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Ðàçðàáîòàíà èììóíîñåíñîðíàÿ òåñò-ñèñòåìà äëÿ îïðåäåëåíèÿ àíòèòåë
ïðîòèâ âèðóñà Ýïøòåéíà�Áàðð (ÂÝÁ) íà îñíîâå äâóõêàíàëüíîãî ñåíñîðà ïîâåðõíî-
ñòíîãî ïëàçìîííîãî ðåçîíàíñà (ÏÏÐ). Îñîáåííîñòüþ íîâîãî ñåíñîðà ÿâëÿåòñÿ ââåäå-
íèå äîïîëíèòåëüíîãî êîíòðîëüíîãî êàíàëà, ïîêàçàíèÿ êîòîðîãî ñ÷èòûâàþòñÿ ïàðàë-
ëåëüíî ñ ðàáî÷èì, ÷òî ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ òî÷íîñòè ïðèáîðà è äîñòîâåðíîñòè
ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèé. Ðàçðàáîòàíà òåõíîëîãèÿ ïîëó÷åíèÿ ñïåöèôè÷åñêèõ êîìïî-
íåíòîâ òåñò-ñèñòåìû è îïòèìèçèðîâàíû óñëîâèÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà � ñîðáöèè àí-
òèãåíà íà ÷óâñòâèòåëüíóþ ïîâåðõíîñòü ñåíñîðà, åãî âçàèìîäåéñòâèå ñ èññëåäóåìîé
ñûâîðîòêîé è îöåíêà îáðàçîâàíèÿ èììóííîãî êîìïëåêñà. Ïðîâåäåíà îöåíêà âîñïðî-
èçâîäèìîñòè, ÷óâñòâèòåëüíîñòè è ñïåöèôè÷íîñòè òåñò-ñèñòåìû.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ïîâåðõíîñòíûé ïëàçìîííûé ðåçîíàíñ (ÏÏÐ), äâóõêàíàëüíàÿ
èììóíîñåíñîðíàÿ òåñò-ñèñòåìà, âèðóñ Ýïøòåéíà�Áàðð (ÂÝÁ), àíòèòåëà, ñûâîðîòêà
êðîâè.

Ìíîãèå äîñòèæåíèÿ â îáëàñòè èññëåäîâàíèÿ áèîõèìè÷åñêèõ
ïðîöåññîâ íà ìîëåêóëÿðíîì óðîâíå ñòàëè âîçìîæíûìè âñëåäñòâèå ñòðå-
ìèòåëüíî ðàçâèâàþùåãîñÿ íàïðàâëåíèÿ ñåíñîðíîãî ïðèáîðîñòðîåíèÿ.
Íàèáîëåå ïåðåäîâóþ è ðàçâèòóþ îïòè÷åñêóþ ñåíñîðíóþ òåõíîëîãèþ
ïðåäñòàâëÿþò ïðèáîðû íà îñíîâå ïîâåðõíîñòíîãî ïëàçìîííîãî ðåçîíàíñà
(ÏÏÐ) [1]. Òàêàÿ íåäåñòðóêòèâíàÿ ìåòîäèêà ïîçâîëÿåò èññëåäîâàòü ïðî-
öåññû ìîëåêóëÿðíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ â ðåàëüíîì ìàñøòàáå âðåìåíè áåç
íåîáõîäèìîñòè ìåòèòü ìàòåðèàëû. Ïðè ýòîì èññëåäîâàòåëü ïîëó÷àåò äî-
ïîëíèòåëüíóþ èíôîðìàöèþ î êèíåòèêå äåòåêòèðóåìûõ ïðîöåññîâ ñ âû-
ñîêîé ÷óâñòâèòåëüíîñòüþ è äîñòîâåðíîñòüþ, èñïîëüçóÿ äëÿ ïðîâåäåíèÿ
àíàëèçà ìàëûå êîëè÷åñòâà ïðîáû (ìèêðîëèòðû) [2].

Ïîâåðõíîñòíûå ïëàçìîíû (ÏÏ) � ýòî ýëåêòðîìàãíèòíûå âîëíû
ïëîòíîñòè çàðÿäà, êîòîðûå ìîæíî âîçáóäèòü íà ãðàíèöå ðàçäåëà ìåæäó
ìåòàëëè÷åñêîé è äèýëåêòðè÷åñêîé ñðåäàìè [3]. Ðåçîíàíñíûå óñëîâèÿ
ñâÿçûâàíèÿ ìåæäó ÏÏ è ýëåêòðîìàãíèòíûì ïîëåì âîçáóæäàþùåãî ñâåòà
êðàéíå ÷óâñòâèòåëüíû ê èçìåíåíèÿì îïòè÷åñêèõ ñâîéñòâ äèýëåêòðè÷å-
ñêîé ñðåäû âáëèçè ìåòàëëè÷åñêîé ïîâåðõíîñòè. Ýòè óñëîâèÿ õàðàêòåðè-
çóþòñÿ ÿâëåíèåì ÏÏÐ è ìîãóò áûòü çàôèêñèðîâàíû ñ èñïîëüçîâàíèåì
ðàçëè÷íûõ êîíôèãóðàöèé âîçáóæäåíèÿ (ïðèçìåííîå, ðåøåòî÷íîå) è ìå-
òîäîâ èçìåðåíèÿ êîýôôèöèåíòà îòðàæåíèÿ îò èíòåðôåéñà ìåòàëë/äè-
ýëåêòðèê, âêëþ÷àÿ îïðîñ óãëà ïàäåíèÿ ïðè ôèêñèðîâàííîé äëèíå âîëíû
ñâåòà, ñêàíèðîâàíèå äëèíû âîëíû ñâåòà ïðè ôèêñèðîâàííîì óãëå ïàäå-
íèÿ èëè êîìáèíàöèþ îáîèõ ìåòîäîâ.

 Ñåíñîðû ÏÏÐ ìîæíî ïðèìåíÿòü êàê âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûå ðåô-
ðàêòîìåòðû, äëÿ äåòåêòèðîâàíèÿ õèìè÷åñêèõ è áèîëîãè÷åñêèõ âåùåñòâ,
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à òàêæå äëÿ èçó÷åíèÿ ìîëåêóëÿðíîãî âçàèìîäåéñòâèÿ. Ïðèíöèï ðàáîòû
òàêèõ ñåíñîðîâ çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî ÷óâñòâèòåëüíûé ìàòåðèàë (ò.å.
ìàññèâ ìîëåêóëÿðíî-ðàñïîçíàþùèõ ýëåìåíòîâ (ÌÐÝ)), èììîáèëèçî-
âàííûé íà ïîâåðõíîñòè ñåíñîðà, ñïåöèôè÷åñêè âçàèìîäåéñòâóåò ñ ìî-
ëåêóëàìè àíàëèòà, ÷òî ôèêñèðóåòñÿ ïðèáîðîì â âèäå âûõîäíîãî ñèãíàëà
[4]. ÌÐÝ ìîãóò áûòü áèîëîãè÷åñêèìè (àíòèòåëà, àíòèãåíû, ôåðìåíòû,
ÄÍÊ), áèîõèìè÷åñêèìè, õèìè÷åñêèìè êîìáèíàöèÿìè ýòèõ ýëåìåíòîâ
èëè èõ ñèíòåòè÷åñêèìè àíàëîãàìè.

Ïðèáîðû íà îñíîâå ÏÏÐ ïîçâîëÿþò àíàëèçèðîâàòü âçàèìîäåéñòâèå
ðåöåïòîð-ëèãàíä â øèðîêîì äèàïàçîíå ìîëåêóëÿðíûõ ìàññ, àôèííîñòè è
êîíñòàíò ñâÿçûâàíèÿ. Íåîáõîäèìûìè îáëàñòÿìè ïðèìåíåíèÿ áèîñåíñî-
ðîâ ÿâëÿþòñÿ: äèàãíîñòèêà áîëåçíåé, ìîíèòîðèíã îêðóæàþùåé ñðåäû è
êëèíè÷åñêèõ ïîêàçàòåëåé, òåñòèðîâàíèå ôàðìàöåâòè÷åñêèõ êîìïîíåíòîâ
è ïðîäóêòîâ ïèòàíèÿ, à òàêæå èñïîëüçîâàíèå â âîåííûõ ñèñòåìàõ äåòåê-
òèðîâàíèÿ äëÿ ïðåäóïðåæäåíèÿ òåððîðèñòè÷åñêèõ àêòîâ ðàçëè÷íîé íà-
ïðàâëåííîñòè. Îäíàêî â ïåðâóþ î÷åðåäü èññëåäîâàíèÿ â îáëàñòè ðàçðà-
áîòêè ñåíñîðíûõ ñèñòåì ñòèìóëèðóþòñÿ ïîòðåáíîñòÿìè ìåäèöèíû äëÿ
ìîíèòîðèíãà ìåòàáîëèòîâ, ëåêàðñòâåííûõ ïðåïàðàòîâ è áåëêîâ in vivo.

Èññëåäîâàíèå ðàçëè÷íûõ àñïåêòîâ âçàèìîäåéñòâèÿ âèðóñîâ ñî ñïåöè-
ôè÷åñêèìè àãåíòàìè, à òàêæå èçìåíåíèé èõ ñòðóêòóðû � îäíî èç âàæíûõ
íàïðàâëåíèé èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäèêè ÏÏÐ, ïîñêîëüêó ðàñïðîñòðàíåíèå
âèðóñíûõ èíôåêöèé, êîòîðûå îòðèöàòåëüíî âëèÿþò íà çäîðîâüå ÷åëîâåêà,
ñòðåìèòåëüíî âîçðàñòàåò [5�8]. Îäíàêî ìåòîäèêà ÏÏÐ ïðàêòè÷åñêè íå
èñïîëüçîâàëàñü äëÿ äåòåêòèðîâàíèÿ âèðóñíûõ àãåíòîâ è àíòèòåë íåïî-
ñðåäñòâåííî â ðåàëüíîé ïðîáå (ñûâîðîòêå êðîâè) [9].

Âèðóñ Ýïøòåéíà�Áàðð (ÂÝÁ, âèðóñ ãåðïåñà 4-ãî òèïà) âûçûâàåò ó ÷å-
ëîâåêà èíôåêöèîííûé ìîíîíóêëåîç, ñ ïîñëåäóþùèì ïîðàæåíèåì ëèìôà-
òè÷åñêîé è íåðâíîé ñèñòåì [10]. ÂÝÁ ìîæåò áûòü àãåíòîì, êîòîðûé âû-
çûâàåò õðîíè÷åñêóþ óñòàëîñòü, àóòîèìóííûå ðàñòðîéñòâà, à òàêæå èãðàåò
âàæíóþ ðîëü â ôîðìèðîâàíèè îïóõîëåâûõ êëåòîê â îðãàíèçìå ÷åëîâåêà
[11�15]. Ó ìíîãèõ ëþäåé, çàðàæåííûõ âèðóñîì Ýïøòåéíà�Áàðð, áîëåçíü
ïðîòåêàåò áåññèìïòîìíî. ÂÝÁ, êàê è äðóãèå ãåðïåñâèðóñû, àêòèâèçèðóåò-
ñÿ ïðè èììóíîäåôèöèòàõ ðàçëè÷íîãî ãåíåçà, â òîì ÷èñëå ÂÈ×-èíôåêöèè,
îíêîçàáîëåâàíèÿõ, ïîä âîçäåéñòâèåì ðàäèàöèîííîãî ôàêòîðà. Åñòü ñâèäå-
òåëüñòâà òîãî, ÷òî ÂÝÁ ñàì ÿâëÿåòñÿ äîñòàòî÷íî ñèëüíûì èììóíîñóïðåñ-
ñîðîì [16].

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû � èññëåäîâàíèå íàëè÷èÿ àíòèòåë (èììóíî-
ãëîáóëèíîâ êëàññà G) ê ÂÝÁ â ñûâîðîòêå êðîâè èíôåöèðîâàííîãî ÷åëî-
âåêà ñ ïîìîùüþ äâóõêàíàëüíîãî áèîñåíñîðà íà îñíîâå ÏÏÐ, ÷òî äàåò
âîçìîæíîñòü îïðåäåëèòü çàáîëåâàíèå è íàçíà÷èòü ýôôåêòèâíîå ëå÷åíèå.

  

×óâñòâèòåëüíûå ìàòåðèàëû. Äëÿ äèàãíîñòèêè ÂÝÁ-èíôåê-
öèè èñïîëüçóþòñÿ ìîëåêóëÿðíî-áèîëîãè÷åñêèå ìåòîäû � ïîëèìåðàçíàÿ
öåïíàÿ ðåàêöèÿ (ÏÖÐ), ìåòîä èììóíîôëóîðåñöåíöèè, à òàêæå ìåòîä
èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà (ÈÔÀ) � âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûé, ñïåöè-
ôè÷íûé è íàèáîëåå ïîäõîäÿùèé äëÿ ìàñøòàáíûõ èññëåäîâàíèé [17].

Âèðóñ Ýïøòåéíà�Áàðð íàêàïëèâàëè è î÷èùàëè èç êóëüòóðû êëåòîê
Â95-8 ïî ìåòîäó Óîëëçà, Êðîôîðäà [18] ñ ìîäèôèêàöèÿìè àâòîðîâ, ïîä-
ðîáíî îïèñàííûìè â [19, 20]. Êóëüòóðà êëåòîê Â95-8 ÿâëÿåòñÿ Â-ëèì-
ôîöèòàìè ïåðèôèðè÷åñêîé êðîâè îáåçüÿí-ìàðìàçåòîê, êîòîðûå òðàíñ-
ôîðìèðîâàíû ÂÝÁ è ïîñòîÿííî ïðîäóöèðóþò âèðóñ. Â êà÷åñòâå àíòèãå-
íà èñïîëüçîâàëè ëèçàòû ëèìôîáëàñòîèäíûõ êëåòîê Â95-8, êîòîðûå ñî-
äåðæàëè ïîëíûé ñïåêòð áåëêîâ ÂÝÁ, à èìåííî: EBNA, EA, VCA. Òàêèì
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îáðàçîì, ïîëó÷åí ñïåöèôè÷åñêèé àíòèãåí äëÿ îïðåäåëåíèÿ àíòèòåë (IgG
è IgM) ê âèðóñó Ýïøòåéíà�Áàðð, êîòîðûé èìååò âûñîêèå ïîêàçàòåëè
÷óâñòâèòåëüíîñòè è ñïåöèôè÷íîñòè. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ÷óâñòâèòåëüíîñòè
è ñïåöèôè÷íîñòè ïîëó÷åííîãî àíòèãåíà ñðàâíèâàëè âîñïðîèçâîäèìîñòü
ïîëîæèòåëüíûõ è îòðèöàòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèé îòîáðàííûõ
ïàíåëåé ñîîòâåòñòâåííî ïîëîæèòåëüíûõ è îòðèöàòåëüíûõ ñûâîðîòîê â
íàøåé òåñò-ñèñòåìå è çàðóáåæíûõ òåñò-ñèñòåìàõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ÏÖÐ
(«ÀìïëèÑåíñ-100-R» (Ðîññèÿ)) è ÈÔÀ («Platelia EBV EBNA IgG» («Sa-
nofi diagnostics Pasteur», Ôðàíöèÿ), «SIATM Epstein � Barr EBNA IgG»
(«Sigma diagnostics», ÑØÀ)).

Àíàëèòû. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû ñûâîðîòêè êðîâè áîëüíûõ ñ ëèì-
ôîïðîëèôåðàòèâíûìè çàáîëåâàíèÿìè è èíôåêöèîííûì ìîíîíóêëåîçîì
ÂÝÁ-ýòèîëîãèè, ïðåäîñòàâëåííûå ÎÎÎ «ÄÍÊ-ëàáîðàòîðèÿ» (Êèåâ), â
êîòîðûõ ïîäòâåðæäåíî íàëè÷èå ÄÍÊ ÂÝÁ ìåòîäîì ÏÖÐ, à òàêæå ñûâî-
ðîòêè, ïîëó÷åííûå ó çäîðîâûõ äîíîðîâ, ïðåäîñòàâëåííûå Ñòàíöèåé ïå-
ðåëèâàíèÿ êðîâè (Êèåâ).

Ñûâîðîòêè áîëüíûõ è äîíîðîâ áûëè ïðîòåñòèðîâàíû íà íàëè÷èå
àíòèòåë ê ÂÝÁ ñ ïîìîùüþ ðåôåðåíñ-ìåòîäîâ ÏÖÐ è ÈÔÀ.

  

Ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ óñòàíîâêà. Â ðàáîòå èñïîëüçîâàëè ýêñ-
ïåðèìåíòàëüíûé àâòîìàòèçèðîâàííûé äâóõêàíàëüíûé ïðèáîð «Ïëàçìîí-6»,
ðàçðàáîòàííûé â Èíñòèòóòå ôèçèêè ïîëóïðîâîäíèêîâ èì. Â.Å. Ëàøêà-
ðåâà ÍÀÍÓ. Ïðèáîð îáåñïå÷èâàåò èçìåðåíèå ïîëíîé ÏÏÐ-êðèâîé â óã-
ëîâîé êîíôèãóðàöèè ïî ñõåìå Êðå÷ìàíà ñ ìåõàíè÷åñêîé ðàçâåðòêîé óã-
ëà ïàäåíèÿ â ïðåäåëàõ 17  íà âîçäóõå (12  â ñòåêëå) è òî÷íîñòüþ 5 , à
òàêæå ñ âîçìîæíîñòüþ àáñîëþòíîé êàëèáðîâêè ïî óãëó. Ïîâåðõíîñòíûå
ïëàçìîíû (ÏÏ) â òîíêîé ïëåíêå çîëîòà âîçáóæäàëèñü ñ ïîìîùüþ ëà-
çåðíîãî ìîäóëÿ ð-ïîëÿðèçîâàííîãî ñâåòà (  = 650 íì) è ñòåêëÿííîé
ïðèçìû (ïîêàçàòåëü ïðåëîìëåíèÿ � n = 1,61, áàçîâûé óãîë 65 , áàçîâàÿ
ãðàíü 20 20 ìì). Ïðèáîð ïîçâîëÿåò ðàáîòàòü ñ àíàëèòàìè, ïîêàçàòåëü
ïðåëîìëåíèÿ êîòîðûõ íàõîäèòñÿ â äèàïàçîíå 1,33�1,7. Â ýêñïåðèìåíòå
èçìåðÿëè óãëîâóþ ïîçèöèþ ìèíèìóìà ÏÏÐ âî âðåìåíè ïðè àäñîðáöèè
ìîëåêóë-àíàëèòîâ.

Îñîáåííîñòü ïðèáîðà «Ïëàçìîí-6» � ýòî ââåäåíèå äîïîëíèòåëüíîãî
êîíòðîëüíîãî êàíàëà, ïîêàçàíèÿ êîòîðîãî ñ÷èòûâàþòñÿ ïàðàëëåëüíî ñ
ðàáî÷èì. Åñëè âî âðåìÿ ïðîäîëæèòåëüíûõ èçìåðåíèé ïðîèñõîäÿò èçìå-
íåíèÿ ïîêàçàòåëÿ ïðåëîìëåíèÿ àíàëèòà, íå ñâÿçàííûå ñ àäñîðáöèåé èëè
âçàèìîäåéñòâèåì ìîëåêóë (íàïðèìåð, èçìåíåíèå òåìïåðàòóðû), òî áóäåò
èçìåíÿòüñÿ è îêëèê ïðèáîðà, ÷òî ôèêñèðóåòñÿ ñ ïîìîùüþ ðåôåðåíòíîãî
êàíàëà. Òàêèì îáðàçîì, ìîäåëü ÏÏÐ ñåíñîðà «Ïëàçìîí-6», ñîäåðæàùàÿ
äâà îïòè÷åñêèõ êàíàëà, ñïîñîáñòâóåò ïîâûøåíèþ òî÷íîñòè ïðèáîðà è
äîñòîâåðíîñòè ðåçóëüòàòîâ èçìåðåíèé.

Â ïðèáîðå èñïîëüçóåòñÿ îäèí èñòî÷íèê ñâåòà, ëó÷ êîòîðîãî ðàçäåëÿ-
åòñÿ íà äâà ñïåöèàëüíî ðàçðàáîòàííîé ñâåòîäåëèòåëüíîé ïðèçìîé. Ðàñ-
ñòîÿíèå ìåæäó îñÿìè ëó÷åé ñîñòàâëÿåò 7,5 ìì. Ñâåòîäåëèòåëüíàÿ ïðèçìà �
îñíîâíîé ýëåìåíò ñõåìû, îòâå÷àþùèé çà ôîðìèðîâàíèå äâóõ ëó÷åé ñâåòà
ñ îäèíàêîâîé ïîëÿðèçàöèåé, áåç ïðåëîìëåíèÿ è ñî ñìåùåíèåì îòíîñè-
òåëüíî îñè èçëó÷àòåëÿ. Òîëüêî â òàêîì ñëó÷àå â äâóõ êàíàëàõ ìû ïîëó-
÷àåì èäåíòè÷íûå ðåçîíàíñíûå ÏÏÐ-êðèâûå. Âûïîëíåíû òåîðåòè÷åñêèé
ðàñ÷åò è îïòèìèçàöèÿ êîíñòðóêöèè îòíîñèòåëüíî ðàçìåðîâ è âçàèìíîãî
ðàñïîëîæåíèÿ ýëåìåíòîâ îïòè÷åñêîãî áëîêà ïðèáîðà. Îïòè÷åñêàÿ ñõåìà
ïðèáîðà «Ïëàçìîí-6» ïðèâåäåíà íà ðèñ. 1.
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Ðèñ. 1. Îïòè÷åñêàÿ ñõåìà äâóõêàíàëüíîãî ñåíñîðà íà îñíîâå ïîâåðõíîñòíîãî ïëàç-
ìîííîãî ðåçîíàíñà «Ïëàçìîí-6»

Èçãîòîâëåíèå áèî÷èïà. Â êà÷åñòâå ÷óâñòâèòåëüíîãî ýëåìåíòà ÏÏÐ-
ñåíñîðà èñïîëüçîâàëè ïëåíêè çîëîòà òîëùèíîé (45 2) íì íà ñòåêëÿííîé
ïîäëîæêå ðàçìåðîì 20 20 1 ìì ñ ïîêàçàòåëåì ïðåëîìëåíèÿ n = 1,61.
Ñëîé ìåòàëëà íàíîñèëè ìåòîäîì òåðìè÷åñêîãî èñïàðåíèÿ â âàêóóìå,
ïðèìåíÿÿ äëÿ óëó÷øåíèÿ àäãåçèè òîíêèé ñëîé õðîìà (  1 íì).

Çàêðåïëåíèå îäíîé èç âçàèìîäåéñòâóþùèõ ìîëåêóë íà ïîâåðõíîñòè
ñåíñîðíîãî ÷èïà ñ ñîõðàíåíèåì åå íàòèâíîãî ñîñòîÿíèÿ è íåîáõîäèìîé
ïðîñòðàíñòâåííîé îðèåíòàöèåé àêòèâíûõ öåíòðîâ ÿâëÿåòñÿ ñóùåñòâåí-
íûì ìîìåíòîì äëÿ ïîëó÷åíèÿ äîñòîâåðíûõ ðåçóëüòàòîâ èññëåäîâàíèé è
ýôôåêòèâíîé ðàáîòû ñåíñîðà [21]. Ïîýòîìó èçãîòîâëåíèå áèî÷èïà äëÿ
ÏÏÐ-ñåíñîðà áàçèðîâàëîñü íà îïðåäåëåíèè îïòèìàëüíûõ óñëîâèé èì-
ìîáèëèçàöèè áåëêîâ ÂÝÁ â êà÷åñòâå àíòèãåíà íà ïîâåðõíîñòè çîëîòîé
ïëåíêè.

 Áûëî îïðîáèðîâàíî [22] íåñêîëüêî ïîäõîäîâ ê äåòåêòèðîâàíèþ àí-
òèòåë ê ÂÝÁ, â ÷àñòíîñòè: 1) èñïîëüçîâàíèå äëÿ èììîáèëèçàöèè âèðóñ-
íîãî àíòèãåíà ïîâåðõíîñòè ñåíñîðà ñ ïðåäâàðèòåëüíî íàíåñåííûìè
ñìåøàííûìè ìîíîñëîÿìè òèîëîâ; 2) èììîáèëèçàöèÿ àíòèãåíà íà ìî-
äèôèöèðîâàííîé ïîâåðõíîñòè ñåíñîðà, ïîñëå ÷åãî îíà îáðàáàòûâàëàñü
ÁÑÀ äëÿ óñòðàíåíèÿ íåñïåöèôè÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ.

Îñíîâûâàÿñü íà ðåçóëüòàòàõ, ïðîâåäåííûõ èññëåäîâàíèé [23, 24],
çäåñü èñïîëüçîâàëè ñëåäóþùóþ ìåòîäèêó èçãîòîâëåíèÿ áèî÷èïà. Äëÿ
óëó÷øåíèÿ èììîáèëèçàöèè àíòèãåíà âñþ ïîâåðõíîñòü ÷èïà ïîêðûâàëè
ðàñòâîðîì (2 ìã/ìë) Dextran 17 000 (Sigma) � 0,05 % öèòðàòíûé áóôåð,
ðÍ 5,0�5,2, çàòåì âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå 5 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðà-
òóðå (20�25 Ñ). Ïðîìûâàëè öèòðàòíûì áóôåðîì, äàëåå ïîêðûâàëè âñþ
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îáðàáîòàííóþ ïîâåðõíîñòü ðàñòâîðîì àíòèãåíà (áåëêè âèðóñà Ýïøòåé-
íà�Áàðð) â öèòðàòíîì áóôåðå è âûäåðæèâàëè ïðè 4�8 Ñ 18�24 ÷.
Ïðîìûâàëè öèòðàòíûì áóôåðîì è áëîêèðîâàëè ñâîáîäíûå ìåñòà íà
áèî÷èïàõ 1 % ÁÑÀ â öèòðàòíîì áóôåðå 1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå.
Áèî÷èïû ïðîìûâàëè öèòðàòíûì áóôåðîì è âûñóøèâàëè â ïîòîêå ÷èñ-
òîãî âîçäóõà. Ãîòîâûå áèî÷èïû õðàíèëè ïðè 4�8 Ñ â ìàëûõ ñòåðèëü-
íûõ åìêîñòÿõ, êîòîðûå çàêëåèâàëè êëåéêîé ëåíòîé â öåëÿõ ïðåäîõðàíå-
íèÿ îò âîçäåéñòâèÿ âîçäóõà.

Äåòåêòèðîâàíèå àíòèòåë. Â ðàáîòå [25] èçó÷àëàñü àêòèâíîñòü àíòè-
ÂÝÁ-ñûâîðîòîê ìåòîäîì ÏÏÐ îòíîñèòåëüíî î÷èùåííûõ áåëêîâ ÂÝÁ â
çàâèñèìîñòè îò ðÍ-áóôåðà è ðàçâåäåíèÿ ñûâîðîòêè. Îïðåäåëåíû êèíå-
òè÷åñêèå è êîíöåíòðàöèîííûå çàâèñèìîñòè ìåæäó àíòèãåíàìè âèðóñîâ
è ñïåöèôè÷åñêèìè àíòèñûâîðîòêàìè ê íèì ïðè ðàçíûõ ðÍ. Îïòèìàëü-
íûì äëÿ ñèñòåìû áûëî âûáðàíî ðàçâåäåíèå 1:100 ïðè èñïîëüçîâàíèè
öèòðàòíîãî áóôåðà ðÍ 5,0�5,5. Òàêîé îïòèìèçèðîâàííûé ïîäõîä ïðè-
ìåíÿëñÿ â íàøåé ðàáîòå.

Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñûâîðîòîê, ñîäåðæàùèõ àíòèòåëà ïðîòèâ ÂÝÁ, èñ-
ïîëüçîâàëè çàðàíåå èçãîòîâëåííûå áèî÷èïû ñ èììîáèëèçîâàííûìè áåë-
êàìè ÂÝÁ íà ïîâåðõíîñòè çîëîòîé ïëåíêè è äâóõêàíàëüíûé ïðèáîð
«Ïëàçìîí-6». Îïòè÷åñêèé êîíòàêò ÏÏÐ-÷èïîâ ñî ñòåêëÿííîé ïðèçìîé
îáåñïå÷èâàëè ñ ïîìîùüþ èììåðñèîííîé æèäêîñòè ñ ïîêàçàòåëåì ïðå-
ëîìëåíèÿ, èäåíòè÷íûì ñòåêëÿííîé ïîäëîæêå. Êàíàë 1 ïðèìåíÿëè íåïî-
ñðåäñòâåííî äëÿ èçìåðåíèÿ óðîâíÿ àíòèòåë, à êàíàë 2 � êàê êîíòðîëü-
íûé äëÿ ïîâûøåíèÿ òî÷íîñòè èçìåðåíèé. Äëÿ èñêëþ÷åíèÿ íåñïåöèôè-
÷åñêîãî ñâÿçûâàíèÿ ÂÝÁ-àíòèòåë ñíà÷àëà â ïðîòî÷íóþ êþâåòó ïîäàâàëè
íåãàòèâíóþ ñûâîðîòêó ÷åëîâåêà. Îòìûâàëè ìàòåðèàë, êîòîðûé íå ñâÿ-
çàëñÿ (öèòðàòíûé áóôåð ðÍ 5,5), è ïðîïóñêàëè ñûâîðîòêó êðîâè áîëü-
íîãî ñ ÂÝÁ-èíôåêöèåé. Ó÷åò ðåçóëüòàòîâ âçàèìîäåéñòâèÿ àíòèãåí-
àíòèòåëî îñóùåñòâëÿëè, êîëè÷åñòâåííî îïðåäåëÿÿ ñäâèã ðåçîíàíñíîãî
óãëà (â óãëîâûõ ñåêóíäàõ) âî âðåìåíè (ñåêóíäû). Òèïè÷íàÿ ñåíñîãðàììà
èçìåðåíèé ïðåäñòàâëåíà íà ðèñ. 2.

Ïðè ðàçðàáîòêå èììóíîñåíñîðà ãðàíè÷íîå çíà÷åíèå (ÃÇ) ðàññ÷èòû-
âàëè èç ñðåäíåãî çíà÷åíèÿ ñäâèãà ðåçîíàíñíîãî óãëà äëÿ 25 íåãàòèâíûõ
ñûâîðîòîê ïðè òðåõ èçìåðåíèÿõ íà êàæäóþ. Äàëåå, ïðè ïðîâåäåíèè àíà-
ëèçà ñûâîðîòêà ñ÷èòàëàñü ïîçèòèâíîé, åñëè çíà÷åíèå ïîêàçàòåëÿ îòêëî-
íåíèÿ ðåçîíàíñíîãî óãëà ïðåâûøàëî ÃÇ íà 10 %. Â ñëó÷àå, åñëè çíà÷å-
íèå ïîêàçàòåëÿ îòêëîíåíèÿ ðåçîíàíñíîãî óãëà áûëî íèæå ÃÇ íà 10 %,
ñûâîðîòêà ñ÷èòàëàñü íåãàòèâíîé. Äàííûå, ïîëó÷åííûå â èììóíîñåíñîð-
íîé ÏÏÐ òåñò-ñèñòåìå, ñðàâíèâàëè ñ ðåçóëüòàòàìè èììóíîôåðìåíòíîãî
àíàëèçà.

Ðèñ. 2. Ñåíñîãðàììà âçàè-
ìîäåéñòâèÿ ñïåöèôè÷åñêî-
ãî àíòèãåíà, çàêðåïëåííîãî
íà çîëîòîé ïîâåðõíîñòè
ÏÏÐ-÷èïà, ñ àíòèòåëàìè ê
ÂÝÁ, íàõîäÿùèìèñÿ â ñû-
âîðîòêå êðîâè ÷åëîâåêà.
Ýêñïåðèìåíò ïðîâåäåí ñ ïî-
ìîùüþ äâóõêàíàëüíîãî ñåí-
ñîðà «Ïëàçìîí-6»: 1 � ðà-
áî÷èé êàíàë; 2 � êîí-
òðîëüíûé êàíàë
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Äëÿ ðàçðàáîòàííîé èììóíîñåíñîðíîé òåñò-ñèñòåìû âû÷èñëÿëè ÷óâ-
ñòâèòåëüíîñòü è ñïåöèôè÷íîñòü. ×óâñòâèòåëüíîñòü îïðåäåëÿåòñÿ êàê îò-
íîøåíèå êîëè÷åñòâà ñûâîðîòîê, èìåþùèõ ïîçèòèâíûå ðåçóëüòàòû ïðè
àíàëèçå, ê êîëè÷åñòâó îøèáî÷íî íåãàòèâíûõ ðåçóëüòàòîâ, êîòîðîå âûðà-
æàåòñÿ â ïðîöåíòàõ. ×óâñòâèòåëüíîñòü ñîñòàâèëà 98 %. Ñïåöèôè÷íîñòü �
ýòî îòíîøåíèå êîëè÷åñòâà ñûâîðîòîê, ïîêàçûâàþùèõ íåãàòèâíûé ðåçóëü-
òàò ïðè àíàëèçå, ê êîëè÷åñòâó îøèáî÷íî ïîçèòèâíèõ ðåçóëüòàòîâ, êîòîðîå
âûðàæàåòñÿ â ïðîöåíòàõ. Ñïåöèôè÷íîñòü ñîñòàâèëà 100 %. Âñå ñûâîðîòêè
òåñòèðîâàëè â òðåõ ïîâòîðàõ. Ðåçóëüòàòû àíàëèçà ïîëó÷åííûõ äàííûõ
ñâèäåòåëüñòâóþò î èõ äîñòàòî÷íî âûñîêîé âîñïðîèçâîäèìîñòè (95 %).

Â ðàáîòå ïðîäåìîíñòðèðîâàíà âîçìîæíîñòü îïðåäåëåíèÿ ñïå-
öèôè÷åñêèõ àíòèòåë ïðîòèâ âèðóñà Ýïøòåéíà�Áàðð â ñûâîðîòêàõ êðîâè
÷åëîâåêà ñ ïîìîùüþ äâóõêàíàëüíîãî îïòè÷åñêîãî ñåíñîðà íà îñíîâå ÿâ-
ëåíèÿ ïîâåðõíîñòíîãî ïëàçìîííîãî ðåçîíàíñà «Ïëàçìîí-6». Îñîáåííî-
ñòüþ íîâîãî ïðèáîðà ÿâëÿåòñÿ ââåäåíèå äîïîëíèòåëüíîãî êîíòðîëüíîãî
êàíàëà, ïîêàçàíèÿ êîòîðîãî ñ÷èòûâàþòñÿ ïàðàëëåëüíî ñ ðàáî÷èì, ÷òî
ïðèâîäèò ê ïîâûøåíèþ òî÷íîñòè ïðèáîðà è äîñòîâåðíîñòè ðåçóëüòàòîâ
èçìåðåíèé.

Ðàçðàáîòàíà òåõíîëîãèÿ ïîëó÷åíèÿ ñïåöèôè÷åñêîãî àíòèãåíà äëÿ
îïðåäåëåíèÿ àíòèòåë ê ÂÝÁ, ïîäîáðàíû óñëîâèÿ è ïîñëåäîâàòåëüíîñòü
ïðîâåäåíèÿ àíàëèçà. Èçãîòîâëåíèå áèî÷èïîâ äëÿ ïðîâåäåíèÿ àíàëèçîâ
çàêëþ÷àëîñü â èììîáèëèçàöèè íà çîëîòîé ñåíñîðíîé ïîâåðõíîñòè áåë-
êîâ ÂÝÁ â êà÷åñòâå àíòèãåíà. Ïðè èììîáèëèçàöèè àíòèãåíà èñïîëüçî-
âàëè ïåðåõîäíóþ ïëåíêó äåêñòðàíà ((2 ìã/ìë) Dextran 17 000 (Sigma) �
0,05 % öèòðàòíûé áóôåð, ðÍ 5,0�5,2). Äëÿ ïðåäîòâðàùåíèÿ íåñïåöèôè-
÷åñêîãî âçàèìîäåéñòâèÿ ïîñëå èììîáèëèçàöèè áåëêîâ ÂÝÁ ìåñòà ñâî-
áîäíûå îò áåëêà áëîêèðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì 1 % ÁÑÀ(BSA) â öèòðàò-
íîì áóôåðå. Èññëåäîâàíèÿ ñ ïîìîùüþ çàðàíåå èçãîòîâëåííûõ áèî÷èïîâ
ïðîâåäåíû íà 25 ñûâîðîòêàõ ñ 3-êðàòíûì èçìåðåíèåì êàæäîé. Ïðîâåäåíà
îöåíêà âîñïðîèçâîäèìîñòè, ÷óâñòâèòåëüíîñòè è ñïåöèôè÷íîñòè ðàçðà-
áîòàííîé èììóíîñåíñîðíîé ÏÏÐ òåñò-ñèñòåìû íà îñíîâå ïàðàëëåëüíûõ
ðåçóëüòàòîâ èììóíîôåðìåíòíîãî àíàëèçà.

Òàêèì îáðàçîì, ÏÏÐ-ìåòîäèêó (îñîáåííî â äâóõêàíàëüíîé ìîäèôè-
êàöèè) ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ ïðîâåäåíèÿ èììóíîëîãè÷åñêèõ èññëåäî-
âàíèé íàñåëåíèÿ íà îïðåäåëåíèå àíòèòåë ê âèðóñó Ýïøòåéíà�Áàðð â
êðîâè áîëüíûõ, íàðÿäó ñ èììóíîôåðìåíòíûì àíàëèçîì. Ïðåèìóùåñò-
âîì èñïîëüçîâàíèÿ ÏÏÐ-ìåòîäèêè ÿâëÿåòñÿ áûñòðîå ïîëó÷åíèå èíôîð-
ìàöèè â ðåàëüíîì ìàñøòàáå âðåìåíè îòíîñèòåëüíî ýòèîëîãè÷åñêîãî
âîçáóäèòåëÿ çàáîëåâàíèÿ, îòñóòñòâèå íåîáõîäèìîñòè èñïîëüçîâàíèÿ ìå-
÷åíûõ ðåàãåíòîâ è àâòîìàòèçèðîâàííîå ïðîâåäåíèå àíàëèçà.

R.V. Khristosenko, N.V. Nesterova, Ye.V. Kostyukevych,
S.D. Zagorodnyaya, G.V. Baranova, A.V. Golovan�,
Yu.V. Ushenin, A.V. Samoilov, S.A. Kostyukevych

IMMUNE-SENSOR BASED ON SURFACE
PLASMON RESONANCE FOR DETERMINING
ANTIBODIES AGAINST EPSTEIN-BARR VIRUS

The immune-sensor test-system to determine antibodies against Epstein-
Barr virus is developed in this work. The system is based on a two-channel surface plasmon
resonance sensor. The main feature of this new sensor is an additional reference channel,
data of which are read out in parallel with the operational one. It leads to an increase of
this device accuracy as well as to reliability of the data obtained. The technology for prepa-
ration of specific components related with this test-system is also developed and conditions
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are optimized for performing analysis: antigene sorption on the sensitive sensor surface, its
interaction with the studied blood serum and estimation of immune complex creation. Re-
produceibility, sensitivity and specificity of this test-system have been estimated.

Keywords: surface plasmon resonance (SPR), two-channel immune-sensor test-system,
Epstein-Barr virus (EBV), antibody, blood serum.
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