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Santrumpy sarasas

Ag — antigenas

Ak — antiklinas

BAE - biologinis atpazinimo elementas

BAM - biologiskai aktyvios medziagos

BMD - baigiamasis magistro darbas

BP — baziy poros

BSA - albumino baltymas

DTT - ditiotreitolas

EBI - Europos bioinformatikos institutas

GEL - galvijy enzootiné leukemija

GLV - galvijy leukemijos virusas

IDR - imunodifuzijos reakcija

KKM - kvarco kristalo mikrogravimetrinés svarstyklés
KU - Klaipédos universitetas

NAR - Nucleic acids research database

PPR — pavirSiaus plazmono rezonansas

SRS - i$pléstinés ieSkojimo tvarkos jrankis

VGTU - Vilniaus Gedimino technikos universitetas

ZTLV - zmogaus T lasteliy leukemijos virusas
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[VADAS

Gyvenimo kokybé ir jos gerinimas yra vienas 1§ aktualiausiy, svarbiausiy Zmonijos
sprendziamy uzdaviniy XXI amziuje. Tal sunkiai iSmatuojamas parametras, taciau jo lygi rodo
pastoviai vykdoma ligy, maisto ir aplinkos tarSos kontrolé, sparciai vystosi vaisty pramoné, daug
démesio skiriama zmoniy saugumui terorizmo uzgaidy pilname pasaulyje. Biologiniu jutikliy
taikymas ivairiose srityse gali padéti zmonijai spresti $iuos uzdavinius.

Pastaraisiais metais sparciai vystosi imunoanaliziniy sistemy, pvz., imuniniy jutikliy,
karimas ir taikymas Klinikiniuose, farmakologiniuose tyrimuose ir aplinkos uzterStumo
kontrol¢je. Optiniai pavirSiaus plazmono rezonanso ir pjezoelektriniai kvarco kristalo
mikrogravimetriniy svarstykliy biologiniai jutikliai vis dazniau yra naudojami tiriant naujy vaisty
savybes, maisto ir aplinkos uzterStuma, diagnozuojant bakterijy ir virusy sukeltas ligas, nustatant
toksinus, alergenus, hormonus, steroidus, imunoglobulinus. Nuo to, kaip greitai ir efektyviai bus
nustatytos ivairiy ligy priezastys, kartais gali priklausyti miisy paciy ar auginamu gyvuliy
gyvybe.

Lietuvos ir viso pasaulio zemés tkio, gyvulininkystés plétrai didel¢ zala daro galvijy
uzkre¢iamosios, ypa¢ virusinés, ligos, todél butina greitai, tiksliai ir efektyviai diagnozuoti
galviju virusines ligas, uzkirsti kelig ju tolimesniam plitimui. Laiku nustatant virusines ligas
galima buty iSvengti dideliy ekonominiy nuostoliy. Viena i§ tokiy virusiniy ligy yra galviju
enzootiné leukozé (toliau — GEL), kuria sergama visose pasaulio valstybése. Sios ligos
epidemiologinis protrukis gali sukelti sunkiai sustabdoma epidemija pasaulio mastu ir padidinti
ekonomings krizés rodiklius. Neigiamy veiksniy galima bitina iSvengti sukiirus stabily, jautry,
regeneruojama, pigy, betarpiSkai ir specifiSkai sgveikaujant] su nustatomaja analite imunini
jutikli.

Imuniniy jutikliy ktrime labai svarbus etapas yra antikiiny (arba kai kuriais atvejais
antigeno) imobilizavimas pavirSiuje: neuZtenka antikiinus imobilizuoti tam tikrame pavirSiuje,
reikia juos kryptingai orientuoti. Siuo metu yra naudojamos jvairios antikiiny imobilizavimo
skirtinguose pavirSiuose technologijos (suriSimas bifunkciniais reagentais, panaudojant
bakterinius baltymus ir k.t.). Tiesioginis antikiiny prijungimas prie auksu padengty pavirSiy ir
taip modifikuoty pavir$iy panaudojimas imuniniy jutikliy kirime yra labai svarbus ir daug
zadantis, siekiant sukurti pjezoelektrinius ir optinius imuninius jutiklius. Tokie jutikliai, kuriuose
pavyksta kryptingai imobilizuoti antikiinus, yra jautresni, gali saveikauti su didesniu kiekiu
analités, lyginant su imuniniais jutikliais, kur buvo taikoma atsitiktiné antikiiny orientacija. Sis

metodas Siuo metu yra vienas 1§ paciy perspektyviausiy antigeno-antikiino ir kity afiniskai
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saveikaujan¢iy medziagy saveikai nustatyti ir yra vis dazniau taikomas susirgimy diagnostikoje
ir biomedicininiuose tyrimuose.

Baigiamojo magistro darbo metu buvo tiriamas kryptingas antikiny imobilizavimas kvarco
kristalo ir pavirSiaus plazmono rezonanso jutiklio lusto padengty aukso sluoksniu pavirSiuose.
Tam buvo naudoti skaldyty specifiniy anti-gp51 imunoglobuliny fragmentai, kurie prisijungia
aukso pavirSiuje per laisvas tiolines grupes. Tokie imuniniai jutikliai buvo pritaikyti galvijuy
leukozés antigeno nustatymui ir kinetinei eksperimentiniy duomeny analizei. Atsizvelgus |
sprendZiamos problemos aktualuma, buvo iskelti atitinkami §iai uzduociai ivykdyti tikslai ir
uzdaviniai.

Baigiamasis magistro darbas buvo atliktas VU Imunologijos instituto Imunoanalizés ir
nanotechnologijy laboratorijoje, Nanotechnologiju ir medziagotyros centre ,,Nanotechnas®.

Nuosirdziai dékoju Nacionalinei veterinarijos laboratorijai uZ BMD reikalingy duomeny
suteikima, darbo vadovei dr. (hp) Almirai Ramanavicienei ir darbo konsultantui prof. Juozui
Kuliui uz visokeriopa pagalba, VU ChF magistrantei Justinai Kirlytei uz bendry publikaciju

rengima ir savo mamai uz meile ir moralinj palaikyma.

Darbo tikslas — istirti GLV gp51 antigeny ir specifiniy anti-gp51 antikiiny saveika aukso

pavirsiuje optiniu ir pjezoelektriniu imuniniu jutikliu

Darbo uzdaviniai:

1. [Ivertinti natyviy ir skaldyty antikiiny saveikos su antigenu efektyvuma.

2. Elektroforeziskai jvertinti skaldyty antikiny fragmentus.

3. Panaudojant kvarco kristalo mikrogravimetrines svarstykles (toliau — KKM) ir pavirSiaus
plazmono rezonanso (toliau — PPR) analizatoriy iStirti natyviy ir skaldyty antikiny
imobilizavimo aukso pavirsiuje efektyvuma.

4. Palyginti KKM ir PPR imuniniy jutikliy galimybes antikino-antigeno komplekso
saveikal tirti.

5. Palyginti eksperimentiniy rezultaty atitikima su teoriniais, panaudojant matematinj modelj.

6. Apskai¢iuoti anti-gp51/gp51 komplekso afiniSkumo konstanta ir jvertinti komplekso
saveikos efektyvuma.

7. Nustatyti GLV imuninio jutiklio daugkartinio panaudojimo galimybes.
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Sio baigiamojo magistro darbo (toliau — BMD) ,,Galviju leukemijos viruso saveikos su
specifiniais antiktinais aukso pavirsiuje tyrimas* dalis rezultaty buvo pristatyta:
1. 12-oje Lietuvos jaunyjy mokslininky konferencijoje ,,Bioinzinerija ir Bioinformatika“,
kuri jvyko VGTU 2009 m. balandzio 22 d.
2. Respublikingje studenty mokslingje konferencijoje "Chemija ir Chemin¢ Technologija",
kuri jvyko KU 2009 m. geguzés 15 d. Sios konferencijos metu darytas Zodinis

pranesSimas buvo jvertintas antro laipsnio diplomu (Zr. Priedus).

Dalis BMD rezultaty yra publikuota konferencijos praneSimy leidinyje:

1. Baniukevi¢ J, Kirlyté¢ J, Ramanavi¢ien¢ A, Ramanavic¢ius A. (2009) Kvarco kristalo
mikrogravimetrijos metodas antikiiny imobilizavimo bei saveikos su antigenu tyrimuose.
Respublikinés studenty mokslinés konferencijos “Chemija ir Cheminé Technologija”
praneSimy medziaga, Klaipéda 2009, 14-18 p. (zr. Priedus).

2. Baniukevi¢ J, Kirlyte J, Ramanaviciené¢ A, Ramanavicius A. (2009) Antikiiny
imobilizavimas aukso pavirS§iuje 12-0si0s Lietuvos jaunyjy mokslininky konferencijos
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1. LITERATUROS APZVALGA

1.1. Galvijy leukemija — véZiné liga

Galviju leukemija (galviju enzootiné leukozé (GEL), limfosarkoma arba piktybinio
pobiidzio limfoma) — tai uzkreCiama virusiné liga, kuria sukelia galviju leukemijos virusas
(GLV) (Gallo RC, Wong-Staal F. 1989, Gillet et al. 2007, Vetmed [interaktyvus]). Sia liga serga
suauge galvijai. Galvijai gali uzsikrésti bet kokio amziaus, iskaitant ir infekcijos galimybeg
embriono stadijoje. (Miller J 2005). Taciau didziausia tikimybé uzsikrésti (90%) yra
ankstyvajame gyvenimo periode (Vetmed [interaktyvus]). Si chronika liga i§sivysto per ilga
laikotarpi (1-8 metai) (Gallo RC, Wong-Staal F. 1989). Daug galviju gali buti uzsikréte Siuo
virusu, taciau tik 2-5% infekuoty gyviiny iSsivysto véZys po ilgo inkubacinio periodo. GLV
sukeliamas vézys aptinkamas gimdoje, zarnyne, Sirdyje (zr. 1.1 pav.) ir iSoriniuose limfiniuose

mazguose (Vetmed [interaktyvus]).

1.1 pav. Karvés Sirdies vézys, sukeltas GLV (Vetmed [interaktyvus])

Pirma karta galviju leukemijos virusa (GLV) atrado apie 1970-uosius metus (Miller J et
al. 1969), kai sékmingai buvo i$skirtos véziniy lasteliu kultiiros. Buvo nustatyta, kad leukemijos
pagrindas yra retrovirusiniai agentai, kuriuos sunku aptikti uzkréstuose gyvinuose (Gallo RC,
Wong-Staal F. 1989).

GLV infekuotame organizme viremija nustatoma tik pirmasias 2 savaites po GLV
patekimo i B limfocitus (Portetelle et al. 1978). Véliau GLV antigeny ekspresija néra stebima,
taciau hibridizacijos in situ metodu nustatoma retroviruso nukleokapsidés Serdinio baltymo p24
bei viriono iSorinio apvalkalo glikoproteiny gp51 ir gp30 sintez¢, vykstanti galvijy limfiniuose
mazguose (Heeney et al. 1992).

1.2. Galvijy leukemijos viruso (GLV) sandara
Galvijy leukemijos virusas (GLV) (zr. 1.2 pav.) yra egzogeninis retrovirusas (Gillet et al.

2007; ADDL [interaktyvus]), sukeliantis enzooting limfosarkoma - vézing liga ir pastovia
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limfocitoz¢ - gerybinio (nepiktybinio) pobiidzio neoplasting galviju limfocity transformacija.
Apie 70% GLV infekuoty galviju iSsivysto persistentiné limfocitozé, o 1-5% galviju -
limfosarkoma (Ferrer 1980; Gallo, Wong-Staal 1989; Hamblin, Oscier 1997; Schwartz, Levy
1996).

Atvirkstiné
transkriptazé lipidinis sluoksnis

gp51/gp30

1.2 pav. Galvijy leukemijos viruso struktiira (Nermut, Hockley 1996)

GLV, panasiai kaip ir kiti retrovirusai, turi atvirkStinés transkriptazés (pol), Serdiniy
(kapsidés struktiriniy) baltymu (gag) ir apvalkalo baltymy (env) genus (Collins et al. 2005).
MorfologiSkai, virusiné dalel¢ (60-125 nm diametras) yra sudaryta i§ centrinio nukleoido ir
iSorinio apvalkalo. 2 genominés viengrandés RNR kopijos yra supakuotos i viruso nukleoida.
p24 baltymai formuoja kapside, kurioje virusiné RNR saveikauja su pl2. Kapsidéje taip pat yra
2 fermentiniai baltymai: atvirkstiné transkriptazé ir integrazé. Kapsidés matrikso baltymas pl5
ir gp30 baltymai (Gillet et al. 2007; Johnston, Radke 2000).

GLV genomo analizé parode, kad yra tam tikra amino rugs¢iy seky homologija (apie
50%) tarp GLV ir ZTLV (zmogaus T lasteliy leukemijos virusas) (Trainin, Brenner 2005). GLV
yra giminingas ZTLV-1 ir ZTLV-2 struktiriniu ir funkciniu atzvilgiu. (Gallo RC, Wong-Staal F.
1989). Be to, ZTLV-1 infekuoja apie 20 mln. zmoniy pasaulyje, i§ kuriy 2-3 % sukelia T lasteliy
leukemija. GLV ir ZTLV apvalkalai pasizymi 36 % amino riigi¢iy identiskumu (Gillet et al.
2007). Be to, yra labai panasi GLV ir ZTLV sukeliamos ligos patogenezé. Sie retrovirusai
infekuoja pagrindines organizmo imuninés sistemos lasteles — B limfocitus. Specifiniai antiktinai

prie§ GLV baltymus buvo nustatyti ir Zmoniy organizme (Trainin, Brenner 2005).
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1.2.1. Geno env, koduojancio GLV gp51 ir gp30 baltymus, sekos savybés

Genas env (sutrumpinimas nuo envelope) koduoja du produktus: retroviruso apvalkalo
glikoproteinus gp51 ir gp30. Taciau gp51 baltymas yra GLV viruso pavirSinés struktiiros dalis,
kuria koduoja genominés RNR dalis. Koduojancio §i baltyma geno seka buvo rasta Europos
bioinformatikos instituto (toliau — EBI) duomenuy bazéje, pasinaudojus SRS irankiu, t.y.
iSpléstine ieskojimo tvarka. Genas yra sudarytas i§ 1548 baziy poru (toliau — BP). Env geno
sekoje raidés a, t, g, ¢ reiskia atitinkamai adening, timina, guaning ir citozina. Geno env sekos
dalis, kuri koduoja gp51 antigeno susiformavima yra Zemiau nurodyta mélyna spalva (EBI
[interaktyvus]).
402 T; O kiti;

Geno env seka: 1548 BP; 338 A; 499 C; 309 G;

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
gccctcececgg 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
ctctccceccg tcaaacccga ttacatcaac ctccgaccct gcccttga 1548

1.2.2.Transmembraninio GLV baltymo gp51 aminorigs¢iy seka

UniProt duomeny bazé - tai universali baltymy duomeny bazé, apjungianti kelias gerai
zinomas duomeny bazes 1 viena, t.y. Swiss-Prot, TTEMBL, and PIR, ir sékmingai suteikianti
informacijos apie baltymy sekas ir funkcijas bei nurodanti raktinius Zodzius, kuriuos galima
panaudoti tolimesniems ieSkojimams. env geno produkto - baltymo seka sudaryta iS
515 aminortgsciy, matosi C-galo (P-prolinas) ir N-galo (M-metioninas) aminoriig§tys. Mélyna
spalva yra paZymetos tos aminoriigstys, kurios sudaro gp51 subvieneto granding. Raidés Zymi 20
gamtoje egzistuojanCiy aminorugséiy. Kiekviena raidé reiskia viena aminortigsti (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 QDQQORLITAI 350
351 NQTHYNLLNV ASVVAQNRRG LDWLYIRLGF QSLCPTINEP CCFLRIQNDS 400
401 1IRLGDLQPL SQRVSTDWQW PWNWDLGLTA WVRETIHSVL SLFLLALFLL 450
451 FLAPCLIKCL TSRLLKLLRQ APHFPEISFP PKPDSDYQAL LPSAPEIYSH 500
501 LSPTKPDYIN LRPCP 515

1.2.3. env geno, koduojancio baltyma gp51 ir gp 30, erdviné struktiira
MODBASE yra visy galimy kiekvieno baltymo sekuy erdviniy struktiiry palyginimo
duomeny bazé. Modeliai yra kuriami ir apskai¢iuojami MODPIPE, PSI-BLAST, IMPALA,
MODELLER programy pagalba. Sioje duomeny bazéje buvo rasta env geno, koduojanéio
baltymus gp51 ir gp 30, erdviné struktiira (zr. 1.3 pav.) (ModBase [interaktyvus]).

B

LU

1.3 pav. Geno env produkto (baltymo) erdviné struktiira (ModBase [interaktyvus])

1.3. Epidemiologiniai rodikliai ir ekonominé Zala

Galviju enzootinés leukemijos (toliau - GEL), sukeliamos GLV viruso, pasekmiy
mazinimas ir Siomis dienomis yra vis dar labai aktualus. Nors higienos normos ir standartai
galvijy laikymui kelia aukStus reikalavimus, tac¢iau Vokietijos gyvuliy augintojai negali iSnaikinti
Sio viruso iki $iy dieny. (Teifke, Vahlenkamp 2008).

GEL sergama visose pasaulio valstybése. Vidutinio klimato regionuose virusas plinta per
infekuoty limfocity pernasa. Siltuose regionuose jis yra dazniau sutinkamas, o pernei¢jais labai
daznai tampa vabzdziai. (Gallo, Wong-Staal 1989). Nauji zidiniai daZniausiai atsiranda ten, kur
gyvuliai atvezami i§ uzkrésty tkiu (Milius et. al. 2005). Neekologiskose, uzterStose vietovése yra
aptinkamas didesnis infekuoty GLV galvijy skaicius. Ilga laika gyviinus laikant tokiomis
salygomis, jy imuninis atsparumas gali zymiai sumazéti (Ponomareva 2008).

GEL ekonominiai nuostoliai yra dideli (Juliarena 2009), nes uzsikrétes galvijas turi biti
skerdziamas, pvz. kiekvienais metais Kalifornijoje yra paskerdziama vir§ 5000 karviy,
uzsikrétusiy GLV. Virusui i$plitus, ne visi galvijai suserga. Taciau, jei karvé buvo infekuota, tai
jau lieka visam jos gyvenimui (Vetmed [interaktyvus]). Taip sumazéja galviju produktyvumas,
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jie brokuojami, utilizuojamos ju skerdienos ir organai, sutrinka veislininkystés darbas, daug 1ésy
iSleidZziama likviduojant liga (Milius et. al. 2005).

Lietuvos zemés iikio galvijininkystés plétrai didele Zala daro galviju uzkreciamosios,
ypac virusings, ligos, todél biitina greitai, tiksliai ir efektyviai diagnozuoti galvijy virusines ligas,
uzkirsti kelig jy plitimui Lietuvoje (Milius et. al. 2005). Kuo anksc¢iau nustatant virusines ligas
galima iSvengti dideliy ekonominiuy nuostoliy, kurie susidaro susirgus galvijams, gaiSimo atveju,
sumaz€jus meésos, pieno ir kitai produkcijai, netekus gyvuliy prieauglio ir bandy veislinio
branduolio (Collins et al. 2005; Milius et. al. 2005). Nemazi nuostoliai susidaro dél gyvu galviju
ir ju produkty prekybos apribojimo ar eksporto i kitas valstybes, taip pat dél iSlaidy, susijusiy su
kompensaciju iSmokéjimu uz kritusius galvijus, ar mokant galvijy virusiniy ligy likvidavimo
iSlaidas (Milius et. al. 2005).

Siuo metu serologiniais tyrimais GLV infekuoti galvijai yra nustatomi tik pavieniais
atvejais (Milius et. al. 2005) (zr. 1.4 pav.). Nacionaliné veterinarijos laboratorija iStyré, kad

teigiamai reagavusiy galviju leukozés atzvilgiu buvo daugiausia Pasvalio rajone (4,65 %).

Viso Lietuvoje 2008 metais
enzootinés galvijy leukozés (EGL)
atzvilgiu istirta 19270 galvijy kraujo
serumo méginiy, i$ jy nustatyta 100
teigiamy atvejuy, t.y 0,52%.

Pagégiy posk. - 0,69%,

Kalvarijos posk.-1,09

1.4 pav. Teigiamai reagavusiy leukozes atzvilgiu galvijy procentas 2008 metais Lietuvoje
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GEL yra viena i§ ligy, kuri padaro nuostoliy ne tik galvijy sveikatai, bet ir galviju
veisliniam darbui, ju produkcijai ir eksportui. Uzsikréte galvijai negali biiti parduodami veislei,
draudZiamas ju eksportas, jie likviduojami skerdziant (Vetmed [interaktyvus]). Vieno galvijo
tyrimo kaina — 1 Lt. Taigi per 2000-2004 metus GLV tyrimams buvo isleista 2 827 853 litai
(Milius et. al. 2005).

1.4. Galvijy leukemijos vystymosi stadijos bei imuninio atsako formavimasis

Daugumai GLV infekuoty gyviinuy budingas ilgas besimptomis periodas (Harris 1989;
Dairymd [interaktyvus]), kurio metu dar nestebimas padidéjes cirkuliuojanciy B lasteliy kiekis ar
augliy iSsivystymas (Doménech et al. 2000). GLV skatina B limfocity kaupimasi periferingje
kraujotakos sistemoje ir limfiniuose audiniuose (zr. 1.5 pav.) (Florins et al. 2008). Ilga Sios
infekcijos latentinj laikotarpi kai kurie tyrinétojai bando paaiSkinti tuo, kad Sios ligos pradzioje
yra infekuojami monocitai/makrofagai, kurie tampa virusy rezervuarais (Doménech et al. 2000;
ADDL [interaktyvus]). GLV infekuotame organizme vyksta daugelis molekuliniy, lasteliniy ir
audiniy poky¢iu (Bex et al. 1979; Pieskus et al. 1995).

GLV infekuotame organizme viremija nustatoma tik pirmasias 2 savaites po GLV
patekimo | B limfocitus (Portetelle et al. 1978). Véliau GLV antigeny ekspresija néra stebima,
taciau hibridizacijos in situ metodu nustatoma retroviruso nukleokapsidés Serdinio baltymo p24
bei viriono iSorinio apvalkalo glikoproteiny gp51 ir gp30 sintezé, vykstanti galvijy limfiniuose
mazguose (Heeney et al. 1992). Dauguma GLV struktiriniy baltymy yra imunogenai, bet
nattraliai infekuotame organizme formuojasi antiktinai tick env geno koduojamus glikoproteinus
gp51 ir gp30, tiek gag koduojamus baltymus p24 ir p15. Tacdiau vyrauja antiktinai prie§ p24 ir
al. 1997). Antiktinai pries p24, gp51 ir gp30 yra leukemijos ankstyvosios stadijos biidingiausias
rodiklis. Jie gali biiti detektuojami pirmyjy 2-3 savaiéiy laikotarpyje (Harris 1989).

ey 2

1.5 pav. Padidé¢jes nesveiky limfocity skaicius galvijy, seganciy limfosarkoma, limfinio
mazgo lastelese
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GLV infekcijos pasekmé — persistentiné limfocitozé (PL), yra aptinkama apie 30%
infekuoty galviju. (Stone et al. 2000; Vetmed [interaktyvus]; Gillet et al. 2007; ADDL
[interaktyvus]; Collins et al. 2005). Viruso in vitro ekspresijos supresija tam tikrais GLV
antik@inais ar baltymy kinaziy C inhibitoriais sumazina spontaning limfocity proliferacija (Stone

et al. 2000).

1.5. Galvijy leukemijos infekcijos nustatymo metodai

GLV infekcijai nustatyti naudojami jvairs metodai, kurie skiriasi jautrumu,
specifiskumu, sudétingumu, brangumu, analizés trukme (Beier et al. 1998; Simard et al. 2000a).
Daugumoje GLV infekcijos nustatymo metody (pvz., imunofermentiné analizé (toliau — IFA)
(Harris 1989), polimerazés grandininés reakcjos (PGR) (Juliarena et al. 2007; Teifke,
Vahlenkamp 2008) ir kt.), naudojami papildomi reagentai (zyméti antikiinai, substratai,
pradmenys, nukleotidai ir kt.) bei atliekamos papildomos procediiros, kurios ilgina analizg. Todél
zymiai perspektyvesni biity tokie nustatymo metodai, kuriuose GLV infekcija galétume nustatyti
be papildomy reagentuy.

Besimptomis GLV infekcijos periodas, apimantis ir inkubacijos stadija, gali tgstis
ménesius ar net metus. Sioje stadijoje GLV infekcija gali bati nustatoma imunodifuzijos
reakcijos (Meas et al. 2000a; Simard et al. 2000b), imunofermentinés analizés (Have, Hoff-
Jurgensen 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),
radioimuninés analizés metodais (Bossman et al., 1989) ar PGR (Klintevall et al., 1994,
Dumalakiené et al. 1995; Pieskus et al. 1995; Rola, Kuzmak 2002). DaZniausia naudojami
serologiniai testai yra agaro gelio imunodifuzijos reakcija ir imunofermentin¢ analizé (ADDL
[interaktyvus]). Sie metodai skiriasi jautrumu ir specifiskumu. Dvikryptés spindulinés
imunodifuzijos reakcijos (IDR) agaro gelyje pagrindas yra imuniné reakcija. Agaro gelio
poromis prieSprieSa difunduoja Ag ir Ak, juy susitikimo vietoje aiSkiai matoma precipitacijos
juosta, kuri yra saveikos tarp antigeno ir antikiny rezultatas. Agaras §iuo atveju dalyvauja kaip
nes¢jas ir kaip precipitato lokalizacijos vieta (Vaiciuniené 1997).

Siuo metu GLV antigenams nustatyti naudojami komerciniai imunofluorescenciniai ir
imunofermentiniai testai yra labai jautrts ir pasizymi dideliu specifiskumu nustatomai analitei,
bet néra nuolat naudojami diagnostikoje dél pakankamai sudétingo darbo su dideliu méginiy
skai¢iumi (OIE 2004). Buvo sukurtas ir toliau yra kuriami elektrocheminiai immunosensoriai,
nustatantys specifinius anti-gp51 antiktinus prie§ GLV gp51 antigena (Kurtinaitiene et al. 2008).

IDR ir IFA yra GLV nustatymo metodai, bet pagrindinis beveik visy §iu metody trikumas
yra gana ilga analizés trukmé, pvz., IDR trunka 1-2 paras, IFA apie 4-24 valandas, PGR apie 2-3
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valandas. Ilga analizés trukmé yra neabejotinas $iy analitiniy metody trilkumas ir todél galima
manyti, kad ateityje uzleis vieta modernesniems ir zZymiai greitesniems metodams. Sparciai
plétojantis mikroelektronikai ir biotechnologijos mokslams bus sukurti imunoanalizei skirti

lustai, kuriuose bus daugybé imuniniy jutikliy ir PGR testy rinkiniy (OIE [interaktyvus]).

1.6. Biologiniai jutikliai

Biologiniai jutikliai — tai analizinés sistemos, sudarytos i§ biologinio atpazinimo
elemento (BAE), tiesiogiai kontaktuojan¢io su atitinkamu signalo vertikliu, geban¢iu BAE
saveika su analite arba BAE sukeltus biokatalizinius procesus paversti iSmatuojamais elektriniais
signalais, proporcingais analités koncentracijai (zr. 1.6 pav.) (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). Analitémis gali buti fermentai (Kurtinaitiene et. al. 2008; Wang,
Wang 2008), receptoriai (Subrahmanyam et al. 2002), antikiinai arba antigenai (Gobi et al.
2007), bakterijos, lastelés, daugialasciai gyvi organizmai, jy audiniai arba organai (Shankaran et
al. 2007; Ramanavicius 2005).

Kai tiriamoje aplinkoje esama analités, saveikaujancios su BAE, Sios saveikos
generuojamas signalas yra perduodamas signalo keitikliui (zr. 1.6 pav.). Siuo metu sprendziant
tvairius analizinius uzdavinius labai daZnai taikomi jvairls optiniai, elektrocheminiai ir
pjezoelektriniai signaly registravimo metodai (Shankaran et al. 2007; Nice, Catimel 1999;
Kausaite et al. 2006; Wang XH, Wang S 2008). Tam pritaikomos ijvairios Sviesai jautrios
medZiagos, elektrai laidis pavirSiai, kvarco osciliatoriai, pavirSiaus akustiniy bangy irenginiai ir

jvairios puslaidininkiy savybémis pasizymincios medziagos (Ramanavic¢ius, 2005).

d keitildiz

ED Biologinés kilmés
medfaga (analités

Analite atpafinimas) Deteldorine (amplifittacija
it duotmerny apdorojimas)

Elektrinis
signalas

1.6 pav. Biologinio jutiklio schema

Pagal imobilizuotojo BAE saveikos su analite tipa biologiniai jutikliai yra skirstomi {
katalizinius ir afiniSkumo biologinius jutiklius (Ramanavi¢ius 2005; Kausaite et al. 2007).

Kataliziniy komponenty grupe sudaro fermentai, mikroorganizmai, audiniai; { afiniSkumo
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biologinés kilmés medziagy grupg jeina antikiinai, receptoriai ir nukleino rugstys. (Sharma et al.
2003). Biologinés kilmés medziagos yra atsakingos uz analités atpazinima (Shankaran et al.
2007; Subrahmanyam et al. 2002). Gamtiniy biopolimery tyrimas yra butinas augaly, gyviny
lasteliy ir jy audiniy funkcionavimo suvokimui (Sharma et al. 2003).

Biologiniai jutikliai gali biiti placiai panaudojami medicininéje diagnostikoje (Kausaite et
al. 2007), aplinkos monitoringe (Kurosawa et al. 2006; Gobi et al. 2007), genetikoje, saugumo ir
gynybos diagnostikoje. Biologiniai jutikliai, pvz. su nervinémis lastelémis uzaugintomis ant
mikroprocesoriaus pavirSiaus, gali reaguoti | toksiny buvima aplinkoje, sukeldami elektrinius
signalus. Tokios technologijos vienija mokslo sritis, pvz. elektrony inZinerija ir biologinius
mokslus (Sharma et al. 2003).

1.7. AfiniSkumo jutikliai

AfiniSkumo jutikliai - tai tokie biologiniai jutikliai, kuriuose pritaikytos afiniSkumu
nustatomajai analitei pasizymincios biologinés kilmés medziagos (antikiinai, vienagrandés DNR
fragmentai, RNR, receptoriniai baltymai ir k.t.) arba medziagos, kurioms afiniSkumas
nustatomajai analitei buvo suteiktas suformuojant analités molekuliy jspaudus polimero
matricoje (Ramanavicius 2005).

AfiniSkumo jutikliai yra naudojami tam tikry biomolekuliy, pvz. antikiiny, receptoriy,
polinukleotidy ir kt. selektyviai saveikai su specifiniais taikiniais nustatyti. Biomolekulinis
atpazinimo procesas vyksta pagal receptoriaus ir ligando tarpusavio atitikima. Biocheminiy
reakcijy aukstas specifiSkumas ir afiniSkumas leidZia sukurti labai selektyvius ir jautrius
jutiklius. Elektrocheminiai signalo keitikliai yra tinkami afiniSkumo saveikoms nustatyti ir tirti.
Tokios priemonés matuoja elektrinius signalus, gaunamus atitinkamy biomolekuliy saveikos
proceso metu (Wang 2000).

1.8. Imuniniai jutikliai

Nemazos dalies afiniSkumo jutikliy veikimo pagrindas yra imunologinés reakcijos
(Vaughan, Guilbault 2007), kuriy metu antigenas (Ag) yra specifiSkai atpaZistamas antikiino
(Ak) ir sudaromas antikiino/antigeno (AkAg) kompleksas (Flanagan, Pantell 1984; Shankaran et
al. 2007):

Ak + Ag « AkAg

Antiklinas — baltymas (imunoglobulinas), gaminamas organizme | ji patekus genetiskai
svetimoms medziagoms. Nepaprastas antikiiny selektyvumas yra pagristas antigena suri$ancios
srities stereospecifiSkumu ir yra apibréziamas didelémis asociacijos konstanty vertémis (105 -
10° L mol™®) (Wang 2000; Vaughan, Guilbault 2007).

Kuriant imuninius jutiklius kaip BAM daZzniausiai yra naudojami antikiinai (Hu et al. 2008;

Bonroy et al. 2006). Didelis antikiiny specifiSkumas ir afiniSkumas tam tikriems antigenams
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leidzia labai atrankiai atpazinti analites (antigenus ar antikiinus) (Shankaran et al. 2007), kuriy
koncentracijos tiriamajame bandinyje gali bati nuo nano- iki pikomoliy, esant Simtams kity
substraty, net jei ju koncentracijos keleta eiliy virSija analités koncentracija (Ramanavicius
2005).

Pastaruoju laiku imunologiniai tyrimai, pvz. vaisty, hormony nustatymas klinikingje ir
farmacingje chemijoje ir kt., labai sparciai tobul¢ja. Imuniniai jutikliai, kuriuose antikiinai ar ju
fragmentai yra imobilizuojami ant elektrody pavirSiaus, optiniy pluosty ar puslaidininkiy lusty,
atstovauja Sioms daug zadanc¢ioms sritims (Sharma et al. 2003).

1.9. Imuniniy jutikliy klasifikacija

Imuniniai jutikliai gali biti skirstomi { tris pagrindines grupes, priklausomai nuo signalo
keitiklio tipo: 1) elektrocheminius (zr. 1.9.1. skyriy), 2) pjezoelektrinius (Zr. 1.9.2. skyriy) ir
3) optinius jutiklius (zr. 1.9.3. skyriy) (Gobi et al. 2007; Shankaran et al. 2007; Sharma et al.
2003; Nice, Catimel 1999). Antikiinams imobilizuoti yra pritaikomi skirtingi budai (zr. 1.11.4.
skyriy) (Hu et al. 2008; Bonroy et al. 2006; Shankaran et al. 2007; Gobi et al. 2007; Shen et al.
2008). Kryptingas antikiiny prijungimas prie aukso pavirSiaus yra vienas i$ svarbiausiy veiksniy,
lemianciy efektyviy imuniniy jutikliy kiirima (Sharma et al. 2003).

1.9.1. Elektrocheminiai imuniniai jutikliai
Elektrocheminiai imuniniai jutikliai pagal detekcijai taikoma elektrocheminj metoda yra
skirstomi | amperometrinius, potenciometrinius ir konduktometrinius (Ramanavicius 2005;
Shankaran et al. 2007; Holme 1998; Nice, Catimel 1999; Sonleitner 1999; Gobi et al. 2007).
Amperometriniai jutikliai registruoja srovés pokytj, atsirandantj biologiniy sistemy
oksidacijos-redukcijos reakcijuy metu, esant pastoviam potencialui (Holme 1998; Shankaran et al.
2007; Kurtinaitiene et al. 2008). Potenciometriniai jutikliai yra pagristi potencialy skirtumo
matavimais imuniniy reakcijy elektrodo pavir§iuje metu (Shankaran et al. 2007). Lyginant su
amperometriniais jutikliais, Siuo atveju registruojamas signalas priklauso nuo pusiausvyros
nusistovejimo, pH poky¢iy. Konduktometriniai jutikliai registruoja tirpalo elektrini laiduma,
kuris kinta fermento katalizuojamos reakcijos metu elektrolito tirpale (Sonleitner 1999).
1.9.2. Pjezoelektriniai imuniniai jutikliai

Masés nustatymo jutikliai yra patys populiariausi tarp mikroanalizés jutikliy. Ju veikimo
principas grindZiamas pjezoelektriniu reiSkiniu ir matuoja rezonuojan¢io daZnio pokyti
osciliatoriaus pavirSiuje. Patys populiariausi pjezoelektriniai jutikliai yra kvarco kristalo
mikrogravimetrinés svarstyklés (toliau — KKM) (Shankaran et al. 2007; Nice, Catimel 1999).

1.9.2.1. Kvarco kristalo mikrogravimetrinés svarstyklés

Monokristalinis kvarcas yra viena i§ geriausiai mums Zinomy medZiagy, nesvarbu, ar bus

kalbama apie gamtinj, ar apie sintetini kvarca, naudojama kompiuteriuose, telekomunikaciju
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frangoje ir laikrodZiuose (Elektronika [interaktyvus]). Daugelio unikaliy kvarco savybiy
priezastis yra jo atominé sandara. Kvarcas yra pjezoelektriné medziaga, kurios kristalin¢ gardelé
elektriniame lauke pasikeicia, pasikeitus silicio ir deguonies atomy pozicijai vieni kity atzvilgiu
(Elektronika [interaktyvus]; Piezocryst [interaktyvus]).

Si kvarco kristalo savybé, kuri yra trikumas gaminant tikslius ir stabilius rezonatorius
telekomunikacinei technikai, yra vis pla¢iau panaudojama kuriant naujus biologinius jutiklius.
Tam tikry orientacijy ir jvairaus dydzio kvarco kristalai gali biiti naudojami matuojant daugybe
skirtingy fizikiniy parametry, pavyzdziui, pagreitj, masg, sukimosi momenta, drégme, slégi ir
temperatiirag. Keleta Siy parametry galima nustatyti kvarco kristalo mikrogravimetriniy
svarstykliy aparatira (QCM - Quartz Crystal Microbalance - kvarco kristalo
mikrogravimetring€s svarstyklés (toliau — KKM)), kuri daznai yra taikoma matuojant padengimo
garinimo biidu greit] ir uzgarinty sluoksniy storj (Elektronika [interaktyvus]).

KKM yra ypatingai jautrus sveriantis irenginys, kurio veikimas pagristas pjezoelektriniu
efektu (Wang 2000; Tang et al. 2006; Kupciunaite et al. 2006). Pjezoelektrini reiskini atrado ir
iStyré fizikai broliai Pierre ir Jacques Curie 1880 m. (O‘Sullivan, Guilbault 1999; Piezocryst
[interaktyvus]; CCRMA [interaktyvus]; Vaughan et al. 2001; Susmel et al. 2000). Tiesioginis
pjezoelektrinis reiskinys pasireiskia, kai, veikiant mechaninei jégai (gr. piezo — jéga), kvarco
kristalas (pjezoelektrikas), poliarizuojasi ir ant jo pavirSiaus esanciuose elektroduose atsiranda
elektriniai kraviai (CCRMA [interaktyvus]; Piezocryst [interaktyvus]). Pjezoelektrinis reiskinys
yra stebimas gyvuosiuose organizmuose, pvz. kaulai veikia kaip jégos jutikliai (Piezocryst
[interaktyvus]). AtvirkStinis pjezoelektrinis reiSkinys pasireiskia, kai elektrinis laukas sukelia
pjezoelektriko deformacijas (zr. 1.7 pav.). KKM pagrindas yra atvirkstinis pjezoelektrinis efektas
(Wang 2000).

1.7 pav. ISorinis elektrinis laukas, sukeliantis kvarco kristalo mechaninj rezonansa

ISorinio elektrinio lauko sugeb¢jimas sukelti medZiagos mechaninj rezonansa priklauso nuo
pjuvio orientavimo kvarco kristalo kristalinés gardelés atzvilgiu. Kvarco kristalas veikiamas
iSorinio elektrinio lauko kei¢ia forma (vyksta Slyties deformacijos), jo plok§tumos pasislenka

lygiagre€iai viena kitos atzvilgiu (Wang 2000).
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1.9.2.2. KKM imuniniai jutikliai

KKM biologiniai jutikliai yra placiai taikomi biomolekuliy saveikoms, saveiky grei¢iams
tirti bei kitiems biologiniams, imunoanaliziniams tyrimams (Luo et al. 2007; Kurosawa et al.
2006; Wang 2005; Shen et al. 2008; Kurosawa et al. 2004). Ju veikimas yra pagristas elektrodo
(zr. 1.8 pav.) pavirSiuje vykstanciais masés pokycCiais, taip pat gali biti atliekami ir
elektrocheminiy parametry matavimai (Luo et al. 2007; Spangler, Tyler 1999; Kurosawa et al.
2006; Kupciunaite et al. 2006).

Jei masé kristalo pavirSiuje yra: (1) palyginti maza su kristalo mase; (II) kietai, nejudamai
adsorbuota ir (III) vienodai pasiskirsc¢iusi kristalo aktyviame pavirsiuje (Wang 2000; Ferreira et
al. 2007) i$ (1) lygties, kuria 1959 m. paskelbé prof. G.Sauerbrey‘us, matyti, kad kristalo masés
pokytis, Dm, yra tiesiogiai proporcingas daznio pokyc¢iui, Df (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).

Daznio poky¢iai (Af) siejasi su masés pokyciais (Am) pagal Sauerbrey‘o lygti:

Df =-2Dmf°/ A\ mr, (1.1)

kur f, yra kristalo rezonansinis daZnis (8 MHz), A — aktyvus kristalo plotas (0,205 cm?), r -
tankis (2,648 g/cm?), m - Slyties modulis (2,947 10"") (Wang 2000; Kurosawa et al. 2006).

1.8 pav. Kvarco kristalo rezonatorius a) kvarco kristalas, b) aukso elektrodas, c) ir d)
jungiancios metalinés vielos, e) pagrindas/atrama (Wang 2000).

Kvarco kristalo elektrodai i$ abieju pusiy padengti aukso sluoksniu (Zr. 1.8 pav.), taip pat
yra naudojami ir elektrocheminiuose imuniniuose jutikliuose, nes jie chemiskai inertiski (Wang

2000; Kurosawa et al. 2006; Luo et al. 2007; Spangler, Tyler 1999). Pirmasis pjezoelektrinis
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imuninis jutiklis buvo sukurtas Shons mokslingje grupéje 1972 m. (O*Sullivan, Guilbault 1999).
Dauguma zinomu biomolekuliy imobilizavimo biidy ant aukso yra pagristi merkapto funkciniy
grupiuy (-SH ar —=SS-) kovalentiniu prijungimu (Chu et al. 2006). Antik@inai daZniausia prie aukso
yra jungiami bifunkciniais reagentais su viena laisva tioline grupe. Taciau antikiiny
imobilizavimas panaudojant savitvarkius monosluoksnius ar kitais metodais ne visada garantuoja
kryptinga biomolekuliy orientacija pavirSiuje, todé¢l mazéja afiniSkumo jutikliy jautrumas.
Kryptingas antikiiny imobilizavimas aukso pavirSiuje yra nepaprastai svarbi problema, kuriant
imuninius jutiklius (Sharma 2003).
1.9.3. Optiniai imuniniai jutikliai

Optiniai detekcijos principai: pavirSiaus plazmono rezonansas (toliau PPR), rezonansiniai
veidrodziai, visiskos vidinés refleksijos fluorescencija, elipsometrija ir interferometrija buvo
pritaikyti daugiafunkciniams optiniams biologiniams jutikliams sukurti (Nice, Catamel 1999).
Optiniai imuniniai jutikliai matuoja imuniniy reaguojanciy agenty ir Sviesos emisijos, sugerties,
poliarizacijos ar luZzio rodikliy pokycius. Perspektyviausi ir labiausiai paplitg¢ optiniai imuniniai

jutikliai pagristi PPR reiskiniu (Shankaran 2007).

1.10. PavirSiaus plazmono rezonanso jutikliai

Pastaraisiais metais PPR metodas tapo vienu i§ pagrindiniy metody tiriant bei nustatant
afiniSkai sgveikaujancias medziagas (Ramanavicius 2005). PPR biologiniai jutikliai vis dazniau
yra naudojami nustatant naujy vaisty savybes (Lee et al. 2005), diagnozuojant bakterijy ir virusy
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 (Tsali, Lli
2009), aplinkos (Shankaran et al. 2007) uzterStuma, charakterizuojant polikloninius antikiinus ir
atlickant kiekybing imunoanalize (Gobi et al. 2007; Lofas, Johnsson 1990). Siuo metu daugelio
Saliy biomedicininése laboratorijose PPR jutikliais yra nustatomas morfinas, metamfetaminas ,
teofilinas, kofeinas, ksantinas, streptomicinas (Kausaite et al. 2007b). PPR biologiniais jutikliais
galima analizuoti chemiskai labai panasSiy medziagy miSinius, kadangi yra detektuojamos tik tos
analités, kurios specifiSkai saveikauja su PPR jutiklio pavirSiuje imobilizuota biologinio
atpazinimo medziaga (Tsai, Pai 2009; Ramanavicius 2005). PPR biologiniai jutikliai taikomi
betarpiSkam analités saveikos su imobilizuota biologinio atpaZinimo medZiaga nustatymui
realiame laike (Tsai, Pai 2009), tai leidzia detaliai tirti Siy medZziagy saveikos kinetika. Kita
vertus, taitkant PPR metoda galima tirti tiek analités asociacija su imobilizuota afiniSkai
saveikaujan¢ia medziaga, tiek ir susidariusio komplekso disociacija. Sie biologiniai jutikliai,
imobilizavus biologiskai aktyvia medZiaga, skirta analités nustatymui, ir sékmingai parinkus

susidariusio komplekso disociacijos salygas, daugeliu atveju gali buti naudojami net kelioms
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deSimtims matavimy i§ naujo neimobilizuojant biologinio atpazinimo medziagos (Ramanavicius
2005). Todél 8is metodas Siuo metu yra vienas i§ paciy perspektyviausiy ligando-receptoriaus,
antigeno-antikiino (Flanagan, Pantell 1984; Karlsson 2004) ir kity afiniSkai saveikaujanciy
medZziagy saveikai nustatyti ir yra vis dazniau taikomas susirgimy diagnostikoje ir
biomedicininiuose tyrimuose (Kausaite et al. 2007b).

1.10.1. Pavirsiaus plazmono rezonanso jutikliy privalumai

Paprastai biomolekuliy saveikos yra tiriamos naudojant tokius metodus kaip imunoanalizé
(IFA) (Huang et al. 2008), pusiausvyriné dializé, afininé chromatografija ir spektroskopija,
taciau PPR biologiniai jutikliai turi kelis pagrindinius pranasumus lyginant su Siais metodais
(Tsai, Li 2009; Gobi et al. 2007):

1) Matavimai vykdomi realiame laike (Tsai, Pai 2009). Prisijungimas yra stebimas
tiesiogiai visa laika tol, kol vyksta saveika (Ramanavicius 2005; Kausaite et al. 2007a; Huang et
al. 2008; Shankaran et al. 2007).

2) Néra butinybés papildomai Zymeéti saveikaujanciy molekuliy (Tsai, Pai 2009; Kausaite et
al. 2007a), pvz., radioaktyviomis, fluorescencinémis arba fermentinémis zymeémis. Baltymu
zymejimas gali jtakoti reakcingumo ir/arba specifiSkumo poky¢ius (Shankaran et al. 2007;
Huang et al. 2008; Kausaite et al. 2007). Tokiu biidu yra mazinami kokybiniai (specifiSkumas,
selektyvumas, analités aptikimo riba ir pan.) ir kiekybiniai analizés rodikliai (afiniSkumo,
Kinetiniai ir termodinaminiai parametrai, koncentracijos analizé) (Karlsson 2004; Tsai, Li 2009;
Lofas, Johnsson 1990).

3) Ta pati PPR jutiklj analizei galima panaudoti keleta karty, s€ékmingai regeneravus jutiklj
(Tsai, Pai 2009; Shankaran et al. 2007).

4) PPR jutikliai gali biiti panaudojami maziems, neSiojamiems jutikliams gaminti (Wang
XH, Wang S 2008; Huang et al. 2008).

5) PPR jutikliai yra labai jautriis ir specifiski nustatomajai analitei, gali nustatyti mazas
anali¢iy koncentracijas (Tsai, Pai 2009; Homola et al. 1999; Gobi et al. 2007; Wang XH, Wang
S 2008). Detekcijos riba 20 kDa molekuléms yra apytiksliai 1-10 nM (Huang et al. 2008).

6) Laiko sanaudos yra mazesnés (Kausaite et al. 2007b; Ramanavicius 2005).

1.10.2. Pavirsiaus plazmono rezonanso reiSkinys

Pavirsiaus plazmony rezonanso (PPR) reiSkinys yra zinomas gana seniai, taciau
biologiniams tyrimams jis pirma karta buvo panaudotas tik 1983 m. Lietberg’o ir bendradarbiy
(Liedberg et al. 1983). Nuo tada PPR metodas i$sivysté i labai perspektyvy biomolekuliy tyrimo
metoda, turint] daugybe pritaikymo galimybiy.

Pavir$iaus plazmony rezonansas yra kvantinis optinis-elektrinis reiSkinys atsirandantis dél

Sviesos bangy saveikos su metalo pavirSiumi (Homola et al. 1999; Ramanavic¢ius 2005). Esant
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tam tikroms salygoms energija, perneSama Sviesos fotonais, metalo pavirSiuje yra perduodama
elektronams, kurie priveréiami osciliuoti tam tikru daZniu. Sie virpesiai ir vadinami plazmony
rezonansu (Kausaite et al. 2007b; Shankaran et al. 2007). PavirSiaus plazmonas, tai banga turinti
kriivi bei tanki (Ramanavicius 2005) ir atsirandanti salyc¢io pavirSiuje tarp metalo ir dielektriko
(Lofas, Johnsson 1990). Energijos perdavimas ivyksta tik esant konkre¢iam rezonansiniam
Sviesos bangos ilgiui. Tai yra bangos ilgis, kuriam esant energijos kvantas pernestas fotonais
tiksliai atitinka kvantini plazmony energijos lygmenj (Homola 1999; Ramanavicius 2005).
PavirSiaus plazmony rezonansas remiasi vienu i§ pagrindiniy optikos reiSkiniu — visisku
vidiniu atspindziu (VVA) (Tsai, Pai 2009). Kai Sviesos spindulys patenka i pusiau cilindring
prizmeg Sviesa yra nukreipiama link saly€io pavirSiaus plokStumos. Kai Sviesos spindulys praeina
tankesng¢ terpe jis atsispindi faziy salyCio riboje su retesne terpe, kai nl > n2 (zr. 1.9. pav.)
(Kausaite et al. 2007b). Esant tam tikram Sviesos kritimo kampui, kuris dar vadinamas kriziniu
kampu, visa jeinanti §viesa yra atspindima prizmés viduje (Tsai, Pai 2009). Kadangi Siuo atveju
Sviesa neiSeina i$ prizmés — Sis reiSkinys vadinamas visisku vidiniu atspindziu (VVA) (Zr.

1.9 pav.) (Ramanavicius 2005).
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1.9 pav. Visisko vidinio atspindzio schema (Ramanavicius 2005)

Esant visiSkam vidiniam atspindziui, atspindéti fotonai sukuria elektrini lauka prieSingoje
faziy salyCio pavirS$iui puséje. Plazmonai sukuria panaSy lauka, kuris registruojamas kitoje
metalo sluoksnio puséje. Sis laukas vadinamas greitai nykstan¢ia banga (zr. 1.10 pav.), kadangi
bangos amplitudé mazéja eksponentiskai didéjant atstumui nuo salycio pavirSiaus (Homola et al.
1999). Tokia greitai nykstanti banga, kuri tgsiasi apie 300 nm uz metalo pavirSiaus puikiai tinka
biologiniams matavimas, kadangi daugelio afiniSkai saveikaujanciy biologiskai aktyviy
medziagy molekuliy ir ju tarpusavio kompleksy matmenys yra mazesni, nei 300 nm

(Ramanavicius 2005; Kausaite et al. 2007b).
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plonas aukso sluoksnis - greitai nykstanti banga
oras (n2)

stiklas (n1)

krintanti atspindéta 38
sviesa, lo sviesa 0 ‘/:v\

9 kitimas

1.10 pav. Greitai nykstancio elektrinio lauko susidarymas (Kausaité et al. 2007a)

Pavir§iaus plazmono rezonanso kampas priklauso nuo metalo sluoksnio savybiy,
krintancios Sviesos bangos ilgio ir medZiagy, abiejose metalo sluoksnio pusése, lizio rodikliy
(Tsai, Pai 2009; Kausaite et al. 2007a). Kadangi liZio rodiklis priklauso nuo temperatiiros, todél
matavimus reikia atlikti pastovioje temperatiiroje (Kausaite et al. 2007b). Tam, kad stebétume
PPR reiskinj, pavirSius, kuris naudojamas registruojant PPR, privalo biti laidus, pagamintas i$
gryno metalo, rezonuoti atitinkamo bangos ilgio Sviesoje ir negali susidaryti oksidy ar sulfidy.
Dazniausiai praktiniams tikslams naudojamas PPR generuojantis pavirSius yra 50£2 nm storio
aukso sluoksnis ant stiklinio ar plastikinio pagrindo (Ramanavic¢ius 2005).

1.10.3. PPR taikymas bioanaliziniams tikslams

PPR yra labai jautrus biocheminis tyrimo metodas. PPR gali buti naudojamas tirti
molekulinéms saveikoms, kadangi, kai molekulés esancios tirpale prisijungia arba disocijuoja
nuo jutiklio pavirSiaus, rezonanso kampas keiciasi proporcingai lazio rodikliui (Mice, Catimel
1999). Sis metodas taip pat naudojamas nustatyti kinetines, termodinamines ir pusiausvyros
konstantas.

Skenuojancio atspindzio biologiniuose jutikliuose (zr. 1.11 pav.) yra taikomas PPR
kampo poslinkio ttkstantyju daliy tikslumo matavimas tol, kol nusistovi pusiausvyra tarp
imobilizuotosios biologiskai aktyvios medziagos ir analités kompleksu susidarymo bei Siy
kompleksy disociacijos greicio. Signalas taip pat priklauso nuo luzio rodiklio palyginamajame
tirpale. 120 tikstantyjy laipsnio daliy pokytis reiskia, kad pavirSius yra padengtas mazdaug
1 ng/mm? baltymo, o palyginamajame tirpale laZio rodiklis yra mazdaug 10 (Tsai, Pai 2009;
Kausaite et al. 2007a; Lofas, Johnsson 1990).
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1.11 pav. Principiné skenuojancio atspindzio PPR biologinio jutiklio schema (Kausaite et
al. 2007Db)

Detektavimo tiksluma limituoja analités dydis. Jei junginio molekuliné masé¢ yra maZzesné
nei 100 - 200 daltony, tuomet lazio rodiklio kitimas analités jungimosi metu yra per mazas, kad
bty detektuojamas tiesiogiai. Greitai nykstancios bangos (300-400 nm) prasiskverbimo gylis
taip pat priklauso nuo nustatomy makromolekuliy ar daleliy dydZio. Didesnés nei 400 nm dalelés
negali biiti nustatomos i§ viso. Siuo atveju signalas tiesiskai nebepriklauso nuo prijungty
molekuliy kiekio. Esant tokioms salygoms kiekybiné ar kinetiné¢ analizé negali biiti atliekama,
taciau galima tirti vieny ar kity molekuliy prisijungima (Ramanavic¢ius 2005; Kausaite et al.
2007b).

Tiriant prisijungima PPR poky¢iai atsiranda, kai tirpalas yra praleidziamas pro jutiklio
lusto pavir$iu (Kausaite et al. 2007). Fiksuoto bangos ilgio Sviesa yra nukreipiama i jutiklio
pavirSiu (Lofas, Johnsson 1990). Tyrimas, kuriuo metu detektuojamas PPR kampo kitimas
sensogramoje (zr. 1.12 pav.), pradedamas pro gardelg leidziant gryna buferi (0 — 100s) (Mice,
Catimel 1999; Ramanavicius 2005; Kausaite et al. 2007b).
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1.12 pav. Tipine PPR biologinio jutiklio sensograma registruojama atliekant pilng
tarpmolekulinio komplekso susidarymo ir to komplekso disociacijos tyrimo bei biologinio
jutiklio regeneravimo cikla (Ramanavicius 2005)
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Suleidus meégini analité prisijungia prie pavirSiuje prijungto receptoriaus, kas salygoja
signalo padidéjima (100 — 300s). Véliau, leidziant buferj (300 — 420s), tirpalas su analite yra
pakeiCiamas buferiu ir stebimas signalo sumazéjimas. Véliau aukso pavirSius yra regeneruojamas
(420 - 520s) praleidziant pro gardelg regeneruojantj buferi. Daznai pavirSiaus regeneravimui yra
naudojamas 100 mmol/L HCI tirpalas. Po to, siekiant atstatyti bazing linija, vél praleidziamas

grynas buferis (520 — 600 s) (Mice, Catimel 1999; Ramanavicius 2005; Kausaite et al. 2007b)

1.11. Biologiskai aktyviy medziagy, t.y. antikiiny imobilizavimo buidai aukso pavirSiuje
Kuriant biologinius imuninius jutiklius BAM imobilizavimas aukso pavirSiuje itakoja ju
specifiSkuma, stabiluma ir praktinj panaudojima (Mansuy-Schlick et al. 2006). Imobilizavimas
turi bati greitas, pigus ir svarbiausia nejtakojantis imobilizuotos medZziagos biologinio aktyvumo
(Kuprianou 2009). Vienas i§ svarbiausiy etapy imuninio jutiklio kiirime yra tinkamas
imobilizavimo pasirinkimas (Lee et al. 2003).
1.11.1. Antikiinai, jy sandara ir saveika su antigenais

Antiktinai — molekulés, kurias gamina organizmas 1 ji patekus genetisSkai svetimoms
medZiagoms. Visi antikiinai yra baltymai vadinami imunoglobulinais. Antiklinai yra plazmos vy
globuliny frakcijos pagrindiné dalis. Taciau ne visi y globulinai yra antikiinai. Specifiniai
antikiinai atpazista antigenus ir su jais sudaro imuninius kompleksus déka vandeniliniy, joniniy
ry$iy bei hidrofobinés ir Van der Walls’o saveiku (Lerner 2003).

Antiktinus gamina B-limfocitai (Lerner 2003), kurie sudaro apie 15% kraujyje
cirkuliuojanciy limfocity. Visi limfocitai kilg i§ kauly ¢iulpy (angl. bone marrow) lasteliy, taciau
dalis limfocity ten ir subresta, todél ir vadinami B-limfocitais. Aktyvinti B-limfocitai dazniausiai
virsta IgM antikiinus gaminanciais plazmocitais (pirminis atsakas) ir geban€iomis virsti { B
atminties lasteles (Kollman, Roehm 2005). Atminties lastelés gali deSimtmecius cirkuliuoti
kraujyje, taCiau pasikartojus kontaktui su antigenu, jos greifiau ir gausiau pradeda gaminti
savituosius antiktinus (antrinis atsakas) (Adomaitiené et al. 2001).

Imunoglobulino molekulés — tai glikoproteinai, sudaryti i§ vieno ar daugiau subvienety, i$
kuriy kiekvienas turi keturias polipeptidines grandines: dvi sunkigsias (H) ir dvi lengvasias (L)
(zr. 1.13 pav.) (Ciapaite, 2007; Conroy et al. 2009; Abbas, Lichtman 2004; Pinchuk 2002;
Burmester, Pezutto 2003). Kiekviena L grandiné (molekuliné masé — 25 kDa) turi viena kintanti
VL ir vieng pastovyji C. domena. H grandinés (molekuliné mas¢ — 50 kDa) sudarytos i$
variabilaus Vy ir triju pastoviyju domeny Cyi, Chp, Cus. Sunkiosios ir lengvosios grandinés yra
sujungtos tarpusavyje nekovalentiniais rySiais ir kovalentiniais disulfidiniais tilteliais (Koolman,
Roehm 2005; Ciapaite 2007; Conroy et al. 2009; Kubby, 2002; Pinchuk 2002), sudarydamos
L,H, simetriska tetramera (apie 150 kDa) (Koolman, Roehm 2005). Jo struktiira yra panasi { Y
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raide (Lerner 2003; Pieskus 2001). H ir L grandiniy kintanciuose regionuose yra iSsidéste
antigena surisancios sritys. Kiekviena imunoglobulino (Ig) molekulé turi dvi antigena suriSancias
sritis, todél antikiinas dar vadinamas bivalentine molekule. Lankscioji sritis — tai vieta tarp Cpy ir
Ch2 domeny, kur yra iSsidéste disulfidiniai tilteliai, jungiantys dvi sunkiasias imunoglobulino
grandines (Burmester, Pezutto 2003; Pinchuk 2002). Si lanksgioji dalis leidzia varijuoti atstumui
tarp dvieju antigena suriSanciy sri¢iy (Abbas, Lichtman 2004; Kubby 2002; Pieskus 2001).

A ntigens Antizens
B 1idant] srtis  AuiSandiogl sutis

Fab (Fab',

Carbohydrats CH, & 1 on, Carbohydrats
R
T 2 on, Sunkiosios
gratdings

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

Antiktinai gali specifiSkai saveikauti su daugeliu skirtingy antigeny, tame tarpe ir su
makromolekulémis bei mazais cheminiais junginiais (Lerner 2003). Antigeno dalis, kuria
atpazista antikiinai, vadinama epitopu arba antigeniniu determinantu (Eales 2003). Skirtingi
determinantai gali buti atpaZistami pagal seka (linijiniai) arba forma (konformaciniai). Dalis 1§
Sity epitopy yra nematomi bei pazeidZiami fizikocheminiy poky¢iy pasekoje (Abbas, Lichtman
2004). Saveikos stiprumas tarp antigena suriSancios srities ir antigeno epitopo vadinamas
afiniSkumu. AfiniSkumas daznai yra iSreiSkiamas kaip disociacijos konstanta (Kg) (Pinchuk
2002). Dauguma antikiiny susidariusiy pirminio imuninio atsako metu turi Ky, variuojan¢ia nuo
10 iki 10° M, bet po pakartotinés imunizacijos tuo padiu antigenu, t.y. antrinio imuninio atsako
metu, Ky bina nuo 10 iki 10** M (Abbas ir Lichtman 2004; Kubby 2002; Pinchuk 2002).
AfiniSkumo sustipréjimas yra vadinamas afiniSkumo brendimu. Kiekvienas Ak, priklausomai
nuo klasés, gali prijungti nuo 2 iki 10 epitopuy, jei identiSki epitopai yra arti vienas kito, pvz.

lastelés pavirSiuje, etc. (Abbas, Lichtman 2004).
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1.11.2. Imunoglobuliny klasés ir poklasiai

Imunoglobulinai skirstomi | penkias klases pagal sunkiosios grandinés tipa — tai 1gG, IgM,
IgA, IgD ir IgE. IgG molekulés turi dvi sunkiasias y grandines, atitinkamai IgM — p, IgA — a,
IgD - ¢ ir IgE — € sunkiasias grandines (zr. 1.14 pav.) (Burmester, Pezutto 2003; Conroy et al.
2009; Lerner 2003; Kollman, Roehm 2005). Sunkiyju grandiniy skirtumai leidzia
imunoglobulinams dalyvauti skirtingose imuninése reakcijose (Burmester, Pezutto 2003).
Lengvyju grandiniy yra tik du tipai — « (kappa) ir A (lambda). Skirtingy klasiy antikiinai skiriasi
valentingumu. Zmogaus IgM antikiinai sudaro pentamerus (5 Y-formos subvienetai), t.y. turi
deSimt lengvyjy, deSimt sunkiyjy grandiniy ir deSimt antigena suriSanciy sri¢iy. IgG -
monomeras, sudarantis serume 80% visy imunoglobuliny, yra vienintelé imunoglobuliny klasé,
pereinanti placenta ir apsauganti naujagimius pirmais gyvenimo ménesiais (Lerner 2003; Eales
2003). IgG, atsizvelgiant { jo unikalias savybes — santykinj gausuma imuniniame serume ir puiky
specifiSkuma antigenams, yra pagrindinis antikiinas naudojamas imunologiniuose tyrimuose ir
klinikinéje diagnostikoje. IgM (pentamero forma zinduoliuose) klasés imunoglobulinai sudaro
apie 10% Zmogaus serumo imunoglobuliny, pirmieji pradedami sintetinti imuninés sistemos
filogenezés ir atsako i antigena metu (Koolman, Roehm 2005; Eales 2003); daugiausia IgM
monomero yra B limfocity membranos pavirSiuje. Serume IgM monomerai yra sujungti
tarpusavyje disulfidiniais rySiais ir J (ang. joining) grandine. Kiekvienas i§ penkiy monomery
sudarytas 1§ dvieju lengvyju grandiniu (k arba A) ir dviejy sunkiyjy. IgA (apie 15% serume) biina
dviejuy formy — monomerinés ir chimerinés (Eales 2003). Sekretuojamas IgA (dimeras, gausiai
aptinkamas gleivinése) apsaugo organizma nuo vietiniy infekcijy. IgA atlieka svarbia vietinio
imuniteto funkcija, apsaugo oda ir gleiving nuo patogeninés mikrofloros (Lerner 2003; Koolman,
Roehm 2005). IgD ir IgE aptinkami serume mazais kiekiais, lyginant su kitais imunoglobulinais.
IgD daugiausia yra subrendusiu B limfocity membranoje, biologiné funkcija nezinoma. IgE yra
svarbls alerginiy reakciju metu (Lerner 2003; Kuby 2002; Abbas, Lichtman 2004; Piercenet
[interaktyvus]).
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1.14 pav. Imunoglobuliny klasés (Burmester, Pezutto 2003)

IgG imunoglobuliny klasé dar yra skirstoma { 4 poklasius: IgG1 (H grandiné g1), 1gG2
(92), 19G3 (g3) ir 1gG4 (g4). Molekulés skiriasi disulfidiniy jung¢iy skai¢iumi ir i§sidéstymu, taip
pat aminortigsciy skai¢iumi lankscioje dalyje.

IeG1 IgG2 IgGd

HYY

1.15 pav. IgG klasés poklasiai: 1gGy, 19G,, 19Gs, 19G4 (Kubby, 2002)

1.11.3. Polikloniniai ir monokloniniai antikiinai
Antiktinai (nesvarbu kokios klasés ar poklasio) gali biiti polikloniniai ir monokloniniai.
Polikloniniai antikiinai susidaro imunizuojant laboratorinius gyviinus (peles, triusius, avinus ir
k.t.). Imuninio atsako metu tam tikras skai¢ius plazminiy lasteliy gamina antikiinus pries ta patj
antigena, prie§ jo epitopus. Sio proceso eigoje gauname imuninj seruma, kurj sudaro antigenui
specifiski skirtingy klasiy ir poklasiy antikiinai. Kadangi toks serumas turi skirtingy lasteliy

klony antikling miSinj, tai iSgryninti antikiinai yra vadinami polikloniniais. Polikloniniai
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antik@inai yra naudojami imuniniuose tyrimuose (Huang et al. 2008) bei kuriant imunoanalizines
sistemas, taip pat yra svarbiis imuniniy kompleksy iSrySkinimui (antriniai zyméti antikiinai).
Monokloniniai antikiinai — gaunami panaudojant lasteliy kultiry technologijas
(hibridomas), i§ vieno lasteliy klono. Siuo atveju visi sekretuojami antikiinai yra identiski.
Monokloniniai antikiinai yra placiai taikomi klinikinéje medicinoje, diagnostikoje bei kuriant
analizines sistemas (Abbas, Lichtman 2004).
1.11.4. Antikiiny imobilizavimo buidai aukso pavirSiuje
Skirtingi biidai yra naudojami biomolekuléms imobilizuoti ant signalo keitiklio pavirSiaus.
Placiausiai paplit¢ metodai naudojami kuriant imunosensorius yra adsorbcija, iterpimas,
sujungimas bifunkciniais reagentais, kovalentinis prijungimas, imobilizavimas panaudojant
bakterinius ar plazmos baltymus (zr. 1.16 pav.) (Sharma et al. 2003):
1. Adsorbcija (Hu et al. 2008): Tokie substratai, kaip celiuliozé, silikatiniai geliai, stiklas,
kolagenas yra gerai Zinomi kaip biomolekuliy adsorbentai. Procesas vyksta vandeniliniy
rysiy, Van der Walls’o ir kt. rySiy pagalba (Chu et al. 2006; O‘Sullivan, Guilbault 1999;
Vikholm 2005).
2. [Iterpimas (Hu et al. 2008): Jeigu polimerinis gelis ar polimeras yra ruoSiamas tirpale,
kuriame yra biomolekulés, tai jos yra jterpiamos i Sio gelio struktira (Kuprianou et al.
2009), pvz. poliakrilamidas, krakmolas, nilonas (Sharma et al. 2003).

3. Sujungimas bifunkciniu reagentu: Biomolekulés yra sujungiamos tarpusavyje,

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 prie pavirSiaus kovalentiniu ry$iu

per tokias funkcines grupes — amino, karboksilines, imidazolo, hidroksilo ir kt. (Tsai, Pali
2009; Kuprianou et al. 2009; Chu et al. 2006; Vikholm 2005).

5. Panaudojant bakterinius baltymus pasizymincius dideliu  afiniSkumu {jvairiy

imunoglobuliny klasiy ir poklasiy Fe sri¢iai (Baltymai A ir G) (Tsai, Pai 2009; Chu et al.
2006; Vikholm 2005; Lee et al. 2003).

6. Panaudojant specifines saveikas tarp baltymu, pvz. biotinas — avidinas (Cho et al. 2005;
Vikholm 2005; Hu et al. 2008).

7. Panaudojant savaime besiformuojanc¢ius monosluoksnius (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. Imobilizavimo budy schemos: 1 - adsorbcija, 2 - ,,Sumedziojimas®, 3 -
Kryzminis prisijungimas, 4 - Kovalentinis prisijungimas, 5 - imobilizavimas, panaudojant
bakterinius baltymus, 6 - prisijungimas, panaudojant specifines saveikas; 7 - panaudojant
savaime besiformuojanc¢ius monosluoksnius (Sharma et al. 2003; Bonroy et al. 2006)

1.11.5. Antikiiny skaldymas
DazZnai yra naudinga tirti imunoglobulino vieno fragmento aktyvuma be kitos dalies
itakos. Pasirinktinai galima skaldyti imunoglobulino molekul¢ | fragmentus, kurie turéty
konkrecias savybes. Labiausiai domina du antikiiny fragmenty tipai: antigeng suriSantys
fragmentai — F(ab’), (angl. fragment of antigen binding) ir nesuriSantys antigeno — Fc (angl.
crystalline fragment) (Conroy et al. 2009; Vikholm 2005; Lee et al. 2005). Antigena suri$anciy
fragmenty galimi keli tipai, bet kiekvienas i§ ju turi iSsaugoti antigena suriSancia sriti, t.y.
sunkiosios ir lengvosios grandiniy variabilius regionus (Vy ir V_ atitinkamai), sujungtus
disulfidiniais tilteliais. Fc fragmentai turi tik sunkiosios grandinés pastoviaja sriti (Piercenet
[interaktyvus]; Conroy et al. 2009; Ciapaite 2007).
1.11.6. Antikiiny fragmenty tipai
F(ab’),, Fab’, Fab_ ir Fv yra antigena suriSantys fragmentai. Tokie fragmentai skiriasi
dydZiu, valentingumu ir Fc dalimi. Fc fragmentai yra gaunami i§ imunoglobulino sunkiosios
grandinés pastovaus regiono. Antikiiny fragmenty struktiiros yra pavaizduotos 1.17 pav. ir
aprasomos detaliau (Biopharmaceuticals; Conroy et al. 2009; Ciapaite 2007)
F(ab'), (110 kDa IgG fragmentas, 150 kDa IgM fragmentas) fragmentai turi 2 antigeng
suriSancias sritis, sujungtas disulfidiniais tilteliais Sarnyringje srityje be Fc regiono.
Fab* (55 kDa IgG, 75 kDa IgM) fragmentai gaunami F(ab’), redukcijos metu. Fab’
. fragmentas turi viena laisva sulfhidriling grupe, kuri gali buti alkilinama arba panaudojama
konjugatui su fermentu, toksinu, baltymu sudaryti.
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1.17 pav. Antikiino fragmenty tipai (Piercenet [interaktyvus])

Fab (50 kDa) yra monovalentinis fragmentas, sudarytas i§ IgG ar IgM Vy, Cy ir V|, C_
regiony, sujungty vidiniais disulfidiniais tilteliais.

Fv (25 kDa) yra maziausias IgG, IgM fragmentas su pilna antigena suriSancia sritimi.
Fv fragmentai turi tas pacias suri§imo charakteristikas kaip Fab. Vi ir V_ grandinés yra
sujungtos nekovalentiSkai. SkiedZiant, Sios grandinés gali disocijuoti.

“r 19G” (80 kDa) — tai IgG redukuotos formos fragmentas, kurj sudaro pilna sunkioji bei
lengvoji grandinés. Tai tikroji 2 IgG molekulés dalis su viena antigena suriSancig sritimi. ,,I
IgG* fragmentai yra gaunami lanksciosios srities disulfidiniy tilteliy redukcijos metus.

Fc (50 kDa) fragmentai turi Cp, ir Cus sritis ir dalj lanks¢iosios srities, sujungtu
disulfidiniais ir nekovalentiniais rySiais. Terminas Fc atsirado nuo §io fragmento iSkristalizavimo
galimybés. Fc fragmentai yra imunoglobuliny sunkiyjy grandiniy pastovioji sritis, kuri nesurisa

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

1.11.7. Antikiiny fragmenty imobilizavimo pranaSumas
Antiktiny fragmentai kaip reagentai imunocheminiuose metoduose yra naudingesni uz
neskaldytus imunoglobulinus, nes:
1. Atskirty nuo Fc regiono antigena suriSanciy sri¢iy panaudojimas sumazina nespecifiniy
saveiky tikimybg (daug lasteliy turi Fe sritj suriSancius receptorius);
2. Didesni aktyvuma antigeno atpazinime kiety faziy metoduose rodo mazi antigena
suriSantys fragmentai. Tai sumazejusiy steriniy kliti¢iy epitopuose pas¢kme;
3. Antiktny fragmentai daug lengviau prasiskverbia | audinius, taip pagerindami dazymo
rezultatus imunohistocheminiuose tyrimuose;
4. Antikiiny fragmentai geriausiai tinka antigeno-antikiino saveikai tirti;
5. Antikiny fragmentai yra maziau imunogeniSki, negu neskaldyti antikiinai (Piercenet
[interaktyvus]).
1.11.8. Kryptingas antikiiny skaldymas aukso pavirsiuje
Antikiiny imobilizavimas turi fundamentalia reikSme¢ kietos fazés imuniniams tyrimams ir
afiniskumo chromatografijai (Wang et al. 2005; Cho et al. 2007). Pagrindiniai imobilizavimo
budai, aptarti 1.11.4. skyriuje, pagristi bifunkciniy reagenty panaudojimu ir kt., t.y.

imobilizuojant per tarpininkus. Deja, tokie buidai sukelia antiktiny atsitikting orientacija (Chu et
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al. 2006) ir sukelia asimetriniy molekuliy imunoaktyvumo praradima. Antikiinai gali buti
kryptingai imobilizuoti aukso pavirSiuje tiesiogiai per -SH grupes, prisijungiant prie baltymo A
ar G ir prie savaime besiorganizuojanciy monosluoksniy (Tsai, Pai 2009; Lee et al. 2005).
Pastaruoju metu intensyviai atliekami kryptingo imobilizavimo biido tyrimai, kada IgG molekulé
yra suskaldoma i du fragmentus ir jie imobilizuojami aukso pavirSiuje tioliniy grupiy pagalba (-
SH) (zr. 1.18 pav.) (Wang et al. 2005; Cho et al. 2007). Suskaldyti antikiiny fragmentai
imobilizuojami aukso pavirSiuje paprastos adsorbcijos biidu (Karyakin et al. 2000). Aukso
pavirSiuje imobilizuoty antikiiny fragmenty skaiCius (pavirSinis tankis) ir antigeno suri§imo
galimybés (Kurosawa et al. 2004) yra didesnés lyginant su neskaldytais antikiinais modifikuotu
pavirSiumi (Karyakin et al. 2000). Kryptingas antikiiny imobilizavimas gali padidinti 50%
antigeny prisijungimo efektyvuma lyginant su atsitiktinio imobilizavimo atveju (Tsai, Pai 2009).
Taip pat kryptingas antikiiny imobilizavimas, apsaugojantis antigena suriSanciy sri¢iy vientisuma
ir prieinamumga (taisyklinga erdviné orientacija pavirSiuje) sumazina inhibicijos tikimybg, kuria

gali kelti fizikinis prisijungimas (Vikholm 2005).
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1.18 pav. Kryptingo antikiiny fragmenty imobilizacijos schema (Karyakin et al. 2000)

Antiktnas skaldomas per pusg (2-merkaptoetilaminas, DTT) ir gaunami 2 redukuoti
imunoglobulino fragmentai. Disulfidiniy tilteliy skaiius tarp dvieju sunkiyjy grandiniy priklauso
nuo imunoglobulino tipo. Sio skaldymo metu svarbiausia nepaZeisti antigena suri$anéiy sri¢iy.
Sis metodas yra palankesnis uz jau Zinomus, nes imobilizuoti, skaldyti antikiinai pasizymi
didelémis antigeno asociacijos konstantomis ir taip modifikuotas pavirSius yra ilga laika stabilus

(Karyakin et al. 2000).
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2. MEDZIAGOS IR METODAI
2.1. Medziagos

2.1.1. Prietaisai ir priemonés
Automatinés pipetés (Eppendorf AG, Vokietija), 1000, 200, 10 uL;
pH-metras-milivoltmetras, pH-673 M (Rusija);
Elektroninés svarstyklés WA 33 (Zaktady Mechaniki Precyzyjnej, Lenkija);
Analitinés svarstyklés SBA 33 (SCALTEC, Vokietija),
Magnetiné maiSyklé¢ MM3M (Rusija);
UV/VIS spektrofotometras Lambda 25 (PerkinElmer®, Anglija);
Termostatas TC-80M-2 (Rusija);
Centrifuga 5415D (Eppendorf AG, Vokietija);
Ultragarso vonele BANDELIN SONOREX (Berlinas, Vokietija);
Elektroforezés aparatas, Consort, EV261 (JAV);
Kvarco kristalo mikrogravimetrinés svarstykleés QCM CHI400A (CH Instruments, Austin, USA);
PPR analizatorius Autolab ESPRIT (ECO-Chemie, Olandija)
PPR jutikliy lustai, servetéles optikai (XanTec bioanalytics GmbH, Vokietija)
Kompiuterinés programos: Lambda 25, Chi400A, SPR Autolab Acquistation, Kinetic evaluation,
Excel, SigmaPlot.
2.1.2. Medziagos ir reagentai
Serologinis leukozés viruso nustatymo rinkinys (Kursko Biofabrikas ,,Biok*, Rusija);
GLYV infekuoty galviju kontrolinis serumas (Kursko Biofabrikas ,,Biok*, Rusija);
DTT (ditiotreitolis) (Sigma, JAV);
Kalio chloridas, KCI, natrio chloridas, NaCl (Lachema, Cekija);
Kalio hidroksidas KOH (Reanal, Vengrija);
Druskos riigitis, HC, 37% (Lachema, Cekija);
Amonio sulfatas (NH,4).SO,4 (Fluka, Olandija);
Albuminas (toliau — BSA) (Carl Roth GmbH&Co. KG, Vokietija);
PBS buferio tabletés (Medicago, Svedija);
N,N*‘-metilen-bi-akrilamidas; amonio persulfatas (Carl Roth GmbH&Co. KG, Vokietija);
Vandenilio peroksidas, H,0,, 30% (AppliChem, Vokietija);
Sieros ragstis, H,SO4 (Merck, Vokietija);
Baltymy molekulinés masés markeris (Fermentas, Lietuva),
TRIS — Gly buferis, acto rugstis (Carl Roth GmbH&Co. KG, Vokietija),
Natrio dodecil sulfatas (toliau — SDS) (Merck, VVokietija);
Imersiné alyva, n = 1.518 (Merck, Vokietija).
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2.2. Metodai
2.2.1. Imunoglobuliny nusodinimas

Imunoglobuliny nusodinimas pagristas ju tirpumu vandeniniuose tirpaluose. Tirpuma lemia
hidrofiliniy grupiy buvimas ir ju santykis strukttiroje. Imunoglobulinuose gausu hidrofiliniy
aminorig§Ciy, jie blogai tirpsta mazos joninés jégos vandeniniuose tirpaluose. Didinant tirpalo
joning jéga, daugelio biopolimery tirpumas didéja, taciau iki tam tikros koncentracijos, nuo
kurios pradeda agreguotis ir iSkrenta nuosédomis. [vyksta vadinamasis baltymy nusodinimas.

Imunoglobuliny nusodinimas buvo atliktas pagal G. Mikalauskienés metodika
(Mikalauskiené, Pieskus 1999). I cheming stiklinaitg¢ buvo ipilta 2 mL serumo ir palengva
supilami 2 mL sotaus amonio sulfato tirpalo (nuolat maiSant su magnetine maiSykle). Stiklinele
palieckama stovéti 2 val. kambario temperatiiroje. Véliau esantis vir§ nuosedy tirpalas buvo
nupilamas, o susidariusios nuosédos istirpinamos 1mL-e dist. H,O ir supilamos i ependorfinius
meégintuvelius. Centrifuguojama 20 min. 4000 apsis./min grei¢iu Supernatantas pasalinamas, o
nuoseédos iStirpinamos 400 mL distiliuoto vandens ir tiiris padidinamas iki 1 mL. Nusodinimas
pakartojamas, tik sikart jpilamas 1 mL sotaus amonio sulfato tirpalo.

Po nusodinimo amonio sulfatu ir iStirpinus pasirinktame buferyje i§ tirpaly turi buti
pasalinta druska. Vienas i§ budy tai padaryti — dializuoti tirpala prie§ buferi, kurio drusky
koncentracija maza. Gautos nuosédos iStirpinamos 1 mL dist. H,O ir supilamos { dializés maiSelj
taip, kad trec¢dalis maiSelio tiirio likty nepripildytas dializuojamo tirpalo. Dializé atliekama létai
maisant pries fiziologinj tirpala 24 val. 4°C temperatiiroje (Mikalauskiené, Pieskus 1999).

2.2.2. Antikiiny skaldymas.
Antiktiny skaldymas disulfidiniy tilteliy srityje buvo vykdomas pagal 2.1. paveiksle
pavaizduota bendra schema. IgG redukuojamas | du fragmentus, naudojant 6 mg/mL
ditiotreitolo (DTT) tirpala 0,1 M fosfatiniame buferyje, pH 7,4. Inkubuojama 60 min. 37°C

temperatiiroje.

R <~

SH —Hs
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n
] 1

",

HSCH CH,SH

2.1 pav. Antikino skaldymo schema

2.2.3. Imunodifuzijos reakcija agaro gelyje
Imunodifuzijos reakcija buvo atlikta pagal Ouchterlony (1968) pasitlyta metodika. IDR
buvo taikoma tiriant skaldyty antikiiny prie§ GLV antigena gp51 aktyvuma. Buvo naudotas
serologinis leukozes viruso nustatymo rinkinys (Kursko Biofabrikas, Rusija). Paruosto 1% agaro
3,5 ml uZpilama ant objektinio stikliuko ir paliekama sustingti kambario temperattiroje apie 30
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min. Po to gelyje tam tikslui skirta forma ispaudziamos “gélytés” formos duobutés, kur aplink
centring yra iSsidésciusios kitos Sesios duobutés. Duobuciy skersmuo 6 mm, atstumas tarp ju 6
mm. | centring duobutg pilama 30 pl antigeno, o i aplinkines - po 30 pl tiriamy antikiiny tirpalo
ar kontrolinio serumo. Taip paruosti agaro geliu padengti objektiniai stikliukai yra dedami i

eksikatoriy ir laitkomi kambario temperatiiroje. Rezultatai jvertinami vizualiai po 24 val.

2.2.4. Spektrofotometriniai matavimai

Matavimai buvo atlickami dvieju spinduliy UV/VIS spektrofotometru Lambda 25.
Tyrimams buvo naudojamos plastikinés UV kiuvetés. Optinio kelio ilgis 1 cm. Palyginamuoju
tirpalu buvo naudojamas buferis. Absorbcija buvo matuojama 200 - 700 bangos ilgiy srityje.
Matavimo rezultaty apdorojimui naudota ,,Lambda 25 programa.

2.2.5. Baltymo koncentracijos nustatymas spektrofotometriniu budu.

Baltymo koncentracijos nustatymas buvo atliktas pagal D. Labeikytés metodika
(Bagdoniené et al. 2006). Aromatiniy aminortigs¢iy triptofano ir tirozino liekanos baltymuose
sugeria Sviesa esant 280 nm bangos ilgiui. Metodas jautrus. Patogu, kad pamatavus optini tanki,
baltymy tirpalus galima toliau naudoti. Baltymy tirpaluose btna ir kity medziagy (pvz.,
nukleortigs¢iy), kurios sugeria $viesa esant 260 nm bangos ilgiui ir trukdo tiksliai nustatyti
baltymy kiek; tirpale. Matuojant baltymy tirpaly optinj tanki esant 260 nm ir 280 nm bangos

ilgiui ir naudojant formulg (2.1), galima nustatyti baltymy koncentracija tiriamajame tirpale:

Baltymas (mg/mL) =1,45-Aygo — 0,74'A260 (21)
kur: A — sugerties dydis, esant 260 ir 280 nm bango ilgiui.

2.2.6. Skaldyty antikainy elektroforezé

Antiktiny fragmentai buvo charakterizuojami atliekant vienkrypte elektroforeze (Lemli et
al. 1970) frakcionuojan¢iame natrio dodecil sulfato poliakrilamidiniame gelyje (12%)
denattiruojanciomis salygomis (toliau — SDS-PAGE elektroforezé), kurios metu ikrautos
molekulés del skirtingo dydzio, formos ir kriivio pasizyméjo skirtingu judrumu elektriniame
lauke. SDS-PAGE celektroforezé buvo atlickama vertikaliame elektroforezés aparate. Pries
elektroforez¢ antikiinai buvo suskaldyti su DTT koncentracija, o véliau pakaitinti esant joninio
detergento (SDS) pertekliui. Siomis salygomis tiolinis reagentas redukuoja -S-S- tiltelius iki -SH
grupiy. SDS suteikia baltymams neigiama kriuvi. Kadangi baltymai masés vienetui suriSa
vienoda kieki SDS, todél baltymy-SDS kompleksai gelyje iSsiskirsto pagal ju molekuling mase.
Baltymy kontroliniai markeriai buvo naudojami, kaip molekulinés masés ,,liniuoté*. Baltymy

fragmentai buvo dazomi Coomassie brilliant blue G250 dazais.
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2.2.7. Kvarco kristalo mikrogravimetrinés svarstyklés
Kvarco kristalo (toliau - KK) paruosimas. Kvarco kristalas 10 min. laikomas acetone, o po
to valomas elektrochemiskai 50 mM H,SO, tirpale atliekant 40 potencialo skleidimo cikly
0,3 V/s greiciu, skleidziant nuo 1,7 iki -0,3 V.
KKM aparatiiros paruosSimas darbui. Darbiné celé (zr. 2.2 pav.) su paruostu kvarco

kristalu prijungiama prie KKM svarstykliy bei registruojamas bazinés linijos nusistovéjimas.

2.2 pav. Kvarco kristalo celé, naudota eksperimentui

I kvarco kristalo celg ipilama 300 pL antikiiny tirpalo ir 4000 sekundziy yra registruojamas
kvarco kristalo padengto aukso sluoksniu rezonansinio daznio pokytis. Tada cel¢ iSplaunama su
PBS, pH 7.4, ipilama 1% albumino tirpalo laisvu viety blokavimui ir laikoma 1,5 val. Praplauta
cele uzpildzius 270 u. PBS buferio pH 7,4, KKM aparatiira registruojamas bazinés linijos
nusistovéjimas. | buferj inesus 30 pL antigeno (3,8 mg/mL), registruojamas daznio pokytis.

2.2.8. PavirSiaus plazmono rezonanso jutikliai

Specifiniai anti-gp51 antiktinai arba ju fragmentai yra imobilizuojami PPR jutiklio lusto
aukso pavirSiuje. D¢l labai specifinés saveikos tarp GLV antigeno ir specifiniy gp51 antikiiny,
jokios kitos molekulés, esancios tirpale Siuo jutikliu negali baiti nustatytos. Tyrimo metu yra
registruojama PPR imuninio jutiklio sensograma — PPR kampo kitimo priklausomybé nuo laiko.
I§ atsako kitimo grei¢io gaunami saveikos kinetiniai parametrai — asociacijos ir discociacijos
grei¢io konstantos, ky (M™'s™) ir kg (s™), taip pat yra apskaiGiuojama afinikumo konstantos, K,
reikSmé.

PPR jutiklio lusto paruosimas. Naujas jutiklio lustas valomas NaOH ir HCI. Tam jutiklio
lustas 20 min. pamerkiamas { 1 mol/L NaOH tirpala, nuplaunamas distiliuotu vandeniu ir
pamerkiamas 5 min. i 1 mol/L HCI tirpala. Po 5 min. iStraukiamas ir vél plaunamas distiliuotu

vandeniu. Stiklinis aukso sluoksniu modifikuotas pavirSius kruopsc¢iai nuvalomas specialia
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servetéle optikai. Ant laikiklyje esancios pusiau cilindrinés prizmés uzlasinamas lasas imersinés

alyvos ir atsargiai, auksiniu pavir§iumi | virSu, uzdedamas jutiklio lustas (zZr. 2.3 pav.).

e

2.3 pav. PPR jutiklio lusto uzdéjimas ant pusiau cilindrinés prizmés

Laikiklis jstatomas i PPR analizatoriy, uZdedama ir pritvirtinama pratekamoji gardelé.
Tada atlickamas pavirSiaus stabilizavimas (sudrékinimas). Tam buvo naudojamas buferinis
tirpalas, kuriame ruoSiami ligando tirpalai ir 0.5% natrio dodecil sulfato (SDS) bei 50 mmol/L
NaOH arba 100 mmol/L HCI tirpalas. Stabilizavimas vykdomas 2 min. intervalais apie 30 min.

Skaldyty antikiiny pries galvijy leukemijos viruso antigenus (toliau — anti-gp51
antikiinai)  imobilizavimas. Imobilizavimas atliekamas abiejuose PPR gardelés kanaluose.
Naudotas 1 mg/mL anti-GLV tirpalas 10 mmol/L fosfatiniame (PBS) tirpale, pH 7.4. Skaldyti
anti-GLV antiktinai prie jutiklio prisijungia per merkapto - funkcines grupes. Imobilizavimas
vykdomas 15 min. Neprisijunge prie aukso pavirsiaus skaldyti anti-GLV antikiinai yra
pasalinami pratekama gardele praplovus 10 mmol/L PBS tirpalu, pH 7.4.

PavirSiaus su imobilizuotais anti-gp51 antikinais stabilizavimas. PavirSius su
imobilizuotais anti-GLV antiktinais yra stabilizuojamas tikslingai, t.y. stabiliai bazinei linijai
gauti. Siam tikslui naudojamas 10 mmol/L PBS buferinis tirpalas, pH 7.4 ir 0.5% SDS bei 50
mmol/L NaOH arba 100 mmol/L HCI tirpalai, kurie i§ eilés paimami automatiskai.
Stabilizavimas vykdomas 2 min. intervalais apie 30-45 min.

Skaldyty antikiiny ir GLV antigeno sqveikos tyrimai. PPR tyrimai atliekami PPR
analizatoriumi Autolab ESPRIT (zZr. 2.4 pav.).

44



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

Tai dvikanalis PPR analizatorius (zr. 2.4 pav.), kuriame vienas kanalas naudojamas
signalo registravimui, o kitas yra palyginamasis kanalas, kurio pagalba iSvengiama nespecifinés
saveikos itakos. Prie§ pradedant tyrima i ant hemicilindrinés prizmés esanti jutiklio lusta — plonu
aukso sluoksniu padengta stikling plokstelg, tam tikru reikiamu kampu, nukreipiamas lazerio
spinduliuojamos p-poliarizuotos 670 nm bangos ilgio monochromatinés S$viesos bangos ilgio
spindulys. Sviesos kritimo kampa galima keisti nuo 62° iki 78°. Hemicilindriné prizmé
eliminuoja spindulio “vaiks¢iojima” ir pasklidima po jutiklio pavirSiuje esanti plona aukso
sluoksni. Krintanc¢ios { fotodioda Sviesos intensyvumas priklauso nuo Sviesos kritimo i jutiklj
kampo. Esant PPR kampui, PPR jutikliu registruojamas ryskus atspindétos $viesos intensyvumo
sumaz¢jimas. PPR kampas yra matuojamas be pertraukos visg laika ir uzregistruojama jutiklio
atsako priklausomybé nuo laiko vadinamoje sensogramoje.

Eksperimenty rezultatai apdorojami PPR Autolab tiekiama programine jranga Kinetic
evaluation. Matematiniai sqveikos modeliai derinami prie eksperimentiniu duomeny 2 etapais:
1) generuojamos diferencialinés greiCio lygtys pagal pasirinkta saveikos modeli, 2) randami
greicio lyg€iy parametry rinkiniai, su kuriais modelis geriausiai atitinka eksperimento duomenis.

Daugumai saveikos modeliy diferencialinés greicio lygtys gali biiti integruojamos, ir
gaunama atsako priklausomybé¢ nuo laiko derinama prie eksperimentiniy duomeny. Kiti saveikos
modeliai apraSomi diferencialiniy grei¢io lyg€iuy sistemomis, kurias analitiS8kai integruoti labai
sunku ar net nejmanoma, todél teorinés kreivés generuojamos naudojant skaitmenini
integravima. leSkant geriausio modelio der¢jimo, algoritmas skanuoja parametry reikSmiy
kombinacijas ir iSrenka ta, su kuria gaunama maZiausia xz reiksmé (zr. 2.2 lygti) (Path

i [interaktyvus]).
é(rf - rx)2
cl=Lt— , (2.2)
n-p
kur rs — priderinta reik§mé duotame taske, ry — eksperimentiné reik§mé tame taske, n — tasky

skai¢ius, p — derinamy parametry skaicius. Praktikoje priimtos y° < 10 reik§més.
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3. TYRIMU REZULTATAI IR JU APTARIMAS

Imuniniy jutikliy kirime labai svarbus etapas yra kryptingas antikiiny imobilizavimas
pavirSiuje, t.y. antikiinus imobilizuoti taip, kad tam tikrame pavirSiuje jie buty Kryptingai
orientuoti. Kryptingam imobilizavimui aukso pavirSiuje naudojome imunoglobuliny molekules,
suskaldytas | du fragmentus, kurie jungiasi prie pavirSiaus merkapto grupiy pagalba (-SH)
paprastos adsorbcijos proceso metu. Imuniniai jutikliai, kuriuose pavyksta kryptingai
imobilizuoti antikiinus, yra jautresni, gali saveikauti su didesniu analités kiekiu lyginant su
imuniniais jutikliais, kur buvo taikoma atsitiktiné antik@iny orientacija. Taip pat buvo siekta, kad
pavirSiuje buty didelis biologiSkai aktyvios medziagos tankis, imuninis jutiklis biity stabilus ir
regeneruojamas.

3.1. Imunoglobuliny iSsodinimas bei baltymo koncentracijos nustatymas

Imunoglobulinai buvo iSsodinti sofiuoju amonio sulfato tirpalu pagal 2.2.1. skyriuje
aprasyta metodika, dializuojami ir naudojami tolimesniems tyrimams. Naudojant
imunoglobulinus tolimesniame eksperimente, yra svarbu Zinoti baltymo koncentracija. Antikiiny
koncentracija buvo nustatyta spektrofotometriniu bidu. Baltymo koncentracija specifiniy
antikiiny prie§ galviju leukozés viruso (GLV) antigena turin¢iame serume yra 26,9 mg/mL,
nusodintos ir dializuotos imunoglobuliny frakcijos koncentracija yra 17,3 mg/mL.

3.2. Antikiiny i§gryninimo patikrinimas elektroforeziskai

Elektroforezé buvo atlickama vertikaliai natrio dodecilo sulfato poliakrilamidiniame
gelyje (12%) denattruojanciomis salygomis. Elektroforegramoje (Zr. 3.1 pav.) pateikti iSgryninto
(2, 3 takeliai) ir nevalyto (4, 5 takeliai) specifiniy anti-gp51 antiktiny turin¢io serumo vaizdai
rodo, kad naudojant imunoglobuliny nusodinimo amonio sulfatu metoda sékmingai pavyko

paSalinti dalj nereikalingy ir tolimesnius tyrimo rezultatus galinCiy jtakoti baltymuy.

1238 4 3506
-- %116kDa

-- ﬁ 66,2 kDa

3.1 pav. Serumo, turinfio specifiniy anti-gp51 antikiiny, elektroforegrama: 2,3 —
antik@inai po gryninimo; 4, 5 — serumas; 1,6— markeris
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3.3. Antikuny skaldymas

Disulfidinius tiltelius redukuojanéiu agentu buvo naudojamas ditiotreitolis 6 mg/mL
(DTT). Tokia DTT koncentracijos pasirinkima lémé keli veiksniai: literatiriniai duomenys ir
tinkamiausias skaldyty antikiiny merkapto grupiu skaicius (Baniukevi¢ et al. 2009). Esant Siai
DTT koncentracijai suskyla du disulfidiniai tilteliai, kaip parodyta 3.2 pav. Po redukuojancio
agento prid¢jimo 1 imunoglobuliny mégini, jis buvo inkubuojamas 1 val. 37°C temperatiiroje.

Antigena

surisanéios
k//srit]rs

6 mgimL DTT

4} -5H Hs-

=SH HE

3.2 pav. Imunoglobulino molekuliy skaldymo schema
3.4. Imunodifuzijos reakcija (toliau - IDR)
IDR buvo atlikta pagal 2.2.3. skyriuje aprasyta metodika. IDR buvo taikoma tiriant
skaldyty antikiiny prie§ GLV antigena gp51 aktyvuma. Gautas rezultatas uzfiksuotas,
fotografuojant gelj (Zr. 3.3 pav.).

3.3 pav. Imunodifuzijos reakcija agaro gelyje, naudojant antikliny fragmentus, gautus juos
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
antikiiny (kontrolinio serumo) (3.3 pav. virSutiné juosta) bei skaldyty antikiino fragmenty
(naudojant 6 mg/ml DTT koncentracija) (3.3 pav. apatiné juosta). Tai reiskia, kad skaldant
antiktinus lieka nepazeistos antigena suriSancios sritys, t.y. ju sugebéjimas atpazinti ir specifiskai
suristi antigena.

3.5. Antikiiny skaldymo efektyvumo patikrinimas elektroforeziskai

DTT buvo pasirinktas, kaip reduktorius skaldantis tarp antikiiny sunkiyjuy grandiniy esantj

disulfidini tiltelj. Darbo metu buvo naudojamas 6 mg/mL reduktoriaus tirpalas:

Q 28314355
‘ 70-90 kDa

.-

66,2 kDa
45 kDa f

3.4 pav. Skaldyty antiktiny elektroforegrama: 1 — markeris; 2,3,4,5 - skaldyti antikiinai.

Pateiktoje elektroforegramoje (Zr. 3.4 pav.), po antikiny skaldymo méginyje daugiausia yra
70-90 kDa dydzio fragmenty. Antiktiny (IgG) fragmenty, gauty suardzius disulfidinius tiltelius
lankscCioje srityje, masé yra 80 kDa. IS aukSCiau pateikto vaizdo matome, kad skaldydami
antikinus su DTT, gauname redukuotos formos fragmentus, kuriuos sudaro pilna sunkioji bei
lengvoji grandinés.

3.6. Imuniniy jutikliy kiirimas
Darbo metu buvo kuriami dviejy tipy imuniniai jutikliai. KKM buvo panaudotas
pjezoelektriniam jutikliui sukurti, o PPR aparatas — optiniam jutikliui gauti. Norint pagaminti
efektyvy jutiklj, antikiinas buvo skaldomas su redukuojanciu agentu pusiau ir imobilizuojamas
kryptingai aukso pavirSiuje (Zr. 3.5 pav.). GLV antigeno saveikos su imobilizuotais antikiiny

fragmentais tyrimas buvo registruojamas atitinkamo prietaiso programine jranga.
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Auksas

Kvarco kristalas
Auksas

Antigena
| suriéanéjgs\‘

‘/ sritys

-5H Ha-
=5H HE

N, el

- antigenas - GLV gp51

Imunosensorius

| ukso pavirsiuje

3.5 pav. Imuninio jutiklio kiirimo eiga aukso pavirsiuje
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3.6.1. KKM imuninis jutiklis

Skaldyty antikiiny imobilizavimo sorbcijos biidu aukso pavirSiuje tyrimas kvarco
kristalo mikrogravimetrinémis svarstyklémis

KKM leidzia registruoti masés pokycius vykstancius elektrodo pavirSiuje, nustatyti ir
vertinti vykstancias saveikas tarp analizuojamuy medziagu, bei tirti kuriamas analizines sistemas.
Antikiny sorbcija ir antikino-antigeno saveika buvo tiriama, panaudojant aukso sluoksniu
padengtus kvarco kristalus (7.995 MHz) i§ CH Instruments, Inc (Austin, USA).

Vienas i§ keliamy tyrimo uzdaviniy buvo kryptingas antikiiny imobilizavimas pavirSiuje.
Pasiekus §i tiksla bei jvertinus saveikos su antigenu efektyvuma galétume sékmingai Sia
metodika taikyti galviju leukozés viruso baltymy nustatymui. Siekiant jvertinti Kryptingo
antikliny imobilizavimo efektyvuma ant darbinio KK elektrodo, buvo registruoti rezonansinio
daznio poky¢iai (Hz) laike, vykstant skaldyty antikiiny fragmenty sorbcijai pavirsiuje.

Masés pokytis elektrodo pavirSiuje (Af) yra tiesiogiai proporcingas daznio poky¢iui ir buvo
apskaiciuotas pagal Sauerbrey‘o lygti:

Df = -2Dmf '/ A\/mr (31)
kur f, yra kristalo rezonansinis daZnis (8 MHz), A — aktyvus kristalo plotas (0,205 cm?), r -
tankis (2,648 g/cm?), m - Slyties modulis (2,947 10™).

Antikiinai buvo skaldyti 37°C temperatiroje su 6 mg/mL DTT koncentracijos
reduktoriumi. Kontrolé — tai natyvils antikinai. Duomeny palyginimui buvo nuspresta skaldyti
antiklinus kambario 20°C temperatiiroje, veikiant juos tokia pac¢ia DTT koncentracija. Antiktinai
buvo imobilizuojami aukso pavirSiuje 4000 sekundziy. Skirtingose temperatiirose skaldyty
antikiiny fragmenty saveika su KK elektrodo pavirsiuje esanciu aukso sluoksniu vyksta skirtingu
greiCiu. [vertinus rezonansinio daznio pokyti buvo nustatyti skirtingi mases pokyciai pavirSiuje.
Nors aktyvus elektrodo pavirsiaus plotas yra 0,205 cm?, masés pokytis yra apskai¢iuojamas 1-am
cm?. Didziausias skaldyty antikiiny kiekis jsimobilizavo aukso pavirsiuje, atlikus skaldyma 37°C
temperatiiroje (0,515 mg/cm?® + 0.6). 20°C temperatiiroje skaldyty antikiiny fragmenty maZiau
isimobilizavo (0,435 mglcm2 + 1.1) aukso pavirSiuje (zr. 3.6 pav.). Naudojant natyvius antikiinus

daznio pokytis nurodytame laiko intervale buvo neZymus.

Kryptingai orientuoty antikiiny panaudoejimas imuninio jutiklio skirto galvijy
leukozés antigeno nustatymui kiirime
Antiktinai buvo imobilizuojami aukso pavir§iuje 4000 sekundziy. Uzblokavus laisva
pavirSiaus plota 1% albumino tirpalu, buvo tiriama kryptingai imobilizuoty antikiiny saveika su

antigenu.
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3.6 pav. Antikiiny fragmenty imobilizavimo ir ju saveikos su GLV antigenu efektyvumo
ivertinimas pagal daznio pokycius Af, Hz

Elektrodai, modifikuoti kryptingai orientuotais antikiiny fragmentais, buvo panaudoti
KKM imuninio jutiklio skirto galvijy leukemijos antigeno nustatymui. Antigeno saveika pagal
gautus eksperimentinius rezultatus, efektyvesné buvo su antikliny fragmentais gautais atlikus
skaldyma 37°C temperatiroje negu po skaldymo 20°C temperatiiroje gautais antikiiny
fragmentais (Zr. 3.6 pav.). Todél tolimesniems tyrimams buvo panaudotas efektyvesnis skaldymo
budas, t.y. 37°C temperatiiroje.

3.6.2. PPR imuninis jutiklis
Specifiniy anti-gp51 antikiiny ir jy fragmenty imobilizavimo PPR jutiklio lusto

pavirSiuje salygu parinkimas ir iStyrimas

Tyrimai buvo atlikti dvikanaliu PPR analizatoriumi Autolab ESPRIT. Vienas kanalas
naudojamas signalo registravimui, o kitas kanalas yra palyginamasis, kuris padeda pasalinti
nespecifinés saveikos itaka. Eksperimenty rezultatai buvo gauti sensogramuy pavidalu — PPR
kampo, isreiSkiamo mililaipsniais, priklausomybés nuo laiko grafikais (zr. 3.7 pav.). Prie§
specifiniy anti-gp51 antikiiny ir juy fragmenty imobilizavima buvo atliktas aukso pavirsiaus
stabilizavimas 10 mmol/L natrio fosfatiniu (toliau — PBS) buferiniu tirpalu, pH 7.4 ir 100
mmol/L HCI tirpalu. anti-gp51 imobilizavimui PPR jutiklio lusto pavir§iuje buvo panaudotas
1 mg/mL anti-gp51 tirpalas 10 mmol/L PBS buferiniame tirpale, pH 7.4. Tyrimas pradedamas
per PPR jutiklio lusto pavirSiy praleidZiant 10 mmol/L PBS buferin;j tirpala, pH 7.4. Kai bazine
linija stabilizuojasi, atliekamas skaldyty anti-gp51 imobilizavimas pastovioje 37°C temperatiiroje

(zr. 3.7 pav.). Atliekant imobilizavima turi biti naudojami tirpalai be oro burbuliuky, kadangi
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esant tirpale oro burbuliuky yra gaunamas mazesnis ligando prisijungimo prie lusto pavirSiaus

efektyvumas.
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3.7 pav. Skaldyty antikiny fragmenty imobilizavimas PPR lusto pavirSiuje

Tarp pavirSiuje prisijungusiy molekuliy kiekio ir PPR kampo pokycio egzistuoja
tiesioginé priklausomybé. PPR kampo poslinkis mililaipsniais naudojamas kaip biologinio
jutiklio signalas, siekiant iSmatuoti ir jvertinti molekuliy prisijungima prie jutiklio pavirsiaus.
PPR jutiklio signalas taip pat priklauso ir nuo terpés liizio rodiklio. 120 m® kampo pokytis
atitinka apie 1 ng/mm? baltymo pavir§inés koncentracijos pokyti arba apie 10 terpés laZio
rodiklio pokyti. Atlikus skaldyty antikiiny fragmenty imobilizavima aukso pavirSiuje buvo
nustatyta, kad PPR jutiklio pavir§iuje buvo imobilizuota 5,5 + 0,45 ng/mm? (0,55 + 0,05 mg/cm?)
anti-gp51 (zr. 3.8 pav.). Specifiniy anti-gp51 antikiiny fragmentai jungiasi prie aukso pavirsiaus

laisvomis merkapto grupémis.
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3.8 pav. Natyviy ir skaldyty antikiiny imobilizavimo PPR jutiklio aukso pavirSiuje palyginimas

52



Atlikus natyviy antikiiny imobilizavima buvo nustatytas labai nezymus isimobilizavusio
antikiino kiekis — 0,12 + 0,5 ng/mm? (0,01 + 0,05 mg/cm?) (zr. 3.8 pav.). Tokie gauti rezultatai
rodo, kad skaldyty antikiiny fragmentai didina tiesioginio, kryptingo imobilizavimo PPR jutiklio
aukso pavirsSiuje efektyvuma. Natyviy antikiiny isimobilizavimas gal¢jo ivykti dél nespecifinés
saveikos su aukso pavirSiumi tyrimo metu. Norint sumazinti nespecifiSkuma laisvas pavirSiaus
plotas buvo blokuotas para 10 mg/mL BSA tirpalu. Uzblokavus laisvas jutiklio pavirSiaus vietas
nespecifiné saveika sumazéja iki minimumo.

Lyginant specifiniy anti-gp51 antiktiny ir ju fragmenty imobilizavimo rezultatus KKM ir
PPR jutiklio aukso pavirSiuose (zr. 3.9 pav.) buvo nustatyta, kad anti-gp51 antiktiny fragmentuy,
skaldyty 37°C temperatiiroje, isimobilizavo 8% daugiau PPR jutiklio pavirSiuje. Natyviy
antikliny imobilizavimo rezultatai buvo labai nezymiis abiejuose jutikliuose. Todél tolimesniuose
tyrimuose buvo naudojami specifiniy anti-gp51 antikiiny fragmenty imobilizavimas PPR jutiklio

aukso pavirsiuje.
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3.9 pav. Natyviy ir skaldyty antikiiny imobilizavimo PPR ir KKM jutikliy aukso pavirsiuje
palyginimas

Atlikus specifiniy antikiiny imobilizavima aukso pavirSiuje ir norint toliau tirti antikiino-
antigeno komplekso susidarymo saveika, batina jutiklio pavir$iy stabilizuoti (zr. 3.10 pav.). PPR
lusto pavirSiaus stabilizavimas, t.y. bazinés linijos nusistovejimas trukdavo nuo 20 min. iki 1 val.

PPR kampo pokytis buvo registruojamas sensogramos pavidalu.
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3.10 pav. Bazinés linijos nusistovéjimas

Auksciau nurodytame 3.10 paveiksle matome, kad baziné linija nusistovi (480 -1200 s)
dviejuose PPR analizatoriaus kanaluose. Bazinei linijai nusistovéjus galima imobilizuoti

antik@inus ir/arba tirti ju saveika Su antigenu.

Saveikos tarp imobilizuoty specifiniy anti-gp51 fragmenty ir GLV antigeno esancio
tirpale tyrimas

Imobilizavus anti-gp51 PPR jutiklio pavirsiuje buvo atliktas stabilizavimas/drékinimas
10 mmol/L PBS buferiniu tirpalu, pH 7.4. Imobilizuoto anti-gp51 ir GLV antigeno gp51 esancio
tirpale saveikos tyrimams naudotas jvairiy koncentracijy: 0.01; 0.05; 0.1; 0,2; 0,5 mg/mL GLV
antigeno tirpalas PBS buferiniame tirpale, pH 7.4. anti-gp51 ir GLV antigeno saveikos tyrimas
pradedamas jutiklio pavir§iy su imobilizuotu anti-gp51 kruopsc¢iai praplaunat PBS buferiniu
tirpalu, pH 7.4 ir stabilizuojant pavir$iy. Nusistovéjus stabiliai bazinei linijai { 1 kanalg
leidZziamas meéginys turintis GLV antigeno, o 1 2 kanala PBS buferinis tirpalas, pH 7.4. PPR
kampo padétis priklauso nuo aplinkos, esanCios arti jutiklio pavirSiaus, luzio rodiklio. LuZzio
rodiklis PPR biologinio jutiklio pavirSiuje keiciasi dél makromolekuliy prisijungimo prie
pavirSiaus. Kai jutiklis yra patalpinamas | méginj turinti GLV antigeno molekuliy, jos prisijungia
prie jutiklio pavirSiaus dél specifinés saveikos su imobilizuotais anti-gp51 fragmentais. GLV
antigeno prisijungimas prie anti-gp51 fragmento padidina PPR jutiklio signala, kuris fiksuojamas

sensogramoje (zr. 3.11 pav.).
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3.11 pav. PPR signalo Kitimas, esant skirtingoms GLV antigeno koncentracijoms:
1 - baziné linija (10 mmol/L PBS buferinis tirpalas, pH 7.4); 2 — asociacijos stadija; 3 —
disociacijos stadija; 4 — regeneracijos stadija

Susidariusiy anti-gp51/gpS1  kompleksy pavirSiné koncentracija yra proporcinga
koncentracijai GLV antigenuy, esanciy tirpale. Per jutiklio lusto pavirSiy véel praleidus buferini
tirpala, analités (GLV antigeno gp51) tirpalas pakei¢iamas buferiniu tirpalu, anti-gp51/gp51
kompleksas disocijuoja ir signalas sumazéja. Atlikus pavirSiaus regeneravima tirpalu, sudarytu is
0.5% SDS ir 50 mmol/L NaOH, ir praplovus PBS buferiniu tirpalu (pH 7.4), PPR jutiklio
signalas atsistato iki bazinés linijos. Siuo atveju galima atlikti pakartotinius tyrimus su tuo paéiu
lustu, esant kitai GLV antigeno koncentracijai. Vienas i§ PPR jutikliy privalumy yra tas, kad Sis
metodas leidzia tirti biomolekuliy saveikas realiame laike. Be to, néra butinybés Zzymeéti
saveikaujancias molekules papildomomis Zymeémis (pvz., radioaktyviomis, fluorescencinémis).
Tai taupo laika ir padeda iSsaugoti biomolekuléms buidingas savybes.

Saveikos tarp imobilizuoto specifinio anti-gp51 antikiino fragmento ir GLV
antigeno esancio tirpale Kinetiniy parametry

Eksperimenty rezultatai buvo apdoroti PPR Autolab tiekiama programine jranga Kinetic
evaluation. Specifiniy anti-gp51 antikiiny fragmentai su GLV antigenu saveikauja
1:1 stechiometriniu santykiu. Tokiems skaldytiems antikiiny fragmentams biidinga tik viena
antigena suriSanti sritis, todél kinetiniams parametrams gauti pasirinktas pseudo pirmos eilés

saveikos modelis, atitinkantis 1:1 saveikos schema (zr. 3.12 pav.):
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3.12 pav. Specifiniy anti-gp51 antiktiny fragmenty ir GLV antigeno saveikos schema

Supaprastinus Sios saveikos iSraiska buvo pazyméta, kad:

ka
A+B T AB (3.2)

K

kur A — imobilizuotas antikiino fragmentas, B — tirpale esantis GLV antigenas, k, — asociacijos
greicio konstanta, M?s?t kg - disociacijos greicio konstanta, g

Pagal schema (zr. 3.12 pav.) buvo sudaryta diferencialiniy lygéiy sistema:

% = k, «[AB] - k, *[A][B]
% = k, {[A]"[B] - k, [AB] (33)

[Al(0) = R,,[AB](0) =0

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

R, *M .
antigeno koncentracijos; R, ., = Mxvalentmgumas- maksimalus signalo dydis, apibtdinantis
Ak

bendra Ak kiekj aukso pavirSiuje, m°; M — molekuliné antigeno arba antikino masé.

Susidarant antikiino-antigeno kompleksui GLV antigeno koncentracija tirpale yra labai
maza, todél i jos poky¢ius galima neatsizvelgti. Zinant, kad laisvo antigeno koncentracija yra
pastovi ir lygi pradinei koncentracijai, C, (3.3) lyg€iu sistema buvo perraSyta PPR signalo R,
kuris atitinka komplekso AB koncentracijos kitimo greiti, atzvilgiu:

d_R: a)(CX(R
dt

Kinetiniai parametrai buvo apskaic¢iuoti apdorojus duomenis nelinijinés regresijos (Bath

~R) -k, 'R (3.4)

max

[interaktyvus]) btdu, t.y. (3.4) lygtis buvo integruojama pagal t, R; parametrus:

ka xCx Rmax X[l - e_(kaXCJrkd)]

R =
k,*C +Kk,

+R, (3.5)

3.11 paveiksle pasirinkus tik asociacijos stadijos kinetiniy kreiviy dalis gaunamas
asociacijos stadijos kinetinés kreivés, esant skirtingoms GLV antigeno koncentracijoms

(zr. 3.13 pav.).
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3.13 pav. Asociacijos stadijos kinetinés kreivés, esant skirtingoms GLV antigeno

koncentracijoms

IS 3.13 pav. kinetiniy kreiviy buvo skai¢iuojamas PPR signalo pokytis tarp asociacijos

stadijos pradzios ir pabaigos tasky. Gauti rezultatai pavaizduoti kalibracingje kreiveje (Zr.

3.14 pav.), kurioje tasky iSsibarstymas yra 0,99.
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3.14 pav. PPR signalo skirtumo priklausomybés nuo laiko kalibraciné kreivé esant skirtingoms

GLV antigeno koncentracijoms

Asociacijos stadijos metu (3.5) lygtis turi 3 parametrus, priklausan¢ius nuo laiko, t:

R =Exl-e™]+R,,

(3.6)

kur E — maksimalus PPR kampo pokytis, esant konkreCiai antigeno koncentracijai,

ks=(kaC+ky); Ro—signalo dydis, kai t=0.
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Tinkamas atitikimas buvo gautas esant maziausiai antigeno koncentracijai (0,01 mg/mL)
— v*=9,3 + 15. Kity kreiviy atveju x* dydis svyravo nuo 13 iki 65. Toks teoriniy ir praktiniy
rezultaty neatitikimas gali biiti paaisSkinamas keliais biidais. Pirma, buvo pasirinktas netinkantis
modelis, kadangi prisijungus antigenui, antikiino konfirmacija pasikeité, o 1 tai tyrimo metu
nebuvo atsizvelgta. Teisingiau biity pasirinkti 1:1 saveikos su konformaciniais pakitimais
modeli. Taciau tokio modelio Autolab kinetiné programa neturéjo. Antra, esant didesnei
antigeno koncentracijai gali atsirasti didesné nespecifinés saveikos tikimybé. Kadangi esant 0,01
mg/mL GLV antigeno koncentracijai gauti rezultatai rodé patenkinama modelio atitikima
eksperimento duomenims, todél 1-oje lentelé yra pateikiami kinetiniy parametry - greicio

konstanty ir atitikimo dydZiai.

1 lentelé. Kinetiniai specifiniai anti-gp51 antikiiny ir GLV gp51 antigeno saveikos parametrai
pagal pseudo pirmos eilés saveikos modeli

[GLV gp51], | [GLV gp51], K, S ko MT s ke, S Y
mg/mL M
0,01 1,96-107 | 1,5:10°+2,3-10° | 8,5-10°+7,7.10% | 1,910°+1,510° [ 93+15

Nors pseudo pirmos eilés 1:1 saveikos modelis geriausiai atitiko eksperimentinius
duomenis, esant 0,01 mg/mL GLV antigeno koncentracijai, taciau jsitikinti, kad toks saveikos
mechanizmas atitinka realia situacija, reikalinga atlikti papildomus komplekso struktiiros

tyrimus.

Saveikos tarp imobilizuoto specifinio anti-gp51 antikiino fragmento ir GLV
antigeno esancio tirpale afiniSkumo konstantos nustatymas

Specifiniy anti-gp51 antikiiny ir GLV antigeno komplekso susidarymo greitis (dR/dt)
buvo apskaiciuotas pagal 3.4 lygti pusiausvyros salygomis yra lygus nuliui:

drR

E:kaXCX(R - Rys) — kg ¥R, =0 (3.7)

max

Si lygtis buvo pertvarkyta ir naudojama duomenims apdoroti pusiausvyros salygomis:

Rows _
C - KAXRmax - KAXRpus (38)

Tyrimo metu gauti rezultatai buvo pavaizduoti grafike (3.15 pav.), kuriame y-asyje buvo
atidéti Rpus/C, 0 X-asyje — Rpus, m’ dydziai. Kreive pavaizduojama tiesine priklausomybe, o 1§ jos

nuokrypio buvo apskaiciuotas Ka.
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Rezultaty pasiskirstymo 3.15 pav. iSsibarstymas yra 96,7%. IS tiesinés priklausomybés
nuokrypio buvo apskaiGiuota afiniSkumo konstanta, Ka, kuri yra lygi 3,1.10° M. Kuo

afiniSkumo konstanta yra didesné, tuo saveika tarp antigeno ir antikiino yra stipresné.

Pusiauswyra
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3.15 pav. Tiesiné Ak-Ag komplekso susidarymo priklausomybé. Taskais 1,2,3,4
pazymétos atitinkamai antigeno koncentracijos: 0,01; 0,05; 0,1; 0,2 mg/mL

GLYV antigeno ir specifiniy anti-gp51 antikiiny komplekso suri§imo efektyvumui
apskaiCiuoti buvo panaudota lygtis (Tsai, Pai 2009):

M
w=—"9 " %' 100%
Ilek DQAg

kur: Mak — antikiiny fragmenty molekuliné masé, A®ay — PPR kampo pokytis, prisijungus GLV
antigenui; Mag — GLV gp51 antigeno molekuliné masé¢; A®ax — PPR kampo pokytis po Ak
imobilizavimo aukso pavirSiuje

Zinant, kad GLV gp51 antigeno molekuliné masé yra 51 kDa (Johnston, Radke 2000;
Basu et al. 2003), o skaldytu antikinu fragmenty — 80 kDa, buvo pasiektas komplekso
susidarymo 84,4% efektyvumas. Literatiiroje nurodoma (Tsai, Pai 2009), kad esant atsitiktinei
antikiny orientacijai suriSimo efektyvumas yra 60%, kryptingas antikiiny imobilizavimas
pasizymi 90% suriSimo efektyvumu.

Kiekvienas jutiklis turi pasizyméti dar viena svarbia savybe, t.y. biiti regeneruojamas.
Jutiklis yra tuo geresnis, kuo atsikartojamumo paklaida yra mazesné. Darbo metu jutiklis buvo
regeneruojamas 6-8 kartus, esant GLV antigeno 0,01 mg/mL koncentracijai. Gauti rezultatai,
pavaizduoti 3.16 pav., rodo, kad jutiklio 3 cikly metu PPR signalo pokytis skiriasi 4%. Kiny
darbo grupéje gauto PPR signalo pokytis skyrési 30% (Tsai, Pai 2009).
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3.16 pav. PPR jutiklio regeneravimas

Pakartotinai 6 kartus atlikus antikiino-antigeno saveikos bei jutiklio regeneravimo

(imuninio komplekso suardymas) ciklus, iSlicka 65% pradinio analizinio signalo. Taigi PPR

jutikliu, panaudojant skaldytais antikiiny fragmentais modifikuota lusta, galima sékmingai atlikti

pakartotinus antigeno nustatymus.

Atlikta panaSiy darby, apraSyty mokslin¢je literatiiroje, analize ir palyginimas su miisy

gautais rezultatais nuteikia optimistiskai. Ir visy svarbiausia, kad tai skatina tolimesn¢ metoding

paieSka, kuriant salygas gauti efektyvesni atsikartojamuma ir kuo mazesnes paklaidas.

60



ISYADOS

Antigena suriSancios sritys iSlicka aktyvios ir gali saveikauti su antigenu, skaldant
specifinius anti-gp51 antikiinus 6 mg/ml DTT koncentracijos tirpalu,.

Skaldytus antikiny fragmentus jvertinus elektroforeziskai nustatyta, kad ju molekuliné
masé yra 70-90 kDa intervale.

Skaldyty antikiiny jsimobilizavimo efektyvumas yra 97 - 98% lyginant su natyviy
antikliny imobilizavimu aukso pavirsiuje.

PavirSiaus plazmono rezonanso jutiklis pasizymi didesniu jautrumu nei kvarco kristalo
mikrogravimetrinis imuninis jutiklis ir galima nustatyti maZesnes antigeno
koncentracijas.

Tiriant anti-gp51/gp51 komplekso saveika, eksperimentinius duomenis geriausiai atitiko
pseudo pirmos eilés 1:1 saveikos modelis, esant 0,01 mg/mL GLV antigeno
koncentracijai tirpale.

Galviju leukemijos viruso anti-gp51 antikiiny fragmentai specifiskai saveikauja su gp51
antigenu, anti-gp51/gp51 komplekso afiniskumo konstanta Ka yra lygi 3,1-10° M™. Esant
kryptingam antikiiny imobilizavimui komplekso suriSimo efektyvumas buvo didesnis
lyginant su atsitiktiniu natyviy antikiiny imobilizavimu aukso pavirSiuje.

PPR imuninj jutikli galima regeneruoti ir pritaikyti pakartotiniam antigeno nustatymui.
Atlikus 3 saveikos su antigenu — regeneracijos ciklus, prarandama tik 5% pradinio

analizinio signalo.
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