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АКТУАЛЬНОСТЬ ПРОБЛЕ.\IЫ 

Биол01 ·ические микрочины становятся все более востребованным 11 зффекпtвным 

ана.1итическим инструментом дJUI фундаментальных и nрикладньiХ молекулярно­

био.lогических исследованиl!. Микрочиnы содержат уnорядоченно размещенные 

биомо.1екулярные зонды, которые либо неnосредствеюю nрикреплены к nоверхности 

носите.1я , такого как стекло, пластик, металл, и др. (20-микрочиn), либо иммобилизованы в 

объсмнс гидрогелевых ячеек, закреnленных на носителе (30-микрочип) . Технология 

изготовления трехмерных гидрогелевых микрочиnов с исnользованием в качестве зондов 

ДНК-олигонуклеотидов, бе.1ков и сахаров разработана в Инстиl)'ГС мо.1екулярной биологии 

11м . В .АЭнгельгардта РАН. Трехмерное размещение молекулярных зондов сnособно 

обеспечит~> ряд преимуществ по сравнению с поверхносnюl! иммобилизациеА . Для белковых 

микрочипов особенно важны~t является устранение контакга иммобилизованной белковой 

молс"-улы с гидрофобной поверхностью 110дложки. Также важно иметь возможность 

!>!НОГократиого nовышенiUI уровней регистрируемых сигналов за счет увеличения количества 

зонда, приходящсгося на единицу площади ячейки. Вместе с тем опасения могла бы внушать 

ожидаемая медленность кинстики, типичная в случае олигонуклеотидных гелевых 

микрочиrюв и обуслов11енная механизмом <<Задержанной диффузии» (l.ivshits, Miг.tabekov 

1996). Однако наше исследование показывает, что в услов1U1Х динамических концентраций 

антиге1-1а используемых в клинических нсследованiiЯх, использованiUI белковых микрочиnов 

кинетика лимитируется «ВJ1ешней» диффузией в объеме, окру-.каюшем ячеl!ку, и nотому 

одинакова для 30- н 20-микрочипов. Выявленныl! кинеп1ческий механизм образования 

комnлекса антиген-антитело делает осмысленноl! задачу ускорения реакций nроводимых на 

белковых микрочипах посредством nринудителыюю nсрсмешиванiUI раствора. Задача 

ускорения реакции образования комnлекса антиген-антитело мотивирована не тол1.ко 

удобством д.1я пракгичсского исnо.тJьзованiUI данного метода анализа на !>!икрочипах., но и 

возможностью значительного повышения его разрешающей способности . 

ЦF.JIИ И ЗАДАЧИ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Це.1ью исследования являлосn изучение кинетики образования комnлекса антиген­

антитело на гндрогелев1>1Х мнкрочнnах, получение данных об основных пара.\lетрах, 

влiUiющих на время достижения насыщения и на уровни сигналов в насыщении для 

оnтимизации иммуноанализа на микрочиnах. 

В связи с этим были nостав,1ены следующие задачи 

1. Сравнить гидрогелевые мнкрочнпьr (30) с повсрхt-~остньrми микрочиnами (20), 

оценивая основные функциональные nараметры: 
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а. эффекntвность 11~tмоби.1юациtt 

Ь. уровни сигнаnое в сзндвич-иммуноаналюе (тройно!i комn,1екс) 

с. времена выхода на насыщение и интеttсивности сигнаnое в насышении 

(двойной комnлекс) 

2. Изучить кинетику реакции антиген-аНТIIтело на гидрогелевых микрочипах и 

возможноСllt ускорения реа~щии персмешиванием раствора 

а. исследовать концеttтраttионные зависимости времени выхода на насышение и 

уровней сигнаnое в насышении; 

Ь. исследовать кинетический эффект принудителыюго nерсмешивания раствора; 

с. соnоставить nолученные данные с теорией. 

3. Оценить пракntческую з11ачимость опробован11ых методов ускорения реакции 

аJtТИген-антитсло на микроч11nах 

НАУЧНАЯ НОВИЗ~!А И ЛРА!.."ТИЧЕСКАЯ З~ЧИМОСТЬ РАБОТЫ 

Исследована ки11етика образования коммекса аmиген-антитело на микрочиnах с 

антителами, иммобилизованными в гелевых ячейках и на микрочиnах с а!fГитсла.ми, 

ковалеитно nришитыми к стеклянной подножке. Определены основные функциона.~ьные 

параметры, влияюшие на время достижения насышения и на уровни сигналов для двух типов 

микрочипов. Проведено сравН!tтсльное исследование гидрогелевых и поверхностных 

белковых микрочипов. ПоказаJю, что преимушество гидрогелевых белковых микрочипов 

перед поверхностными в уровнях сигна.1ов может достигать нескольких порядков. 

Обнаружено, что кинетика иммунохимических реакций на микрочиnе лимитируется 

(внешней) диффузией исследуемых биологических объектов в растворе к ячейке микрочиnа 

и tютому одинакова для nоверхностtшх и трехмерных гелевых микрочипов. Проведеиные 

исс.аедования и выявленные закономерности позволили предложить способ ускорения 

процедуры имму11оанализа на микрочипах, сокра-ппь вре:~~я проведения анапиза в 4-5 раз без 

потери чувствительности, что найдет применение при разработке иммунодиагностических 

тсст-систем на основе тсхно.1огии гидрогелевых микрочипов. 

АЛРОБАЦИЯ РАБОТЫ 

РезультаТЬJ работы докладывались на 49-й и 50-й Научных конференциях МФТИ (27 

ноября 2006 г. и 27 ноября 2007 г., Москва) и на научных семинарах ИМБ РАН. 
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ОБЪЕ!\111 СТРУКl"}'РА ДИССЕРТАЦИИ 

Диссертация состоит из следующих глав : введение, обзор ,1итсратуры , материалы и 

методы, результаты 11 обсуА<..lение ; выводов и сниска цитированной литературы . Pafioтa 

из.1 ожена на s!t2_ с1раницах машиноnисного текста, содержит ljP рисунков и _g_ 
таб.1ицы . Библиоtl'афия включает /22. наименования. 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Белковые мнкрочНitЫ 

Бс.1ковые микрочиnы исnолыуются для исследования белок-белковых, белок-лигандных 

вза1tмодействий, для nроведения ферментативных реакщtй, а также в аналиntческих целях. 

Высокая nроизводительность ана.1юа на белковых микречиnах делает nерсnекn~вным их 

исnользование в медицине в качестве миниатюрных аналитических систем д,1я nроведения 

многоnараметрического анализа клинических образцов. 

Техно.1оrии nроизводства белковых микрочиnов развиваются десЯlками фирм, наnример 

Biacore (Швеция), Ciphergen Biosystems (США), Oxford GlykoSciences (Великобритания) и 

др . Тем не менее, до сих пор не nредЛожено удовлетворительно!! технологии массового 

nроизводства белковых микрочиnов д.1я клиническоl! nрактнки . 

Ою1а ltЗ трудностей nри создании белковых микрочиnов состо1rт в том, что JJ.,1Я 

сохранения структуры и биологических функниl! белковые молекулы 11уждаются в 

гидрофИ..%1/ОМ окружении, максимально nриближен11ом к естественным условиям 

функционирования белков. Хотя разработан целый ряд сnособов иммоби..чизации белков на 

nоверхности носителя, указаннос ограничение nреnятствует созданию устоl!чиво 

работающих и долго хранящихся nоверхностных белковых микрочиnов. 

При юготовлении М11Крочиnов существенна nрирода иммобилизуемых белков - чем 

однороднее струкrура белков , тем nроще и восr1роизводимее nроцедура их иммобилизации. 

Моноююна.1ьные анпrrела, исnользуемые в большинстве диагностических методов, в том 

числе в иммуноферме~rтном и иммунофлуоресце~mюм анализе, обладают требуемыми 

свойствами . Они довольно устойчивы и об;~адают высокой сnецифнчносn,ю к а~m1генам . 

Микрочиnы с nаиелями иммобилизованных моноклона.1Ьньrх анnrтел. nозволяющие 

nроводить многоnараметрический анализ клинических образцов, мо1·ли бы найти широкое 

nримснсние в медицинской nрактнке . 

Дпя иммобилизации белковых молекул на nоверхности носителя применяют различные 

физические и химические методы . В дашюй работе Д/111 nолучения двумерных микрочинов 
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nоверхносlЪ стеклявных слайдов обрабатывали (3-глиuидилоксиnроnил)­

трttметоксисиланом . Эnоксидироваиис слайда дает возможность получать спейсер, 

отденяющий белок от восителя. это и:-.~сет значевие для уменьшения nотери исходиоll 

актнввосги белка за счет стерических затруднений, возникающих в результате 

иммобилизации . 

Трехмерные белковые микрочины изготавливали по технологии nuлимеризационноll 

11ммобитtзации, разработанной в Лаборатории биологических микрочиnов ИМБ РАН . 

Разработанная техtю.1огия гидрогелевых микрочипов достаточно универсальна и может быть 

nрименсна для изготовлс1шя чиnов, содержащих различные по своей nрироде 

ю1мобилизованвые биологическис зонды: ДНК, РНК, бепкн, nепnщы и np. Гидроге.1евые 

микрочипы у.ке используются для диагностики ue.тoro ряда инфекционных, наследстве11ных 

И ОIIКО.lО..ИЧеСКИХ заболеВЗIIИЙ. 

Биочип представляет собой nодложку, на которую нанесены полусферические гелевые 

э.1ементы (ячейки). Каждый гелевый элемент микрочипа содержит иммоби.тизованный 

индивидуальный зонд. Носителем для размещения гидрогелевых ячеек служат стеклянные 

пластинки, обработанные сnециальным агентом (Bind Silane), создающим на поверхности 

стекла вепредельные группы. На активированное таким образом стекло роботом с пюювой 

технологией наносятся микрокшши nолимеризационной смеси, содержащей 

иммобилизуемые зонды и гелеобразующие мономеры. В итоге по.1учается гидрофобная 

поверхность с массивом регулярно расположенных ячеек. Число ячеек на микрочипе 

определяются задачей и условиями nланируемого эксnеримента. 

Ковалситная иммобилизация молеку.1 зоидг осуществляется одноврбtенно с 

nолимеризацией геля под действием ультрафиолетового облучения (Рис. 1). В XO.!ie 

фотоиндуцируемой nолимеризации происходит коваленnюе связывшше зонда с 

ком1юнента.ми растущих nолимерных uепей. 

ДЛя того, чтобы участвоваlЪ в реакции фотоиндуцируемой полимеризации, 

биологические соединения должны содержать активные групnы, способные вступать в 

реакции замещения или nрисоединения с бифункциональными гелеобразующими 

мономерами . В качестве таких активных групn мoryr выступать, наnример, аминогрупnы. 

Белки не требуют доnолнительноn химической модификации, в то время как ДНК, 

олигоиуклео111ДЫ и сахара nеред nроведением иммобилизации необходимо модифицировать 

введением в их структуру аминогруnn. В качестве гелеобразующих соединениn в нашей 

работе исnользовали nроизводные метакриламила и N,N-метиленбисакридамид. 
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1 УФ-излучение 1 

l l l 

1 Подложка ! --- · 

Рисунок 1. Получение ячеек гидрогеля, содержащих молекулярный зонд, методом 
фотоиндуцированной сополимеризации. 

Регистрация сигналов гелевых ячеек мнкрочнпа 

Регистрацию осуществляли флуориметрически с гелевых элементов микрочиrш. Белки , 

используемые для летекции, содержапи флуоресце1ггную метку_ В качестве краенетелей 

использовали сукцинимидные эфиры СуЗ и Су5 (Amersham Biosciences, США). 

Флуоресцентные измерения проводили на анализаторе бисчипов (ИМБ РАН) с 

использованием фильтров 650/670 (Су5) нм и 535/590нм (СуЗ) (возбу-,кдение/регистрация) . 

Расчет и1ггенсив1юсти фпуоресцентного сигнала производили с помощью программнаго 

обеспечения ImaGeiAssay (ИМБ РАН). Кинетические измерения проводили в камере, пол 

буферным раствором , содержащим флуоресцентно-меченные белки_ 

гелевые ячейки 

Рисунок 2. Схематическое изображение микрочипов под камерой с реакционным раствором . 

Схематическое изображение персмешивания при помощи перистапьтическоrо насоса и 

ультразвука. 
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Объсt--rы IIССЛсдования 

Простата-С11ецифический антиген (ПСА) 

ПСА продуцируется клстка\\н 11редстательной железы н r.рсдставляет собой 

гликопротеин с молекулярной массой 32 кДа. При постуnлении в кровь ПСА свя зывается с 

ннпtбиторамн нротсаз, в результате чего в сыворотке крови он обнарумнвается как в 

свободной форме, так и в различных связанных молекулярных формах , не обладающих 

снсцифнческой ферментативной активностью: nреимущественно в комплексе с 

антихимотрипсНJюм (АХТ) - ПСА-АХТ. Высокая клиническая значимость ПСА как 

диагностического маркера лобудила лабораторию биочилов ИМБ создать специальный 

микрочнп для одновремешюго количественного оnределения двух форм ПСА. Такой 

микрочил может найти лрименение для ранней дифференцналыюй диагtюстики рака 

лрсдстателыюй железы и для соответствующего массового обследования населения . 

Дня nроведения данного исследования был созданы nоверхностные и гидрогелевые 

микрочилы с иммобилизованными антителами nротив ПСА. Исnользованный набор 

концентраций иммобилизуемых антител: 0,67 мкМ (1), 1,34 мкМ (2), 2,68 мкМ (3), 5,36 мкМ 

(4). 

Р11сунок 3. Флуоресцентное изображение трехмерных (А) и двумерных (В) микрочиnов 

nосле nроведения имунноанализа. Каждая концентрация иммобилизованных антител (1-4) 
nредставлена в 4-х nовторах. Сигнал для каждой концентрации иммобилизованных антител 

считается как медиана от четырех . 

Для определения эффективности иммобилизации были сконструированы 

nоверхностные и гидрогелевые микрочипы с иммобилизованными флуоресцентно-
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~tеченньtшt (Су5 ) анти-телами . Исnользовавный набор концентраций им~юбилизуемых 

антител: 0,97 мкМ, 1,94 мкМ, 3,88 мкМ, 7,76 мкМ, 15,53 мкМ 

Инсулин 

Инсулин - гормон nеnтидной nрироды с молекулярной массой 6 кДа., образующийся в 

бета-клетках островков Лангерганса nоджелудочной железы . Инсулин имеет отношение ко 

всем видам обмена веществ в организме , и , nреЖде всего к обмену углеводов . Инсулин и 

антитела к нему составляют систему, весьма удобную для экспериментальных исследований, 

благодаря небольшим размерам молекулы ивсулина и хорошей константе связывания 

( 5 · 1 О 7 М _, ). Был создан микрочиn с иммобилизованными юпителами nротив инсулина . 

Исnользованный набор концеtпраций иммобилизуемых антител: 0,2 мкМ, 0,5 мкМ, 1 мкМ, 2 

мкМ, 4 мкМ 

Фото 

микрочипа изображение мшсрочипа 

Обработка сигналов 

в nрограмме ImaGel 

Рисунок 4. Фото микрочиnа в nроходящем свете , флуоресцеtrrное изображение миtо.'j)Очиnа 

после nроведения анализа., уровни флуоресцснтных сигналов nосле обработки в nрограмме 

ImaGel. КаЖдая концентрация иммобилизованных антител (1-5) nредставлена в 4-х nовторах . 

Сигнал для каЖдой концентрации иммобилизованных антител считается как медиана от 

четырех . 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Сравнение эффективности иммобилизации в двух системах 

Для оnределения эффективности иммобилизации исnользовали микрочиnы с 

иммобилизованными флуоресцентно-меченными (Су5) антителами . Уровень 

флуоресцентного сигнала nосле завершения соnолимсризации (гидрогелевые микрочиnы) 

и.1и ковалентвой ftммобилизации (поверхностные микрочиnы), до отмывки от 

неnрореагировавших комnонеfПОв nринимали за 100%. Продолжительность отмывки 
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подбиралас ~ по установлению постоянного сиПiала . Эффективность иммобилизации 

оценивалас~ как отношение сип1алов , nолученных nосле отмывки микрочиnов к исходным 

сигналам , то есть до отмывки . 

Из рисуttка 5 видно, что дЛЯ гидрогелевых микрочиnов эффективность иммобилизации 

11 рактически не меняется с увеличением концеН1рации иммобилизуемых антител, в то время 

как на nоверхностных м икрочиnах заметно nадает. 

Нижеследующие оценки дают объяснение nадению эффеtсгивности им~юбилизации на 

20 микрочинах nри высоких концентрациях иммобилизуемых антител. 
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Рисунок 5. Зависимость эффективности иммобилизации флуоресцснтно-меченных антител 
от коицентрации иммобилизуемых антител . 3D - гидрогелевые микрочиnы, 20 -
nоверхностные микрочиnы . 

Кошtчество антител на единицу nлощади ячейки и среднее расстояние ме-,кду 

антителами 

Количество антител, приходящееся на единицу nлощади ячейки микрочипа, оценивается 

по количеству наносимого материала и размерам ячеек (диаметр \50 мкм) с поправкой на 

ограниченную эффективность иммобилизации. Определенная таким образом эффективная 

nоверхностная nлотность составляет: для двумерных микрочипов 1.1 х \О- 1 2 
- З . З х 1 0'12 

мол/см2 
, а для трехмерных гидрогелевых микрочиnов \ ,З х \О- 12 - 2\ ,З х \0 ' 12 мол/см2 

. В 

случае гидрогелевых микрочиnов такая эффективная nоверхнос-шая nлотность соответствует 

как бы вертикальной nроекции объемного расnределения аtrгител в гелевой ячейке на 

nлощадку nрикреnления. 
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Из графиков видно (рис . б) . что на поверхностных микрочипах при увеличении 

концекrрщии и~ мобилизуемых антител достигается предельнос значение r1лотности антител 

на единицу площади ячейки. Оценка средних расстояний между антителами (рис. 7), 

связанными на rювсрхности d"'" =[АБ,] ~:~' -9,4- 5,5 им показывает, что предел п.1отности 

посадки на поверхности, видимо. соответствует заполненному мономолекулярному слою 

ан-mте.1 . (Считается, что размеры молеку.1 моноклональных ан-mтел- 7-10нм) Между тем в 

случае гелевага 3D-микрочипа среднее расстояние между молекулами ан-mтел 

d,,, =[АЬ,] ;:; ' - 178,5 -70,8 нм гораздо больше молекулярных размеров . 
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Рисунок 6. 3D - зависимость эффективной nоверхнос-mой пло-mости ан-mтел от 

концентрации иммобилизуемых антител на гидрогелевых микрочипах, 20 - зависимость 

эффективной поверхностной ПЛОllЮСТИ ЗIIТ\ffeл от концекrрации иммобилизуемых ан-mтел 

на поверхностных микрочилах. 
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Рису1юк 7. Зависимости среднего расстояния между иммобилизованными антителами от 
концекrрации иммобилизуемых антител. 3D - гидрогелевые микрочипы, 2D 
поверхностные микрочнпы . 
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Следует подчеркнуть, что в описываемых сравнительных исследованиях мы намеренно 

использовали для иммобилизации на JD- и 20-микрочипах одинаковые ко.1ичества аJПитед 

на ячейку . Л,1я рса!Jьных при.1ожений в ге.1евые Я'lейки JD-микрочипов можно поместить 

горазло большие количества антител . 

Сравнение поверхностных и гидрогелевых Мltкрочинов по уровням сигна.1ов в 

сэндвич-иммуноаналюе 

Дilя сравнения уровней сигнала в сэндвич-июtуноанализс на 2D- и ЗD-микрочинах бы.1и 

иснользованы микрочипы с и~tмобилизованньши антителами нроп1 в ПСА . Бы;1и нолучены 

калибровочные кривые для каждого значения концентраwtи иммоби.1изуе:'о~ых антител в 

сэндвич-иммуноаналюс на двух видах микрочиrюв. Ка:шбровочная кривая - основной 

инструмент nри проведении количественного иммуноанализа. Она представляет собой 

зависимость интенсивности сигнала от концентрации антигена в растворе . Этот график 

служит для определения не известной концентрации аJПИгена в исследуемом образце. 
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Рисунок 8. Калибровочные кривые: интенсивность сигнала в зависимости от концентрации 

антигена. Кшщентраwtи иммобилизуемых аJПИтел против ПСА соответственно равны 0,67 
мкМ (1), 1,34 мкМ (2), 2,68 мкМ (3), 5,36 мкМ (4). 

Как видно из рисунка 8, на форму К<L1ибровочной кривой влияет также концентрация 

иммобилизованных антите.1. В таб.1ице 1 представлены уровни сигна.1а при максимальном 

значении концентрации ПСА в растворе, а также их отношения дJ1Я двух видов микрочипов в 

зависимости от концентраwtи иммобилизуемых антител. 

При малых концентрациях анппел nреимушество 1·идрогелевых микрочипов 

обусловлено отсутствием денатурации белков благодаря исключению контактов с 

гидрофобной nоверхностью подложки . При увеличении концентрации иммобилизуемых 

антител разницу в уровнях сигналов увеличивает также и падение эффективности 

иммобилизации на поверхностных микрочипах. 

Для реальных приложений иммуноанализа на микрочипах возможность увеличения 
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количества антител , иммобf\Лизованных в каждой ячейке, играет весьма важную роль . Лепо 

не только в nовышении уровней сигна.1ов . Связаннос с зтим уве.1ичение угла наклона 

кмибровочной кривой означает nовышение чувствительности метода . Чувствителыюсть 

оnреде.1яется дискриминацией меж.ду «нулевым» сигнмом, то есть сигна.1ом в отсутствии 

антигена в образце, и значимым сигна.1о.\1 (значимым сипtмом считается Зttачен11е сl!гнма, 

вдвое nревышающее значен11е сигнма в отсутствии антш-сна) для данной концеtгrраuии 

иммобилюованных аtтпел . Из рисунков видно, что t\a гидрогелевом микрочипе такая 

дискриминация значител ьно эффективнее. 

Таблица 1: Значсн11С уровней свп1а.1ов npft макси\\а.lьном значении концентрации ПСА 
в растворе. Отношение уровней сигнмов nолученных на гидрогелевых микрочиnа.х к 

сигнмам nолученным на rюверююстных микрочиnа.х. 

.1\"2 4 3 2 1 

[АЬ."\' Jt:\-1 0.67 1.34 2.68 5.36 

JJo 1.31 2.38 4.55 7.16 

Jzo 0.32 0.55 0.81 0.99 

J , o /Jш 4.1 4.3 5.6 7.2 

Кинетика реакции антиген-аитите.1о намикрочиnах 

Исследовмась кинетика связывания ф.1уорссuентно-меченного антигена (ПСА) в 

концентрации 25нМ, с иммобилизованными антителами nротив ПСА в с.тучае двумерных и 

трехмерных микрочипов . 
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Рисунок 9. Зависимости сигнма от времени, nолученные в результате взаимодействия 

иммобилизованных ёiНТIIТел с ф.1уорссuентно-меченным антигеном (ПСА), концентрация 
которого составЛJIЛа 25нМ . Концентрации иммобилизуемых анnпе,т к ПСА соответственно 

равны 1,34 мкМ (1), 2,68 мкМ (2), 5,36 мкМ (3) 

В кинетических экспериментах ИЗ\\ерения меияющихся флуоресцентных сигна.qов от 

ячеек микрочиnа производятся без удаления из ка.\\еры раствора меченного антигена. 
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Оказалось, что nри таких измерениях сквозь флуоресннрующий раствор в с,1учае двумерного 

микрочиnа сигшшы от ячеек с наннизшей концентрацией иммобилизованных а~rгител nочти 

не отличаются от фонового сигнала лаже нри исnользованной довольно высокой 

концентрации а1rгнгена . По:ггому мы отказзлись от сравнения кинетических дашtых, 

относящнхся к наннизшей концентрации иммобилизуемых антител (рис. 9). 

Сравнение уровней сигналов в насыщении 11 характерного времени реакции (как времени 

достижения 90%-ного уровня сигна.1а) для двух видов микрочиnов nредставлено на рисунке 
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Рисунок 10. А. Равновесные уровни сигналов в зависимости от концентрации 
иммобилизуемых аJtтител . Б. Время достижения насыщения в зависимости от концентрации 
иммобилизуемых антител. 3D- гидрогелевый микрочиn, 2D- nоверхностный микрочиn. 

Проигрыwность 2D- в сравнении с 30-мнкрочиnами 110 уровням сигналов как и в случае 

сэндвич-иммуноанализа, видимо, следует nриnисать частичноli денатурации антител из-за 

коитактов с гидрофобноli nоверхностью и nониженной эффективности иммобилюации . 

Равенство характерных времен реакции образования комnлекса антиген-антитело на 2D­

и 3D-микрочиnах заставляет сделать вывод о том, что лимиП!рующеli стадиеli реакции 

является диффузия atrrиreнa в растворе. Стадия собственно связывания антигена 2D- и 3D­

ячейках, занимает меньшее время , чем диффузионная «доставка» материала к ячейке . 

Теоретическое оnисание кинетики связывания антигена из раствора с 

антителами, иммобилизованными в ячейках мнкрочнnа. 

Для оnисания кинетики связывания флуоресцентно-меченного антигена 10 раствора с 

антителами, иммобилюованными в ячейках микрочнnа, мы адаrггировали разработанную 

ранее (Livshits, Mirzabekov 1996; Sorokin et al . 2003) кинетическую теорию гибридизации на 

олигонуклеотидиых микрочиnах . ВремР достижения равновесия и интенсивность сигнала в 

равновесии выражаются через параметры задачи следующими соотношениями : 
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к 
r=r0 [Ab] =[ ] 

! +К." Ag 
J = A(Cj = A[Ab j K.м(Ag j 
' ' " l + K.,. [Agj 

Здесь [ Ag] - концентрация антигена, [ АЬ] - концентрация им\юбилизуем ых антнтел , 

К,~ -(равновесная ) константа ассоциации , т 0 -характерное в ре\! Я диффузии антигена, 

А - щшnаратная коt1станта>>, связывающая интенсивность сигнала с концентршtией 

комплекса, (С] -концентрация комплекса антиген-антитело в равновесии . .. , 
В случае t·идро гелевого микрочtша диффузионное характерное время т 0 может 

определЯТhся не только «В t1ешнсй» диффузией антигена к ячейке, tю и «задержанной 

диффузией» внуrри гелевой ячейки . Тсоретичсски соотношение этих факторов зависит от 

соотношения коэффициентов диффузии вtte и внугри ячейки и от размеров и формы ячейки . 

Прt!ведеюtые выше экспериментальные факты (а также теоретические оценки) 

свидетельствуют о том , что в рассматриваемых условиях лимитирующей является 

«внешняя» диффузия, одtшаковая для гелевых и для поверхностных микрочипов . 

Эффект принудите.;Jыtого 11еремешнвання раствора 

Кинетика, лимитируемая диффузией антигена к ячейкам микрочипа, может быть 

ускорена nринудительным nерсмешиванием раствора в реакционной камере . Возможности 

такой огггимизаuии кинетики мы исс,1едовали, присоединив к камере перистальтический 

11асос. Исnользовали гидрогелевый микрочиn с антителами к инсулину. Следили за ходом 

связывания флуоресцентнО-\!еченJюrо инсулина в режиме свободной диффузии и при 

перемешивании раствора с помощью перистальтического насоса . 

Интенсивность прокачивания жидкости перистальтическим насосом во всех 

экспериментах была одинакова (6 мл/мин). 
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Рисунок 11. Кинетические кривые для диффузионно-реакционной кинетики (А) и кинетики , 

ускоренной при помощи перистальтического насоса (Б). Концентрация флуоресuентно­

мсченного инсулина в растворе [Ag]"" = 17 нМ . Концентрации иммобилизованных антител : 

0,2 мкМ ( !), 0,5 мкМ (2), 1 мкМ (3), 2 мкМ (4), 4 мкМ (5) 
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Ко1щентрационные завиенмости уровней сигиалое н характерных времен 

Рис. 12 представляет наблюдаемые зависимости уровней сигналов в насыщении от 

КОIJUС!Праций иммобилизованных антител при различных концентрациях антигена 

(инсулина) в растворе . Эксnериментальные данные (обозначены маркерами) очень хорошо 

укладываются в предсказанную теорией линейную зависимость . 
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Рису11ок 12. Зависимость интенсивности сигнала в насыщении от концентрации 

иммобилизованных антител для диффузионно-реакционноА кинетики (А) и кинетики, 

ускоренной nри nомощи nеристальтического насоса (Б). Концентрации антигена в растворе 

были соответственно равны : 5 нМ (1), 17 нМ (2), 50 нМ (3), 84 нМ (4), 168 нМ (5). 
Маркерами отмечены эксnериментальные данные, сnлошные линии соответствуют 

теоретически nредсказанной зависимости. 

Рисунок 13 nредставляет зависимость уровней сигналов в насыщении от концентрации 

антигена в растворе. Наблюдаемые нелинейные зависимости хорошо соответствуют 

nредсказываемым теорией, как в случае диффузиошю-реакционноА кинетики, так и в случае 

кинетики, ускоренной nри nомощи nеристальтического насоса. 
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Рисунок 13. Зависимость интенсивности сигнала в насыщении от концентрации 

флуоресцентио-меченного антигена в растворе для диффузионно-реакционноА кинетики (А) 
и кинетики, ускоренной nри nомощи nеристальтического насоса (Б) . Концентрации 

иммобилизованных антнтел были соответственно равны : 0,2 мкМ (!), 0,5 мкМ (2), 1 мкМ (3), 
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2 мкМ (4), 4 ~tкМ (5). Маркерамtt отмечены эксnериментальные дattнt.te , линии 
соответствуют теоретически nредсказанной зависимости . 

15. 

Концентрационные зависимости характерного времени реакции nредставлены на рис 14, 

1200 

1000 

200 

о 

д 

6 

/ 
v 

у _........ , 4 

/ <"" ~ / 

v:::: _../'"' . 
!.---1--' ...... 

3 

2 

_:;:;;i ~-=-::, --:::::;--

0,0 0.5 1,0 1,5 2,0 2.5 з .о 3,5 4.0 
[Ab 1]. 1JM 

200 

160 

:z: 
:s: 120 ::!; 

• ! 80 • ..: 
40 

о 

/ 

/ i _..... 
/ k--" ~ ~ 

~ ~ f:::::::; -;-

А v 
v v · 

!.--v 
~ 

-1 

6 

4 

3 
2 

0,0 0 ,5 1,0 1,5 2.0 2,5 3,0 3.5 4.0 
[Ab ;]. !JM 

Рисунок 14. Зависимость времени достижения насыщении от концеlfТJJации 
иммобилизованных аlfГИТел д.1я диффузионно-реакциоююй кинетики (А) и для кинетики, 

ускоренной при tюмощи периста;tьтическо t·о насоса (Б) . Концентрации антигена в растворе : 

168 нМ (1), 84 нМ (2), 50 нМ (3), 17 нМ (4), 5 нМ (5). Маркерами отмечены 
экспериментальные данные, сплошные линии соответствуют теоретически предсказанной 

линейной заБисимости . 
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Рисунок 15. Зависимость времени достижения насыщении от концеlfТJJаuии флуоресцентно­

меченного антигена в растворе д.1я диффузионно-реакционной кинетики (А) и для кинетики, 

ускоренной при помощи перистальтического насоса (Б) . КонцеlfТJJаuиИ иммобилизованных 

аtпител: 0,2 мкМ, 0,5 мкМ, 1 мкМ , 2 мкМ, 4 мкМ. Маркерами отмечены экспериментальные 

данные, сплошные линии соответствуют тсоретически предсказаиной зависимости . 

Наблюдаемые концеlfТjJаuионныс зависимости очень хорошо соответствуют 

предсказанным теоретически . Принудительное персмешивание по-существу не меняет 

конuеlfТjJаuионную зависимость времени достижения равновесия. Меняется лишь 
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коэффициеm. Диффузионное харш.-терное время т 0 заменяется на характернос время 

транспорта, ускоренного ttacocoм , т Р, которое в 4.5 раза ~1еньше. 

Наблюдаемое существенное сокрашение характерного времен11 реакции (в 4,5 раза) 

означает, что nеремешивание раствора обесnечивает nреодоление лимиmруюшей стадии 

диффузионно-реакционной кинетики - стадии трансnорта материала к месту связывания. 

Влияние интенсивности nеремешнвання 

Эксnериментальное исследование , результаты которого nредставлены на рисунке 16, 

nоказала, что иmенсивность nерсмешивания (скорость nрокачивания раствора) влияет на 

время досп1Жения равновесия, но не на равновесные уровни сигнала. 
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Рисунок 16. Зависимость опюшения интенсивности сигнала от скорости nерсмешивания 
(А). Зависимость характерисп1ческого времени от скорости nерсмешивания (Б) 

Пrрспектнвность применекия перемешивання 

Эксnериментальное исследование эффектов принудительного nеремешивания раствора с 

nомощью nсристальтического насоса в реакции антиген-антитело на гидрогелевых 

микрочиnах дало обнадеживающи!! результат: 4.5-кратное ускорение. Вместе с тем 

nерсмешиваюшее устройство на основе nеристальтического насоса обладает рядом весьма 

неудобных особенностей, делающих его малоnерсnективным для широкого практического 

исnользования : оно громоздко, требует сnециальной реакционной ка.\lеры , нуждается в 

большом количестве исследуемого раствора . В качестве альтернативы мы исследовали 

комnактное устроАство генератор ультразвуковых волн особой конфигурации, 

выnускаемы!! фирмой Advalytix 

Для сравнения эффективности двух систем nерсмешивания был исnользован микрочиn с 

иммобилизованными антитела.\lи nротив ПСА. Были исследованы три варианта кинетики 

реакции шггиген-антитело на микрочиnах : в ус,1овиях свободной диффузии, с 
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исnользовшшем nеремсшиваrtня nсристальтичсским насосом и с nеремешива11ием 

ультразвуком . Результаты nредставлены на Рис 17. 
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Рисунок 17. Кинетические '-lJИвые для диффузионно-реакционной кинетики (А), кинетики, 
ускоренной nри nомощи nеристалыического насоса (Б) и кинетики, ускоренной nри nомощи 

ультразвука (8). Концентрация ф,туоресuснтно-меченного антигена в растворе 17 нМ . 

Концентрация иммобилизованных антител 5,36 мкМ. 

Как видно из графиков, два сnособа r1ерс!>tешивания реакционной смеси 

nриблизительно одинаково эффективны в ускорении реакrrии на микрочиnе. Время 

достижения насыщения nри nерсмешивании с nомощью r1сристальntческого насоса 

сокращается в 4.5 раза, а nри исnо,тьзовании nрибора фирмы Advalytix- в 4 раза. При столь 

незначительной разнице в эффективности ускорения, экс!Lqуатационные достоинства 

nрибора AdvaJytix делшот его явно nредпочтительным . 

Мы nроверили эффективность nрименсния ультразвукового nеремешившощего 

устройства Advalytix не только в условиях nрямого иммуноанализа, но также и в условиях 

сэндвич-иммуноанализа. При выnолнении этой задачи был использован микрочиn для 

ршшей и дифференциальной диагностики рака nредстательной железы . Кинетические 
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измерения nроволитt в стандартных ус.1овиях одностадийного сэндвич-нммуноанализа на 

микрочиnах . 

Из 1-рафиков рисунке 18 видно, что nеремешивание ультразвуком сокращает время 

насыщения сигнала от тройного комn.~екса ври одностадийном сэидвич-иммуноанализс 

nриблизительно в 4 раза, т.е . так же эффсl\тивно, как и 11ри nрямом им~tуноанализс, когда 

флуорссценпю-меченный антиген образует бинарный комnлекс с иммоби.1нзоnашtымн 

шrгителами . 

Ультразвуковое nерсмешивающее устройство Advaly1ix nредставляется 

nерсвеiПИвным для ускорения nроцедур диаrноспtюt на микроч1шах . 
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Рисунок 18. Кшtепtческие кривые для диффузионно-реакционной кинетики сэидвич­
иммуноанализа (А) и кинепtкн, ускоренной nри nомощи у.1ьтразвука (Б) . Концентрация 

флуоресценпю-меченноrо антигена в растворе 17 нМ. Концентрация иммобилнзоВЗJtных 
антител 5,36 мкМ. 
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выводы 

1. Эксnеримента.1ьно установлены nреимущества белковых микрочиnов, исвользующих 

объемн~10 иммобилизацию в гелевых ячейках. no отношению к микрочиnа.\1 с 

поверхностной иммобилизацией . И\iмобt•лизация в геле tюзвомст с сохранением 

нативности бс.1ка nолучать на nорядю1 более высокие платност11 молскул в расчете на 

едиющу n.аощади и 11\iСТЬ соответственно бо.1ее высокие уров11И CHГIIiLlOB . 

2. В ТИП11ЧНЫХ УСЛОВИЯХ 11ММ}'НОЗНЗ.11133 113 \111КрОЧИnах КИIIСПIКЗ ЛltМIIТitpyeTCJI «RIICIJIIIeЙ» 

диффузией шпигена к яч.:йка.\1 микpo'fltna н nотому одинакова на 30 н 21) мнкрочиnа.х . 

Наблюдаемые nрямая завttснмость времени реакции от количества им,юбилюуемых 

антител и обрап1ая завнсttмость от концентрации шrrnre11a соатветствуют теоретически 

ожидаемым . 

3. Ilринуд1пельнос nсремеwивание образца на 'шкрочине nозволяет ускор1гrь peaкtUIЮ, т. е . 

сократнтъ время аналюа в 4-4.5 раза, что nесьма важно для nраКl"ичсскоrо 11р1tмснсння 

MИ~lJOЧitnOB . 
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