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Анотація. Розроблено, виготовлено і протестовано діючий макет автономної багатокомірко-
вої імуносенсорної камери, призначеної для роботи з приладами серії «Плазмон», яка придатна 
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РАЗРАБОТКА АВТОНОМНОЙ МНОГОКАНАЛЬНОЙ ИММУНОСЕНСОРНОЙ 
КАМЕРЫ ДЛЯ ПЛАЗМОН-ПОЛЯРИТОННЫХ СПЕКТРОМЕТРОВ СЕРИИ 
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Аннотация. Разработан, изготовлен и протестирован действующий макет автономной 
многоканальной иммуносенсорной камеры, предназначенной для работи с приборами серии 
«Плазмон», пригодной для многоразового использования и длительного хранения иммуносен-
сорного чипа.
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Аналітичні прилади на основі поверхне-
вого плазмонного резонансу серії «Плазмон» 
широко застосовуються в біологічних дослі-
дженнях для визначення різних нормальних, 
патологічних і токсичних компонентів біоло-
гічних об’єктів та навколишнього середовища 
[1]. Проте вони мають недоліки технологічного 
характеру, перш за все недосконалу комірку 
для роботи з білковими об’єктами, що створює 
незручності в роботі з білковими лігандами. 
Основний недолік приладу – це стандартна ка-
мера для сенсорного чіпа, що створює трудно-
щі при виготовленні біосенсорного чіпа та уне-
можливлює повторне використання сенсорного 
чіпа з іммобілізованими білковими лігандами 
після видалення його з приладу. 

Метою роботи було удосконалення конструк-
ції автономної багатоканальної імуносенсорної 
камери (БІК) для визначення білків у біологіч-
них рідинах та тестування її роботи на модель-
них системах з чистих білків плазми крові із 
застосуванням приладів серії «Плазмон».

Автономна імуносенсорна камера є моно-
блочною конструкцією, що складається безпо-
середньо з пластикової кювети, ущільнювача 
із силіконової гуми та скляної пластинки з на-
несеним плазмон-підтримуючим шаром золо-
та, рис.1, А і Б. 

Розроблену модель камери було опти-
мізовано наступним чином. Оскільки, з одно-
го боку, камера повинна забезпечувати повну 
герметичність комірок, що необхідно для на-
дання можливості їй багаторазового викорис-
тання, а з другого – можливість достатньо 

легкого вилучення з камери скляної сенсорної 
пластини та її заміну на нову, то було проведе-
но моделювання чотирьох варіантів конструк-
ції камери:

а) конструкція, де герметичність та склею-
вання пластикової кювети із скляною пласти-
ною забезпечував сіліконовий герметик, 

Рис. 1. Діючий макет автономної багаторазової 
двоканальної камери з імуносенсорним біочіпом 
в розібраному (А) і зібраному (Б) вигляді.

А

Б



В. Назаренко,  Н. Сторожилова,  Є. Макогоненко,  Г. Березницький,  І. Колеснікова, Е. Луговской,  А. Самойлов,  Ю. Ушенін Sensor Electronics and Мicrosystem Technologies 2012 — T. 3 (9), №  4

36 37

нанесений відповідним чином для створення 
необхідного об’єму комірок; б) конструкція, 
де використовувався стандартний гумовий 
ущільнювач, який закріплено разом із плас-
тиковою кюветою та зі скляною пластиною за 
допомогою тонкої клейкої стрічки; в) камери, 
де пластикова кювета скріплена зі скляною 
пластиною за допомогою достатньо товстої 
(приблизно 1 мм) двошарової клейкої стрічки; 
г) камери, де герметичність комірок забезпе-
чувала спеціальна конструкція типу струбци-
ни. Дослідження з герметичності, біологічної 

та хімічної інертності, зручності збірки і вико-
ристання показали, що варіант (г) є найбільш 
оптимальним і дозволили виготовити на його 
основі діючий макет автономної багатоканаль-
ної імуносенсорної камери, представленої на 
рис. 1. 

Одним із важливих факторів, який впливає 
на величину коефіцієнта заломлення середо-
вища поблизу поверхні сенсора і стабільність 
резонансного сигналу ППР спектрометра се-
рії «Плазмон-6» є температура навколишнього 
середовища, в якому працює прилад. На рис. 2 
наведено сенсограми приладу в умовах стабі-
лізації протягом 1 години 10 хв в кімнаті без 
термостату (криві показано жирною лінією) і 
в умовах стабілізаціі температури при 25 °С за 
допомогою повітряного термостату (криві по-
казано штрих-пунктирною лінією).

Наведені результати свідчать про високу 
ефективність застосування термостатуван-
ня приладу, оскільки скорочується час стабі-
лізації приладу і зменшується розкид даних 
сенсограми. З цією метою ми запропонували 
використовувати камеру з повітряним термо-
статом, макет якої представлено на рис. 3.

Одночасну ковалентну іммобілізацію (ОКІ) 
анти-фібрин(оген)ових монАТ у робочих ко-
мірках камери здійснювали за допомогою 
повністю зібраних камер з попередньо акти-
вованими карбоксильними групами на функ-
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Рис. 2. Сенсограми приладу в ході його стабіліза-
ції у відсутності та за умов термостатування в тер-
мостатуючому блоці. 
А – різниця сигналу між робочою і контрольною 
комірками; 
Б – зміна величини сигналу в контрольній комірці; 
В – зміна величини сигналу в робочій комірці.

Рис. 3. ППР прилад «Плазмон 6» з закріпленою 
двоканальною багаторазовою імуносенсорною ка-
мерою, який знаходиться в термостатуючому бло-
ці.
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ціональній поверхні біосенсорного чіпу. На 
відміну від попереднього способу іммобіліза-
ції монАТ на золотій поверхні пластинки [2], у 
випадку ОКІ вводили монАТ з концентрацією 
25 - 50 мкг/мл в буфері 0,02 М HEPES, pH 7,4, 
0,3 M NaCl, 0,005 % Tween-20, 0,005% NaN3 
безпосередньо і одночасно в комірки прила-
ду для ППР («Плазмон 6») для спостережен-
ня процесу їх ковалентного зв’язування в ре-
альному часі. На рис. 4 наведено типові криві 
зростання ППР сигналу, що показує рівень 
зростання кількості ковалентно іммобілізо-
ваного білка монАТ на активованій поверхні 
імуносенсорного чіпа (золотої пластинки). 

Рівень зв’язування в обох комірках, одну 
з яких умовно визначали як контроль, одна-
ковий і складає приблизно 350 кутових секунд 
на мм2. Беручи до уваги той факт, що зсув мі-
німуму резонансного кута в 1000 с відповідає 
зв’язуванню 1 нг на мм2, то кількість іммобілі-
зованих антитіл складає 0,35 нг або 350 пг/мм2, 
що відповідає щільності монАТ 1 пмоль на мм2 
або ~ 1011 молекул монАТ.

Комірки біосенсорного чіпу тричі промили 
0,02 М HEPES, pH 7,4, буфером, що містив 
0,3 M NaCl, 0,005 % Tween-20, 0,005% NaN3. 
Підготовлений таким чином біосенсорний чіп 
використали для перевірки зв’язування фібри-
ногену (Fg), des AB фібрину, DD димеру в мо-
дельних системах з очищених білків. Регене-

рацію чіпа проводили шляхом послідовного 
промивання робочої та контрольної комірки 
розчином 50 % етиленгліколю, 2 М сечовини та 
багаторазовим промиванням комірок робочим 
буфером 0,02 М HEPES, pH 7,4, 0,3 M NaCl, 
0,005 % Tween-20, 0,005% NaN3.

Із застосуванням БІК були також про-
ведені дослідження процесу полімеризації 
фібрину, а саме: механізму експозиції нео-
антигенної детермінанти в 121-134 ділянці 
Bβ-ланцюга фібрину [3]; локалізації αС домену 
в фібриногені і фібрині [4]; локалізації епіто-
пу фібринспецифічного монАТ І-3с; визна-
чення констант дисоціації реакцій зв’язування 
фібрин(оген)у з монАТ, пептиду Bβ121-138 
з монАТ I-3с, та інші. Рис. 5 і 6 ілюструють 
приклади дослідів, виконаних із застосуван-
ням БІК. На рис. 5 наведено сенсограми, які 
показують діапазон чутливості імуносенсор-
ного чіпа, ілюструють кінетику зв’язування та 
дають можливість визначення кількості білку 
у плазмі крові, оскільки за висотою підйому 
кривої можна визначити вміст зв’язаного білку. 
Досліди проводили з модельними розчинами 
фібриногену. За результатами отриманих сен-
сограм було побудовано калібрувальну криву.

Компактна структура фібриногену в плаз-
мі крові підтримується завдяки взаємодії αС 
доменів з FрА, FрВ і між собою. За активації 
фібриногену тромбіном відщеплюється FрА і 
FрВ і відбувається дисоціації αС-доменів від Е 
регіону остова молекули фібриногену та пере-

Рис. 4. Сенсограми реєстрації ковалентного зв′я-
зування мон АТ II-4d з активованою поверхнею 
імуносенсорного чіпа в реальному часі в контр-
ольній і робочій комірці автономної камери одно-
часно.

Рис. 5. Серія сенсограм зв᾿язування фібриногену з 
монАТ II-4d для побудови калібрувальної кривої.
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ключенню їх з внутрішньо- на міжмолекуляр-
ну  взаємодію, що прискорює латеральну асо-
ціацію протофібрил. Вважають, що дисоціація 
αС доменів збігається з початком відщеплення 
FрВ. Для перевірки цього припущення в ро-
бочу і контрольну комірку одночасно додали 
Fg + анцистрон Н, і Fg, відповідно (рис. 6),  і 
реєстрували збільшення різниці сигналів між 
ними, що є наслідком зв’язування з монАТ 
І-3с олігомерів дезА-фібрину, які утворюють-
ся in situ. 

Після відмивання комірок буфером, в них 
внесли анти-αС монАТ. Збільшення сигналу не 
спостерігали, а, навпаки, мала місце незначна 
дисоціація олігомерів дезА-фібрину з монАТ 
І-3с. З додаванням тромбіну і анти-αС-домен 
монАТ сигнал почав збільшуватися, що вказу-
вало на появу епітопів для анти-αС-домен мо-
нАТ, тобто на дисоціацію  αС доменів.

Наведені дані експериментів свідчать про 
те, що розроблена модель автономної багато-
канальної імуносенсорної камери для багато-
разового використання дозволяє більш зручно, 
ефективно та надійно проводити дослідження 
на ППР-приладі серії «Плазмон».
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Рис. 6. ППР аналіз дисоціації аС-регіону мо-
лекули Fg від її остова в процесі послідовної 
трансформації Fg в desA- і desAB-фібрин. 
Cенсограма зв'язування анти-αС-домен монАТ 
IgM з дезА і дезАВ фібрином, що вказує на 
недоступність в дезА- і доступність в дезАВ-
фібрині епітопу для монАТ IgM.


