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presented. Twenty-nine isolates of Newcastle disease virus were recovered by OT-PCR followed 
by F gene fragment sequencing. It was shown that low virulent variants of Newcastle disease 
virus of genotypes I and II, as well as highly virulent variants of Newcastle disease virus of Vlb 
genotype of «pigeon» line Vlb2 and genotype VIId occurred in the territory of Russia.
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Для выявления возбудителей различных заболеваний в качестве эффективного спо-
соба их диагностики и профилактики предложен биосенсорный метод с использованием 
спектрометра поверхностного плазмонного резонанса (ППР) «Плазмон ППР-4м», раз-
работанного украинскими исследователями. Иммобилизация одноцепочечных олигонук-
леотидов определенной последовательности на сенсорной поверхности такого прибора 
создает возможность их взаимодействия на этой поверхности с другими олигонуклео-
тидами в исследуемых образцах. Это вызывает прямой (без применения молекулярных 
меток) отклик сенсора в режиме реального времени. При введении исследуемых олиго-
нуклеотидов в измерительную ячейку были получены биосенсорные отклики, величина 
которых соответствует степени их комплементарности к иммобилизированному оли-
гонуклеотиду. Таким образом, была показана возможность распознавания олигонуклео-
тидов с помощью предложенного биосенсорного метода.

Достижения современной молекулярной биологии, особенно в области расшиф-
ровки геномов различных организмов (от вирусов и бактерий до млекопитающих 
и человека) открывают огромные возможности для изучения и выявления возбуди-
телей различных заболеваний, разработки и использования эффективных способов 
их мониторинга, диагностики и профилактики. Для этих целей во многих случаях 
могли бы подойти такие средства современной аналитической биотехнологии как 
биосенсоры. Их конструктивной особенностью является соединение биоселектив-
ного элемента, который специфично реагирует с искомым аналитом, и физичес-
кого преобразователя, который трансформирует результат биологического процес-
са в удобный для дальнейшей обработки и характеристики электрический сигнал. 
Если для формирования биоселективных элементов биосенсоров на поверхности 
физического преобразователя иммобилизируют одноцепочечные фрагменты ДНК 
и процесс гибридизации иммобилизированной пробы ДНК с комплементарными 
последовательностями нуклеиновых кислот, находящихся в анализируемом образ-
це, является основой их селективности, то такие биосенсоры называются аффин-
ными биосенсорами для детектирования специфических последовательностей нук-
леиновых кислот или, коротко, ДНК-биосенсорами [1,2]. 

Все методические подходы для детектирования специфических последователь-
ностей нуклеиновых кислот можно разделить на использующие молекулярные мет-
ки (флуоресцентные, ферментные и т.п.) и на прямые методы без использования 
молекулярных меток. Прямые методы значительно уменьшают затраты времени, 
материалов и финансовых средств. Кроме того они свободны от таких нежелатель-
ных эффектов, связанных с молекулярными метками, как их нестабильность и вли-
яние на структуру и биологическую активность меченых биомолекул [3]. Одним из 
таких прямых подходов является спектроскопия поверхностного плазмонного ре-
зонанса (ППР) [4]. Ряд фирм занимаются разработками аналитического оборудова-
ния, основанного на использовании этого явления. Наибольшую известность при-
обрели спектрометры ППР шведской компании “Biacore International AB” (недавно 
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она стала частью «GE Healthcare»). Однако необходимо отметить их очень высокую 
стоимость и громоздкость большинства коммерчески доступных инструментов [5]. 

Экспериментальный макет спектрометра «Плазмон ППР-4м», разработанный в 
Институте физики полупроводников им. В.Е. Лашкарева НАН Украины, не усту-
пая зарубежным аналогам в чувствительности, выгодно отличается от них не только 
значительно меньшими размерами и стоимостью, но также и широкими возмож-
ностями для экспериментатора при выборе условий и параметров измерений [6,7]. 
Если на сенсорной поверхности такого прибора иммобилизировать одноцепочеч-
ные олигонуклеотиды определенной последовательности, то (при наличии комп-
лементарных последовательностей нуклеиновых кислот в исследуемом образце) 
на ней будет происходить процесс гибридизации. Формирование двуцепочечных 
структур приводит к изменению диэлектрических свойств сенсорной поверхности, 
что и вызывает прямой отклик сенсора в режиме реального времени. Таким обра-
зом, зная структуру генов того или иного патогена и выбрав соответствующие пос-
ледовательности нуклеиновых кислот в качестве пробы для иммобилизации на сен-
сорной поверхности, можно разработать прямые (без применения молекулярных 
меток) биосенсорные методы выявления и мониторинга различных заболеваний.

Целью данной работы является изучение возможности получения специфичес-
кого отклика при взаимодействии различных олигонуклеотидов на сенсорной по-
верхности спектрометра «Плазмон ППР-4м».

Материалы и методы. В работе были использованы следующие одноцепочечные 
дезоксиолигонуклеотиды, синтезированые «Sigma-Genosys» (Германия): модифи-
цированный сульфгидрильной группой mod-Ph (GCTGAAGGGCTTTT-
GAACTCTGCT), полностью комплементарный к mod-Ph P1 
(AGCAGAGTTCAAAAGCCCTTCAGC), частично комплементарный Bcrex14 
(CCACTGGATTTAAGCAGAGTTCAA) и некомплементарный N2 
(GATCTTCGTCCAGATCATCC). Кроме того, использовали 6-меркапто-1-гексанол 
(«Fluka», Швейцария), мочевину («Хеликон», Россия) и цитрат натрия («Sigma», 
США). Все растворы готовили на деионизированной воде Milli Q.

Спектрометр «Плазмон ППР-4м» (Институт физики полупроводников 
им. В.Е. Лашкарева НАН Украины) – это оптоэлектронный прибор, использующий 
явление ППР в оптической конфигурации Кречмана. В тонкой пленке золота на 
поверхности стеклянной пластинки поляризованный луч полупроводникового ла-
зерного диода (λ = 650 нм) возбуждает колебания электронной плазмы (поверхнос-
тный плазмон). Необходимые условия для возбуждения плазмона создаются специ-
альной призмой, которая может вращаться на контролируемый компьютером угол.

Результаты работы. Для получения сенсорного отклика при взаимодействии оли-
гонуклеотидов на сенсорной поверхности спектрометра «Плазмон ППР-4м» были 
взяты олигонуклеотиды (Рис. 1), первичная последовательность которых соответс-
твует участку стыковки экзонa 14 гена bcr и экзона 2 гена abl при формировании 
мРНК гибридного гена bcr-abl [8-10]. Один из них – mod-Ph был модифицирован 
сульфгидрильной группой для иммобилизации на поверхности золота, т.е., для 
применения в роли пробы. Второй – (комплементарный к mod-Ph олигонуклеотид P1) 
использовали в роли специфической мишени. Кроме того, в роли мишени 
использовали олигонуклеотид Bcrex14, который содержал только фрагмент экзонa 
14 гена bcr и поэтому был комплементарен пробе mod-Ph лишь наполовину, и 
практически некомплементарный неспецифический олигонуклеотид N2. 

Степень гибридизации  исследуемых олигонуклеотидов, представленная на Рис. 1, 
а также термодинамические параметры их взаимодействий, представленные в 
таблице, были получены на основании теоретических расчетов с помощью серве-
ра DINAMelt [11-13]. Следует сразу заметить, что величина изменения свободной 
энергии Гиббса (ΔG) процесса гибридизации определенной пары олигонуклеоти-
дов не зависит от концентрации, но на значение температуры плавления (T

m
) их 

двуспиральной структуры концентрация обоих олигонуклеотидов оказывает сущес-
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твенное влияние. Поэтому в Таблицу были включены значения T
m

, расчитанные 
как для 200 нМ концентрации олигонуклеотидов (использованная в эксперимен-
те концентрация P1, Bcrex14 и N2), так и для значительно меньших концентраций 
олигонуклеотидов, участвующих в процессе гибридизации на поверхности. По-
лученные величины термодинамических параметров свидетельствуют о том, что 
при всех использованных в расчетах концентрациях mod-Ph и P1 с очень высокой 
степенью вероятности должны формировать двуспиральную структуру, а вероятность 
гибридизации mod-Ph и N2 – исчезающе низкая. Что же касается пары mod-Ph и 
Bcrex14, то степень ее гибридизации зависит от концентрации участвующих в 
процессе олигонуклеотидов, а именно при наномолярных концентрациях и выше 
большая часть Bcrex14 будет гибридизоваться с mod-Ph.

Таблица 

Пары олигонуклеотидов ΔG
(kcal/mol)

T
m

при 200 нМ
T

m
при 1 нМ

T
m

при 0.01 нМ

mod-Ph и P1 -33.7 64.0 °C 57.8 °C 52.7°C

mod-Ph и Bcrex14 -14.6 39.2 °C 27.8 °C 18.4°C

mod-Ph и N2 -4.3 -24.5 °C -44.6 °C -59.6 °C

Все расчеты проведены для следующих условий: 22°C, 0.15 M Na+, 0 M Mg++.

Экспериментальная работа по распознаванию последовательности олигонук-
леотидов состояла из трех основных стадий: иммобилизация пробы mod-Ph на 
поверхности золота, пассивация поверхности и собственно гибридизация иммо-
билизированного mod-Ph с другими исследуемыми олигонуклеотидами. Иммоби-
лизацию mod-Ph проводили в растворе для иммобилизации (0,5 М КН

2
РО

4
, рН 3,8) 

при концентрации олигонуклеотида 1 мкМ. Существенное изменение сигнала ППР 

Рис. 1. Схема формирования двухцепочечных структур между иммобилизирован-
ным на поверхности золота mod-Ph и тремя исследуемыми олигонуклеотидами.
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свидетельствовало об успешной иммобилизации. После удаления несвязавшегося 
материала проводили пассивацию (блокирование свободных от mod-Ph участков 
поверхности золота с целью уменьшения неспецифической сорбции немодифици-
рованных олигонуклеотидов) путем введения в проточную измерительную ячейку 
1 мМ водного раствора 6-меркапто-1-гексанола и инкубации в течение 30 мин. 

Для получения сенсорного отклика при гибридизации в проточном режиме в ячей-
ку вводили по 120 мкл 200 нМ растворов P1, Bcrex14 или N2 в рабочем буферном рас-
творе SSC (15 мМ цитрат натрия, 150 мМ NaCl, pH 7.0) и промывали тем же рабочим 
буферным раствором. Рис. 2 показывает, что введение в ячейку комплементарного 
P1 вызывает изменение сигнала ППР более чем на 20 мград, которое практически 
не уменьшается при промывке рабочим буферным раствором. Это свидетельствует 
о формировании стабильных двуспиральных структур на сенсорной поверхности. 
Если теперь ввести в ячейку раствор мочевины, которая вызывает разрушение меж-
цепочечных водородных связей, то вследствие дегибридизации сигнал ППР возвра-
щается к исходному уровню, что позволяет использовать сенсорную поверхность 
для исследования следующих образцов. Введение в ячейку неспецифического N2 не 
вызывает изменение сигнала ППР, а введение частично комплементарного Bcrex14 
вызывает появление сенсорного сигнала, но значительно меньшего, чем в случае 
комплементарного P1. Эти экспериментальные данные, полученные при гибриди-
зации исследуемых олигонуклеотидов на сенсорной поверхности, хорошо согласу-
ются с результатами теоретических расчетов (таблица).
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Рис. 2. Сенсорные отклики, полученные в процессе взаимодействия между им-
мобилизированным на поверхности золота mod-Ph и тремя исследуемыми олиго-
нуклеотидами

Таким образом, с помощью спектрометра “Плазмон ППР-4м” без использова-
ния молекулярных меток при гибридизации олигонуклеотидов на его сенсорной 
поверхности удалось получить отклики, величина которых соответствует степе-
ни комплементарности исследуемых последовательностей нуклеиновых кислот. 
Дальнейшие исследования будут направлены на изучение различных факторов 
(ионная сила, концентрация и объем образцов, скорость подачи раствора и т.п.), 
которые могут влиять на величину и специфичность сенсорного отклика, на его 
воспроизводимость и другие операционные характеристики разрабатываемого био-
сенсорного метода на основе поверхностного плазмонного резонанса.
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OLIGONUCLEOTIDE RECOGNITION USING SURFACE PLASMON 
RESONANCE SPECTROMETER «PLASMON SPR-4М»
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It has been proposed the biosensor method for detection of various pathogenic agents as 
an efficient way of diagnostics and preventive health care using surface plasmon resonance 
(SPR) spectrometer “Plasmon SPR-4m”, which was developed by Ukrainian researchers. 
Immobilization of single-stranded oligonucleotides of known sequence on the sensor surface 
of the device creates the possibility for their interactions on this surface with oligonucleotides 
from the samples under study. It generates real-time label-free sensor response. Following the 
introduction of the oligonucleotides under study into the measuring cell the biosensor responses 
were obtained which values correspond to the extent of their complementarities to the immobilized 
oligonucleotide. Thus, the possibility of oligonucleotide recognition by the proposed biosensor 
method has been shown.

УДК 619:615:371:578.832.1:619.5

ІМУННА ВІДПОВІДЬ У КУРЧАТ НА ВВЕДЕННЯ АНТИГЕНІВ 
З РІЗНОЮ АКТИВНІСТЮ ГЕМАГЛЮТИНІНУ ВІРУСУ ГРИПУ ПТИЦІ 

Рула О.М.

Національний науковий центр «Інститут експериментальної і клінічної ветеринар-
ної медицини», м. Харків

У статті наведені результати досліджень щодо імунної відповіді в курчат на введен-
ня інактивованого антигену з різною активністю гемаглютиніну високопатогенного 
грипу птиці. Дослідження проводились шляхом дворазового щеплення курчат 40-добо-
вого віку та наступним серологічним моніторингом щодо наявності антитіл до вірусу. 
Були проаналізовані отримані дані досліджень та встановлено, що інактивовані ан-
тигени з титром гемаглютинінів 1:1024 — 128 в організмі імунізованих курчат здатні 
викликати утворення антитіл до вірусу високопатогенного грипу на протективному 
рівні зі значним запасом.

Експерти FAO/WHO/OIE розглядають вакцинацію, як доповнення до заходів 
з контролю грипу птиці, яка вже використовувалась у багатьох країнах Європи, Азії 
та Південної Америки, а саме Італії (Н7N1 і Н7N3), Мексиці (Н5N2), Пакистані 


