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FERMENTAIS PAVEIKTY 1,2-DIOKSETANY CHEMILIUMINESCENCIJOS
SUSTIPRINIMO BUDAS IR SIO BUDO PRITAIKYMAS

Sis isradimas yra skirtas chemiliuminescencijos signaly,
generuoty fermentais apdorojant kai kuriuos pakeistus 1,2-di-
oksetanus, sustiprinimo budui. Kalbant konkreéiau, i3radimas
yra skirtas vien tik membrany ar kity hidrofobiniy kietafaziy
pagrindy, kuriuose yra detektuojamas pavyzdys ir kurie gauti
chemiliuminescencijos aktyvumui nustatyti, dziovinimui arba Jy
dZiovinimui, derinant kartu su 3ildymu, dél to sustipréja che-

miliuminescencijos intensyvumas.

Chemiliuminescenciniais junginiais vadinami tokie jungi-
niai, kurie, vykstant cheminei reakcijai, jgauna savybe iZspin-
duliuoti 3viesos energija. Si savybé yra vadinama chemiliumi-
nescencija. Tokiose reakcijose cheminés sgveikos produktas,
esantis elektrony suZadintoje biisenoje, spinduliuodamas gali
pereiti j pagrindine bliseng, i¥siskiriant spindulinei energijai.
Fermentais paveikty dioksetany chemiliuminescencijg galima pa-
naudoti, pavyzdziui, imunoanalizés srityje. Jeigu reakcija vyk-
doma tirpale, liuminescencija tesiasi maZdaug 1-2 minutes. Tuo
atveju, kal nurodyta reakcija vykdoma kartu su pavyzdZiu, imo-
bilizuotu j membrang ar kokj kitg kietafazi neséja, dioksetano
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tarpinis produktas, kuris sglygoja liuminescencijg, tampa sta-

bilesniu ir spinduliuoja Zviesos energijg iki keliy dieny.

T5 visos eilés literatiros Saltiniy yra Zinoma apie tai,
kad chemiliuminescencinius Signalus galima gauti inicijuojant
fermentais kai kuriuos pakeistus 1,2-dioksetanus. Nurodytuose
3altiniuose bendrais bruoZais apraSemas chemiliuminescenciniy
signaly generavimo ir panaudojimo budas, fermentais skaidant
pakeisto 1,2-diokseténo judrigjq grupe. Pasalinus fermentu hi-
drolizuota grupe, gaunamas anijoninis pusproduktis, kuris ve-
liau skyla, trikstant dioksetano Ziedui. Dél to bent vienas is

galutiniy karboniliniy junginiy yra fluorescencinis.

JAV patente Nr. 4857652 aprasyti liuminescenciniai 1,2-
dioksetanai, kuriyg bendra formulé

kur ArOX - aromatinis Ziedas, pakeistas oksigrupe X, o A -
inertiné organiné grupé, kurios déka 1,2-dioksetanas, inicijuo-
tas paSalinent radikalq X, liuminescuoja. X yra chemifkai Jjudri
grupé, kuri paSslinama panaudojsnt aktyvatorige 1,2-Dioksetano
dariniy liuminescencijos inicijavimg galima atlikti kambario

temperaturoje.

JAV patente Nr. 4952707 pateiktas bendras 1,2-dioksetany

skaidymo fermentais sprasiymss. Minétame patente aprasyti fer-
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mentais skaidomi chemiliuminescenciniai 1,2-dioksetanai, kuriy

bendra formulé:

T | \R

kur Rl - vandenilis arba cheminé jungtis, jeigu R2 yra pakaitas,
sujungteas su dioksetano Ziedu spiro 5ungtimi, srba yra organinis
pakaitas, neturintis jtakos Sviesos spinduliavimuij Rz - fluoro-
foro liekana su kondensuotais éiedais; kurios Ziede yra fermen-
tais skaidoma Jjudri keidiama grupé; T - stabilizuojanti grupé,
kuri stabdo dioksetano tipo junginio dekompozicijg prie& nutriks-

tant Ziede esandios fermentais skaidomos judrios grupés jungéiai.

JAV patente Nr. 4956477 Bronstein ir kt. aprado fermentais
skaidomy 1,2-dioksetany, naudojamy imunochemiliuminescencinéje
analizéje, tyrimuose DNR-zondo metodu bei tiesioginiuose enzimo-

testuose, sinteze.

JAV patente Nr. 4959182 apralomas 1,2-dioksetany chemiliu-
minescencijos sustiprinimo metodas bei mi&inio sudétis. Remian-
tis Siuo metodu, fermentais skaidomas 1,2-dioksetanas sumai3omas
su paviréiasus aktyvia medZiasga (PAM), o fluorescencinis darinys
jungiamas su angliavandeniliu, susidarant co-PAM micelinése ir
kitose strukturose. Minétas metodas uZtikrina fermentais inici-
Juojamos 1,2-dioksetany chemiliuminescencijos tirpale signaly
sustiprinimg D00 karty. Be to, Bronstein ir kt. (J. Biolumin.
Chemilumin., 4 leidimas, p. 99-111, 1989 m.) prane3a apie tai,
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kad jauéio seruminis albuminas ir kitos vandenyje tirpios makro-
molekulés Zymiai sustiprina tirpale fermentais skaidomy 1,2- |
dioksetany chemiliuminescencini signala. Bet kuris i8 minéty
stiprinimo agenty, kaip manoma, padidina anijoninio tarpinio
produkto ir Sviesa spinduliuojandiy medZiagy stabilumg, laikant
Jas hidrofobinéje terpéje. Taliau, esant hidrofobiniam nesé jui,
pavyzdziui, neiloninei membranai, hidrofobiskumg pasiekia tik
anijonogeninés PAM. Tokiu budu, naudojant Siuos stiprinimo agen-
tus, Jokio esminio sustiprinimo neivyksta, jeigu fermentas imo-

bilizuotas ant hidrofobinio neséjo.

Australi jos paraiZkoje patentui A3640/89 Okada ir kt. ap-
raSo fermentais inicijuoty 1,2~dioksetany chemiliuminescen&iniq
signely sustiprinimo metodg. Fermentiné reakcija vykdoma esant
optimaliai fermentui pH reiksSmei. Po to, pridedant stiprios ba-
zés, pH padidinama tam, kad sustiprinti liuminescencini efekta.
Yra Zinoma, kad tyrimuose, atliekamuose ant polistirolo karoliy,
chemiliuminescencinis signalas sustipréja 7-59 kartus. Sis bi-
das neuZftikrina tokio' ryfkaus signalo sustiprinimo, koki pasie-
kia 3ia apradytu bidu, t.y. d¥iovinant ir kartu &ildant ne3éja
pavyzdziy detektavimo metu, o be to, dirbsnt minétu budu, reikia
naudoti Sarminji reagentg, toki kaip 1 N NaOH.

Paraiskoje PCT 89/06650 Bronstein ir kt. nagrinéja gali-
mybe panaudoti dioksetanus kiekybinéje analizéje, tame tarpe ir
fluorescuojanti dioksetano chromoforg su spiro jungtimi ties 4 |

anglies atomu. Sio dioksetano darinio bendra formulé:



(D

kur X - grupé CR.Rg, 0, S arba jungtis R-R (kur kiekvienas ra-
dikalas R7, RB ir R, nepriklausomai vienas nuo kito, yra H, al-
kilas, heteroalkilas, arilas, heteroarilas, cikloalkilas, ciklo-
heteroarilas, aralkilas, alkarilas arba fermentu hidrolizuojama
grupé). Kiekvienas i3 radikaly B, Ry, R3, R,, R5, Rg, nepriklau-
somai vienas nuo kito, yra H, elektrony akceptorine grupé, elekt-
rony donoriné grupé arba fermentais hidrolizuojama grupeé, arba
Rl-R6 kartu sudaro Zieda. T - pakeistas arba nepakeistas arilas,
poliarilas, dioksetano cikloalkilidenas arba policikloalkilidenasas
su spiro jungtimi ties 3 anglies atomu. Nurodjti dioksetano dari-
niai naudojami snalizéje, nustatant specifidkai sujungtos poros

nari arba fermentg.

JAV patente Nr. 4705847 Hummelen ir kt. apra3o pakeisty
policikloalkilidenpolicikloalkany, pavyzdZiui, pakeisty adaman-
tilidenadamantany bei atitinkamy epidioksi-junginiy, gavimo budge.
Policikloalkilidenpolicikloalkasnus halogenina, o po tohalogenin-
tas produktas gali biiti substituojamas. Vélisu gauti produktai
paverdiami atitinkamais epidioksi-junginiais. Yra Zinoma daug
epidioksi-Jjunginiy su dioksetano Ziedu. Siuos junginius naudoja

kaip termoliuminescencinius markerius.
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’1,2-Dioksetanq kaip Zenklinimo priemonés pansudojimg termo-
liuminescencinéje imunoasnalizéje apraso J.C.Hummelen ir kt. Zur-
nale "Methods in Enzymology", 133 tomas, p. 9531-5507, 1986 m.
Kaitinant 1,2-dioksetanus, jie skyla i du karbonilinius fragmen-
tus. Gauna minéty fragmenty frakcijq elektrony suZadintoje bise-
noje, kuri, pereidama } pagrindine buseng, isskiria spinduline
energija. Kietafazés termoliuminescencijos atveju vieng is§ su-
jungimo partneriy paZenklina l,2—dioksetanq pagalba. Po to, kai
8i Zenklinimo priemoné susijungia su imobilizuotu partneriu, pa-
grinda paksitina iki 150-250°C ir gauna chemiliuminescencijos

Signalge

Pagrindinis skirtumas tarp ¢is paminéto ir sitlomo metody
yra tas, kad Siame idradime naudoja fermentais inicijuojamus
;,Z—dioksetanus. Permentas yra naudojamas markeriu, o diockseta-
nas - pagrindu. Fermentinés reakcijos metu susidaranti tarpinj
produktg inieijuoja kaitinant, tuo padiu garantuodami ir chemi-
liuminescencijos sustiprinimg. Sitlomas budas i% esmés yra ana-
lizes kombinacija, psnaudojant fermentais inicijuojamg chemiliu-
minescencijg ir termochemiliuminescencijg. Sis bilidas pasiZymi.
dviem pagrindiniais privalumais. Pirmiausia, tokios analizés
Jautrumas yra Zymiai didesnis dél fermentinio sustiprinimo, t.y.
enzimoreakcijq galima vykdyti tol,_kol susidarys reikalingss pus-
produktis,. Kitas privalumas y#a tas, kad naudoja Zemesnes tem-
peraturas dél to, kad gautas puSproduktis néra toks stabilus kaip
termochemiliuminescenciniai dioksetanai, naudojami kaip Zenkli-
nimo priemonés. Minétam pusprodukédiui nebitinas dideiis stabi-
lumas, kadangi jis betarpiskai susidaro cheminés reakcijos metue.

JAV patente Nr. 4948975 ZErwin ir kt. apraso liuminescen-
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cine atspindZio sistemg su irenginiu,‘skiftu matuoti Zemy lyg-
meny $viesos spinduliavims, atéirandanti dél liuminescencijos
reskcijy elektromagnetiniuose laukuose, pavyzdZiui, esant super-
aukito danio spinduliavimui, ir minéto jirenginio panaudojimg
chemiliuminescencinés analizés bei Siluminés mikrodozimetrijbs
srityje. Superauksto daZnio radiacijos poveikis chemiliumines-
cencijai aprasSytas minétame patente bei straipsnyje (2r. Kiel,
Bioelectromagnetics, 4 leidimas, p. 193-204, 1983 m.) Zymiai
skiriasi nuo to efekto, kuris pateikiames Siame apra3yme. Apra-
Somg sistemg sudaro fermentinés reakcijos, tokios kaip peroksi-
daziniais fermentais katalizuojamas liuminolo oksidavimas bal-
tyminivose geliuose, kurie yra drégni, nes yra tirpale. Stipri-
nimg, kurji garantuoja superauksto daZnio spinduliavimas, lemia
substrato (vendenilio peroksido) judrumo padidéjimas &ia pami-
néto gelio viduje, bet ne faktiskas chemiliuminescencijos su-

stipréjimas, kaip kad remiantis Ziuo sitlomu bidu.

Siuose ir kituose priespastatytuose lit;ratﬁros Saltiniuose
bendrais bruoZais apradyti chemiliuminescenciniai processi, tame
tarpe ir dioksetany. Tadisu nei viename i3 nurodyty priedpasta-
tyty literatiros 3altiniy neilnagrinétas chemiliuminescencinio
signalo, gauto i3 fermentais inicijuoty 1,2-dioksetany ant kie-
tafazio pagrindo, diiovinent 8i pagrindg, arba dZiovinant ji

kombinacijoje su 8ildymu, stiprinimo bddas.

Tokiu budu, 3io iZradimo tikslas yra sukurti chemiliumines-~
cencinio signalo, kuri generuoja fermentais inicijuoti 1,2-di-
oksetanai, sustiprinimo biudgq. Dar vienas $io isradimo tikslas -
chemiliuminescencinio signalo intensyvumo sustiprinimo kietafa-

zése analizése per trumpesni laikg ir nenaudojant daug darbo rei-
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kalaujandiy operacijy ar jrengimy biidas. Sio iSradimo ypatybé
yra ta, kad chemiliuminescencinis signalas, gautas i8 fermentais
inicijuojamy 1,2-dioksetany, sustiprinamas 4-6 kartus, panaudo-
jant Siame isradime aprafytus dZiovinimo metodus (ir 100 karty,
jeigu papildomai panaudoti $ildymo stadijg), lyginant su signalo,
gauto panaudojant tradicinius metodus, galingumu, kai naudoja
3lapig, substrato tirpale laikomg membrang. Cia sitlomo metodo
privalumas yra tas, kad jis pasiZymi panaudojimo universalumu,
tame tarpe ir atliekant kietafazes analizes, tokias kaip, pavyz-
dZiui, imunosorbentiné analizé su fermentine Zyme (ELISA) ir
tyrimai DNR-zondy pagalba. Be to, toks sustiprinimas yra tin-
kamas baltymy ir nukleino rugsdiy vaizdo fragmenty (bloty) gavi-
mui fotokameros pagalba, o sillomo idradimo skiriamieJji poZymiai
yra tie, kad egzistuoja galimybeée greitai uzfiksuoti gero rysku-
mo vaizdg, paSalinant tokius trukumus, kaip kad kameros Saldymas

ir triuk3my fono lygise.

Sie bei kiti 8io iSradimo tikslai, pofymiai bei privalumai
bus ailkesni ir labisu suprantami, perskaicéius toliau pateikiamg

apraéyﬁg.

Sis i%radimas yra skirtas fermentais inicijuojamy 1,2-di-
oksetany chemiliuminescencijos sustiprinimui, esant galimybei

detektuoti pavyzdiio viduje. Minéto biido esmé yra ta, kad:

a) gauna kietafazi pagrinda su ant jo esandiu tiriamuoju
pavyzdZiu; 3is pagrindas yra atitinkamai apdorotas tirpalu, ku-
riame yra fermentu inicijuojami 1,2-dioksetanai;

b) dZiovina minétg kietsy pagrinda; ir
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c) esant reikalui, %ildo minétg kietafazi pagrindg dzio-

vinimo procese arba po dZiovinimo;

be to, minéty pagrindo dziovinimg ir/arba 8ildymg atlieka

pried arba kartu su chemiliuminescencinio signalo detektavimu.

Cia pateikiamas isradimas charakterizuojamas kietafazio
pagrindo dZiovinimo ir 3ildymo poveikiu chemiliuminescencinei
charakteristikai. Svarbiu iSradimo aspektu yra tai, kad, naudo-
Jant dZiovinimg kombinacijoje su $ildymu, garantuojamos geres-
nés stiprinimo charakteristikos, negu kad vien tik dZiovinant.
Sildymas duoda teigiamg efektsg tik sausos membranos atveju arba
kai ji dZiovinama kartu su Sildymu. Kaitinant $lapig membrang,
laikomg hermetiskai jpskuota maiSelyje, uzpildytame substrato

tirpalu, gaunamas kur kas sSilpnesnis signalas.

Membranos dziovinimas pries$ detektavimg, nepriklausomai nuo
naudojamo metodo, sustiprina signalg 4-6 kartus. Diiovinimo me-
todas, Sildant dZiovinimo spintoje, garantuoja stabiliausius re-
zultatus, tadiau analogiskas efektas gaunamas ir d¥iovinant va-
kuume, dZiovinant oru ar dZiovinant %ildymo lempos pagalba. Pa-
pildomas 3ildymo efektas pasireiskia tuo atveju, kai‘membrana
yra Sildoma vaizdo fiksavimo metu, pavyzdZiui, naudojant kamers
prietaisuose su kruviniu rysiu, t.y.‘minétq membrang $ildo foto-
grafavimo metu. Sausg arba 3lapig membrang galima 3ildyti vaizdo
fiksavimo metu, kadangi Zildant ji dZiista labai greitai, betar-
piSkai ant plok3telés. Minéty operacijy panaudojimss yra nauja
koncepcija fermentais inicijuoja@ojé chemiliuminescenci joje.

Stebimas sustiprinimas yra gaunamas, panaudojant karbonatini
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‘buferi. Zymiai silpnesnius signalus gauna tuo atveju, kai Sar-

minés fosfatazés nustatymo testuose buferiu tiriamam pavyzdziui
panaudoja vieng i$ Siy standartiniy buferiy, tokiy kaip, pavyz-
dziui, Tris-buferis, dietanolaminas ir 2-amino-2-metil-l-propa-

nolise.

PrieSingai, kitame Sios srities darbe daroma prielaida apie
tai, kad fermentinéje reakcijoje naudojamy komponenty dZiovini-
mas ir 3ildymas neigiamai veikia chemiliuminescencines savybes.
Paskelbtuose protokoluose dél substraty, kuriy pagrindas - fer-
mentais sustiprinti 1,2—dioksetanai, panaudojimm DNR analizei
ant membrany faktiskai kalbama apie tai, kad negalima dZiovinti
minétos membranos iki detektavimo stadijos arba Zios stadijos
metu (Tropix Southern-Light (tm) Protocol). Be to, rekomenduo-
Jamas metodas papildomai reikaslauja, kad detektavimui skirta
drégna membrana po inkubacijos substrato tirpale bity hermetis-
kai ipakuota plastikiniame maiSelyje (Tropix Southern-Light (tm)
Protocol) arba plastikiniame pakete (BRL Photo-Gene (tm) Instruc-
tion Manual).

$iame i8radime pateikta keletas dZiovinimo kombinacijy, 3il-
dant arba ne3ildant po dZiovinimo tiriamg pavyzdi. Kiekvieng &ia
sililomo iZradimo metodo modifikacijg reikia nagrinéti priklauso-
mai nuo konkretaus tyrinétojo poreikio. PavyzdZziui, tiriamo pa-
vyzdiio dZiovinimas pried detektavima, o ne jo ¥ildymas nustaty-
mo procese, o taip pat ir vienu metu atliekamas tiriamo pavyzdZio
dZiovinimas-3ildymas jo detektavimo metu yra geriausi metodai
praktiniu poZitriu. Kai kuriais atvejais, kai tiriamo pavyzdZio
8ildymas Jjo detektavimo metu yra netikslingas, pavyzdiiui, Jeigu

naudoja rentgeno arba fotojuosts, geriausias yra tas metodas,
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kai tiriamas pavyzdys yra dZiovinamas ir Sildomas pries jo de-

tektavimq N

15 kity tinkamy $ildymo ir/arba diiovinimo kombinacijy (kar-
tu ir jy ry3ys su detektavimo stadija) gelima paZyméti vien tik
pavyzdZio dZiovinimg (be tolesnio jo Sildymo tuoj pat po dZio-
vinimo) pried detektavimg; pavyzdZio dZiovinimg su tolesniu jo
$ildymu, be to, abi Sias operacijas atlieka.prieélpavyzdéio de~
tektavimg; vien tik pavyzdZio dZiovinimg jo detektavimo metu
(nors tai ir netikslinga dél laiko sgnaudy ir neturi privalumy,
kadangi membranai dZitustant, tam tikrame laiko intervale signa-
lai nesikeidia); ir pavyzdZio dZiovinimag bei 8ildymg kartu su jo

detektavimu,.

Kietafazio pagrindo su tiriamu pavyzdZiu "dZiovinimg" rei-
kia suprasti taip, kad i8 nurodyto pavyzdZio yra paSalinti tir-
piklio ar kokio kito vandeninio tirpalo likudiai. Nekeliant tiks-
lo susieti su kokia nors konkredéia teorija, dZiovinimo, remian-
tis &ia sukurtu metodu, teigiamo efekto vienas i& galimy paais-
kinimy bidty tas, kad pavyzdyje (paprastai membranoje) néra tir-
piklio molekuliy, kurios gali susidurti su suZadintomis moleku-~
lémis ir, tuo padiu, yra maZesni energijos nuostoliai dél jos
issisklaidymo susidiirimo metu, kas padidina kvantine iSeiga.
Tirpiklio molekules paSalina dZiovinimo metodu, neleidZiandiu
liuminescencijai uzgsti dél molekuliy susidirimo. Membranos dZio-
vinimas pried Jos detektavimag padidina signalo stiprumg 4-6 kar-
tus, lyginant su tradiciniais metodais, kai membrama laikoma
Slspioje blusenoje, t.y. substrato tirpale. Tem, kad gauti pilns

signalo sustiprinimo efektsy, membrama turi bati visiZkai sausa.
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Kietafazio pagrindo dZiovinims, remiantisféiuo isradimu,
atlieka tam tikrame laiko ir temperatiros rezime, be to, tempe-
raturos reiksme parenka taip, kad ji atitikty vakuuminio, kon-
vekcinio, natiiralaus dZiovinimo reZimg ar dZiovinimo, panaﬁdojant
superaukity daZni ir elektros energijg, rezZimg. Pavyzdziui, dZio-
vinant vekuume maZdaug 15-30 min., pakanka aplinkos temperaturoS.
Konvekcinis dZiovinimas (panaudojsnt, pavyzdZiui, tradicines
d%iovyklas) vykdomas maidaug 5-30 min. 30-100°C temperatirojes
DZiovinimas oru vykdomas 20 min. ar ilgisu (kelets valandy) ep-
linkos temperatiroje. DZiovinimo reZimss priklauso nuo visos ei-
lés parametry, pavyzdZiui, membranos ismatavimy, Jjos sudéties
bei pradinio drégmés kiekio membranocje. DZiovinimo reZimui rei-
kalinga optimizacija kiekvieno panaudojimo atvejue. Nustatytas
fisme iSradime reZimas parengtas neiloninéms 8 x 8 cm dydiio ir
maZesnéms membranoms, kurios, prie# jas dZiovinant, buvo blo-

tuojamos, siekiant paSalinti i$ Jjy tirpalo pertekliy.

Tam, kad iSdZiovinti minéts membrang, pasirenka patogiausig
dZiovinimo metodg. Vienintelis reikalavimas yra tik tas, kad
membranos buty gerai isdZiovintos. Pirmenybé teikiama Slapiy
arba jau i3 anksto kiek padZiovinty membrany elektrinio 3ildymo
metodui, detektuojant tiriasmg pavyzdi kamera prietaisuose su
kriviniu ry3iu. Optimalus reZimas priklauso nuo panaudojimo. Kai
kuriais atvejai bity pageidautina gasuti pati intensyviausig sig-
nalg per kuo trumpesni iaiko intervalg. Tam butina panaudoti
aukitesne temperatiira, pavyzd¥iui, 100°C. Buty pageidautina ga-
rantuoti ilgesne emisijg, panaudojant Zemesne temperatirg, pa-
vyzdziui, 70-80°C, kad biity galima pasiekti daugkartini ivairaus

ilgio eksponavimg. Siuo atveju padidintos koncentracijos takeliai
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skaitomi esant trumpesnei ekspozicijai, o tuo tarpu sumaZintos
koncentracijos takeliai skaitomi esant ilgesnei ekspozicijaie

Sis metodas padidina sistemos dinamini diapazong.

Tiriamo pavyzdZio "3ildymg" reikia suprasti taip, kad pa-
Salinus tirpalg i3 nurodyto pavyzdZio, 8is toliau veikiamas 35i-
luma ar kokia kita energija, siekiant padidinti jo temperatirsg.
Ir vél, nekeliant tikslo susieti su kokia nors konkredia teori-~
ja, 3ildymo, remiantis &ia sukurtu metodu, teigismo efekto vie-
nas i% galimy paaiskinimy bty tas, kad minétas §ildymas, tik-
riausiai, greidiau ir/arba Zymiai pilnisu suskaido tarpinio re-
akcijos produkto molekules, kas sglygéja kur kas intensyvesnij
signalo sukaupimg per Zymiai trumpesni laiko intervalg, ljginant
su tradiciniais metodais, kuriuose éildymd nenaudoja. Remiantis
8iuo i%radimu, kietafazio pagrindo 3ildymas vykdomas apibréiis
laikg ir apibréitoje temperatiiroje pagal bet kuri i% daugybés
metody, tokiy kaip, pavyzdziui, elektro3ildymas, radiacinis &il-
dymas IR-spinduliais (pavyzdZiui, kaitinimo lempa), konvekcinis
Sildymas ir Sildymas superaukstu daZniue. Naudojant standartinius
metodus kombinacijoje su Sildymu sSuperauk&tu dazZniu, membranos
dziovinimg butina vykdyti termostate arba konvekcinéje dZiovyk-
loje 30°C temperatiiroje 30-45 min. bégyje. Po dZiovinimo, mem-
brang ideda i tradicine superaukito daZnio krosni 20-30 sekun-
dziye. Galima naudoti taip pat ir kitus, toliau sprasomus dZiovi-

nimo ir/arba 3ildymo biidus.

Jeigu detekcijos metu tiriama pavyzdi 3ildo elektra, panau-
dojant i3 anksto i3dZiovintg membrang, tai %ig membrang pries
tai dZiovina konvekcinéje dfiovykloje 10-30 min. 40°C temperatii-
roje. Po to membrang deda ant kaitinamos elektra ploksteés ir

AT s
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8ildo 40-100°C temperatiiroje maZdaug nuo 30 sek. iki 10 min.,
kartu fiksuodami signalg kamera prietaisuose su kriviniu rysiu.
Atlieka serijg tiriamo pavyzdfio vaizdo fotografavimy, iZlaiky-
mas paprastai blina nuo 30 sek. iki 2 min., ir po to atrenka tuos

vaizdus, kuriuose yra geriausias signalo ir fono santykis.

Kaitinimo lemps galima naudoti membrany Sildymui-dZiovini-
mui pries detektavimg. Slapis membrang deda ant blotavimui skir-
to popieriaus lapo ir 5-20 min. dZiovina po kaitinimo lempa
(375 W). Detektavimg atlieka naudodami rentgeno juosta arba ka-

merg prietaisuose su kruviniu rySiu.

Atliekant detektavimo procese dziovinimg kartu su Sildymu,
Slapia membrang deda ant elektra kaitinamos plok3tés, veikiant
kamerai prietaisuose su kriviniu ry3iu. Membrang dZiovina, S$il-
dant 40-100°C temperatiroje nuo 30 sek. iki 10 min. Po to at-
lieka serijg tiriamo pavyzdZio vaizdo fotografavimy, iSlaikymas
paprastai bina nuo 30 sek. iki 2 min., ir atrenke tuos vaizdus,

kuriuose yra geriausias signalo ir fono santykis.

Be to, kaip manoma, membranas galima 8ildyti detektavimo
metu, naudojant superauksto dazZnio spinduliavimg, nors 3is me-

todas nebuvo realizuotase.

Paprastai sildo 1-10 min. 40-100°C temperatiiroje. I &il-
dymg galima Ziuréti dar ir kaip i vieng i3 membranos déiovinimﬁ
metody. Tadiau yra skirtumas tarp membranos dZiovinimo iki ana-
lizés, nepriklausomai nuo panaudojamy priemoniy, bei tiek 3Sla-
pios, tiek ir sausos membranos Sildymo detektavimo metu. Jeigu
membrana Signalo detektavimo metu nesSildoma, tal pagrindinis

stebimas efektas, kaip manoma, yra susijes su dZiovinimo efektu,
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nepriklausomai nuo panaudojamo dZiovinimo metodo. Sildymas sig-

nalo detektavimo metu duoda pati didZiausig jo stiprinimg.

Aigku, kad Sisme aprasyme pateikti dZiovinimo bei 8ildymo
metodai specialistams bus suprantami, ir kad ¢ia pateikti meto-
dai yra iliustruojantys, bet ne apribojantys, ir kad 3io iSra-
dimo, apibudinamo pateikta jo apibréztimi, esmés bei apimties

rémuose yra galimi ir kiti varijantai.

Aisku taip pat ir tai, kad ivairus dZiovinimo bei Sildymo
metodai, apra8yti Siame iSradime, gali buti optimizuoti, sie-

kiant patenkinti konkredius tyrinétojo poreikius.

Siame isradime sidlomg sustiprinto chemiliuminescencinio

signalo aptikimo metodsg galima panaudoti kietafazéje imunofer-
mentinéje analizéje, kurioje naudoja substratus 1,2-dioksetany
pagrindu, sudarané¢ius pusiaustabilius tarpinius produktus. Ka-
dangi sidlomas metodas labiausiai tinka geral Zinomoms siste-
moms chemiliuminescuodanéiq 1,2-dioksetany pagrindu, nuoroda
padaryta i JAV patentus Nr. 4931223 ir Nr. 4952707, kurie itrauk-
ti i 31 aprasymg, siekiant parodyti technikos lygi. Taip pat
yra ir daugybé publikacijq, kuriose apra3ytas fermentais apdo-
rotg (juos jpurskiant) 1,2-dioksetany pansudojimas imunofermen-~
tinéje analizéje (Bronstein et al., J. Biolumin. Chemilumin.,
4 leidimas, pe. 99-111, 1989), Sauzern-blotinge (Bronstein et
al., BioTechniques, 8 leidimas, p. 310-314, 1990) bei DNR se-
kvenavime (Tizard et al., Proc. Natl. Acad. Sci 87, pp 4Dl4 -
4518, 1990).

Minéti analizés metodai remiasi tokia tarpusavio sgveika,
kai viena molekulé specifiskai jungiasi su kita. Specifiskai

Jungiandioms poroms priskiriama: antikinis-asntigenas, papildomi
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nukleino rigsdiy sillai, jungiantis baltymas-vitaminas ir jun-
giantis baltymas-nukleino fﬁgétis. Pirmgji Jjungiandéios poros
komponentq atskiria ir imobilizuoja ant kieto pagrindo. Po to

%1 pagrindg inkubuoja tirpale, kuriame yra antrasis jungiandios
poros komponentas, i kuri arba tiesiogial yra ivesta fermentiné
Zymé, arba prie jo prikabinta jungianéioji grupé, pavyzdziui,
biotinas arba avidinas, kuri po to gasli prijungti fermentineg
Zyme. Antruoju atveju pagrindag inkubuoja tirpale, kuriame yra
fermentiné Zymé. Po to 31 pagrinda inkubuoja tirpale, kuriame
yra substratas atitinkamo 1,2-dioksetano derinio pagrindu, nau-
dojemi fermentinei Zymei. PavyzdZiui, tuo atveju, kai fermentine
fyme naudoja Sarmine fosfotaze, galima panaudoti 3-(2’-spiro-
adamantan)-4-metoksi-4-(3"-fosforiloksi)fenil-1l,2-dioksetang.
3-(2’-spiroadamantan)-4-metoksi-4-(3”—D1/5-galaktopiranoziloksi—
fenil)-1,2-dioksetang galima panaudoti tuo atveju, jeigu fermen-
tine Zyme yraufB-D—galaktozidazé. I% tradiciniy kiekybinés ana-
1izés metody galima paminéti kietafaze imunofermentine analize

(ELISA), DNR-tipavimg ir Sauzern-blotingg.

Fermentinés reakcijos metu vyksta fermentu hidrolizuotos
grupés paSalinimas is 1,2-dioksetano, susidarant tarpiniam ani-
Joniniam produktui. Minéto pusprodukd&io pusinio gyvavimo lai-
kas -~ keletas valandy, adsorbuojant Jji hidrofobiniu pagrindu,
pavyzdZiui, neilonine membrsna. Minétas pusproduktis suyra tru-
kstant dioksetano Ziedui ir susidarant dviems karboniliniams
Junginiams. Bent viernas i$ Siy Jjunginiy yra elektrony suZadin-
toje busenoje, dél spindulinés energijos iSsiskyrimo Jjis tampa

neaktyviu., Kaip pavyzdys pateikiama §i reakcijQ schema:
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DZiovinimo ir neprivalomo Sildymo operacijas atlieka ant
kieto pagrindo po inkubacijos substrato tirpale, o chemiliumi-
nescencini signalg matuoja pagal snkséiau spraSyts metodiksg.
Pagrindo 3ildymss gerantuoja papildomg chemiliuminescencinio
signalo stiprinimg dél, tikriausiai, tarpinio anijonimio skilimo

inicijavimo.

Pirmenybé, panaudojant kietafazius pagrindus, teikiema
hidrofobiniams pagrindams, tokiems kaip, pavyzdZiui, neiloninés
membranos, polimeriniai karoliai ir titravimo mikroplanSetés,
kur juos panaudoja analizéje konjugato atskyrimui nuo neprijung-

[
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tos fermentinés Zymés. Kietafazio pagrindo parinkimas priklauso
nuo atliekamos kiekybinéé analizés tipo. Imunosnalizéje papras-
tai naudoja polimerinius rutuliukus ir titravimo mikroplansetes,
nors galima panaudoti taip pat ir membranas. Membrang rekomen-
duojama naudoti bet kuriame kiekybinés analizés metode, kur
elektroforezei reikslingas pernesimas i8 gelio, t.y. atliekant
blotingg pagsl Sauiernq, Vesterng ir Nozerng. DaZniausiai nau-
dojamais kietafaziais pagrindsis yra polimeriniai rutuliukai,
titravimo mikroplansetés ir membranos. Taéiau, tokiu pagrindu
faktiskai galima naudoti bet kurig jo forma, pavyzdZiui, mégin-
tuvélius ir lopetéles. Pirmenybé teikiama hidrofebinio pagrindo
panaudojimui, kadangi jis garantuoja hidrofobine terpe, kuri,
kaip manoma, stabilizuoja anijonini tarpini 1,2-dioksetano pro-
duktg. Manoma (teoriskai), kad hidrofilinio pagrindo penaudojimo
atveju stiprinimas turéty buiti Zymiai silpnesnis, kadangi tar-

pinis produktas paprastai greidiasu suskyla.

Remiantis 3iuo iZradimu, papildomai medZiagq riSsnéig kom-
ponente imobilizuoja ant kieto pagrindo. PavyzdZiui, Jjeigu tai-
kinys minétame pagrinde yra DNR, tai naudoja papildomg DNR-zondg.
Iminosnalizéje naudoja papildomg porg antikunis-antigenas. 1 ki-
tq medZiaggq riSandéig komponente galima betarpidkai jvesti fer-
mentine Zyme, arba Jjg gelima modifikuoti, jivedant antrg risandig
med¥iaga, kuri po to fiksuoja fermentine Zyme. Cia sitlomoje
sistemoje DNR-taikini imobilizuoja membranoje. Risané&ia kompo-
nente naudoja papildomg DNR-zondg, kuris modifikuotas teip, kad
jame yra vitaminas-biotinas. Po hibridizacijos, kurios metu at-
kaitina papildomus DNR-sitlus, jveda 3Sarminés fosfatazés ir avi-

dino konjugatg. Avidinas yra riSantysis baltymas, pasiZymintis

- e
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dideliu giminingumu biotinui. Tokiu bidu, dél biotino-avidino
komplekso susidarymo vyksta fermentinés Zymés ir DNR-zondo susi-
jungimas. Sarmine fosfataze panaudoja tuo atveju, kai 1,2-diocks-
etanu yra 3-(2’-spiroadamantan)-4-metoksi-4-(3"-fosforiloksi)-
fenil-l,2-dioksetanas (daZnai vadinamas AMPPD). Be to, Jjeigu
1,2-dicksetanu yra 3-(2’-spiroadamsnten)-4-metoksi-4-(3"- - p-D-
galaktopiranozilfenil)-l,2-dioksetanas, tai tada naudoja_jf-D—
galaktozidaze (daZnai vadinama AMPGI).

Chemiliuminescencinio signalo stiprumo matavimus atlieka
pagal bet kuri is§ daugybés metody, lengvai suprantamy Specia-
listams. Minétus metodus varijuoja pladiame diapazone, priklau-
somai nuo tiksly, kuriems pasiekti gali biti taikomes siilomas
metodas. PavyzdZiui, sitlomas detektuojamo signalo stiprinimo
metodas gali buti tinkamas daugeliu atvejy , tame tarpe ir jaut-
rumo kietafazése snalizése, tokiose kaip, pavysdZiui, kietafazeé
imunofermentiné analiié arba tyrimai DNR-zondy pagalba padidini-
muie IS kity kiekybinés analizés tipy galima paminéti analizes
vagal Sauzerno, Nozerno ir Vesterno metodg. Sitlomas stiprinimo
metodas yra tinkeamas baltymy ir nukleino rugsdiy bloty (atspau-
dy) gavimui, kur paprastai naudoja rentgeno juostg. Pagrindinis
siulomo stiprinimo mgtodo privalumas yra tas, kad Jjo déka Zymiai
sutrumpéja detektavimo procesui butinas laikas, t.y. laikas,
skirtas substrato inkubacijai kartu su chemiliuminescencinio
signalo iSaiskinimu. Detektavimo procedirs, kuri paprastai trun-
ka keleta valandy, galima atlikti per 10 min. ar netgi greidiau.
Irengimai, naudojami matavimo stadijoje, yra réntgeno arba foto-
Juosta bgi papildomos priemonés, tokios kaip fotoda%fntuvas ir

elektroninis vaizdo signaly imtuvas (pavyzdZiui, telekamera

‘m‘ -
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prietaisuose su kriviniu rysiu). Si aparatiira ne tik pasiZymi
savybe greitai uZregistruoti vaizdo signalus, esant dideliam
intensyvumui, bet ir neturi kity konstrukciniy trukumy, tokiy

kaip, pavyzdziui, kameros §a1dymas bei triuksmy fono lygise.

Sis isradimas bus dar aiskesnis, i3studijavus toliau patei-

kiamus pavyzdZius.
Pavyzdziai

Bendra metodika

Membranos dZiovinimo bendros metodikos, remiantis $iuo che-
miliuminescencijos stiprinimo pries$ detektavimg sidlomu iSradimo
metodu, esmé yra tokia. Pagrindas ruoSiamas remiantis standarti-
ne testavimo metodika, atsiZvelgiant i atliekamos analizés tips,
pavyzdziui, kietafazé imunofermentiné analizé, DNR-tipavimas ar
analizé Sauzerno metodu. Remiantis $iais analizés metodais, fer-
mentine Zyme sujungia su molekulémis, imobilizuotomis ant kieto
pagrindo, panaudojant fermentu Zenklintg antikuni, bNR-zondq
arba fermentg, konjuguotg su biotinu arba avidinu. Po to minétsg
kietafazi pagrindg inkubuoja fermentinei Zymei skirtame tirpale,
kuriame yra atitinkamas 1,2-dioksetano substratas. Inkubavimo
laikas priklauso nuo analizuojamos medZiagos koncentracijos ir
paprastai yra nuo 5 iki 30 min. Po to ant sugeriamojo popieriaus
lapo atlieka pagrindo sausgji blotingg ir dZiovina konvekcinéje
d¥iovykloje 5-10 min. 60-100°C temperatiiroje. Alternatyvinio
varijanto atveju pagrindg galima dZiovinti vakuume 15-30 min.
arba ore 30 min., veikiant po to 10-20 sek. superaukstu daZniu.

UZbaigus dZiovinimg, chemiliuminescencinis signalas matuojamas
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atitinkémo detektoriaus pagalba, pavyzdZiui, panaudojant foto
ar rentgeno juostg, fotodaugintuvg arba kamerg prietaisuose su
kriviniu ry8iu. Vidutinis detektavimo laikas nevienodas ir pri-
klauso nuo naudojamo detektorisus, inkubacijos laiko bei tiria-
mos medZiagos koncentracijos. Naudojant rentgeno juostg, ekspo-
zicijos laikas paprastai yra 1-D min., o kameros prietaisuose

su kriviniu rys&iu atveju ekspozicijos trukmé yra 1-10 min.

Membranos dZiovinimo kartu su 3ildymu signalo detekecijos
metu bendros stiprinimoc metodikos, remiantis Siuo iSradimu, esmé
yra tokia. Po fermentu pazenklintos molekulés imobilizavimo,
pagrindg inkubuoja fermentinei Zymei skirtame tirpale, kuriame
yra atitinkamo 1,2-dioksetano substratas. Inkubavimo laikas
priklauso nuo apalizuojamos medZiagos koncentracijos ir papras-
tai yra nuo 1 iki 30 min. Po to ant blotingui skirto sugeriamojo
popieriaus atlieka pagrindo sausgji blotingg ir deda ant kaiti-
nimo elemento arba i dZiovinimo kamerg, panaudojant detektoriy,
pavyzdziui, fotodaugintuvg arba kamerg prietaisuose su kruviniu
rySiu. Alternatyvinio varijanto atveju pagrindg, prie3 signalo
sukaupimg, galima iS8dZiovinti. Bet kuriuo atveju pagrindg $ildo
signalo integravimo metu. Sildymo temperatiira nuo 40° ikxi 100°C.
Prie3 matuojant signalg, pagrindg %ildo 0-10 min. Sig procedirg
paprastai vykdo atliekant serijg matavimy ir iSrenkant matavimo
rodikli su padiu geriausiu signalo-fono santykiu. Integravimo
laikas priklauso nuo analizuojamos medZiagos koncentracijos,
§ildymo temperatiros ir inkubacijos laiko. Integravimo laikas

paprastai yra nuo %0 sek. iki 5 min.

§ VD
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1 Pavyzdys
Biotinilinta DNR sustiprintos chemiliuminescencijos detek-
tavimas ant neiloninés membrsnos, panaudojant kamerg prietai-

suoSe su kruviniu rySiu.

Biotinilintg DNE faga liambda (Vector Laboratories) pra-
skied?ia 6 ¥ SSC-buferiu (0,9 M natrio chlorido ir 0,09 M tri-
natrio citrato), kuriame yra verSelio timuso DNR (O ng/mkl),ir
gauna jos koncentracijas 50, 40, 30, 20, 10, 5 ir 1l pg/200 mkl.
Po to, ant krivio neturinéios neiloninés membranos (MSI) atlie-
ka gauty tirpaly slot-blotingg, pridedant po 200 mkl kiekvieno
praskiesto tirpalo i slot-blotingo irenginio duobutes (Bio~Rad,
Bio-Dot SF). Po to duobutes keleta karty praplauna 6-kartiniu
SSC-buferio kiekiu. Po to membrang dZiovina O min. kaitinimo
lempa ir siuva 2 min. bégyJje, veikiant UV-spinduliais ir panau-
dojant fotodinini UV-spinduliy 450 modelio imtuvg (Fotodyne
UV 450 Transilluminator).

1251 _piokavimo buferyje

Po to membrang 30 min. inkubuoja
(Tropix), kurisme yra 0,2'% 1251 tirpalo fosfato buferio tu-
rindiame fiziologiniame tirpale (PBS). Po to minéts membrang
30 min. deda i tirpalg, kuriame yra avidino ir Sarminés fosfa-

™

tazés konjugatas (komercinis pavadinimas Avidin™, firma Tro-

pix) lzsI—blokuojanéiame buferiniame tirpale (5 mkl dvide3im-
giai ml); Po to membrang du kartus po D min. praplaunallzsl -
blokuojan&iu buferiu, o po to dar 4 kartus po O min. 0,3 % .
" Tvin-20 tirpalu, paruostu PBS-buferyje. Po to membrang dar 4
kartus praplaune tiriamo pavyzdZio buferyje (0,05 M, pH 9,5,

karbonatinis buferis, kurigme yra 1 mM magnio chlorido).
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Po to minéts membrang 5 min. inkubuoja 0,20 mM tirpale,
kuriame yra AMPPD-substratas (firma Tropix), parucstas tiriamem
pavyzdZiui skirtame buferyje. Minéta membrang iStraukia i8 sub-
strato tirpalo, ant blotingui skirto popieriaus lapo atlieka
blotingg tam, kad paZalinti tirpalo pertekliy, o po to deda ant
elektra kaitinamo elemento, kurio temperatira 70°¢, veikiént
kamerai prietaisuose su kriviniu ry3iu (modelis Star-l, firma
Photometrics, LTD). Po to atlieka 2 min. trukmés eksponavimy
serija, kas leidZia uZfiksuoti chemiliuminescencinj signalg
sildymo procese. Pralaidumo juosty intensyvumg antriniame vaiz-
de nustato kompiuterine analize. Gauti rezultatai pateikti 1

lenteléje.

1 Lentelé

Chemiliuminescencinés biotinilintos DNR savybés ant nei-

loninés membranos, detektuojant kamera prietaisuose su kriviniu

rysiu
Ivedamas DNR kiekis Intensyvumas
(ssntykiniai #viesos vienetai)
30 88,4
20 ‘ 74,9
10 37,2

1 Palyginimo pavyzdys
Biotinilintos DNR standartiné chemiliuminescenciné analizé
ant neiloninés membranos, panaudojant kamerg prietaisuose su

kriviniu rysSiue.
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Slot-bloting membrang gauna ir apdoroja remiantis metodi-
ka, aprasyta 1 pavyzdyje. Po inkubavimo 15 min. bégyje AMPPD-
substrato tirpale, minétg membrang hermetifkai pakuoja i plas-
tikini maidelj ir inkubuoja dar 15 min. Sis maiZ%elis dedamas po
kamera prietaisuose.su kriviniu rys8iu ir eksponuojama 5 min.
Juosty intensyvumg nustato remisntis metodika, aprasyta 1 pa-
vyzdyje. Siy kontroliniy tyrimy, atlikty keliy dieny bégyje,

rezultatai pateikti 2 lenteléje.
2 Lentelé

Biotinilintos DNR standartiné chemiliuminescenciné analizé
ant neiloninés membranos, panaudojent tradicini detektavimo me-

todg kamera prietaisuose su kriviniu rysiu

DNR kiekis (pg) Intensyvumas
(santykiniai &viesos vienetai)

40 0,755
30 0,508
20 0,331
10 nenustatoma

Kaip seka i% 1 ir 2 lentelése pateikty palyginamosios sna-
lizés duomeny, chemiliuminescencijos stiprinimo metodas, dZio-~
vinant ir kartu Sildant detektavimo metu, garantuoja 100-kartini
chemiliuminescencijos intensyvumo padidéjima, Zymiai sutrumpé-
Jant laikui, kuris reikslingas inkubavimui ir ekspozicijai. De~
tektavimg su stiprinimi atlieka esant 15 min. trukmés pagrindo
inkubavimui ir 2 min. trukmés eksponavimui, tuo tarpu kai iprasto
detektavimo metu naudoja 30 min. trukmés pagrindo inkubavimg ir

5 min. trukmés ekspozicijge.



~25-

2 Pavyzdys

Biotinilintos DNR sustiprintos chemiliuminescencijos de-

tektavimas ant neiloninés membranos, panaudojant rentgeno juostg

Slot-bloting membrang gauna ir apdoroja remiantis metodika,
aprasyta 1 pavyzdyje. Po inkubavimo 5 min. bégyje AMPPD-subs-
trato tirpale, ant blotingui skirto sugeriamojo popieriaus lapo
atlieka minétos membranos "sausa" blotingg, po to perkelia ant
naujo blotingui skirto popieriaus lapo ir dZiovina dZiovinimo
spintoje hibridizacijai O min. 60° C temperatiiroje. Po to mem-
brang i%ima i3 dZiovinimo spintos ir eksponuoja O min., naudo-
dami rentgeno juostg (firma Kodak XAR). Rentgenogramg iveda i
kompiuteri analizei, psnaudojant Cohu kamerg. Gauti rezultatai
pateikti 3 lenteléje.

3 Lentelé

Biotinilintos DNR chemiliuminescencinio spinduliavimo ant
neiloninés membranos intensyvumss, pansudojant sustiprintg de-

tektavimg rentgeno juostos pagalba

DNR kiekis (pg) Intensyvumas
(santykiniai 3viesos vienetai)
50 2,016
40 1,259
30 ‘ 0,810
20 ‘ 0,490

2 Palyginimo pavyzdys

A Y S A Y I S S S S S S N V= Y

Biotinilintos DNR standartiné chemiliuminescenciné analize

ant neiloninés membranos, panaudojant rentgeno Jjuosta
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Slot-bloting membrang gauna ir apdoroja remiantis metodika,
aprasyta 1 pavyzdyje. Po inkubavimo 15 min. bégyje tirpale, ku-
riame yra AMPPD substratas, minétg membrang hermetiskai pakuoja
i plastikini mai3eli ir eksponuoja 15 min., naudodami rentgeno
juostg (firma Kodak XAR). Gautg rentgenograms iveda i kompiute-
ri gauto vaizdo analizei (naudoja Cohu kamers). Gauti rezultatai

pateikti 4 lenteléje.
4 Lentelé
Biotinilintos DNR chemiliuminescencijos ant neiloninés

membranos intensyvumas, atliekant standartine analize rentgeno

Juostos pagalba

DNR-kiekis (pg) Intensyvumas
(santykiniai 5viesos vienetai)

50 1,144
40 0,943
30 : 0,476
20 0,278

Kaip seka i3 3 ir 4 lentelése pateikty palyginamosios ana-
lizés rezultaty, atliekant detektavimg chemiliuminescenci jos
stiprinimo metodu, atliekant membranos dZiovinimg dZiovinimo
spintoje pries eksponavimg rentgeno juostos pagalba, gauna sig-
nalus, kurie mazdaug 70 % stipresni, lyginant juos su signalais,
generuojamais tradiciniu detektavimo metodu. Atliekant detekta-
vimg chemiliuminescencijos stiprinimo metodu, Zymiai sutrumpéja
tiek pagrindo inkubavimo laikas, tiek ir eksponavimo laikas.
Bendras laikas, kuris reikalingas detektavimui, esant chemiliu-
minescencijos stiprinimui, yra tik 1/2 to laiko, kuris reika-

lingas standartinio detektavimo atveju.

Pt
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Biotinilintos DNR sustiprintos chemiliuminescencijos ana-
1izé, 3%ildyma atliekant kaitinimo lempa prie$ detektavima, pa-

naudojant kamers prietaisuose su kruviniu rysiu

Slot-bloting membrang gauna ir apdoroja remiantis metodika,
apradyta 1 pavyzdyJje. Po inkubavimo 1D min. bégyje tirpale, ku-
riame yra AMPPD substratas, minétg membrang deda ant blotingui
skirto popieriaus lapo if 15 min. dZiovina IR-kaitinimo lempa
su termoreguliavimu (ThermajustR Infra-Red Heater). Sios lempos
galingumas 375 W, yra 9 reguliavimo pozicijos. Nuo minétos mem-
branos lempa turi biti ma¥daug 21,6 cm atstumu. Membrang i%dzio-
vinus, ja deda po kamera prietaisuose su kruiviniu ry8iu ir eks-
ponuoja D min. Juosty intensyvumas nustatomas remiantis metodi-

ka, apradyta 1 pavyzdyje. Gauti rezultatai pateikti 5 lenteléje.
5 Lentelé

Biotinilintos DNR chemiliuminescencijos intensyvumas ant
neiloninés membranos, panaudojant dZiovinimg ir $ildymg kaiti-
nimo lempa pried detektavimag, kameros prietaisuose su kriviniu
rysiu pagalba

DNR kiekis (pg) Intensyvumas
(santykinisi 8viesos vienetai)

40 2,93
30 1,91
20 1,23
10 0,650

Sustiprinimo efektg galima pastebéti sulyginant Siuos in-
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tensyvumo rodiklius su 1 palyginimo pavyzdZio 2 lenteléje pa-
teiktais rodikliais.

4 Pavyzdys

Biotinilintos DNR sustiprintos chemiliuminescencijos ana-
1izé, dZiovinimg atliekant vakuume prie§ Sildyms detektavimo

metu, panaudojant kamerg prietaisuose su kraviniu rySiu.

Slot-bloting membrang gauna ir spdoroja remiantis metodika,
aprasyta 1 pavyzdyje. Po inkubavimo 15 miﬁ. bégyje tirpale, ku-
riame yra AMPPD-substratas, minéta membrang dziovina 15 min.
vakuuminiame eksikatoriuje. Po to i8dZiovintg membrang deda ant
elektra kaitinamo elemento, kurio temperatira iki 75°C, po ka-
mera prietaisuose su kriviniu ry$iu, ir eksponuoja 2 mine. Juos-
ty intensyvumg analizuoja remiantis metodika, aprasSyta 1 pavyz-~

dyje. Gauti rezultatai pateikti 6 lenteléje.

© Lentelé
Biotinilintos DNR chemiliuminescencijos ant neiloninés
membranos intensyvumas, dZiovinimg atliekant vakuume pries Sil-
dymg detektavimo metu, panaudojant kamerg prietaisuose su kru-
viniu rysiu.

DNR kiekis (pg) Intensyvumas
(santykiniai &viesos vienetai)

40 66,3
30 5,1
20 41,0
10 22,8

Sustiprinimo efekta galima pastebéti atlikus 8iy intensyvumo

rodikliy ir 2 lenteléje esandiy rodikliy pelyginamgjg analize.
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5 Pavyzdys

Biotinilintos DNR sustiprintos chemiliuminescencijos anali-
zé, dZiovinant ore ir po to $ildant superauk3tu daZniu pries

detektavimg, panaudojant kamerg prietaisuose su kriviniu rySiu.

Slot-bloting membrang gauna ir apdoroja remiantis metodika,
apra8yta 1 pavyzdyje. Po inkubavimo 1D min. bégyje tirpale, ku-
riame yra AMPPD-substratas, Sig membrang deda ant blotingui skir-
to popieriaus lapo ir 10 min. dZiovina ore. Po to membrang deda
i pramonine superauk$to daZnio krosmnele, kurios galingumas 750
vaty, nustato maksimaly galingumg ir 3ildo du kartus po 10 sek.
Po to membrang deda po kamera prietaisuose su kriviniu rysiu ir
eksponuoja 5 min. Juosty intensyvumg analizuoja remiantis meto-
dika, aprasyta 1 pavyzdyje. Gauti rezultatai pateikti 7 lente-
léjee

7 Lentelé

Biotinilintos DNR chemiliuminescencijos ant neiloninés mem-
brenos intensyvumas dZiovinant ore ir po to 8ildant superaukstu
daZniu pried detektavimg, panaudojant kamerg prietaisuose su
kruviniu rysiu.

DNR kiekis (pg) Intensyvumas
(santykiniai &viesos vienetai)

40 3,16
30 2,66
20 2,20
10 1,46

Sustiprinimo efektq galima pastebéti atlikus 3iy intensy-
vumo rodikliy ir 2 lenteléje esandiy rodikliy palyginamajs ana-
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Biotinilintos DNR sustiprintbs chemiliuminescenci jos nu-
statymas, dZiovinant vakuume pried detektavimg, panaudojant

kamerg prietaisuose su kruviniu rysiu.

Slot-bloting membrang gauna ir apdoroja remiantis metodi-
ka, apraZyta 1 pavyzdyJje. Po inkubavimo 1D min. bégyje tirpale,
kuriame yra AMPPD-substratas, 3ig membrang deda ant blotingui
skirto popieriaus lapo ir dfiovina 15 min. vakuuminiame eksi-
katoriuje. Po to membrang deda po kamera prietaisuose su kri-
viniu rysiu ir eksponuoja D min. Juosty intensyvumg nustato re-
miantis metodika, aprasyta 1 pavyzdyje. Gauti rezultatai pa-
teikti 8 lenteléje.

8 Lentelé

Biotinilintos DNR chemiliuminescencijos ant neiloninés
membranos intensyvumas, dZiovinant vakuume pries detektavimg,

panaudojant kamera prietaisuose su kraviniu rysiu.

DNR kiekis (pg) Intensyvumas
(santykiniai 3viesos vienetai)

40 1,82
30 1,71
20 1,06
10 0,695

Sustiprinimo efekts galima pastebéti atlikus 8iy intensy-
vumo rodikliy ir 2 lenteléje esandiy rodikliy palyginamgja ana-
lize.
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Temperatiros jtaka S$lapiy membrany chemiliuminescenciniam
signalui, kurios buvo dZiovinamos 3ildant jas detektavimo me-

tu, panaudojant kamerq prietaisuose su kriviniu rys$iu.

Slot-bloting membranas gauna ir apdoroja remiantis meto-
dika, apradyta 1 pavyzdyje. Gautas membranas 5 min. inkubuoja
AMPPD-substrato tirpale. Po to membrang deda ant elektra Sildo-
mos plok3tés, laiko i¥ anksto nustatytoje temperatiiroje po ka-
mera prietaisuose su kruviniu ry3iu ir atlieka serijg fotogra-
favimy, esant 2 min. eksponavimui. Sig procedira kartoja su ki-
tomis membranomis skirtingose temperatiurose intervale nuo 24
iki 110°.

5 Palyginimo pavyzdys

Slapiy membrany #ildymo itaka chemiliuminescenciniam sig-

nalui.

Paruosia biotinilintos DNR faga liambda tirpalus, praskie-
dziant pradinj-motininj tirpala (Vector Laboratories, 50 ng/mkl)
vandeniniu tirpalu, kuriame yra 0,02 % bromfenolio Zydrojo,

0,02 % ksilencisanolio ir 2,1 % fikolio, i3tirpinty 8,0 mM EDTA
(etilendiamintetraacto riig&tis). Skied¥ia 1:200, 1:400, 1:800

ir 1:1600. Tirpalus 5ildo 10 min. 65°C temperaturoje ir sudedas

i 0,8 %-tini agaro geli (10 mkl vienai duobutei), esanti elektro-
forezineje akutéje mini-subkultiiroms (firma Bio-Rad). Kiekvieno
praskiesto Firpalo dublikatus sudeda taip, kad abi gelio pusés
buty identisSkos. Elektroforezine akute uZpildo TTNE-buferiu,

pH 8,60 (20 mM tricino, 50 mM Tris-buferio, 5 mM natrio acetato
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ir 10 mM EDTA). Elektroforezinis atskyrimas atliekamas per

1 val., esant 80 V elektros itampai.

DNR perkelia ant neiloninés membranos (MSI), panaudojant
elektrobloteri Hoefer Mighty Small TransphorTM'Electroblot
(TE 22) ir palaikant 4°C temperatiirg vonios su Zaldymo gyvatuku
pagalbae. Perkélimg atlieka 20 min. bégyje, esant 40 V jtampai,
o po to dar 20 min. bégyje, esant 50 V jitampai, panaudojant
TINE-buferi. Po to membrang 5 min. dZiovina kaitinimo lempa ir
2 mine. siuva UV-spinduliais remiantis metodika, aprasyta 1 pa-
vyzdyje. Po to membranas perpjauna pusiau ir naudoja analizéje.

lzsI-éynés gesinimo bu-

Po to membranas 20 min. inkubuoja
feryje, keisdami minétg buferi kas O min. Po to membranas 30 min.
inkubuoja avidino ir Sarminés fosfatazés konjugate, komercinis
pavadinimas AvideM, ir praplauna remiantis metodika, aprasyta
1 pavyzdyje. Véliau kiekvieng membranos puse 5 min. inkubuoja
0,2 mM AMPPI—substrato tirpale ir po to hermetidkai pakuoja i
plastikini maiSeli. Praéjus daugiau kaip 7 min., membranas eks-
ponuoja 12 min., naudodami rentgeno juosta. Sulygina visy mem-
brany pusiy gautus signalus. Praéjus 12 min., membranas apdoro-
Ja tokiu biidu: 1/2 membranos hermetisgkai pakuoja kairéje minéto
maifelio puséje; 1/2 membranos iStraukia i% to plastikinio mai-
Selio ir dZiovina kaitinimo lempa esandia vir3 jo, nors maisZe-
lyJje esanti membrana §ildymo metu ir toliau yra 3lapia, be to,
kitas membrany puses, hermetiskai supakuotas tuose maiseliuose,
deda 10 min. i vandens vonig, kurios temperatiira 37, 60 arba 75
.

Visos tokiu budu apdorotos membrany pusés eksponuojamos dar

12 min., panaudojant rentgeno juosta. Gauti tokie rezultatai.
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Taigi, membranos, kurig dZiovina $ildydami kaitinimo lempa, sig-
nalas yra stipresnis uZ kontrolini. Membrany, kurias 3ildo 37%
temperatiroje, Slapioje busenoje generuojami signalai yra ana-
logiski kontroliniam. Slapiy membrany, kurios sildomos iki 60°C,
generuojami signalai yra silpnesni uZz kontrolini. Abi membranos,
kurias Slapioje busenoje 5ildo kaitinimo lempa, ir membrana,
kurig Slapioje busenoje #ildo 75°C temperatiiroje, signalo, kuri
biity galima i3skirti, negeneruoja. Cia pateikti tyrimai rodo,
kad Slapios membranos %ildymas neleidZia Zymisi pagerinti sig-
nalo isskyrimg arba sumaZinti Jjo generavimg priklausomai nuo

temperaturos.

T L e e et e e e -



-3k g f

ISRADIMO APIBREZTIS

1. Fermentais apdoroty 1,2-dioksetany chemiliuminescencijos
sustiprinimo bidas, esant detektavimo tiriamame pavyzdyje gali-
mybei, pasiZymintis tuo, kad

a) gauna kietafazj pagrindg su ant jo esanliu tiriamuoju
pavyzdZiu; 3is pagrindas yra atitinkamai apdorotas tirpalu, ku-
riame yra fermentais paveikti 1,2-dioksetanaij;

b) dZiovina minétg kietafazi pagrindg; ir

¢) kai kuriais atvejais minéta kietafazi pagrindg &ildo
arba betarpiskai jo dZiovinimo proceso metu, arba jau po dzio-
vinimo; be to, dZiovinama ir/arbas %ildoma arba pries$ detekta-

vimg, arba betarpiskai detektavimo proceso metu.

2. Bidas pagal 1 pe, bes iskiriantis tuo, kad

dZiovinama pried detektavimge.

3, Bidas pagel L pe, e s iskiriantis tuo, kad

d%Ziovinama prie3 detektavimg, o Sildoma detektavimo metu.

4, Budas pagal 1 p., be s iskiriantis tuo, kad

dZiovinama ir 3ildoma prie§ detektavimg.

5. Bidas pagal 1 pe, besiskiriantis tuo, kad

dZiovinama detektavimo nmetu.

6o Budas pagal 1 p., be s iskiriantis tuo, kad

dZiovinimas ir $ildymas derinami detektavimo metu.
7. Bidas pagal 1 pe, be s iskiriantis tu, kad
mihétg dZiovinimg uZtikrina veikdami kietafazi pagrindg tam tvik-

rg laikg ir tam tikroje temperatiiroje poveikio priemonémis,
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parinktomis i% grupés, j kurig jeina dZiovinimas vakuume, kon-
vekcinis dZiovinimas, dZiovinimas ore, dZiovinimas panaudojant

superauk$tg dazni arba elektros energijg.

8. Blidas pagal 7 p., besiskiriantis tuo, kad

dZiovinama vakuume 15-30 min. aplinkos temperatiroje.

9. Budas pagal 7 pe, bes iskiriantis tuo, kad
konvekcinis dZiovinimas atliekamas konvekciniame dZiovintuve

5-30 min. bégyje 30-100°C temperatiroje.

10, Budas pagal pe, bes iskiriantis tuo, kad

ore dziovinama maZiausiai 30 min., aplinkos temperatiroje.

1l. Budas pagal lp., bes iskiriantis tuo, kad
51ldyma uZtikrina veikdami minétgq kietafazi pagrinda tam tikrg
laikg ir tam tikroje temperatiiroje atitinkamomis poveikio prie-
monémis, parinktomis i$ grupés, i kurig jeina Z%ildymas elektra,
8ildymas IR-spinduliais, konvekcinis Zildymas ir 3ildymas super-

auk3tu daZniu.

12, Bidas pagal 11 p., bes iskiriantis tuo,
kad minétas 3ildymas atliekamas 1-10 min. bégyje 40-100°C tem-

peraturoje.

13, Fermentais apdoroty 1,2-dioksetany chemiliuminescen~
cijos sustiprinimo bidas, esasnt detektavimo tiriamame pavyzdy je
galimybei, naudojamaslkietafazei analizei ir pasiZymintis tuo,
kad:

a) gauna kietafazi pagrindg su ant jo esanédiu vienu speci-
fiskai jungianéios poros komponentu;

b) prideda tirpala, kuriame yra papildomai sujungtas kitas

komponentas, kuris arba betarpiZkai yra konjuguotas su fermen-



tine Zyme, arba gali po to prijungti kita komplekso, konjuguoto
su fermentine Zyme, komponentsg;

¢) kai kuriais atvejais minétg kietafazi pagrindg inkubuo-
ja tirpale, kuriame yra &ia paminétas antrasis jungiandios po-
ros komponentas, konjuguotas su fermentine Zyme;

d) inkubuoja minétg kietafazj pagrindg, kuriame yra speci-
fiskai sujungta pora arba poros ir fermentiné Zymé;

e) dZiovina minétg kietafazj pagrindag; ir

f) kai kuriais atvejais minéta kietafazi pagrindg Sildo jo
dZiovinimo proceso metu arba jau po dziovinimo; be to, pagrin-
das dZiovinamas ir/arba %ildomas arba prie$ detektavimg, arba

betarpiskai detektavimo proceso metu.

14, Budas pagal 13 pe, be s iskiriantis tuo,
kad &ia minétu kietafaziu pagrindu naudoja hidrofobini pagrindsg,
parinktg i3 grupés, i kurig jeina neiloninés membranos, polime-

rinés mikrogranulés (karoliai) ir mikrotitravimo plandetés.

15. Biidas pagal 13 pe, besiskiriantis tuo,
kad minétos specifisSkai sujungtos poros yra parinktos i3 grupés,
i kufiq ieina papildomi nukleino rugséiy siulai, . _ .

.25, kompleksas antikunis-antigenas, vitaminas-

- -

suristas baltymas ir baltymas, suristas su nukleino rugstimi.

16. Budas pagal 13 p., besiskiriantis tuo,
kad minétu 1,2-dioksetanu naudoja 3-(2'-spiroadamantan)-i4-
metoksi-4-(3"-fosforiloksi)fenil~l,2-dioksetang, o antruoju jun-
giandiuoju komponentu naudoja Sarminés fosfatazés konjugatg;
arba minétu 1,2-dioksetanu naudoja 3-(2’-spiroadamantan)-4-

metoksi-4—(3"1/3-D—galaktopiranoziloksifenil)-1,2-dioksetanq,
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o antruoju jungiandiuoju komponentu naudoja f&-D-galaktozidaze.

17. Bidas pagal 13 pey, be s iskiriantis tuo,
kad chemiliuminescencinio signalo intensyvumg nustato panaudo-
dami aparatiirg, parinktg i% grupés, j kurig jeina rentgeno Jjuos-

ta, fotodaugintuvas arba elektroninis vaizdo detektorius.

18. Bidas pagal 15 p., besiskirianti é tuo,
kad naudoja analize, parinktg is$ grupés, i kurig jeina kieta-
fazé imunofermentiné analizé (ELISA), DNR-tipavimas ir bloting-

analizé pagal Sauzerno, Nazerno ir Vesterno metods.
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