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В.Є. ЛАШКАРЬОВА НАЦІОНАЛЬНОЇ АКАДЕМІЇ 
НАУК УКРАЇНИ 
(57) Спосіб визначення біомолекул шляхом ком-

плексоутворення зі специфічним імуноглобуліном, 
що включає модифікацію поверхні чутливого еле-
мента сенсора поверхнево-плазмового резонансу 
(ППР), іммобілізацію на модифікованій поверхні 

рецепторного білка, вимірювання величини сигна-
лу ППР, нанесення специфічного для досліджува-
них біомолекул імуноглобуліну на поверхню сен-
сора з іммобілізованим рецепторним білком, 
додавання досліджуваного зразка, вимірювання 
величини зміни сигналу ППР, по якій судять про 
наявність у зразку досліджуваних біомолекул, який 
відрізняється тим, що модифікацію поверхні чут-

ливого елемента здійснюють розчином тіоціанату 
концентрації 10

-2
-10

-4
М, на поверхні іммобілізують 

рецепторний білок A Staphylococcus aureus конце-
нтрації 20-50 мкг/мл, а досліджуваний зразок пе-
ред нанесенням на модифіковану поверхню сен-
сора попередньо змішують зі специфічним 
імуноглобуліном. 

 

 
Корисна модель має відношення до молеку-

лярної біології, вірусології, біотехнології, аналітич-
ної біохімії, медицини та вимірювальної техніки і 
може бути використана для експресної детекції 
біомолекул, аналізу багатокомпонентних біохіміч-
них середовищ, вивчення біоспецифічних взаємо-
дій. 

Метод поверхневого плазмового резонансу 
(ППР) є одним з найбільш широко застосовуваних 
біосенсорних недеструктивних методів досліджен-
ня біоспецифічних взаємодій [1]. 

Традиційним для досліджень методом ППР є 
підхід, при якому рецептор, зокрема специфічні 
імуноглобуліни, іммобілізують кг поверхні сенсора, 
а досліджувані біомолекули знаходяться у розчині; 
при цьому величина відгуку ППР залежить від 
ефективної товщини шару досліджуваних моле-
кул, який специфічно зв'язався з іммобілізованим 
рецепторним шаром при умові постійності густини 
обох шарів, - тобто величина відгуку ППР обумов-
лена змінами оптичних параметрів молекулярного 
ансамблю взаємодіючих молекул у вертикальній 
площині [2]. 

В той же час, внаслідок того, що величина від-
гуку ППР залежить не тільки від товщини молеку-
лярного шару, але і від зміни показника заломлен-
ня, щільність молекулярного шару також буде 
впливати на значення відгуку в результаті варіацій 

показника заломлення. Якщо при цьому товщина 
поверхневої структури буде фіксованою за раху-
нок специфічності самого процесу взаємодії та 
сталої форми взаємодіючих компонент, то вели-
чина відгуку ППР буде однозначною функцією 
щільності бімолекулярного ансамблю. 

За прототип вибраний спосіб детекції біомоле-
кул методом ППР, описаний в [3], що включає мо-
дифікацію поверхні чутливого елемента сенсора 
за допомогою карбоксиметилдекстрану, іммобілі-
зацію на модифікованій поверхні рецепторного 
білка - імуноглобуліну a-Fc, вимірювання величини 
сигналу ППР, нанесення досліджуваного зразка на 
поверхню сенсора з іммобілізованим рецепторним 
білком, додавання специфічного для досліджува-
них молекул імуноглобуліну, повторне вимірюван-
ня сигналу ППР, по величині зміни якого судять 
про наявність у зразку досліджуваних біомолекул. 
Це показано на Додатку, де на осі абсцис позна-
чено час вимірювання (Time, s), на осі ординат - 
відгук ППР (Resonance signal, kRU), іммобілізова-
ний рецепторний білок позначено як a-Fc, дослі-
джувані молекули як unknown mAb, специфічні 
імуноглобуліни як a-G3,a-G2a, a-G2b, a-G1. Опи-
саний спосіб робить можливою експресну детек-
цію біомолекул без застосування флуоресцентних 
та інших міток. Однак, таким чином неможливо 
напряму детектувати біомолекули невеликого ро-
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зміру (менше 10 кДа), а також складні багатоком-
понентні суміші. Це звужує область застосування 
прототипу. 

Задачею корисної моделі є розширення обла-
сті застосування методу поверхневого плазмового 
резонансу для більш складних багатокомпонент-
них сумішей, зокрема сумішей вірусів зі специфіч-
ними імуноглобулінами і молекулами невеликого 
розміру, що потенційно можуть мати антивірусний 
ефект, елементи яких можуть впливати один на 
одного, зокрема таких, компоненти яких істотно 
відрізняються між собою за молекулярною масою 
при суттєвому підвищенні експресності способу. 

Поставлена задача вирішується тим, що здій-
снюють модифікацію поверхні чутливого елемента 
ППР сенсора, іммобілізацію на модифікованій по-
верхні рецепторного білка, вимірювання величини 
сигналу ППР, нанесення специфічного для дослі-
джуваних біомолекул імуноглобуліну на поверхню 
сенсора з іммобілізованим рецепторним білком, 
додавання досліджуваного зразка, вимірювання 
величини зміни сигналу ППР, по якій судять про 
наявність у зразку досліджуваних біомолекул. Мо-
дифікацію поверхні чутливого елемента здійсню-
ють розчином тіоціанату концентрації 10

-2
-10

-4
М, 

на поверхні іммобілізують білок A Staphylococcus 
aurens концентрації 20-50 мкг/мл, а досліджуваний 
зразок перед нанесенням на модифіковану повер-
хню сенсора попередньо змішують зі специфічним 
імуноглобуліном. 

На Фіг. 1, де на осі абсцис позначено співвід-
ношення специфічного імуноглобуліну і досліджу-
ваного зразка, на осі ординат – відгук ППР, схема-
тично зображено характерні особливості 
поверхневих комплексів різного складу за відсут-
ності - структури b, c, d, і наявності - структури b", 
с", d" в системі додаткового чинника, здатного час-
тково блокувати взаємодію між специфічним іму-
ноглобуліном і досліджуваним зразком. 

За відсутності молекул імуноглобуліну у дослі-
джуваному розчині і у випадку, коли молекули зра-
зка не взаємодіють з поверхнею, на поверхні від-
сутні будь-які структури (а), зміни сигналу ППР 
нема. Наявність невеликої кількості імуноглобуліну 
приводить до утворення структур типу (б), коли 
всього декілька молекул імуноглобуліну взаємоді-
ють з поверхнею молекули зразка, що приводить 
до формування на поверхні структур малої щіль-
ності, оскільки загальна кількість молекул імуног-
лобуліну значно менша, ніж необхідно для макси-
мально можливого покриття, спостерігається 
незначна зміна сигналу ППР. Збільшення співвід-
ношення імуноглобулін/зразок приводить до зрос-
тання щільності структури при збереженні товщи-
ни і упаковки комплексів у поверхневій структурі 
аж до повного заповнення усіх можливих місць 
адсорбції молекул імуноглобуліну (в), зміна сигна-
лу ППР сягає максимуму. Подальше збільшення 
співвідношення імуноглобулін/зразок призводить 
до конкуренції вільних молекул імуноглобуліну і 
комплексів імуноглобулін/зразок за місця зв'язу-
вання на поверхні (д) і, відповідно, зменшення 
величини зміни сигналу ППР аж до значення, ха-
рактерного для поверхні, вкритої лише молекула-
ми імуноглобулІну без молекул зразку. Таким чи-

ном, в координатах відгук ППР-
імуноглобулін/зразок повинен спостерігатись мак-
симум, що відповідає найбільш щільно упакованій 
структурі на поверхні чутливого елемента. 

Для багатокомпонентної суміші, що включає в 
себе не лише молекули зразка та молекули імуно-
глобуліну, а й і молекули невеликого розміру, які 
потенційно можуть мати антивірусний ефект, зок-
рема частково блокувати рецепторні центри, що 
може впливати на щільність утворюваної структу-
ри, а отже і на величину зміни сигналу ППР (Фіг.1 - 
структури b", с", d"), використання саме такого під-
ходу є доцільним. 

ПРИКЛАД. Як приклад конкретного виконання 
способу, що заявляється, розглянемо визначення 
вірусу тютюнової мозаїки (ВТМ) шляхом комплек-
соутворення зі специфічним імуноглобуліном за 
умов його попередньої обробки полісахаридом 
глюкуроноксиломананом (GXM), що потенційно 
може мати антивірусний ефект за відсутності такої 
обробки. Вірус (100 мкг/мл), білок А (50 мкг/мл) та 
імуноглобулін (розведення від 1:25 до 1:1600) роз-
чинялися у фосфатному буфері (PBS), ОХМ (300 
мхг/мл) та тіоціанат калію (KNCS) (10

-2
М) - у воді. 

Дослідження проводилися за допомогою сканую-
чого SPR спектрометра "BioHelper-01" [4]. Скляні 
пластинки 20 × 20 × 1mm з тонким (45-55 нм) ша-
ром золота, нанесеним через адгезивний шар 
хрому (2нм), фіксувалися на підтримуючій скляній 
призмі за допомогою імерсійної рідини (поліфені-
ловий ефір), показник заломлення якої близький 
до показника заломлення скла (1,61) [5]. 

Попереднє змішування компонентів досліджу-
ваної суміші здійснювалась за кімнатної темпера-
тури (~+20°), вірус витримували з GXM протягом 
півгодини, після чого суміш змішували зі специфі-
чним імуноглобуліном, і витримували ще півгоди-
ни. 

Виміри здійснювались в проточному режимі, 
швидкість протоку складала 50 мкл/хв. Загальний 
хід експерименту представлено на Фіг.2, де на осі 
абсцис позначено час вимірювання (Time, s), на 
осі ординат - відгук ППР (steps). Обробка поверхні 
сумішшю НСІ/H2O2/H2O (15/15/70 об'єму) для ви-
далення можливих органічних забруднювачів здій-
снювалась безпосередньо перед експериментом, 
модифікацію поверхні чутливого елемента здійс-
нювали розчином тіоціанату калію концентрації 10

-

2
М. Після промивання поверхні сенсора буфером 

на поверхні іммобілізували білок А Staphylococcus 
aureus концентрації 50 мкг/мл, після чого - дослі-
джуваний зразок, попередньо змішаний зі специ-
фічним імуноглобуліном. 

За різницею у величині зміни сигналу ППР при 
наявності у суміші GXM і за його відсутності роби-
ли висновок про його вплив на утворення компле-
ксу між вірусом та імуноглобулінами. Було показа-
но, що оскільки для зразків вірусу, що попередньо 
витримувались з GXM, величини зміни сигналу 
ППР були меншими, ніж для тих, що не були під-
дані такій обробці, обробка вірусу глюкуронокси-
ломананом зменшує його здатність взаємодіяти зі 
специфічними імуноглобулінами в широкому діа-
пазоні концентрацій специфічних імуноглобулінів. 
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Завдяки нанесенню на поверхню сенсора ком-
плексу, утвореного досліджуваним зразком і спе-
цифічним імуноглобуліном, експресність способу 
істотно збільшується. 

Таким чином, технічне рішення, що заявляєть-
ся, повністю вирішує поставлену задачу. 
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