109 L mol-1) (Wang 2000; Vaughan, Guilbault 2007). 

Kuriant imuninius jutikliu
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Shankaran et al. 2007)

ko -

2005).

tims (Sharma et al. 2003).

3)

1.11.4.

007; Gobi et al. 2007; Shen et al. 

1.9.1. Elektrocheminiai imuniniai jutikliai

Elektrochemin

onduktometrinius (Ramanavicius 2005; 

Shankaran et al. 2007; Holme 1998; Nice, Catimel 1999; Sonleitner 1999; Gobi et al. 2007).

Amperometriniai 

oksidacijos-

kuris kinta fermento katalizuojamos reakcijos metu elektrolito tirpale (Sonleitner 1999).

1.9.2. Pjezoelektriniai imuniniai jutikliai

veikimo 

– KKM) (Shankaran et al. 2007; Nice, Catimel 1999).
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(Elektronika [interaktyvus]; Piezocryst [interaktyvus]).

ginius jutiklius. 

ti kvarco 

- Quartz Crystal Microbalance – kvarco kristalo 

–

Elektronika [interaktyvus]).

pjezoelektriniu 

Curie 1880 m. (O‘Sullivan, Guilbault 1999; Piezocryst 

[interaktyvus]; CCRMA [interaktyvus]; Vaughan et al. 2001; Susmel et al. 2000). Tiesioginis 

piezo –

kristalas (pjezoelektrikas),

kliai (Piezocryst 

pjezo

(Wang 2000).

1.7 pav. elektri

(Wang 2000). 



26

1.9.2.2. KKM imuniniai jutikliai 

tirti bei kitiems biologiniams, imunoanaliziniams tyrimams (Luo et al. 2007; Kurosawa et al. 

2006; Kupciunaite et al. 2006). 

judamai 

pokytis, ∆ ∆f (Ferreira et al. 2007; Kumar, 2000; 

Vaughan et al. 2001; Susmel et al. 2000; Deng et al. 2006; Luo et al. 2007; Kurosawa et al. 

2006; Tang et al. 2006; O‘Sullivan, Guilbault 1999).

µρAmff /2 2

0
∆−=∆ , (1.1)

kur f0 – aktyvus kristalo plotas (0,205 cm2), ρ -

tankis (2,648 g/cm2), µ - ×1011) (Wang 2000; Kurosawa et al. 2006).

1.8 pav. Kvarco kristalo rezonatorius a) kvarco kristalas, b) aukso elektrodas, c) ir d) 

, taip pat 

yra naudojami ir elektrochemin

2000; Kurosawa et al. 2006; Luo et al. 2007; Spangler, Tyler 1999). Pirmasis pjezoelektrinis 
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Dau

-SH ar –SS-) kovalentiniu

yra jungiami bifunkciniais reagentais su viena laisva tioline grupe

imobilizavimas panaudojant savitvarkius monosluoksnius ar kitais metodais ne visada garantuoja 

paprastai svarbi problema, kuriant 

imuninius jutiklius (Sharma 2003).

1.9.3. Optiniai imuniniai jutikliai

elipsometrija ir interferometrija buvo 

pritaikyti daugiafunkciniams optiniams biologiniams jutikliams sukurti (Nice, Catamel 1999). 

t 

sukeltas ligas (Tsai, Li 2009), nustatant toksinus (Wang XH, Wang S 2008), alergenus (Huang et 

al. 2008), hormonus, steroidus, imunoglobulinus (Kausaite et al. 2007b), tiriant maisto (Tsai, Li 

teofilinas, kofeinas, ksantinas, streptomicinas (Kausaite et al. 2007b). PPR biologiniais jutikliais 

loginiai jutikliai taikomi 

susidariusio komplek
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-receptoriaus, 

antigeno-

biomedicininiuose tyrimuose (Kausaite et al. 2007b).

 PPR biologiniai jutikliai turi kelis 

(Tsai, Li 2009; Gobi et al. 2007):

1) Matavimai vykdomi realiame laike (Tsai, Pai 2009). Prisijungimas yra stebimas 

Huang et 

al. 2008; Shankaran et al. 2007).

selektyvumas, ir pan.)

kinetiniai ir t

Lofas, Johnsson 1990). 

(Tsai, Pai 2009; Shankaran et al. 2007). 

4) PPR jutiklia

XH, Wang S 2008; Huang et al. 2008).

5) PPR jutikliai

1999; Gobi et al. 2007; Wang XH, Wang 

S 2008). Detekcijos riba 20 kDa molekul  yra apytiksliai 1-10 nM (Huang et al. 2008).

6

Pavir i

rimo 

-
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rezonansu (Kausaite et al. 2007b; Shankaran et al. 2007). urinti 

tiksliai atitinka kvant 2005).

–

. 1.9. pav.) 

(Kausaite et al. 2

– A) 

1.9 pav.) 

1.9 pav.

1.10 pav.), kadangi 

1999). Tokia greitai nykstanti ba

 nei 300 nm 

te et al. 2007b).
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1.10 pav.

aukso sluoksnis a

1.10.3. PPR taikymas bioanaliziniams tikslams

ngia arba disocijuoja 

nuo jutiklio (Mice, Catimel 

konstantas.

. 1.11 pav.) yra taikomas PPR 

 tikslumo matavimas tol, kol nusistovi pusiausvyra tarp 

 laipsnio

1 ng/mm2 -3 (Tsai, Pai 2009; 

Kausaite et al. 2007a; Lofas, Johnsson 1990).
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1.11 pav. (Kausaite et 
al. 2007b)

nei 100 -

-400 nm) prasiskverbimo gylis 

n

005; Kausaite et al. 

2007b).

uriuo metu detektuojamas PPR kampo kitimas 

sensogramoje ( 1.12 pav.), – 100s) (Mice, 

1.12 pav.
tarpmolekulinio komplekso susidarymo ir to komplekso disociacijos tyrimo bei biologinio 

2005)
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signalo – – 420s), tirpalas su analite yra 

(420 -

grynas buferis (520 – us 2005; Kausaite et al. 2007b)

(Mansuy-Schlick et al. 2006). Imobilizavimas 

 aktyvumo 

(Kuprianou 2009). 

imobilizavimo pasirinkimas (Lee et al. 2003).

–

ecifiniai 

(Lerner 2003).

-limfocitai (Lerner 2003), kurie sudaro apie 15% kraujyje 

cirkuliuo bone marrow

-limfocitais. Aktyvinti B-

(Kollman, Roehm 2005).

(A 2001).

–

( iapaite, 2007; Conroy et al. 2009; Abbas, Lichtman 2004; Pinchuk 2002; 

Burmester, Pezutto 2003). –

VL L –

variabilaus VH H1, CH2, CH3

(Koolman, 

Roehm 2005; 2007; Conroy et al. 2009; Kubby, 2002; Pinchuk 2002), sudarydamos 

L2H2 150 kDa) (Koolman, Roehm 2005).
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2003; ).

– tai vieta tarp CH1 ir 

CH2 

grandines (Burmester, Pezutto 2003; Pinchuk 2002)

2001). 

1.13 pav. (Koolman, Roehm 2005; Piercenet [interaktyvus])

(Lerner 2003). 

u (Eales 2003). Skirtingi 

ntigeno epitopo vadinamas 

d) (Pinchuk

2002). Dauguma d

10-6 iki 10-9 

metu, Kd
-8 iki 10-11 M (Abbas ir Lichtman 2004; Kubby 2002; Pinchuk 2002).

2004).
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1.11.2. 

– tai IgG, IgM, 

– –

IgD – – grandines  (Burmester, Pezutto 2003; Conroy et al.

2009; Lerner 2003; Kollman, Roehm 2005

(Burmester, Pezutto 2003).

–

-formos subvienetai), t.y. turi 

–

monomeras, sudarantis 

(Lerner 2003; Eales 

2003) –

 sudaro 

(Koolman, Roehm 2005; Eales 2003); daugiausia IgM 

monomero y  Serume IgM monomerai yra sujungti 

– mono  Sekretuojamas IgA (dimeras, gausiai 

vietinio 

ofloros (Lerner 2003; Koolman, 

Roehm 2005). IgD

IgD  IgE yra 

(Lerner 2003; Kuby 2002; Abbas, Lichtman 2004; Piercenet 

[interaktyvus]).
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1.14 pav. (Burmester, Pezutto 2003)

γ1), IgG2 

(γ2), IgG3 (γ3) ir IgG4 (γ

1.15 pav. IgG 1, IgG2, IgG3, IgG4 (Kubby, 2002)

1.11.3. 

 susidaro imunizuojant 

k.t.)

 vadinami polikloniniais. Polikloniniai 
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(Huang et al. 2008) bei kuriant imunoanalizines 

– ga

. 

analizines sistemas (Abbas, Lichtman 2004).

1.11.4. 

s, 

sujungimas bifunkciniais reagentais, kovalentinis prijungimas, imobilizavimas panaudojant 

bakterinius ar plazmos baltymus 1.16 pav.) (Sharma et al. 2003):

1. Adsorbcija (Hu et al. 2008): , silikatiniai geliai, stiklas,

Van der Walls’o

Vikholm 2005).

2.  (Hu et al. 2008): Jeigu polimerinis gelis ar polimera

2009), pvz. poliakrilamidas, krakmolas, nilonas (Sharma et al. 2003).

3. Sujungimas bifunkciniu reagentu e, 

panaudojant tokius bi- ar multi-funkcinius reagentus, kaip glutaraldehidas, di-izocionato 

heksametilenas, 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzenas ir kt. (Bonroy et al. 2006; Lee et al. 

2005; Sharma 2003)

4. Kovalentinis prijungimas (Hu et al. 2008): Prijungiama p

per tokias funkcines grupes – amino, karboksilines, imidazolo, hidroksilo ir kt. (Tsai, Pai 

2009; Kuprianou et al. 2009; Chu et al. 2006; Vikholm 2005).

5. Panaudojant bakterinius baltymus

(Tsai, Pai 2009; Chu et al. 

2006; Vikholm 2005; Lee et al. 2003).

6. , pvz. biotinas – avidinas (Cho et al. 2005; 

Vikholm 2005; Hu et al. 2008). 

7. Panaudojant savaime besiformuo (O‘Sullivan, Guilbault 1999; 

Kuprianou et al. 2009; Lee et al. 2005; Vikholm 2005; Lee et al. 2003).
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1.16 pav. - adsorbcija, 2 - 3 -
Kry mas, 4 - Kovalentinis prisijungimas, 5 - imobilizavimas, panaudojant
bakterinius baltymus, 6 - 7 - panaudojant 
savaime besiformuojan

1.11.5. skaldymas

fragmentai – F(ab’)2 – Fc (angl. 

crystalline fragment) (Conroy et al. 2009; Vikholm 2005; Lee et al. 2005

H ir VL atitinkamai), sujungtus 

(Piercenet 

[interaktyvus]; Conroy et al. 2009; Ciapaite 2007).

1.11.6. 

F(ab’)2, Fab’, Fab 

 pav. ir 

F(ab 2

Fab‘ (55 kDa IgG, 75 kDa IgM) fragmentai gaunami F(ab 2 redukcijos metu. Fab

konjugatui su fermentu, toksinu, baltymu sudaryti.
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1.17 pav. (Piercenet [interaktyvus])

Fab H, CH ir VL, CL

Fv (25 kDa) y

H ir VL

“r IgG” (80 kDa) –

„r 

IgG“ fr tus. 

Fc (50 kDa) fragmentai turi CH2 ir CH3

antigeno, bet atlieka efektorines funkcijas (Piercenet [interaktyvus]).

neskaldytus imunoglobulinus, nes:

1.

2.

3.

rezultatus imunohistocheminiuose tyrimuose;

4. - veikai tirti;

5. (Piercenet 

[interaktyvus]).

a romatografijai (Wang et al. 2005; Cho et al. 2007). Pagrindiniai imobilizavimo 

.
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al. 2006) ir 

per -SH grupes, prisijungiant prie baltymo A 

-

SH) 1.18 pav.) (Wang et al. 2005; Cho et al. 2007).

2000). Aukso 

, Pai 2009). 

gali kelti fizikinis prisijungimas (Vikholm 2005).

1.18 pav.  imobilizacijos schema (Karyakin et al. 2000)

-merkaptoetilaminas, DTT) ir gaunami 2 redukuoti 

 priklauso 

,

us 

(Karyakin et al. 2000).
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pH-metras-milivoltmetras, pH-673 M (Rusija);

Lenkija);

Analit

UV/VIS spektrofotometras Lambda 25 (PerkinElmer®, Anglija);

Termostatas TC-80M-2 (Rusija);

Centrifuga 5415D (Eppendorf AG, Vokietija);

JAV);

PPR analizatorius Autolab ESPRIT (ECO-Chemie, Olandija)

 Acquistation, Kinetic evaluation, 

Excel, SigmaPlot.

s viruso nustatymo rinkinys (Kursko Biofabrikas „Biok“, Rusija);

DTT (ditiotreitolis) (Sigma, JAV);

Kalio chloridas, KCl, natrio chloridas, NaCl 

Kalio hidroksidas KOH (Reanal, Vengrija);

Amonio sulfatas (NH4)2SO4 (Fluka, Olandija);

Albuminas (toliau – BSA) (Carl Roth GmbH&Co. KG, Vokietija) ;

PBS buferi

N,N‘-metilen-bi-akrilamidas; amonio persulfatas (Carl Roth GmbH&Co. KG, Vokietija);

Vandenilio peroksidas, H2O2, 30% (AppliChem, Vokietija);

2SO4 (Merck, Vokietija);

TRIS – Co. KG, Vokietija), 

Natrio dodecil sulfatas (toliau – SDS) (Merck, Vokietija);

Merck, Vokietija).
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2.2. Metodai

lemia 

 tam tikros koncentracijos, nuo 

irpinamos 1mL-e dist. H2

µ

pakartojamas, tik

–

2

us 1999).

dojant 6 mg/mL 

fosfatiniame buferyje, pH 7,4. Inkubuojama 60 min. 37°C 

2.1 pav. 

2.2.3. Imunodifuzijos reakcija agaro gelyje

Imunodifuzijos reakcija buvo atlikta pagal Ouchterlony (1968) . IDR 

buvo taikoma gp . Buvo naudotas 

% agaro 
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min. Po to gel

−

ti agaro geliu padengti objekt

2.2.4. Spektrofotometriniai matavimai

Matavimai buvo atl

tirpalu buvo naudojamas buferis. Absorbcija buvo matuojama 200 -

Matavimo rezulta

Baltymo koncentracijos nustatymas buvo atliktas pagal D. Labeikyt

ozino liekanos baltymuose 

esant 280 nm bangos ilgiui

260 nm bangos ilgiui ir trukdo tiksliai nustatyti 

i :

Baltymas (mg/mL) = 1,45·A280 – 0,74·A260 (2.1)

kur: A – sugerties dydis, esant 260 ir 280 nm bango ilgiui.

t

dodecil sulfato poliakrilamidiniame gelyje (12%) 

– SDS-

lauke. SDS-

pakaitinti esant joninio 

detergento (SDS) pertekliui. redukuoja -S-S- tiltelius iki -SH 

gr

-S

Balty

frag
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Kvarco kristalo (toliau -  Kvarco kristalas 10 min. laikomas acetone, o po 

2SO4 

0,3 -0,3 V.

KKM . kvarco 

kristalu prijungiama prie K  ba

2.2 pav. Kvarco krist

PBS, pH

bu mg/mL), registruojam

Specifiniai anti-gp51

gp

jokios

registruojama PPR imuninio jutiklio sensograma –

– asociacijos ir discociacijos 

ka (M
–1s–1) ir kd (s

–1
a, 

.

. Naujas jutiklio lustas valomas NaOH ir HCl. Tam jutiklio 

1 mol/L NaOH tirpal

pamerkiamas
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Ant la

2.3 pav.). 

2.3 pav. PPR jutiklio lusto u

natrio dodecil sulfato (SDS) bei 50 mmol/L 

NaOH arba 100 mmol/L HCl tirpalas. Stabilizavimas vykdomas 2 min. intervalais apie 30 min.

– anti-gp51

 Imobilizavimas atliekamas abiejuose

Naudotas 1 mg/mL anti-GLV tirpalas 10 mmol/L fosfatiniame (PBS) tirpale, pH 7.4. Skaldyti 

anti- - funkcines grupes. Imobilizavimas 

vykdomas 15 min. Neprisijun aus skaldyti anti-

 praplovus 10 mmol/L PBS tirpalu, pH 7.4.

anti-gp51 stabilizavimas. 

imobilizuotais anti-  stabiliai bazinei linijai 

 naudojamas 10 mmol/L PBS buferinis tirpalas, pH 7.4 ir 0.5% SDS bei 50 

mmol/L NaOH arba 100 mmol/L HCl tirpalai

Stabilizavimas vykdomas 2 min. intervalais apie 30-45 min.

PPR tyrimai atliekami PPR

analiza  pav.).
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2.4 pav. PPR analizatorius Autolab ESPRIT (ECO-Chemie, Olandija)

2.4 pav.), kuriame vienas kanalas naudojamas 

– plonu 

aukso sluoksniu

spinduliuojamos p-

eliminuoja 

viesos intensyvumo 

evaluat

a eksperimento duomenis. 

sunku ar net

2 re Path 

[interaktyvus]).

, (2.2)

kur rf – x – –
– 2

pn

rr
n

xf

−

−
=

∑
1

2

2

)(
χ
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 taip, kad tam  kryptingai 

orientuoti.

-SH) 

paprastos adsorbcijos proceso metu. Imuniniai jutikliai, kuriuose pavyksta kryptingai 

, kad 

regeneruojamas. 

2.2.1. skyriuje 

olimesniems tyrimams. Naudojant 

mg/mL, 

3 mg/mL.

ninimo patikrinimas elektroforez

o sulfato poliakrilamidiniame 

a 3.1 

(2, 3 takeliai) ir nevalyto (4, 5 ta -gp

ro amonio sulfatu meto

y

3.1 pav. -gp ama: 2,3 –
– serumas; 1,6– markeris

116 kDa

66,2 kDa
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mg/mL 

3.2 pav.

3.4. Imunodifuzijos reakcija (toliau - IDR)

IDR buvo atlikta pagal 2.2.3. skyriuje

gp

3.3 pav.). 

3.3 pav. os 
skaldant 6 mg/ml DDT tirpalu
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3.3 pav. IDR agaro gelyje stebimos 2 precipitacijos juostos tarp antigeno GLV gp51 ir

 (kontrolinio serumo) (3.3

(naudojant 6 (3.3 juosta). Tai

DTT buvo pasirinktas, kaip reduktorius skaldantis tarp antik

udojamas 6 mg/mL reduktoriaus tirpalas:   

3.4 pav. – markeris; 2,3,4,5 - skaldyti anti

ugiausia yra 

70-  (I r

redukuotos formos fragmentus, kuriuos sudaro pilna sunkioji bei 

lengvoji gran s. 

3.

pjezoelektriniam jutikliui sukurti, o PPR aparatas – optiniam jutikliui gauti. Norint pagaminti 

66,2 kDa

116 kDa

45 kDa

70-90 kDa
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3.5 pav.
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3.6.1. KKM imuninis jutiklis

a

- kso sluoksniu 

padengtus  USA). 

i rtinti kryptingo 

anti

y

r  ir buvo 

g

µρAmff /2 2

0
∆−=∆ (3.1)

kur f0 – aktyvus kristalo plotas (0,205 cm2), ρ -
tankis (2,648 g/cm2), µ - ×1011).

ºC temperat

–

ºC temperat

Nors aktyvus elektrodo p cm2 ojamas 1-am 

cm2. 

tempe 515 µg/cm2 ± 0.6). 20ºC temperat

0,435 µg/cm2 ± 1.1

y

imuninio jutiklio

antigenu. 
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 H

z

anti-gp51 imobilizavimas

20°C, 6 mg/mL DTT 37°C, 6 mg/mL DTT

3.6 pav.
ima

gmentais, buvo panaudoti 

gautus eksperimentinius rezultatus, efek

m m

l tolimesniems tyrimams buvo panaudotas efektyvesnis skaldymo 

m

3.6.2. PPR imuninis jutiklis

 anti-gp  imobilizavimo PPR jutiklio lusto 

Tyrimai buvo atlikti dvikanaliu PPR analizatoriumi Autolab ESPRIT. Vienas kanalas 

naudojamas signalo registravimui, o kitas kanalas yra palyginamasis, kuris padeda 

– PPR 

ka . 3.7 pav.).

-gp  buvo atliktas aukso pavir

stabilizavimas 10 mmol/L natrio fosfatiniu (toliau – PBS) buferiniu tirpalu, pH 7.4 ir 100 

mmol/L HCl tirpalu. anti-gp51 

1 mg/mL anti-gp51 tirpalas 10 mmol/L PBS buferiniame tirpale, pH 7.4. Tyrimas pradedamas 

per

linija stabilizuojasi, atliekamas anti-gp51 imobilizavimas pastovioje 37°C tem

7 
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esant tirpale oro burbuli

efektyvumas.

Imobilizavimas

-1700
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Laikas, s 
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1 kanalas 2 kanalas

3.7 pav.

 priklauso

jutiklio 

PPR jutiklio signalas tis 

atitinka apie 1 ng/mm2 -3

nustatyta, kad PPR jutikli 5,5 ± 0,45 ng/mm2 (0,55 ± 0,05 µg/cm2)

anti-gp51 8 pav.). anti-gp5

0.01

0.55

0

0.1

0.2

0.3
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0.5
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0.7

im
o
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ili

za
v

im
a

s
 p

a
v

ir
š

iu
je
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g
/c

m
2

Natyvus Ak

Skaldytas Ak

3.8 pav.
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At zavusio 

– 0,12 ± 0,5 ng/mm2 (0,01 ± 0,05 µg/cm2) 8 pav.). Tokie gauti rezultatai 

zavimo PPR jutiklio 

 l

plotas buvo blokuotas  10 mg/mL BSA tirpalu. 

anti-gp51 

3.9 pav.)  buvo nustatyta, kad anti-gp51 an

37°C tem 8%

anti-gp51 

0.01 0.004

0.55
0.51

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

PPR                                   KKM

im
o

b
il

iz
av

im
as

 p
av

ir
ši

u
je

, 
m

ik
ro

g
/c

m
2

Skaldyti ak

3.9 pav.
palyginimas 

 toliau -

a 3.10 pav.). PPR 

PPR kampo pokytis buvo registruojamas sensogramos pavidalu.
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Stabilizavimas
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3.10 pav.

0 paveiksle -1200 s) 

 su antigenu.

anti-gp51

tirpale tyrimas

Imobilizavus anti-gp51 

10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, pH 7.4. Imobilizuoto anti-gp51 ir GLV antigeno gp

antigeno tirpalas PBS buferiniame tirpale, pH 7.4. anti-gp51 ir GLV antigeno

pradedamas juti anti-gp51 

. PPR 

anti-gp51 fragmentais. GLV 

antigeno prisijungimas prie anti-gp51  fiksuojamas 

sensogramoje 1 pav.). 



55

-10

0

10

20

30

40

50

60

70

-170 330 830 1330 1830

Laikas, s

K
am

p
as

, 
m

il
il

ai
p

sn
ia

i

0.01

0.05

0.1

0.2

0.5

3.11 pav. PPR signalo kitimas, esant skirtingoms GLV antigeno koncentracijoms:
1 – – asociacijos stadija; 3 –
disociacijos stadija; 4 – regeneracijos stadija

-gp51/gp

gp anti-gp51/gp51 

,

0.5% SDS ir 50 mmol/L NaOH, ir praplovus PBS buferiniu tirpalu (pH 7.4), PPR jutiklio 

iuo atveju galima atlikti pakartotini

specifinio anti-gp51  fragmento ir GLV 

Ek

-gp51

1:1

anti

2 pav.):
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3.12 pav. -gp51

Supaprastin

(3.2)

kur A – – tirpale esantis GLV antigenas, ka – asociacijos 
-1s-1 kd – –1

Pagal

0)0]([,)0]([

][][][
][

][][][
][

max ==

⋅−⋅⋅=

⋅⋅−⋅=

ABRA

ABkBAk
dt

ABd

BAkABk
dt

Ad

da

ad

(3.3)

kur [AB] – susidariusio komplekso koncentracija, [A] ir [B] – atitinkamai imobilizuoto Ak ir laisvo GLV 

antigeno koncentracijos; masvalentingu
M

MR
R

Ak

AgAk ⋅
⋅

=max -

–

-antigeno kompleksui GLV antigeno koncentracija tirpale yra labai 

R, 

RkRRCk
dt

dR
da ⋅−−⋅⋅= )( max (3.4)

(Bath 

[interaktyvus]) t parametrus:

0

)(
max ]1[

R
kCk

eRCk
R

da

kCk
a

t

da

+
+⋅
−⋅⋅⋅

=
+⋅−

(3.5)

3.11 paveiksle pasirinkus tik asociacijos st

3.13 pav.).
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3.13 pav. Asociacijos stadijos esant skirtingoms GLV antigeno 
koncentracijoms 

3.13 pa

3.14 pav.), kurioje 

y = 119.1x + 4.1476

R2 = 0.9943
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S
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3.14 pav. PPR signalo skirtumo pr
GLV antigeno koncentracijoms

Asociacijos stadijos metu (3.

0]1[ ReER sk
t +−⋅= − , (3.6)

kur E – maksimalus PPR kampo poky
ks=(kaC+kd);   R0 –signalo dydis, kai t=0. 
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mg/mL) 

– 2=9,3 ± 1,5 2 dydis svyravo nuo 13 iki 65. Toks

1:1 

Kadangi esant 0,01 

mg/mL 

- -

1 lentel  Kinetiniai specifiniai anti- r GLV gp51 antigeno

[GLV gp51], 
mg/mL

[GLV gp51], 
M

ks, s
-1 ka, M

-1 s-1 kd, s
-1 2

0,01 1,96·10-7 1,5·10-3±2,3·10-5 8,5·104±7,7·10-4 1,9·10-4±1,5·10-3 9,3 ± 1,5

Nors  modelis geriausiai atitiko eksperimentinius 

duomenis, esant 0,01 mg/mL GLV antigeno koncentracijai, 

tyrimus.

 tarp imobilizuoto specifinio anti-gp

S -gp  komplekso susidarymo greitis (dR/dt) 

 pagal 3.4

0)( max =⋅−−⋅⋅= pusdpusa RkRRCk
dt

dR
(3.7)

(3.8)

Tyrimo metu gauti rezultatai buvo pavaizduoti grafike (3.15 pav.), kuriame y-

pus/C, o x- – Rpus, m
°

A.

pusAA
pus RKRK

C

R
⋅−⋅= max
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KA, kuri yra lygi 3,1·105 M-1. Kuo 

3.15 pav. -Ag kom
0,05; 0,1; 0,2 mg/mL

-

%100×
∆Θ
∆Θ

×=
Ag

Ak

Ak

Ag

M

M
ω

kur: MAk – Ag – PPR kampo pokytis, prisijungus GLV 
antigenui; MAg – Ak – PPR kampo pokytis po Ak 

gp 51 kDa (Johnston, Radke 2000; 

Basu et al. 2003) – 80 kDa, buvo pasiektas komplekso 

2009), kad esant atsitiktinei 

Kiekvie

jutiklis buvo 

regeneruojamas 6-8 kartus, esant GLV antigeno 0,01 mg/mL koncentracijai. Gauti rezultatai, 

pavaizduoti 3.16 pav., rodo, kad jutiklio 3 alo pokytis skiriasi 4%. Kin

 gauto 30% (Tsai, Pai 2009). 
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IŠVADOS

1. kaldant 

specifinius anti-gp 6 mg/ml DTT koncentracijos tirpalu,.

2. S elektrofo

 yra 70-90 kDa intervale.

3.  yra 97 - 98%

4.  jutiklis pa i kvarco kristalo 

mik

koncentracijas.

5. Tiriant anti-gp51/gp51 komplekso s veik , eksperimentinius duomenis geriausiai atitiko 

1:1 s veikos modelis, esant 0,01 mg/mL GLV antigeno 

koncentracijai tirpale.

6. anti-gp  su gp51 

antigenu, anti-gp51/gp51 KA yra lygi 3,1·105 M-1. Esant 

imobilizavimui kompleks

7. m antigeno nustatymui. 

Atlikus 3 – regeneracijos ciklus, prarandama tik 5% pradinio 

analizinio signalo. 
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