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Jutiklis, pavirsiaus plazmony rezonansas.

Santrauka. Pastaraisiais metais pavirsiaus plazmony rezonanso metodas tapo vienu
pagrindiniy tiriant bei nustatant afiniskai sqveikaujancias medziagas. Pavirsiaus plazmony
rezonanso biologiniai jutikliai vis dazniau naudojami biochemijoje, bioanalizinéje chemijoje,

nozuojant bakterijy ir virusy sukeltas ligas, nustatant hormonus, steroidus, imunoglobulinus,
tiriant kraujo plazmos koaguliacijq. Siais jutikliais galima analizuoti labai panaSios chemi-
nés sandaros medziagy misinius, nes yra detektuojamos tik tos analités, kurios specifiskai
sqveikauja su pavirsiaus plazmony rezonanso jutiklio pavirsiuje imobilizuota biologiskai
aktyvigja medziaga. Pavirsiaus plazmony rezonanso biologiniai jutikliai taikomi betarpiskai
analités sqveikai su imobilizuotgja biologiskai aktyvigia medziaga nustatyti realiu laiku,
t. y. taip galima nuodugniai istirti Siy medziagy sqveikos kinetikq. Taciau, naudojant pavir-
Siaus plazmony rezonanso metodq, galima tirti tiek analités asociacijq su imobilizuotgja
afiniskai sqveikaujancia medziaga, tiek ir susidariusio komplekso disociacijq. Sie biologiniai
Jutikliai, imobilizavus biologiskai aktyvigiq medziagq, skirtq analitei nustatyti ir sékmingai
parinkus susidariusio komplekso disociacijos sqlygas, daugeliu atveju gali biti naudojami
net kelioms desimtims matavimy is naujo neimobilizuojant biologinio atpazinimo medziagos.
Todeél sis metodas dabar yra vienas perspektyviausiy ligando—receptoriaus, antigeno—antikii-
no ir kity afiniskai sqveikaujanciy medziagy sqveikai nustatyti, taigi vis dazniau naudojamas
ligy diagnostikai ir biomedicininiams tyrinéjimams.

Ivadas

Labai svarbus Siuolaikinés medicinos uzdavinys yra
iSsami ir tiksli ligy diagnostika, kurig Zymiai pagreitina
biologiniy medziagy analizé, be to, remiantis Sios ana-
lizés duomenimis, galima i$vengti diagnostikos klaidy
(1). Taikant jprastinius cheminius analizés metodus,
nejmanoma nustatyti daugelio biologiskai aktyviyju
medziagy dél didelés trukdan¢iy medziagy jvairovés
tiriamuosiuose objektuose. Kokybiskai naujas medici-
ninés diagnostikos pasiekimas — bioanalizés metodai ir
biologiniai jutikliai. Medicininéje diagnostikoje biologiniai
jutikliai yra perspektyviausias analizés metodas, nes
jie gali bti lengvai integruojami mikroschemy lustuo-
se, be to, naudojant tokius jrenginius analitinése sis-
temose, galima padidinti biocheminiy metody jautruma,
analizés greit], sumazinti méginio tiirj, matavimus atlikti

spalvotuose ir neskaidriuose tirpaluose (2). Pagal ana-
litei nustatyti naudojamos biocheminés saveikos pobuidi
biologiniai jutikliai skirstomi i katalizinius biologinius
jutiklius ir afiniSkumo jutiklius (1). Afiniskumo bio-
loginiais jutikliais galima nustatyti Zymiai didesnj ana-
li¢iy kieki nei kataliziniais. Atliekant biomedicininius
tyrimus, perspektyviausi yra tokie afiniskumo jutikliai,
kuriais galima atlikti betarpiska analités saveikos nu-
statyma su imobilizuotaja biologiskai aktyviaja medzia-
ga realiu laiku, nes taip galima tiksliau charakterizuoti
saveikaujancias medziagas. Siuo pozitiriu labai perspek-
tyvis pavirSiaus plazmony rezonanso (PPR) biologiniai
jutikliai. Sie jutikliai daznai naudojami nustatant biolo-
giskai aktyviyju medziagy kinetines, termodinamines
ir pusiausvyros konstantas (3).

Pavirsiaus plazmony rezonanso reiskinys buvo se-
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niai zinomas ir XX a. 7-ajame deSimtmetyje §is metodas
buvo pritaikytas tiriant plonus medziagu sluoksnius (4)
ir stebint Sviesos bangu saveika su metaly pavirsiais
(5), taciau biologiniams tyrimams pirma karta jis buvo
panaudotas tik 1983 m. B. Liedbergo ir kolegu (6, 7).
Nuo tada PPR metodas buvo Zymiai patobulintas ir
tapo labai perspektyviu biologiskai aktyviyju medziagy
tyrimo metodu, turinc¢iu daug biomedicininio pritaiky-
mo galimybiy.

Dabar PPR biologiniai jutikliai vis placiau naudoja-
mi biomedicininiams tyrinéjimams, todél pagrindinis Sio
straipsnio tikslas yra apzvelgti PPR panaudojimo gali-
mybes biomedicinoje ir medicininéje diagnostikoje.

PavirSiaus plazmony rezonanso reiskinys

Anomalios difrakcijos reiSkinys difrakcinése gar-
delése, atsirandantis dél pavirSiaus plazmony (PP)
suzadinimo, pirma karta buvo apraSytas R. W. Woodo
dar XX a. pradzioje (8). Praktiskas ir paprastas me-
todas, kaip optiniu biidu metaly pavirSiuose suzadinti
PP, 1968 m. buvo pasitlytas E. Kretschmanno (9) ir
A. Otto (10). Nuo tada PP intensyviai tyrinéjami, nu-
statytos pagrindinés ju savybés (11, 12).

PPR remiasi vienu pagrindiniy optikos reiskiniy —
visiSkuoju vidaus atspindziu (VVA). PPR — tai kvantinis
optinis-elektrinis reiSkinys, kuris yra registruojamas, kai
ploksciai poliarizuotos §viesos bangos atsispindi nuo
tauriojo metalo sluoksnio esant VVA salygoms (13).
VVA galimas tik saly¢io pavirSiuje tarp dvieju medziagu,
turinciy skirtingus liZio rodiklius n, irn, (n,>n,). Esant
VVA salygoms, $viesos energija, perneSama fotony,
metalo pavirS§iuje perduodama elektronams, kurie
priveréiami osciliuoti tam tikru dazniu. Sie virpesiai ir
vadinami plazmony rezonansu. Energijos perdavimas
ivyksta tik esant tam tikram rezonansa sukelian¢iam
Sviesos bangos ilgiui — tai toks bangos ilgis, kuriam
esant energijos kvantas pernestas fotony tiksliai atitinka
plazmony kvantinj energijos lygmenj. Kai krintanc¢ios
$viesos bangos kampas atitinka kampa, kuriam esant

galimas PPR, krintan¢io fotono ir plazmono energija
bei judesio kiekio momentas sutampa ir fotono energija
perduodama plazmonui. Sis reidkinys matomas kaip
rysSkus atsispindéjusios §viesos intensyvumo sumazeé-
jimas (7) (1 pav.). Esant VVA, atspindétieji fotonai
sukuria elektrinj lauka. Plazmonai sukuria panaSy
lauka, kuris registruojamas kitoje metalo sluoksnio
puséje. Sis laukas vadinamas greitai nykstan¢ia banga,
nes bangos amplitudé mazéja eksponentiskai didéjant
atstumui nuo salycio pavirsiaus. Greitai nykstanti banga
visiskai uzgesta mazdaug vieno Sviesos bangos ilgio
atstumu nuo metalo pavirsiaus (14). Tokia greitai nyks-
tanti banga, kuri tesiasi iki 300 nm nuo metalo pavir-
Siaus, puikiai tinka biologiniams tyrinéjimams, nes dau-
gelio afiniskai saveikaujanciy biologiSkai aktyviuju
medziagy molekuliy ir ju tarpusavio kompleksy mat-
menys yra mazesni nei 300 nm. Greitai nykstancios
bangos ilgis yra toks pat kaip ir krintancios §viesos
bangos, o jos energija iSsisklaido Silumos pavidalo.
Taciau greitai nykstantis elektrinis laukas saveikauja
sumetalu. Bitent Sios srities optiniy savybiy pokytis ir
sukelia PPR signala, kuriuo ir pagristas PPR panaudo-
jimas biologiniuose jutikliuose.

Bangos ilgis, kuriam esant vyksta maksimali §viesos
absorbcija, vadinamas rezonansiniu bangos ilgiu. PPR
bangos ilgj nulemia trys faktoriai: metalas, metalo pa-
vir§iaus struktiira ir su metalu kontaktuojancios aplinkos
prigimtis. Todél bet koks aplinkos, esancios plazmony
lauko veikimo ribose, arba tos terpés cheminés sudéties
pokytis salygoja Sviesos bangos ilgio, kuriame jvyksta
rezonansas, pokyti, o to poky¢io dydis kiekybiskai su-
sijes su cheminés sudéties pokycio dydziu.

PPR kampas priklauso nuo metalo sluoksnio savy-
biy, krintancios $viesos bangos ilgio ir medziagy abigjo-
se metalo sluoksnio pusése 1izio rodikliy (13). Kadangi
lazio rodiklis priklauso nuo temperattros, todél mata-
vimus reikia atlikti pastovioje temperaturoje. Taciau
kai kuriais atvejais $i priklausomybé gali biiti naudinga
(15). Labai svarbu, kad krintanti $viesa btity monochro-

rG reitai nykstanti banga

Oras (n,)

Stiklas (n,)

Krintancioji

E}kltlmas\\:L Kri
sviesa

Metalo sluoksnis

Atspindétoji
Sviesa

1 pav. Greitai nykstancio elektrinio lauko susidarymas
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matiné ir poliarizuota, nes nepoliarizuota Sviesa PPR
nesukelia (14).

Metalai, naudojami PPR jutikliams Konstruoti

Norint stebéti PPR reiskinj, pavir§ius, naudojamas
PPR jutiklyje, privalo biti laidus bei rezonuoti atitinkamo
bangos ilgio Sviesoje (16). Dél Sios priezasties dazniau-
siai naudojami metaliniai pavir$iai. Metalai, kurie ten-
kina $ia salyga, yra sidabras, auksas, varis, aliuminis,
natris ir indis. Parenkant metalus jutikliy konstravimui,
svarbiis du apribojimai. Pirma, veikiamas $viesos pavir-
Sius turi biiti i§ gryno metalo, kuris nesioksiduoty ore ir
nesudaryty sulfidy. Metalas negali reaguoti su medzia-
gomis, esanciomis atmosferoje arba tirpale (16), turi
tikti biologiskai aktyviyjy medziagy, atliekanciy recep-
toriy funkcija ir specifiskai saveikaujanciy su analite,
imobilizavimui. Antra, cheminis antikiiny ar kity moleku-
liy prijungimas prie metalo pavir$iaus negali labai su-
silpninti PPR. I8 visy tinkamy naudoti metaly dazniau-
siai naudojamas auksas. Jis sukelia stipry, lengvai iSma-
tuojama PPR signala artimojoje infraraudonojoje spekt-
ro srityje, yra chemiskai inertiskas biologiskai aktyviy-
ju medziagy imobilizavimui naudojamiems tirpikliams
ir juose iStirpintoms medziagoms (13), labai atsparus
oksidacijai ir kitiems atmosferos terSalams, bet yra
pakankamai reaktyvus ir gali biiti pasidenges daugeliu
savitvarkiy monosluoksniy (SAM). Kiti metalai maziau
tinkami PPR biologiniy jutikliy konstravimui. Kai kurie
i§ ju yra per brangts (pvz., In), labai reaktyviis (pvz.,
Na), pernelyg lengvai oksiduojasi (pvz., Ag), pasizymi
placia atspindZio intensyvumo nuosvira (pvz., Cu ar
Al) (2A pav.).

Konstruojant PPR biologinius jutiklius, labai svar-
bus metalo sluoksnio storis (2B pav.). Jis privalo biti
Zymiai mazesnis nei naudojamos $viesos bangos ilgis
(7). Jei sluoksnio storis didesnis nei optimalus, at-
spindétosios §viesos nuosvyra tampa negili, o esant
mazesniam sluoksnio storiui, ji labai iSplatéja (14), to-
dél dazniausiai praktiniams tikslams naudojamas PPR

Sidabras

Aliuminis

AtzpindZio intensyvumas

Bangos ilgis

generuojantis pavir$ius yra 50+2 nm storio aukso
sluoksnis ant stiklinio ar plastikinio pagrindo.

PPR sukelti ir registruoti naudojamos

konfigiiracijos

Rezonanso salyga, kuri sudaro galimybe perduoti
fotony energija plazmonams, priklauso nuo kvantinio
mechaninio kriterijaus, susijusio su fotony ir plazmony
energija bei judesio kiekiu. Fotony energija ir judesio
kiekis privalo tiksliai atitikti plazmony energija ir jude-
sio kiekj. Fotony ir plazmony judesio kiekio momentas
gali biiti aprasytas dydzio ir krypties vektorine funkcija.
Komponenciy santykinis dydis pakinta, kai pakinta
krintancios §viesos kampas arba bangos ilgis. Taciau
plazmonai yra izoliuoti aukso sluoksnio plokstumoje,
todél PPR yra svarbus vien tik pavirSiui lygiagretus
komponentés vektorius. Vadinasi, krintancios §viesos
energija ir kampas privalo biti kaip tik toks, kokio reikia,
kad sukelty PPR. Dél lygaus metalo pavirSiaus néra
tokio Sviesos bangos ilgio, kuris tenkinty Sias salygas.
Todél sukurtos tokios PPR prietaisy konfigtiracijos, ku-
rios pakeicia fotony judesio kieki taip, kad yra tenki-
namos PPR salygos. Yra trys pagrindinés PPR prie-
taisy konfigtracijos, kurios gali sukelti ir iSmatuoti
pavirSiaus plazmony rezonansa (16). Tai prizmémis,
gardelémis ir optiniais SviesolaidZiais pagristos PPR
sistemos (3 pav.).

Dabar pirmenybé teikiama gardelinei PPR siste-
mai (3B pav.). Ji maziausiai kainuoja ir galimas di-
dziausias konstravimo medziagy pasirinkimas. Daugelis
gardeliy formy gali sukelti PPR, ta¢iau optimali pavir-
Siaus geometrija yra sinusiné gardelé. Gardelés perio-
das (atstumas nuo smailés iki smailés) ir amplitudé
(atstumas nuo smailés virstnés iki zemiausio kritimo
tasko) nusako rezonanso bangos ilgj. Bendras sinusinés
geometrijos vienodumas lemia PPR signalo stipruma.

Prizme pagrista PPR sistema (3A pav.) gali bati
naudojama jvairiose konfigiiracijose. Otto konfigiira-
cijoje (10, 17) tarp metalo ir visiSkojo vidaus atspindzio

< mazesnis uz optimaly
= optimalus
> didesnis uz optimaly

AtspindZio intensyvumas

Bangos ilgis

2 pav. AtspindZio intensyvumo priklausomybé nuo PPR sukelti naudojamo metalo (A)
ir metalo sluoksnio storio (B)
PPR - pavir$iaus plazmony rezonansas.
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Sviesos banga
A)
Prizmé

Metalo sluoksnis|

Analité L

Sviesos banga

B)

Analité
Metalo sluokshis

Gardelé

Analité

Valdoma sviesos

Metalo sluoksnis

Bangoms laidus

banga _
9 Sviesolaidis

sluoksnis

3 pav. Placiausiai naudojamos PPR jutikliy konfigiiracijos
A — prizminé pavirSiaus plazmony rezonanso (PPR) sistema (VVA metodas); B — gardeliné PPR sistema;

.....

pavir$iaus yra tarpas, uzpildytas mazesni lizio rodiklj
turinc¢ia medziaga. Tokia konfigiiracija yra efektyvi
tiriant PPR kietosiose medziagose. Konstruojant PPR
biologinius jutiklius, dazniausiai naudojamos Kresch-
manno prizmés. Kreschmanno konfigiiracijoje (9) me-
talo sluoksnis yra patalpinamas tiesiogiai ant visiskojo
vidaus atspindZzio pavirSiaus. Tokia konfigliracija su-
daro galimybg efektyvesniam pavir$iaus plazmony re-
zonanso sukélimui. Trecioji konfigliracija yra panasi
Otto konfigiracija, tatiau joje naudojamas ypatingas
sluoksnis, sustiprinantis visiskaji vidini atspind;.
Optiniy $viesolaidZiy panaudojimas PPR jutikliuose
(3C pav.) suteikia daug naujy pritaikymo galimybiuy,
nes galima efektyviai kontroliuoti §viesos savybes, su-
mazinti sistemos dydj ir padidinti patvaruma. Sviesolai-
dziais pagristy PPR prietaisy jautrumas yra beveik toks
pat kaip ir PPR prietaisy su Kreschmanno prizmémis.

PPR jutiklio pavirSiaus modifikavimas
biologinio atpaZinimo medZiagomis
PPR jutiklio lusto pavirsiaus sudéti salygoja jo nau-

dojimo paskirtis. Gamintojai sitilo skirtingai modifikuo-
tus lustus, taciau dazniausiai stiklinis pavirSius yra
padengiamas inertiniu metalu. Véliau metalo pavirsiu-
je imobilizuojamos biologinio atpazinimo medZiagos
(BAM). Tam naudojami jvairiis biidai: fizikiné adsorb-
cija, kovalentinis prijungimas, iterpimas | polimerines
matricas, imobilizavimas per tiolines grupes. Vis délto
placiausiai BAM imobilizavimui naudojami savitvarkiai
monosluoksniai ir dekstrano hidrogeliai.

SAM formuoti aukso pavirSiuje naudojami jvairQis
organiniai sieros junginiai (18): tioliai, disulfidai ir sul-
fidai. Dazniausiai naudojami tioliai: aminalkantioliai,
karboksialkantioliai, hidroksialkantioliai (13) (HS—
(CH)n-R, n=5-10) ir n-alkantioliai (HS—(CH,)n-CH,,
n>10). SAM susidarymas vyksta dél stipriy cheminiy
saveiky tarp aukso pavirSiaus ir sieros. Chemosorbcijos
btidu molekulés absorbuojasi aukso pavirSiuje. Tada
dél van der Waalso, steriniy, stiimos ir elektrostatiniy
saveiky molekulés aukso pavirsiuje iSsidésto lygiagre-
¢iai ir suformuoja stabily monosluoksnj (18) (4 pav.).
SAM lengviausiai suformuojamas pamerkus auksinj
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4 pav. Aukso sluoksnis, padengtas savitvarkiy monosluoksniy (SAM)

pavir$iy 1 alkantiolio tirpala. Naudojant pakeisty al-
kantioliy misinius, galima auksinj jutiklio lusto pavirSiy
modifikuoti skirtingomis savybémis pasizyminciais
SAM (19). Suformuoto SAM pavirsiuje kovalentiskai
imobilizuojamos BAM, gebancios atrankiai saveikauti
su pasirinktomis analitémis: antiklinai, vienagrandés
DNR sekos, fermentai ar kiti afiniSkumu pasirinktoms
analitéms pasiZymintys reagentai.

Siekiant sudaryti hidrofilinj sluoksnj, jutiklio pavirsius
padengiamas ~100 nm storio karboksimetildekstrano
plévele. Prie aukso pavirSiaus karboksimetildekstrano
molekulés yra prijungiamos per alkantioliy jungiamaji
sluoksni (20). Karboksimetildekstranas yra naudoja-
mas kovalentiniam ligando prijungimui prie jutiklio pa-
vir§iaus per aminogrupes, tiogrupes arba aldehidines
grupes. Kadangi karboksimetildekstranos sluoksnis yra
iSbrinkes ir tame sluoksnyje yra 95-98 proc. vandens,
tai saveika tarp kovalentiSkai imobilizuotos BAM ir
analités, su kuria BAM saveikauja, vyksta Sioms me-
dziagoms zymiai giminingesnéje aplinkoje nei tuo atveju,
kai $i saveika vyksta tiesiogiai ant jutiklio pavir§iaus,
padengto metalu ir (arba) SAM (7). Taciau dekstrano
hidrogelio sluoksniu padengtas pavirsius ploto vienete
turi daugiau jungimosi viety, o tai padidina imobilizuoty
BAM skaiciy ploto vienete metodo jautruma (21).

PPR jutikliy panaudojimas bioanalizei

PPR biologinis jutiklis — tai jrenginys, skirtas detek-
tuoti biologiskai aktyviyju medziagy tarpusavio savei-
koms. Kaip ir daugelyje jutikliy tai pasickiama BAM
imobilizuojant PPR jutiklio lusto pavirSiuje. PPR jutik-
liais galima atlikti jautrius ir kiekybiskus plataus bio-
cheminiy anali¢iy spektro tyrimus. Daugeliu atveju ne-
biitina ruo§ti méginio pries patalpinant §j mégin; i jutikl;.
Analités molekuliy koncentracijos gali biiti iSmatuotos
stebint PPR signalo poky¢ius. Kai jutiklis patalpinamas
1 méginj, turintj analités molekuliy, Sios dél ju specifinés
saveikos su imobilizuotomis BAM molekulémis, prisi-
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jungia prie jutiklio pavirSiaus. Susidariusiy imobilizuo-
tosios BAM ir analités kompleksy pavirSiné koncent-
racija yra proporcinga analités, esancios tirpale, kon-
centracijai. Sis aplinkos, esan¢ios PPR jutiklio lusto
pavirsiuje, sudéties pokytis ir sukelia PPR signalo pokyti.
Sis pokytis yra proporcingas prisijungusiy molekuliy
pavirsinei koncentracijai (22). Tarp prijungty moleku-
liy pavirSinés koncentracijos ir PPR kampo poky¢io
yra tiesiné priklausomybé (23). Taciau §i priklausomybé
dazniausiai taikoma baltymy tarpusavio saveikoms tirti.
(24). Tiriant kity molekuliy tarpusavio saveikas, reika-
lingas papildomas analizinés sistemos gradavimas.
Lyginant registruojama PPR poslinki su gradavimo
kreive, galima nustatyti tirpale esancios analités kon-
centracija.

PPR reiskinys buvo zinomas gana seniai, ta¢iau jo
panaudojimo galimybé biologiniams tyrinéjimams pirma
karta buvo isbandyta tik 1983 m. (6). Nuo tada PPR
metodas patobulintas iki labai perspektyvaus biomo-
lekuliy tyrimo metodo, turin¢io daugybe pritaikymo
galimybiy. Dabar PPR yra labai jautrus tyrimo metodas
(21, 25, 26), naudojamas tiriant ligando-receptoriaus
saveika, baltymuy adsorbcija ant polimery pavirsiu (27),
ivairiy molekuliy adsorbcija aukso pavirSiuje (28, 29),
baltymy saveikas su SAM aukso pavirsiuje (30), bal-
tymy saveikas su fosfolipidy sluoksniais (31, 32), DNR
(33, 34), fermento—substrato saveika (35), baltymy pri-
sijungima priec DNR (36), antigeno—antikiino saveika
(37-39), nustatant kinetines, termodinamines ar pu-
siausvyros konstantas ir t. t.

Anksciau biologiskai aktyviyjy medziagy molekuliy
saveika buvo tiriama naudojant imunoanalizés metodus
(imunofermenting analizg (IFA), radioimuning analiz¢
(RIA)), pusiausviring dializg, afining chromatografija
ar spektroskopinés analizés metodus, taciau PPR turi
kelis svarbius pranasumus palyginus su tradiciniais me-
todais:

1) prisijungimas yra stebimas tiesiogiai visa laika kol
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vyksta saveika;

2) nebiitina kitais fizikiniais metodais registruojamo-
mis Zymémis Zyméti saveikaujan¢iy molekuliy (pvz.,
radioaktyviomis, fluorescencinémis arba fermen-
tinémis).

PPR reiskinys yra visiSkai nejautrus cheminéms
reakcijoms. Tai yra didelis pranasumas, nes PPR spe-
cifiSkumas priklauso tik nuo molekuliy pory parinkimo,
kurios tarpusavyje gali sudaryti kompleksus. Vienas
kompleksa sudarancios poros narys yra indikatorius,
kitas — pasirinkta analité (t. y. medZiaga, kuria mes
norime kiekybiSkai nustatyti). Bet kokios molekuliy
poros, kurios pasizymi specifiniu prisijungimu, gali buti
pritaikytos PPR tyrimams. Tai gali biiti antigenas ir
antiklinas, vienagrandés DNR méginys ir jam komple-
mentari DNR seka, fermentas ir jo substratas.

PPR signalas yra detektuojamas matuojant at-
spindétosios $viesos intensyvuma. [vykus PPR, detek-
tuojamas rySkus atspindétosios §viesos intensyvumo
sumazéjimas. Tiriant molekuliy saveikas, PPR poky-

Fratekamasis

)
O kanalas

]
o O
QVQD/J:H;[;LJSES,

¢iy atsiranda, kai tiriamajam tirpalui leidZziama savei-
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ir stebimas PPR signalo sumazéjimas. Siekiant visiskai
pasalinti analite, pries kita matavima sensoriaus pavir-
Sius yra regeneruojamas (420-520 sek.) perleidziant
pro gardelg regeneruojanti tirpala (daznai tam naudo-
jamas 100 mmol/L HCI). Po to, sickiant atkurti bazing
linija, vél perleidziamas buferis (520-600 sek.).

PPR signalas — tai signalas tik i§ labai mazo me-
talinio sluoksnio tirio. Tai yra labai didelis privalumas
tais atvejais, kai reikia stebéti méginiy, turinciy sus-
penduotyju daleliy, [tizio rodiklius. Svarbu tai, kad metalo
pavirSius, kuris yra aktyvus ltiZio rodiklio poky¢iams,
yra gana mazas ir priklauso nuo optiniy konkrecios sis-
temos savybiy. Daugeliui sistemy, kuriose naudojama
prizmés ir lazerinis suzadinimas, PPR aktyvus pavir-
Sius yra ~1 mm?. Baltymo koncentracijos padidéjimas
jutiklio pavirsiuje sukelia Itizio rodiklio pokytj, kuris yra
tiesiogiai proporcingas prisijungusio baltymo kiekiui.
Irodyta, kad 1 ng/mm? pavir§inés baltymo koncent-
racijos pokytis sukelia 1x10-* RIU (lazio rodiklio vie-
netai) luzio rodiklio pokyti, arba 0,10° PPR kampo
pokyti.

PPR jutikliy, kuriuose naudojamos Kretschmanno
prizmés, jautris priklauso nuo to, kaip tiksliai nustatomas
rezonanso kampas. Jautriausios konstrukcijos, kuriy
skiriamoji geba yra ~1x10~* RIU, PPR kampo pokyti
gali iSmatuoti 0,005° tikslumu. Remiantis Siais duome-
nimis, galima nustatyti teoring baltymo pavirSinés kon-
centracijos nustatymo riba. Apskai¢iuota, kad PPR ju-
tikliams su Kretschmanno prizmémis minimali nusta-
toma pavir§iné koncentracija yra 50 pg/mm?. Toks jaut-
ris gali buti realizuotas tik jutiklio pavirSiuje vykstant
specifinéms saveikoms. Tirpalai, pavyzdziui, buferiniai,
lazio rodikliui taip pat turi jtakos, taciau daugeliu atveju
§i jtaka yra nezymi. Kai baltymo koncentracija tirpale
100 pg/ml, tirpalo lizio rodiklis padidéja tik 1,8x 10~ RIU
ir $is l0zio rodiklio padidéjimas yra per menkas, kad
turéty itakos lizio rodiklio poky¢iui, kuris jvyksta jutiklio
pavirSiuje dél specifinés saveikos.

PPR jutikiy atsakas, atsirandantis dél molekuliy
saveikos, 1§ esmés yra toks pats jvairiems baltymams
ir biomolekuléms esant toms pacioms ju koncentra-
cijoms. Taip yra todél, kad [tzio rodiklis daugeliui skir-
tingu makromolekuliy i§ esmés yra vienodas nepaisant
sudéties. Todél 1tzio rodiklio pokytis duotajai koncentra-
cijai (I1x107 RIU 1 ng/mm?) sukels vienoda PPR
signala nepriklausomai nuo to, kokia tai biomolekulé.
Kitos medziagos, tokios kaip buferiniai tirpalai arba
druskos, turi jtakos jutiklio signalui priklausomai nuo
individualaus jy liizio rodiklio ir joninés jégos. Taciau
Siy poveikiy dydis yra tik apie 1x102 RIU ir gali bati
pasalintas naudojant tokius pacius tirpalus ir analitei, ir
lyginamiesiems tirpalams. Analizé PPR jutikliais gali
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biti atlickama plac¢iame analités koncentraciju diapa-
zone. Zemutiné nustatymo riba yra rezonansinio kampo
pokytis 103 laipsnio (10 RU — rezonansiniai vienetai),
kuris atitinka prie ligando prisijungusios analités kon-
centracija 10 pg/mm?.

Anali¢iy nustatymo tiksluma PPR metodu riboja
nustatomos analités dydis. Kadangi PPR signalas pri-
klauso nuo medziagos, prisijungusios prie jutiklio pa-
vir§iaus, masés, tai labai mazos analités (M<1000)
sukelia labai maza PPR jutiklio atsaka. Analités, kuriy
molekuliné masé yra mazesné nei 180 g/mol, PPR
metodu beveik negali buti nustatomos. Neseniai su-
kurtais signalo triuk§mo santykio pagerinimo biidais jau
galima nustatyti tokias maZas analites, taciau tam rei-
kalinga labai didelé pavirSiné aktyvaus imobilizuoto
ligando koncentracija (~1 mmol/l), o tai sunkiai pa-
sickiama. Be to, esant tokiai didelei pavirsinei ligando
koncentracijai, tiksli kinetiné analizé yra nejmanoma
dél masés pernasos apribojimy ir pakartotinai vykstan-
¢io analités prisijungimo prie ligando. Taigi mazoms
analitéms jmanoma tik pusiausviriné analizé ir tik esant
optimalioms salygoms. Nepaisant visko, sukurta daug
mazos molekulinés masés anali¢iy nustatymo metodi-
ky atliekant tam tikras papildomas chemines modifi-
kacijas (40). Analizuojant mazos molekulinés masés
biologines molekules, labai praver¢ia ir netiesioginiai
analités koncentracijos nustatymo metodai. Nustatant
analités koncentracija netiesioginiais metodais, i anali-
tés méginj, pries ji suleidziant | analizatoriy, idedama
konkuruojamoji biomolekulé. Konkuruojamosios bio-
molekulés, kurios tirpale néra susijungusios su analite,
yra laisvos ir gali saveikauti su jutiklio pavir§iuje imo-
bilizuotu ligandu. Sios laisvos biomolekulés ir nusta-
tomos. Siuo metodu analités koncentracija gali biiti
nustatyta 10-~10-'° mol koncentracijy intervale. Ze-
mutiné koncentracijos nustatymo riba priklauso nuo
tyrimams naudojamos sistemos ir saveikai nustatyti
naudojamo metodo. Yra daug kity veiksniy, turinéiy
itakos instrumento jautrumui: analités tekéjimo greitis,
biologinis aktyvumas, laikas, kurj analité kontaktuoja
su jutiklio pavirSiumi. Dabar PPR biologiniais jutikliais
galima nustatyti tokias mazos molekulinés masés ana-
lites, kurios yra svarbios aplinkosaugai (simazinas ir
atrazinas), medicinai ar maisto kontrolei (fumonisinas
B1, sulfametazinas ir sulfadiazinas).

Greitai nykstancios bangos (300—400 nm) prasi-
skverbimo gylis taip pat priklauso nuo nustatomy
makromolekuliy ar daleliy dydzio. Todél didesnés nei
400 nm dydzio molekulés negali biiti tiksliai nustato-
mos, nes $iuo atveju signalas tiesiogiai nepriklauso nuo
prisijungusiy molekuliy kiekio. Esant tokioms salygoms,
kiekybiné ar kinetiné analizé negali biiti atlickama,
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taciau galima tirti vieny ar kity makromolekuliy pri-
sijungima. PPR biologiniais jutikliais nustatomos tokios
didelés molekulinés masés analités, kaip bakteriniai
patogenai: Escherichia coli, Salmonella enteritidis
ir Listeria monocytogenes. Pagrindiniai sunkumai,
nustatant bakterines analites, esant mazesnéms ju kon-
centracijoms, susij¢ su mazu antigeno koncentracijos
ir bendrosios lastelinés medZiagos santykiu bei 1éta
bakteriniy lasteliy difuzija { jutiklio pavirsiy.

PPR jutikliy pritaikymas biomedicinoje

Labai svarbi Siuolaikinés analizés uzduotis — su-
détingy biologiniy objekty analizé bei greita, iSsami ir
tiksli diagnostika. Daznai jprastiniais cheminiais me-
todais nejmanoma nustatyti daugelio mus dominanciy
medziagy dél didelés trukdan¢iy medziagy jvairovés
tiriamuosiuose objektuose. PPR biologiniais jutikliais
galima analizuoti panasios cheminés sudéties medziagy
misinius, nes tik tos analités (pvz., hormonali, vaistai,
naviky Zymés ir kt.), kurios specifiskai saveikauja su
imobilizuotaja biologiskai aktyviaja medziaga, yra de-
tektuojamos remiantis ju biologiniu specifisSkumu imo-
bilizuotai molekulei.

Dabar PPR metodas yra naudojamas aplinkos ob-
jekty tyrimams, Zemés tikyje naudojamy pesticidy ir
antibiotiky tyrimams, maisto priedy nustatymui, kariniy
ir civiliniy biologiniy bei cheminiy oro tersaly nustaty-
mui, cheminiy ir biocheminiy gamybos procesy kont-
rolei. Pastaraji deSimtmeti PPR metodas buvo placiai
naudojamas ir biomedicinoje. Svarbu pazyméti, kad
mokslinéje literattiroje paskelbus apie PPR reiskinio
pritaikyma bioanalizéje, PPR biologiniai jutikliai buvo
labai greitai komercializuoti, todél dabar jie taikomi
daugelyje biomedicinos laboratorijy. Sis metodas turi
daug privalumy, kuriy pagrindinis yra labai didelis PPR
jautrumas ltzio rodiklio pokyc¢iams terpéje greta metalo
pavirSiaus. Tai suteikia galimybg tiksliai iSmatuoti
molekuliy adsorbcija metalo pavirSiuje bei ju saveikas
su specifiniais ligandais (35). Bet kokia molekuliy pora,
kuri pasizymi specifine saveika, gali biiti pritaikyta PPR
tyrimams — tai gali buti antigenas ir antikiinas, viena-
grandés DNR méginys ir jam komplementari DNR
seka, fermentas ir jo substratas, alyva ir dujos ar skystis,
tirpus alyvoje, chelantas ir metalo jonas ir t. t.

Pirmieji darbai, naudojant PPR metoda, buvo su-
telkti | antigeno—antikiino saveikos registravima (39),
pvz., streptavidino—biotino reakcija ir IgG tyringjimus
(41). Viena i§ naujy PPR biologiniy jutikliy pritaikymo
biomedicinoje sri¢iy yra saveiky baltymas—RNR ir bal-
tymas—DNR tyringjimas (36), nustatomi netgi imobi-
lizuoto baltymo konformaciniai pokyciai (42). PPR
metodas buvo panaudotas hepatitui B diagnozuoti (43),
vézi slopinamajam baltymui APC vidiniam domenui,

atsakingam uz jo biochemines savybes, nustatyti (44),
zmogaus glikoproteino jungimosi su monokloniniais
antiktinais saveikos kinetikos tyrimams (31), neuro-
peptido P prisijungimo prie monokloniniy antikiiny sa-
lygu ir saveikos kinetikos tyrimams (45). Kita biome-
dicininio PPR taikymo sritis yra T lasteliy receptoriy
saveikos su singenetiniais ar alogeniniais ligandais
tyringjimai (46).

Reikéty pazymeéti tai, kad biomedicinoje PPR me-
todas naudojamas ne tik atliekant realaus laiko ligando—
receptoriaus kineting analizg, bet tiriant ir DNR hib-
ridizacija (47), receptoriaus—DNR saveika (48), anti-
kiiny imunoreakcinguma (49), antikino—antigeno
saveikos stipruma ir §ios saveikos kinetika (50), fer-
mento—substrato saveika (35), vaisty absorbcija (51),
reguliaciniuose procesuose dalyvaujanciy peptidy sa-
veikos su juos atpazjstanciais antikiinais tyrimams (52),
vaisty saveikai su reguliatoriniais baltymais tyrimams
(40), kraujo plazmos koaguliacijos kinetikos tyrimams
(53), nustatant DNR ir RNR polimeraziy kanalizuoja-
my reakcijy produktus (54), tiriant hormonus (55), nu-
statant vaisty likucius (56), analizuojant steroidus,
imunoglobulinus, virusus (57), identifikuojant bakteri-
jas ir bakterinius antigenus (58, 59), nustatant poliklo-
ninius antik@inus ir atliekant kiekybing imunoanalizg
(60). Naudojant PPR metoda, galima diagnozuoti bak-
terijy ir virusy sukeltas ligas, nustatyti hormonu, steroidy
bei imunoglobuliny koncentracijas, tirti kraujo plazmos
koaguliacija. Daugelio $aliy biomedicinos laboratori-
jose PPR jutikliais nustatomos Sios placiu biologiniu
aktyvumu pasizymincCios medziagos: morfinas (61),
metamfetaminas (62), teofilinas, kofeinas, ksantinas,
streptomicinas (63).

ISvados

PPR metodas biomolekuliy tyrimams naudojamas
palyginti neseniai, bet pastaraisiais metais $is metodas
tapo vienu pagrindiniy metody tiriant bei nustatant
afinikai saveikaujancias biologiskai aktyviasias me-
dziagas. Sis metodas turi daug privalumy lyginant su
kitais bioanaliziniais tyrimo metodais, nes: daugeliu
atveju nebitina ruosti méginio prie$ jo tyrima; néra
bitinybés kitais fiziniais metodais registruojamomis
zymémis zyméti saveikaujanciy molekuliy; prisijungi-
mas stebimas tiesiogiai visa laika kol vyksta saveika;
PPR signalo kinetinés kreivés gali buti panaudotos
jvairios cheminés sudéties medziagy charakteristikoms
nustatyti. PPR jutikliais galima atlikti ir kokybing, ir
kiekybine biologiskai aktyviyju medziagy analize. Siais
jutikliais galima atlikti plataus spektro biomedicininiu
pozitiriu svarbiy anali¢iy tyrimus, todél $ie jutikliai vis
dazniau naudojami ir mokslinése, ir klinikinése biome-
dicininius tyrimus atliekanciose laboratorijose.
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Surface plasmon resonance and its application to biomedical research
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Summary. In the recent years, surface plasmon resonance (SPR) has become one of the major methods
for studying and determination of biologically active materials exhibiting affinity interactions. SRP biosensors
are increasingly used in biochemistry and bioanalytical chemistry to determine antibody-antigen interactions, to
investigate DNA hybridization, to diagnose bacteria- and virus-induced diseases, to identify hormones, steroids,
and immunoglobulins, to investigate blood plasma coagulation. Using SPR biosensors, it is possible to analyze
the mixtures of substances with a very similar chemical structure because SPR allows identifying only those
analytes that specifically interact with biologically active substance immobilized on the surface of SPR biosensor.
SPR biosensors are applied to monitor interactions between immobilized biologically active substance and
analyte in real-time without labeling. On the other hand, it is possible to investigate not only association of
analyte with immobilized material, but also the dissociation of a newly formed complex. SPR biosensors in
many cases may be used to perform up to 50 measurements with the same SPR chip with an immobilized
biological recognition element. Therefore, at present SPR is one of the most promising methods for determining
the interactions between ligand and receptor, antigen and antibody, thus being increasingly used in diagnostics
and biomedical research.
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