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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

АФП - альфа-фетопротеин 

БСА - бычий сывороточный альбумин 

ДllP- дол.я достоверно nоложнтельньrх результатов 

ДОР - дол.я достоверно отрицательных результатов 

ЖКТ - желудочно-кишечныА тpairr 

ИФА - иммуноферменrныА аналю 

НСЕ - нейрон-специфическая енолаза 

ПСА - простат-специфическиi! антиrен 

ПСАсвоб • свободная форма простат-специфического антигена 

ПСАобщ - обща.я форма 11ростат-спецнфическоrо антигена 

РЭА - раково-эмбриональныi! антиген 

СА 125 - опухоле-ассоuиированный aнntrcн 125 

СА l 5-3 - опухоле-ассоциированный аюнп:н 15-3 

СА 19-9 - опухоле-ассоциированныi! а.нmгсн 19-9 

СуЗ - флуоресце!f111ыi! краснтель цианиновыА треmй 

Су5 - флуоресценrныi! краснтель цианнновыi! ппыЯ 

:ХГЧ - хорионический rонадотропин человека 

АКТУАЛЬНОСТЬ ПРОБЛЕМЫ. 

Биологические микрочнпы (бночнпы), представл.яющие собоЯ массивы .ячеек, содержа­

щих иммобилизованные биологические зонды (ДНК, РНК, олигоиуклс:отиды, белки, пеrпи­

ды, олигосахариды, к.1етки и Т. Д.), были созданы дл.я проведения много11ара\lетрического 

анализа образцов. Иммобилизация зондов произвоДJПСя либо непосредственно на поверхно­

сти нос1ПСЛJ1, твкого как стекло, пластик. металл, и др., либо в объеме трехмерных гелевых 

ячеек. закрепленных на подложке. В ИМБ РАН разработана одна из технология изготовле­

ния трехмерных rидрогелевых микрочипов. 

Одним из перспс1Спtвных направлений нсследовани!I являе-rс.я разработка на основе тех­

нолопtи трехмерных rидроrелевых микрочнпов wетода одновременного количественного 

оnределеНЮ1 в сыворотке крови человека различных биологических параметров, например, 

Т11ХИХ, как урове11ь маркеров 011Колоrических заболевания (оикомаркеров). Онкомаркеры нс­

nользуюrся в клинической прак-mке дл.я подтверждеНИJI диагноза н мониторииrа проводи­

мой терапии. Одновременное определение нескольких онкомаркеров увеличивает возможно­

сти дифференциально!\ днагнОСПlки заболеваний. Выявление повышенной концентрации 

только одного онкомарксра нс является доказательством для постановки диагноза онкопато-
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логии, поско,1ьку может быть связано с иапичием у обследуемого человека воспалительного 

процесса. Ана,1юируя то.1ько один онкомаркер у обследуемого пациента, можно пропустить 

повышение концентраци~1 какого-либо из онкомаркеров, выявление которого может поме­

нять сам диапюз . Для определения локализации опухоли также важно знать не только зна­

чения концентраций отдельных маркеров, но и их сооrnошения. 

В Лаборатории биологических микрочипов ИМБ РАН разработан метод одновременного 

количественного иммунофлуоресцентноrо анализа нескольких антигенов на биочипе . В дан­

ной работе представлена разработка протопша тест-системы, предназначенной для одно­

временного количественного определения девяти серологических онкомаркеров методом 

иммунофлуоресцентиого анализа на биочипе. Опреде.1ение концентрации нескольки.х онко­

маркеров традиционными иммуноферментиыми тест-системами, предназначенными длЯ 

анализа только одного онкомарксра, работа трудоемкая и требует затраты большого количе­

ства ресурсов . Этих недостатков лишена многопараметрическая тест-система на основе био-

чипа. 

Для оценки диагностических возможностей разработанной тест-системы была 011ределе­

на достоверность определен11я концентраций девяти онхомаркеj)DВ в сыворотках крови паци­

ентов и здоровых доноров в сравнении с общепризнанными и широко используемыми в кли­

нической практике иммунохимическими тест-системами и проведено сравнение получаемых 

данных. 

Для проведения клинической диагностики важно определять концентрации оикомаркеров 

с высокой чувствите.1ьностью. Нами была исследована возможность улучшения анал~rrnче­

ских характеристик разработанного прототипа тест-системы за счет использования подложек 

для биочипов с зерка,1ьным металлическим покрьгrием . 

ЦЕЛИ И ЗАДАЧИ ИССЛЕДОВАНИЯ. 

Целью диссертационной работы яВЛJ1ется разработка прототипа тест-системы длЯ одно­

временного количественного анализа девяти маркеров онколоmческих заболеваний в сыво­

ротке крови человека на гидроrелевом биочипе, н оптимизация метода с использованием 

подложек с зеркальным металлическим напылением . 

В связи с этим были поставлены следующие зацачи : 

1. Создать биолоmческий мнкрочип, содержащий массив rелевых элементов с иммобили­

зованными аm~пелами против девпи онкомаркеров. 

2. Разрабо-rать протокол проведения одновременного количественного иммуноанализа де­

вяrn онкомаркеров в сыворотке крови на биочипе . 
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3. Определить аналитические характеристики разработа~шо1u прототипа тест-системы. 

4. Провести сравнение результатов одновременного определения девяти онкомаркеров в 

сыворотке крови на бночиnс е результатами, полученными при 1111дНвидуа11ыюм опреде­

лении концентрации каждого из онкомаркеров с применением традиционно используе­

мых иммуноферменn~ых тест-систем . 

5. Провести сnrmстическую обрабсrпсу полученных результатов одновременного количест­

венного имму11оанализа оикомаркеров в сыворотках крови онкшюrических больных и 

доноров. 

6. Изучить возможности оптимизации иммуноаиализа онкомаркеров на биочиnе при при­

менении зеркальных подложек : 

6.1. ИсследоВЗ'IЪ физические факторы, влияющие на эффект усиления флуоресценции 

на rищюrелсвых био'fllпах, изготовленных на подложках с зеркальным металли­

ческим покрытием . 

6.2. Оценить чувС'Пlительиость одновременного количественного иммуноаналюа он­

комаркеров на биочипе при использовании подложек с зеркальным покрытием . 

6.3. Оценить возможность сокращения времени иммуноаналюа при использовании 

подложек с металлизированной поверхностью. 

НАУЧНАЯ НОВИЗНА И ПРАКТИЧЕСКАЯ ЗНАЧИМОСТЬ РАБОТЫ. 

В рамках данной работы был впервые разработан прототип тест-системы для одновре­

менного количественного анализа деВЯ"ПI маркеров онкологических заболеваииll, часто при­

меняемых в днаnюстике онкологических заболеваний . Был создан биочиn, являющийся ос­

новной часп.ю тест-системы и содержащиJI иммобилизовВЮ1ые анпrrела ПропiВ девJПИ ана­

лизируемых онкомаркеров : альфа-фетопротеина (АФП), раково-эмбрноиального атиrена 

(РЭА), хорионического гонадотропина человека (ХГЧ}, опухоле-ассоциированного atm1reнa 

15-3 (СА 15-3), 125 (СА 125), 19-9 (СА 19-9), общеll и свободной форм простат­

спецнфического atm1reнa (ПСАобщ и ПСАсвоб), нейрон-<:пецкфичсскоll еноло:зы (НСЕ), и 

разработан протокол проведения одновременного количественного иммуноаналкза девJIП\ 

онкомаркеров. 

В дairnoA работе бы..10 впервые проведено исследование зффс:кта усиления флуоресцсlП'­

ного сигнала для трехмерных rидроn:лсвых мнкрочипов, нанесенных на ПОд/ЮJПУ с зер­

кальным металлическим покрьrmе111, и продемонстрирована возможиосn. увеличения чувст­

вительности иммунофлуоресце1mюrо анализа. Были выявлены факторы, влияющие на дан­

ный эффект, и показа~10, что в отличие от мнкрочипов с им111обилизованны111Н непосредст-
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венно на мета.1л ш11р1.~ ваннuй поверхности зон:Jд'llИ, д,1я коrорых усиление флуоресценции 

обусловлено. в основном, мазмонны1.1 механизмом', эффект усиления сигна~а флуоресцен­

ции на гелевых микрочипах ~южно объяснить, не выходя за рамки гсометричес1:ой оптики . 

Разработанный метод анализа онкомаркеров был протестирован на 500 сыворотках кроьи 

больных и здоровых доноров . Была проведена статистическая обработка полученных данных 

и показано, что результаты одновременного определения концентраций девяти онкомаркеров 

в сыворотке крови человека на биочипе коррелируют с результата.\lи, лолученными лри ин­

дивидуальном опреде,1ении концентрации каждого из онкомаркеров с использованием стан­

дарrnых коммерческих иммуноферменrnых тест-систем, с доказанной диагностической дос­

товерностью определения . 

Исходя из полученных результатов анализа сывороток пациеtrГОв с установленными дру­

гими метода\lи диагнозами на биочипе, были определены диагностическая специфичность и 

чувствительность разработанного метода, а также были определены прогностическая значи­

мость положительных и отрицательных результатов. РазработанныR nporornп тест-системы 

может быгь использован для проведения первичной диагностики заболеваний (скринннга) и 

мониторинга хода лечения. 

АПРОБАЦИЯ РАБОТЫ. 

Результаты работь1 докладывались на 51-А НаучноА конференwш МФТИ (27-30 ноября, 

2008, Москва), были представлены на Итоговых конференциях по результатам выполнения 

мероприятнА за 2008 и 2009 годы в рамках приоритетного налравления «Живые системы» 

ФЦП «Исследования и разработки по приоритетным направлениям разеития научно­

технологического комплекса России на 2007-2012 годы» (8-10 декабря, 2008, Москва, 25-27 

ноября, 2009, Москва), на 2-оА Окруж110А научно-технической конференции молодых уче­

ных и специалистов ( 4 февраля, 201 О, Зеленоград), на 9-ой Международно А научно­

пракrическоА конференции "Исследование, разработка и применение высоких технологий в 

промышленносm" (22-23 апреля, 201 О, Санкт-Петербург). 

ПУБЛИКАЦИИ. 

По результата.\! диссертации опубликовано 10 neчa'JlfыX работ, из коrорых 3 статьи в 

журналах, входящих в перечень ВАКа, одна заявка на получение паrента и 6 тезисов. 

ОБЪЕМ И СГРУКТУРАДИССЕРТАЦИИ. 

Диссертация состоит из введения, трех глав (литер~nурныR обзор, материалы и методы, 

результаты и обсуждение), выводов и списка цитированной литер~nуры . Работа изложена на 

Joseph R Lakowicz, «Rad1ative dtcay cogшemng 5. metal-enluшced fluorescence and plasmon eпussion», Analy1J· 
са1Biochemistty337 (2005) 171-194 
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1!!/ Сiраницах машинописного тексщ содержит ZJ рисунков и Р таблиц. Библиография 
включает!!// наименования . 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

1. Биологические микрочнпы (биочипы) 

Биочипы - массивы ячеек, содержащих различные молекулярные зонды - в отличие от 

общепризнанных методов позволяют проводить многопарамстрический анализ образцов . В 

данной работе были использованы трехмерные гидрогелевые био•1иnы, изготовленные по 

технолоmи, разработаиноЯ в Инсmrуте молеку.1яр11ой биологии им . В.А Энгельгардrа РАН 

под руководством академика А. Д. Мирзабекова'. В основе технологии изготовления mдро­

гелевых биочипов лежит метод фотоиндуп,ируемой сополимеризации. Технология универ­

сальна и позволяет изготавшtвать биочипы, содержащие различные по своей природе иммо­

билизованные зонды: ДНК, РНК, белки, сахариды и пр. После завершения процесса полиме­

ризации каждый иммобилизованный мо.1екулярный зонд ковале~поо закреплен в полимер­

ной сетке геля и равномерно распределен в объеме гелевоil .11чеilки биочипа. Число гелевых 

ячеек и их расположение на подложке может варьировать и зависеть от задач и условий пла­

нируемого эксперимента. 

В данном исследовании были разработаны микрочипы с иммобилизованными белками, 

ДЛ.11 которых нами был подобран такой состав полимеризационной смеси, который обеспечи­

вает достаточную ДЛ.11 диффузии исследуемых белков пористоС'IЪ геля и позволяет проводить 

иммунологические реакции с образованием различных комплексов на микрочипе. В процес­

се изrотовлення биочипа после завершения полимеризации и отмывки избытка гелеобра­

зующих мономеров осуществлялась обработка биочиnа блокировочным раствором, умень­

шающим неспецифическое связывание, в результате чего биочип оказывался полностью 

подготовленным к проведению анализа. 

2. Биочип ДJIJ1 од11овремtuного количкrвtнного анали:~а девкти 011ко:11аркеров 

В качестве объектов были выбраны следующие серологические маркеры: АФП, РЭА, 

ХГЧ, СА 15-3, СА 125, СА 19-9, ПСАобщ, ПСАсвоб, НСЕ (Таблица 1). Для проведения 

«сэндвнч»-анализа l\ЛJI каждого маркера была выбрана такая пара моноклональных анпm:л, 

которая не обладает перекресrnым взаимодействием с другими антителами, используемыми 

в анализе, не взаимодейспует с друп1мн определяемыми онкомаркерамн, обладают макси­

мальным отношением величины каждого значимого сигнала к нулевому, а также дают наи­

более выраженный рост на учасrке калибровочной кривой. На основании выбранных пар 

моноклональных антител были сконСiрунрован биочиn и создана проявлJ1Ющая система 

• Мирзабскоа А.Д., Рубина А.Ю" Паньков С.В. (2003) Способ поJ1И11ер!G8ЦНОнной иммобилюации биологиче­
ских ма~qюмолскул и 1<омпозИЦ1U1 J1JU ero осущссnлеНИJ1. Паtент РФ N 2216547. Бюл. юобр. № 32 
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флуоресцеmно окрашенных антител для количесrвенного иммуноанализа девя1"11 маркеров 

онкологических заболеваний . Струкrура биочипа приведена на рисунке 1. 

Таблица 1. Онкомаркеры, анализируемые на гидрогелевых биочипах. 

Оикомаркер, орни11тое Концентрации в 
Повышается при: 

сокоащенне коови в нооме 

::; 1О нгiмл (у 
Альфа-фетопр01:еин МУJ!--ЧИ н и небе-

Гепатокарцинома, тератома, беременность 
(АФП) ременных жен-

щин) 

Раково-эмбриональныl! 
::; 5 нг/мл Аденокарциномы кишечника, легких, молочной 

< 10 нг/мл железы, С-клеточная карцинома щ~товидной 
антиген (РЭА) 

(для курящих) железы 

:510МЕ/л(у Рак легких, органов мочеполовой системы и же-

Хорионический гонадо- мужчин и небе- лудочно-киwечного тракта, органов репродук-

троп ин ременных жен- тивной системы, хорионэпителиома, хорионкар-

(ХГЧ) щин) цинома, карцинома яичка и плаценты, тератомы 

яичника и .яичек 

Раковый антиген 15-3 :528 МЕ/мл 

(СА 15-3) (у небеременных Карцинома молочной железы, легких 
женщин) 

Раковый антиген 125 
:535 МЕ/мл Рак яичников, сопутствующий маркер многих 

(СА 125) опvхолей 

Раковый антиген 19-9 
:537МЕ/мл 

Карцинома поджелудочной железы, кишечника, 
fCA 19-9) желvдка. желчекаменные болезни, панкоеатнт 

Простата- ::; 4 нг/мл (муж-
специфический антиген 

чины до 50 лет) 
Общая форма (ПСА-

Рак простаты 
общ) 

ПСАс.оо/ПСАООщ 
Свободная форма 

fПСАсвоб) > 0.15 

Нейрсн-специфическая Мелкоклеточныii рак легких, опухоли неiiроэн-

енол аза ::; 12.5 нг/мл докринного происхождения 

fНСЕ) 

Рис. 1. Биочип для проведения одновременного количественного иммуноанализа дев.яти он­
комаркеров (АФП, ХГЧ, РЭА, СА125, СА15-3, СА19-9, НСЕ, ПСАобщ ПСАсвоб) . Флуорес­
центное изображение после иммуноанализа. Биочип содержит гелевые элеме1пы, диаметром 
120 мкм и объемом 0,1 нл (по чешре одинаковых элемекrа в ряду) с иммобилизованными 
моноклональными антителами ПроТ11В дeвlflll онкомаркеров и ко1Прольные ячейки, не со-
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держащие биоматериала (пустые гелевые элеменrы, положение которых показано пункrир­
ными кругами) . По краям биочипа расположены маркерные гелевые ячейки (М) с иммобили­
зованным красwгелем цианиновым пятым (Су5) . 

2.1. Процедура одновременного ко.'lнчественного анализа дев11тн онкомаркеров 

Для одновременного количественного определе11ия содержа!IИЯ онкомаркеров в образце 

бьш выбран двустадИ1i11ыl! «СЭН.lIВИЧ>>-иммуноанализ с флуоресце1111юй регистрацией сиrnа­

ла: биочипы инкубировали на первой стадии реакциоННЪ1м раствором, содержащим анализи­

руемый образец (или калибровочную пробу), 11а второй стадии инкубировали со смесью 

флуоресценmо меченых антител против исследуемых антигенов . После отмывки от непро­

реагировавших компоненrов производили регистрацию флуоресцеН111Ых сигналов. Расчет 

инrенсивности флуоресuеlJI'Ного сигнала от каждой ячеllки биочипа проводили с помощью 

программного обеспечения ImagelAssay (ИМБ РАН). Вычисление инrенсивности флуорес­

ценции каждого гелевого элеменrа биочипа производили следующим образом: изображение 

каждой ячейки окружалось конценrрической окружностью. Флуоресuенrный сигнал F опре­

делялся согласно формуле (1): 

I -В F= ,,, d .c. 

В -В ' r.g . J .c. 
(1) 

где/" - медианныll флуоресцентный сигнал, рассч1П8ННЫА для ячейки микрочипа. Дrni того, 

чтобы учесть пространственную неоднородность инrенсивности источника излучения, био­

чип заменяли красным стеклом с такими же геометрическими размерами. Получали фоновый 

сигнал от участков, соответспующнх участкам изображения внутри конuенrрических ок­

ружностей (В,.1.). Дrni учета шумов михроскопа флуоресценmый и фоновый сигналы коррек­

тировали шумовым сигналом Bttc" измеренным при нулевой инrенсивности источника. 

При анализе полученных данных юпенсивн0С1Ъ флуоресце11ции рассч1ПЫвали как меди­

анный сигнал от чеп,~рех одинаковых гелевых ячеек. 

Дrni количественного определения конценrрации анrигена методом иммуноанализа на 

биочипе необходимо получить график зависимости флуоресценrноrо сигнала rелевых эле­

ментов, содержащих иммобилизованные антитела, от конценrрации соответствующего анти­

гена в калибровочной пробе (калибровочную кривую). Дrni упрощения процсщуры анализа 

были разработаны калибровочные пробы, содержащие одновременно все деwпъ анализируе­

мых оикомаркеров (АФП, ХГЧ. РЭА, СА 125, СА 15-3, СА 19-9, НСЕ, ПСАобщ, ПСАсвоб) в 

диапазонах коиценrраций, необходимых д1U1 проведения КЛШ1ИЧеского анализа. Нулевая ка­

либровочная проба не содержала оикомаркеров. В качестве проявляющих анrител использо­

вали смесь апmтел ПJI011fB всех девиrи онкомаркеров, и, таким образом, при поста1ювке ана­

лиза получали одновременно девять калибровочных кривых. Калибровочные кривые строи-
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лись с использованием кусочно-линейной интерполяции. Концентрацию каждого онкомар­

кера в сыворотке крови определяли по СОО111етствующей ему калибровочной кривой. 

Для того, чтобы правильно определить концентрацию онкомаркера в сыворотке крови, 

важно избежать так называемого эффекта мэ:rрикса, когда на результат анализа влияет окру­

жение, в котором находится анализируемое вещество. Необходимо, чтобы анализируемое 

вещество в образце взаимодеliствовало с иммобилизованными на биочнпе и флуоресцентно­

меченными анnпелами в тех же условиях, что и в калибровочных пробах, поэтому калибро­

вочные пробы для анализа дellJIТll онкомаркеров изrоrавлнвали на основе nулнрованной сы­

воротки крови здоровых доноров. При необходимОСПI анализа сывороток с высокими кон­

центрациями онкомаркеров для их разведения использовали нулевую калибровочную пробу. 

2.2. Количественный анализ дев11Тн онкомаркtров на биочнпах 

Для оценки воспроизводимости и аиалнтнческоli чувствительнОСП1 анализа была прове­

дена серия экспериментов на семидесяти биочипах (по десять калибровочных кривых для 

од11овременного аиалнза каждого из девяти онкомаркеров) . Калибровочные кривые для оп­

ределс11ия онкомаркеров, полученные 11а биочипах, показаиы на рисунке 2. 

Для повышения достоверности данных анализа в состав биочипа включали четыре оди­

наковые гелевые ячеliкн для каждого иммобилизоваиного белка, при этом рассчитывали ин­

тенсивность флуоресценции как медиаиный сигнал по четырем ячейкам . Биочипы, у которых 

отклонения от среднего значения диаметра ячеек превышали 5о/о-е отклонение внутри био­

чнпа и 8"/о-е отклонение между биочнпами, отбраковывали . Простая методика посrановки 

анализа и автоматический обсчет результатов анализа позволили уменьшlПЬ верояmость 

маиуальных ошибок. Коэффициент вариации для различных концентраций определяемых 

анrигс:нов не превышал 15%. 

Извесmо, что одной из основных характерисmк количественного анализа является чув­

ствнтелыюсть. Аналитическую чувствительность характеризует наименьшая определяемая 

концентрация, которую для каждого онкомаркера рассчитывали как концентрацию, СОО111ет­

ствующую интенсивности флуоресценции, превышающей на два стандартных отклонения 

флуоресцентный сигнал мноrокрmю измеренной (десять раз) нулевой калибровочной про­

бы. Полученные значения аналитической чувствнтелыюсm на бночипах были ниже значе­

ний нормы, определенноll в индивидуальном анализе для каждоrо из онкомаркеров (Таблица 

2), что дало основания рассмэ:rрнвать разработанныll прототип тест-снсrемы персnеКП1вным 

для клинического применения. 
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Рис.2. «Сэнд11ич»-иммуноанализ АФП, РЭА, ХГЧ, СА 125, СА 15-3, СА 19-9, НСЕ, ПСАобщ и 
ПСАсвоб. Графики зависимости инrенсивнОС111 флуоресце1П1Юrо сиrnала гелевых элемекrов, 
содержащих иммобилизованные антитела, от концекrрации соответствующего airrиre11a в 

калибровочной пробе (калибровочные кривые). Каждая точка калибровочной кривой - сред­
нее значение из измерений, полученных на дес.1111i боочипах. На вставках приведены началь­

ные участки соответствующих кривых с дополнительно!! р8С11Пр0вкоl! калибровочных проб, 
используемые дJIJI определеl!ЮI аналитической чуВС111кrельности анализа каждого онкомар­

кера. 

3. ОnрtДелеине содерхsни11 дев11ТR онкомаркеров в сыворотках крови 

Разработанный метод количественного анализа дев.1111i онкомаркеров в сывороnсе крови 

был апробирован иа образцах более 500 сывороток крови боль11ых онкологическими заболе­

ваниями и здоровых доноров. Результаты исследований сопОСТ8ВJUIЛИ с таковыми, получен­

ными традиционными методами ИФА («CanAg» («Fujirebio») (ШвеUИJt), DSL (США) дJIJI 
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ХГЧ ) l'езу:~ь таты с.равнительнаrо оnреде.1ения девяти онкомаркеров двумя методами nри­

ведсны на рисунке 3. 

Таблица 2. АналитическЗJI чувствительность анализа' онкомаркеров на rnщюгелевых биочи­
nах на nрозрачной и металлюированной nодЛож~<ах •1 в стандарn~ых тест-системах . 

! Биочнпы 
' Биочиnы на метал- Коммерческие 1 i О1жо- Концентрации в на про-

' лизнрооаниоА под- тест-системы 
зрачноА 1 маркер крови в норме 

1 
.1ожке СапАgи DSL 

подложке 

1 

S 1 О нг/мл (у мужчин 

1 
АФП и небеременных 0,7 0,2 0,5 

1 женщин) i 1 
! S 1 О МЕ/л (у мужчин i 
i хгч и небеременных 2,0 0,7 0,8 1 i женщин) 1 

! S 5 нг/мл 

1 
РЭА < 10 нr/мл 0,7 0,2 0,5 

(для кvоящих) 

S28 МЕ/м.1 
\ СА125 (у небеременных 1,7 0,4 1,5 

женщин) 

СА15-3 :535 МЕ/м.1 7,0 1,7 1,0 

' СА19-9 S 37 МЕ/мл 0,4 0,1 1,0 1 

r-- S 4 нr/мл (мужчины 
ПСАобщ до 50 лет) 0,3 0,1 0,1 

ПСАсвоб ПСДС-11Сдоо.. > 0,2 0,05 0,03 
0.15 

НСЕ S 12.5 нг/мл 1,3 0,4 ! ,О 
L.....--:--,. 

Коэффнцие~rr вариации при оnределеннн конце~rrраций не nревышал 15%. 

Данные тесrнрования онкомаркеров с помощью стандартных тест-систем, принятые в ка­

чеспе референсных значений, nозволяют рассчитать дЛЯ каждого онкомаркера долю досто­

верно положкn:льных результатов (ДПР) и досrоверно отрицательных результатов (ДОР). 

nолученных на бночипе относительно стандарrnых тест-систе:11 без учета поrраничных зна­

чений конце~rrраuий каждого из онкомаркеров, находящихся близко к значению нормы. Зна­

чения поrраничных зон конце~rrраций дЛЯ всех онкомаркеров были вз~rты из литерщурных . 
источников . 

Показатели ДПР и ДОР рассчитывали по следующей схеме (Таблица 3): рассмотрим че­

тырехпольную таблицу сопряженности, которая cтpoirrcя на основе результатов классифика-

В.П . ЗемланоR, Т.Н . Трофимова, С.Л. Heno"юпwui, Т .8. Дсwеиn.ева. СовремеНllЫс методы диалюсnuос и 

оцо""" степени распростраиеЮIОСТМ рака ободочкоА и np ... oli uwки. ПрВJ<ТМЧескаа OllJ(Oлonu. Т.6, № 2 (2005) 
71-80 
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ции концентраций онкомаркеров, измеренных на биочипах, и конце~праций онкомаркеров в 

эmх же сыворотках, измеренных в ИФА тест-системах (CanAg (Швеция)). 
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100 200 эоо 400 о 
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Рис. 3. Результат корреляционного аналюа конце~праций девJП'Н онкомаркеров (АФП, ХГЧ, 
РЭА, СА125, CAIS-3, СА19-9, ПСАобщ, ПСАсвоб, НСЕ). Концентрации бьши получены по­
сле проведения одиовремеJШоrо количесrвенноrо сэндвич-нммуноанализа дeвirm онкомар­

керов иа биочипе и в индивидуальном анализе с использованием трад1щионных тест-систем . 
Проведенные прямые соотвСТС111уюr наилучшей линейной аппроксимации. 

Таблица 3. Принuип расчета сопряженносm полученных результаrов на биоЧЮJах и стан­
дарпшх тест-системах 

Стандаптные тест-системы 

Вышеноомы llюi.-e НОDМЫ 

l Вышеиормы п JШ 
Биочип 

1 Ниженормы ло о 

Обозначения: 
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• П - верно классифицированные положительные примеры, то есть значения конuентрациll 

онкомаркеров в сыворотках в обоих случаях были выше нормы (так называемые истинно 

положкrельные случаи); 

• О - верно классиф1щированные отрицательные примеры , то есть значения концентраций 

онкомаркеров в сыворотках в обоих случаях были ниже нормы (истинно отрицательные 

случаи); 

• ЛО - положкrельные примеры, ложно классифицированные как отрицательные, то есть 

на чипе значения измеренных концентраций онкомаркеров были ниже нормы , а на стан­

дартных тест-системах они были выше нормы; 

• ЛП - отрицательные примеры, ложно классифицированные как положительные, то есть 

на чипе значения измеренных концентраций онкомаркеров были выше нормы, а на стан­

дартных тест-системах они были ниже нормы. 

Доля достоверно положmельных случаев: 

п 
ДПР=--·100% (2) 

П+ЛО 

Доля достоверно отрицательных случаев, которые были правильно идеlfП!фицироваиы на 

чипах: 

о 
ДОР=--·100% (3) 

О+ЛП 

Результаты корреляционного анализа, значения ДПР, ДОР и пограничные значен1<.я лля 

каждого онкомвркера представлены в табщ;це 4. 

Таблиuа 4. Результаты корреляционного анализа онкомаркеров на биочипе. 

Коэффициент 
Количество Пограничные зна- ДПР, ДОР, 

Оикомаркер коррел11цни 
измерений чени11 % о/о 

Биочип / ИФА' 
АФП 0,91 130 5-10 нг/мл 92,3 100 
хгч 0,99 41 5-IOМFJл 92 70 
РЭА 0,95 341 5-10 нг/мл 100 99,2 
СА 125 0,97 125 30-40 МЕ/мл 100 87,5 
СА 15-3 0,84 98 22-30МЕ/мл 76) 92,6 
СА 19-9 0,87 236 30-40МFJмл 74,1 96,4 
НСЕ 0,97 26 10-12,5 нr/мл 92,9 61,5 

ПСА общ 0,95 120 4-10 нг/мл 100 100 
ПСАсвоб 0,86 37 15-20% 75 100 

Для всех измерений р<О,01 , где р - уровень значимости, величина которого дополНJ1ет 

доверительную вероятность до единицы: р = 1 - Р- (Н . Джонсон, Ф. Лион Сrатистика и 

ru1аиирование эксперимента в технике и науке . Методы обработки данных . М. : Мир, 1980). 

Как видно из рисунка 3 и таблиuм 4, результаты одновременного определения девяти он­

комаркеров в сыворотке крови человека на биочипе хорошо коррелируют с результатами, 
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по,1ученными при юшивидуальном определении концекq~ации каждого из оикомаркеров с 

использованием общепризнанных по качеству коммерческих ИФА тест-систем (CanAg 

(Швеция)) . 

4. Группировка оикомаркtров в соответствии с диагнозами 

Анализируемые сыворотки обследуемых паw1ентов с известными дизrнозами (569 лиц) 

были рассортированы по основным группам согласно международной классификации болез­

неl! (МКБ-10) . ,1L1я каждоl! из групп сывороток были определены достоверные значенИJ1 пре­

вышенИJ1 нормы концекq~аuий онкомаркеров, как для индивидуальных анn1генов, так и 

комбинаuиl! из неско.~ьких онхомаркеров. В таблице 5 представлены данные количественно­

го анализа девяти онкомаркеров в сыворотках крови, сгруппированные в СООТ11еТСТ11ии с ди­

агнозами: онкологические заболевания, неонкологические заболевания и здоровые доноры. 

В исследуемых сыворОТJ<ах фиксировали превышение нормы конuекq~ации любого из девя­

ти онкомаркеров, поскольку у здорового челов~ка уровень каждого из определяемых марке­

ров должен быть ниже верхней границы нормы . 

Если оценивать результативность данноl! тест-системы с точки зрения возможноС111 

скрининга для выявления не только онкологических заболеваниl!, то на основе таблицы 4, а 

также формул (2) и (3) и сгруппировав все имеющиеся результаты анализов на 5иочипах в 

сооrветствии с J!)lаrнозами больноi!/здоров (Габлица 6), можно вычислить чувств1ПСЛьность 

и специфичность разработзнного теста. Чувствительность теста (Чs) в данном случае опре­

делялась как доля лиц с концекq~ациеl! хотя бы одного из девяти оикомаркеров, превышаю­

щей значение нормы. от общего числа лиц, имеющих заболевания ( 1 ), и оказа.1ась равной 

Чв= 7 3. 7%, специфичность (Сп) - доля лиц с отрицательным резу ль татом теста среди здоро­

вых (2) и соответствовз,1а значению Сп=94, 1%. Исходя из полученных значекий, можно 

сделать вывод, что разработанныl! прототип тест-системы можно использовать для проnеде­

ния первичной дчагносn~ки заболеваний (скрининг населения) . 

Таблица 5. Данные количесrвенного анализа девяти онкомарксров в сыворотках крови па­
циентов и здоровых доноров 

Общее коли-
Количество сывороток Количество сывороток 

Группа Чtс:тВО СЫВО-
с коицсктрацией XOТll с 1СОИЦе1Пр1циеl :IOТll 

бы одиоrо он~сом1ркер1 бы одиоrо онкомаркrра 
раrок в группе 

выwеноомы BЫWt НОРМЫ, % 
Онкологические 252 193 76,6% 

больные 

Неонкологическис 132 90 68,2% 
больные 

Здоровые доноры 185 11 6,00/о 
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Таб.r1ица 6. Взаимоо111ошения между результаrами теста и наличием или отсутствием забо­
левания 

Обследуемые: 

больной здоровый 

Биочип 
1 Выше нормы П=193+90=283 ЛП=ll 

1 Ниженормы Л0=2S2+ 132-193-90=101 0=185-11=174 

Дpyro!t важной харакrеристикой тест-системы яВЛJ1стся се проrnостическая значимость. 

Проrnостическая значимость положtпельного результwrа - это вероятность заболевания 

Чв 
при положительном результате теста: · 100% = 92,6%. Прогностическая зна-

Чв+ (100-Сп) 

чимость отрицательного результата - это вероятность отсутствия заболевания при отрица­

Сп 
тельном результате теста: · 100% = 78,2%. Не очень высокое значение по-

Сп+ (100 - Чв) · 

следнего результwrа по сравнению с традиционными ИФА тесt'-систсмами означает, что для 

установления диагноза «здоров» необходимо дополНtm:Льное обследование. 

На рисунке 4 представлено распределение сывороток с повышенным (выше нормы) со­

держанием онкомаркеров по rруп11ам для заболеваний желудочно-кишечного траю:а (ЖКГ). 

В первом случае (А) были выбраны сыворотки больных со злокачесп~енными новообразова­

ниями орrанов пищеварения. Во вторую rруппу (Б) бьши включены сыворотки больных с 

диаrnозами язвенная болезнь желудка и двенадцаnшерстиой кишки, неинфекционный энте­

рит и коmп, болезни желчного пузыря, желчевыводЯщих путей н поджелудочной железы и 

другие болезни органов пищеварения. 

:z А 

tioo% ~------------­= 90% +-------------­
~ 80% +--------------
~ ~~~ +--------------
:11 50"/о +-----41НО",.,.._--------

! 40% -t---тн-.г--.-.....,--­= 30% +---.;z-:;~-J!,~-,;tr:~~".:i;~:-7.;-;-­
~ ZO% +---'~'-"-~--IQ...-.1;,.-..lf.!liµ..;""-'L-­
; 10% .j>-<O:to.-f;l!iJ-.J!a--1§1---f!i!-~~f--IШ}--->-I.,. 

&. 0•1 • . -=..,,.-=-=.,.....-----=-=-....-'-=-. 
с:: 

:а Б 
~HIO%,.-------------­t '6%+--------------

! ~~ +----------------
! оо•;. +-------------­
:а 50% +------~~.....-------­
~ 40% +------..Ь-------­
g. 30% +--===:::--~-а:~.~.щ~--­
~ 10%+--'-'З""-'~""--Ш!----{!]--J!!~~~-
~ 1о•л. _ ..... --пiг--шat--fй"--t!ltl--t;f.t-;:::;t-1~ 
о 0% --....... --......... -.,......-.............. - ........ --. ... 
с 

Рис. 4. Профили частоты встречаемости значений концентраций онкомаркеров, превышаю­

щих верхнюю rраницу нормы для заболеваний желудочно-кишечного тракrа. А - rруппа со 
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злокачественны :.1 и новообразованиями органов пищеварения, всего 130 сывороток, Б -
группа с неонколоrическими заболеваниями органов пищеварения. всего 63 сыворотки . Пo-

11Je11moCTh ~мерений считапась по формуле погрешности для биномиального распределения 
<7 = .; p(l - р) / п , где р - доля сывороток с концентрацией онкомаркера выше нормы, п - ко­

личество сывороток в группе . 

При сравне1ши профилей частоты ВС11JСЧаемостн значений, превышающих норму длЯ он-

копато,1огий ЖКТ и доброкачественных забо.1еваний, видно, что для злокачественных ново­

образований органов пищеварения наиболее характерно повышение онкомаркеров РЭА 

(40,8%), СА 125 (30 ,0"/о) и СА19-9 (26,9%). Для нсонкологических заболеваний ЖКТ наибо­

лее часто наблюдается повышенные значения СА125 . Из лнтературных данных ювестно, что 

повышение концеНЧ'аций онкомаркеров РЭА и СА 19-9, наиболее часто происходкr при 

злокачественных забо,1еваниях желудочно-кишечного тракrа. С другой стороны, при неон­

кологических заболеваниях часто наблюдают повышенные значения СА125, что полтвер­

Ждается полученными нами результатами . Таюке известно, что СА125 обладает наименьшей 

специфичноСТhю к типу патологии. поэтому у 3доровых людей значение его конuеН11JацнИ 

не превышает верхней граниuм нормы . 

При увеличении 11ыборки данных дня статистического анализа. мы рассчкrываем вы­

явить комбинации онкомаркеров, характерных для других онкопатолоrий. 

S. Мнкрочипы 1ta металлизированных подложхах 

Было замечено, что использование подложек с метаJшическим покрытием значительно 

улучшает опюшение сигна..1/фон, определяющее чувствкrельность аналюа' . Увеличение 

времени экспозиции привод~п к увеличению сигналов, как от ячеек, та.к и от подложки мик­

рочипа, тогда как опюшение сиrnал/фон остастс11 неизменным при разных временах экспо­

зиции. В наших эксперимекrах фоновые сигналы на чипах с прозрачной и металлизирован­

ной подложках были одинаковы . 

Для проведения эксперимекrов по оценке усиления интенсивностн флуоресценции на 

зеркальных подложхах было изготовлено несколько серий биочиnов, в каждой из которых 

гелевые ячейки, содержащие rелеобразуюПDtе мономеры и молекудярные зонды одинакового 

состава, бь~1и нанесены на прозрачные стеклянные и на зеркальные металлизированные под­

ложки. Все эксперименты бьши трижды повторены в одинаковых условиях. Оrnосительная 

погрешность в экспериме1ПЗЛьных данных не превышала 15%. Данные, приведенные ниже, 

соответствуют медианному значению сигналов по чС1Ъ1рсм ячейкам с одинаковой концен­

трЗ1U1еl! иммобнлюованных зондов . 

Вы11в.аенис факторов, опрсдм11ющих уси.аение снгна.аа 

S.l. Природа иммоби.аизованного зонда 

'Н. Metiu. Swfacc cnhanccd spcctroscopy. Pro( Surface Sci. 17 (1984) \SЗ-320 . 
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Дли вЫJ1влення зависимоС'П\ усиления сигнала от природы исследусмоm объекга прово­

дили оценку усиления флуоресценции д1\J1 гелевых микрочипов с металлнзирова~rnыми под­

ложками по сравнению с ге.1евымн микрочипами на прозрачном стекле . В ячеАках микрочи­

па были иммобилюова~1ы флуорссцснтно-мечснныА белок (бычиА сывороточный аш.бумин­

Су5) 11 олиrонуклсоти.а (5'-ЛАА ТА Т-З'-Су5) . Также сравнивали в аналогичных условиях 

сигналы, нолучаемые для различных типов иммунокомплексов, образующихся в результате 

иммуноанализа 11а биочипе (двоlЬюm, троАноm и комплекса из 4 компоне!П) . Во всех случа­

ях 11а металлизированных микрочипах получали -4-5-и кратное усиление сигнала флуорес­

ценции. 

S.:Z. Тип красите.п11 

Была исследоиа.на зависимость эффекта усиления сигнала от nша. красителя. Были иссле­

дованы два флуоресцентных красителя СуЗ и Су5 (д.1ииы волн возбужления/эмиссии, 

5501570 им и 650/670 им, соответственно). Оказалось, что усиление флуоресцеН'Пtых сиrна­

лов д1\JI микрочипов. изготовленных на под.1ожках с зеркальной поверхностью, пра.кrически 

одинаково (Таблица 6). 

Таблица 6. Усиление сиrnалов в разных условИJ1х . 

К асите.ль С не 11чеllкн Наб шие 11чеllки 

С 5 40 +50 8,0+10,0 
3 4,5+5,О 9,0+ 10,0 

S.3. Концентраци11 флуорофора 

Дли того чтобы оценить возможную нелинейность зависимОСпt величины флуоресцеит-

11ых сиrnалов от концентращtи иммобилизованных зондов, мы использовали микрочипы с 

иммобилизованным в раз.личных коице1f11111ЦЮ1Х флуоресцснтно-мечеиным белком БСА-СуS. 

Сооnюшение числа молекул краситсля на молекулу зонда д.'IЯ БСА-Су5 составило 4: 1. На­

блюдалась линейная зависимость величины флуоресцентного сигнала от конце1Пра.uии кра­

сителя, при этом усиление сиrnала флуоресценции от количества красителя не зависела. От­

wетим, что линейность наблюдалась в облаС'ПI, в которой величины сигналов превышают 

зиачс11ие сиrnала от наименьшей достоверно oпpeдCIUleмoli концекrрации иммобилизован­

ного зонда. Ее рассчитывали ка.к величину, соответствующую интенсивности флуоресцен­

ции, превышающей на два стандартных отклонеиИJ1 мноmкратно (более 10 раз) измеренный 

сигнал от ячейки, не содержащей И'llмобилнзова.ниоm красИТСЛJ1 . ЭкстраполяWUI линейной 

зависимости сиrnалов флуоресценции в сторону высоких зиачеИJ1й коиuе1Пра.циl! зондов в 

rслевых элемектах будет справедлива вплоть до - \04 
- 1 о·3 М, при которых межмолеку­

лярные расстояния между зондами станоВJ1ТСя сравнимыми с их размерами . В наших услови-
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ях коли•1ество крас1Пеля были ниже значения - 10·5 М, которое соответствует межмолеку­

лярному расстоянию - 100 нм. Таким образом, в используемом диапазоне концектраЦ11й 

флуорофора наблюдается линеl!ная зависимость сиrnалов флуоресценции от количества кра­

сителя, и коэффицне~п усиления флуоресцеJПНых сиrnалов не зависит от ко1ще1праЦ11и 

флуорофора. На основании проведенных исследований в работе делаем вывод, что это спра­

ведливо для всех типов комплексов . 

S.4. Вли11ние формы 11чеllкн 

При исследовании эффекта усиления сиrnала для микрочипов, изготовленных на мстал­

лизированноА подложке, по сравнению с микрочипа.r,~и, нанесенными на прозрачное стекло, 

нами было обнаружено, что после процедуры отмывКJ1 и высушивания эффект усиления су­

щественно снижается с 8-10 кратного для ячеек, насыщенных глицерином, до 4-5-крапюго 

для сухих чнnов. Мы предположили, что од11им из факторов, ВЛНJIЮШИХ на различие в уси­

лении флуоресцеJПНого сиrnала, является форма гелевой ячейки, которая суmественно меня­

ется при высушивании (см . рис. 5А и 5Б) . 

А 

Б 

Рис. 5. Фотографии гелевых ячеек микрочипа, полученные при 
помощи конфокального микроскопа, на стеклянной поверхно­

сти: (А) восспuювленная водным раствором глицерина гелевая 

ячейка (высота ячеllкн составляет - 50 мкм); (Б) гелевая ячеllкв 

после отмывки и высушивания (высота - 25 мкм); и (В) набух­
шая гелевая ячеllка, полученная после помещения высушенной 

ячейки под буферный раствор (высота - 50 мкм). Радиусы ячеек 
составляют приблю1ПеЛьно 60 мкм. 

В результате исследованиА, проведенных на конфокальном микроскопе, были определе­

ны парамеуры гелевых ячеек микрочипа для различных состояний. Высота гелевых ячеек на 

стеклянных и металлизированных подложках после отмывки и высушивания составляла 

25:1:3 мкм, радиусы - 60±2 мкм. Форма набухшеll гелевоll ячейки, полученная после помеще­

ния мнкрочнпа под слоА жидкости, СОО111етствует форме ячеllкн после нанесснНJ1 и полиме­

ризацмн (см . рис. 5А и 58). При добавлении водного раствора глицерина на сухой микрочнп, 

гелевые элемеlПЫ также приобретаюr набухшую полусферическую форму (рис. 58). После 

удаленНJ1 юбЬlП(а раствора глицерина с поверхности гелевого элемента наблюдается усиле­

ние флуоресценции 8-1 О раз по отношению к аналогичным ячейкам на стсклянноll поверхно­

сти (ер . рис. 5А). 
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В рамках исследования было проведено сравнение усиления сигналов от ячеек плоской 

формы с О'ПЮС~пельным усилением сигналов от слоя геля с поперечными размерами 

О,8смх 1 ,2см и толщиноll 30 мкм, содержащим крас~пелъ Су5 в тех же концентрациях, что и в 

гелевых ячейках биочипа. Было получено четырехкраnюе усиление сигнала флуоресценции 

на зеркальной поверхносt11 как для слоя геля с флуорофором, так и для высушенной гелевой 

ячейки с иммобилизованным флуорофором. 

5.5. Влияние с:.лои жидкости 

Рисунок 6 llJIJllOC'I]>иpyeт влияние слоя ЖИДКQСПI на сигналы флуоресценции на микрочн­

пах с иммобилизованНЬL'I! флуоресценmо-меченым БСА-Су5. Экспернме!ПЬI проводили с 

использованием деионизированноl! воды. Чипы находились под пластиковыми камерами с 

внутренним объемом 25 мкл. 

Cлoll воды, покрывающий ячейки, снижает коэффицие!П усиления с 4-5 до -2-2,5 раз . 

5 5.0 

.: 4.5 

s 4.0 
-.i 
; 3.5 

; 3.0 
cr !. 2.5 

~ 2.0 

~ 1.5 

::i 1.0 

~ 0 .5 

u о .о 
2 

Рис. 6. Влияние слоя жидкосп~ на сиrnалы 
ФлУоресценцин для П!ДрОn:левого микро­

чипа с иммобилизованным флуоресце~п­
ио-мечеииым БСА: l - сухой микрочип 

без слоя воды; и 2 - микрочипы под слоем 

воды в камере высотоll 250 мкм. Для каж­

дой пары столбцов в диш-рамме левые 

столбцы СОО111еТСТВуют сиrnалам от мик­

рочипов на зеркально!! подложке, а пра­

вые - на прозрачной подложхе. 

S.6. Механизм усиления флуоресцентных сигналов 

Все наблюдаемые нами эффекты поддаюrся объяснению в рамках геометрической опm­

ки (рис . 7). Пористый гель ячеек всегда содсрж~п некоторое количество воды (белковые мо­

лекулы не теряют своей активносnt ), по:лuму гелевые ячейки являются «гладкими» для 

ДЛИН ВОЛН 550 И 650 НМ. 

Очевидно, что зеркальная поверхность с высокой отражательиоll способностью усилива­

ет возбуждающий свет на флуорофоре по сравнению с прозрачной подложкой (в два раза 

при 100"/о отражении) (см . также рис . 7Аа). Оrражсине флуоресценпюго излучения от ме-

твллической поверхносnt допол11НТСJ1Ьно усиливает также в два раза реги~;q~ируемыl! сиrnал 

RuЬina А. Yu., Demeoticva Е.1., Stomakhin А.А., Darii E.L., Pan'lcov S.V., Bвrsky V.E., Ivanov S.M., Konovalova 
Е. V., А.О. Miruhckov. Hydrogcl-Ьased protcin microchips: manufacturing, propcrtics, and app\icatioos. BioTechni­
qucs. 34 (2003) 1008-1022. 
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(рис. 7 Аб). Вместе это nривоДJП к четырехкр:mюму усилению флуоресце1Пиого сигнала, на­

блюдаемому для гелевых ячеек nлоской формы . 

Источник 

MeтЗJUI 

/! ?J. tj f"' {; i f 
а 

Б 

А 
К микроскоnу 

i 'lf ~ iA f} °'/ t}; 
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в г 
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ячейка 
_._""'-_._ -i-~~ ...... 
1 fli/t f; . ~ ;{p: lt'ii iif '{i: 

Рис. 7. Эффекrы, объясняемые в рамках геометрической О1П11КИ, ответственные за усиление 
флуоресценции на гндрогелевых микрочипах с зеркальными nодложками. А - отражение из­
лучения возбуждения от зеркальной подложки nривоДJП к эффективному двукратному уси­
лению возбуждающего облучения флуорофора (а). Флуоресцентный микроскоп регистриру­
ет как прямое, так и отраженное излучение, испущенное флуорофором (б). Б - выход излу­

чения от флуорофора в слое геля. Лучи с углами падения 0 < 0, (siп 0, = \/пgе1, где п8е1 - nока­
затель преломления для геля) выходят из слоя геля н моrут регистрироваться флуоресце1П­

ным микроскопом, в то время как лучи с углами падения 0 > 0, полн0С1Ъю отразятся назад от 
внешней границы геля и уйдут сквозь прозрачную подложку, или рассеюrся к боковым тор­

цам слоя геля в случае зеркальной подложки. В - выход излучения от флуорофора внутри 

полусферической ячейки . Г - выход излучения от флуорофора внутри полусферической 
ячейки под слоем жидкости . 

Эффекrы внутреннего отражения от внешних границ гелевой ячейки и выход отражен­

ного излучения из ячейки могут объяснип. зависимость усиления от формы ячейки и присут­

ствия слоя жидкости над гелевыми ячейками (в послед11ем случае отражение от внешней 

границы буферного раствора также должно быть прЮ!Ято во внимание) (рис. 7Б-7Г) . В 

третьей главе диссертационной работы (Результаты и их обсуждение) приведены оценки вы­

хода излучения для плоской и полусферической гелевых ячеек. При значениях показателя 

преломления геля пgс1 =1,47' часть излучения флуоресценции в nлоской гелевой ячейке отра­

зится обратно в результате nолноrо внутреннего отражения и при этом либо уйдет через nро­

зрачную поверхность nодложки (если нет напыления), либо отразится от металлического 

слоя (если напыление nрисутствует) и после переотражений уйдет в боковые торцы ячейки 

' Chiog-Yu Lin, Hui-Ming Huang. and Han-Min Chcn. Usc ofbacklit light platc to cnhancc visualization ofimidazolc­
zinc rcvcrsc staincd gcls. BioTcchniqucs 41 (2006) 560-564, р. 564 
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(рис . 7Б). Результирующее усиление сигнала флуоресценции в плоской гелевой ячейке равно 

4-5. В сторону приемного устройства из полусферической я•1еl!ки выход~п излучения при­

мерно в два раза больше, чем из плоско!! ячейки . На мета.1лизирован11ой поверх1юсти допол­

нительное усиление по сравнению с аналогичными ячейками на сrекле указывает на выход 

из полусферической .11чеliки мод полного виуrреннего отражения (рис. 78). Эта часть излу­

чения была бы потеряна при излучении флуоресценции из полусферических гелевых ячеек 

на прозрачно!! под.1ожке. Интегральное усиление флуоресценции для полусферических яче­

ек на метаnлюированноl! ПОд/\ОЖКС по сравнению с полусферическими ячейками на про­

зрачной поверхности достигало -8-1 О раз . 

При наличии слоя ЖltдКОСТИ полное внутреннее отражение издучения от внешней грани­

цы слоя жидкости над ячеl!коА микрочипа будет 11ри. ... ерно таким же, как от границы плоской 

rелевой ячеl!ки при отсутствии слоя жидкости (рис. 7Б н 7f). Поэтому усиление излучения 

от полусферической ячейки под слоем жидкости не может превышаrь соответсrвующеrо 

усиления (- 4), получаемого от ячеек с плоской формой. Вследствие оmических потерь на 

границе rелевая ячейка-жидкость и, соответственно, менее эффе1СП1вноrо возбуждения 

флуорофора в ячейке усиление излучения ячейки, находищейся под слоем жидкости, умень­

шается до значения - 2-3. 

6. Опrимнзацни иммуноаиализа на микрочвпах с мnаллнческвм нап~нием 

Для оценки влияния эффекrа усиления флуоресце1ПНых сигналов на чувств~пелыюс-п. 

анализа были получены калибровочные кривые сзндвич-иммуиоанализа онкомаркеров на 

биочипах, изrотовленных на сrеклянных подЛожках и сrеклянных поДJiожках с золотым на­

пылением фирмы Nunc, США 

Как видно из рисунка 8А (на примере калибровочных кривых для общей формы ПСА), 

при равных условиях проведения анализа, в том числе равном времени И!IКубации, 11олучено 

4-5-крвпюе усиление флуоресцеtm1ых сигналов на металлизированных подложках для всех 

концснrрациl! ашиrснов. В точке с нулевой концс1працисй а1rтиrс11а усиления флуоресцент­

ных сИЛfалов не наблюдали, так как, блаrодар.11 правильному подбору пар ан-rnтел, не даю­

щих неспецифнческоrо свюываtfИ.11, интенсивность флуоресценции ar флуорофора, находя­

щегося в гелевоl! ячейке с иммобилизованными ~umпсламн при нулевой конuекrрации акrи­

гена (оо сути, сигнал неспсцифнческого взаимодействия), нахоД1ПСя за пределами чувстви­

тельности прибора. 
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Рис. 8. Калибровочные кривые для сэндвич-иммуноанализа общеll формы ПСА на гндроге­
левых биочипах, изготовленных на стеклянной(!) и зеркальной (2) подложках : 
А - начальныll участок кривых, в обоих с..1учаях время инкубаuии составляло 20 часов; 
Б - на стеклянной под,1ожке ( 1}, время инкубации составляло 20 часов, 
на зеркальнон подложке (2) - 3 часа. 

Чем больше значение сигнала флуоресценции от заданной концентрации на калибровоч­

ной кривой, то есть чем бо,1ьше угол наклона калибровочной кривой на начальном учаС'П<е, 

тем выше точность анализа, что мы и видим из рисунка 8А и из данных таблицы 2. 

Из приведенных данных видно, что чувствительность, получаемая в одновременном ана­

лизе девяти онкомаркеров на биочипах с металлизированными подложками выше, чем чув­

ствительность, получаемая в индивидуальном анализе девяти онкомаркеров с помощью тра­

диционных коммерческих иммуноферментных тест-систем, и эта чувствительность удовле­

творяет требованиям клиницистов, дальнейшее ее повышение нецелесообразно. 

Другая возможность оптимизации анализа при использовании :>ффекrа усиления флуо­

ресценции на биочипах с металлизированными подложками состоит в сокращении времени 

анализа. Дтu1 биоч1щов, изготовленных на стеклянной подложке, нами было подобрано время 

инкубации 20 ч , исходЯ из уровней сигналов, обеспечивающих необходимую чувствитель­

ность анализа онкомаркеров. При инкубации образца в течение трех часов для большинства 

онхомаркеров чуоС111ительность анализа на чипах на метзллюироваиной 11одложке измени­

лась незначительно (рис. 8Б). 

Таким образом, применение металли.:;ированиых подложек при изготовлении микрочипов 

позволяет оm11мизнровать два основных параметра иммуиоанализа: повысить чувствитель· 

ность и/или уменьшить время анализа. 
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вьшоды 

1. Разработан прот011m тест-системы для одновременного количественного определения 

девяти онкомаркеров: а.1ьфа-фстопротснна, раково-эмбрионального антигена, хориони­

ческого гонадотропина человека, раковых анn~генов СА 125, СА 15-3, СА 19-9, двух 

форм простат-специфического антигена (ПСАобщ и ПСАсвоб), нсliрон-спеuифическоli 

енолазы на биочипе. Установлены основные аналкrические характеристики метода. 

2. Показано, что результiПЪI одновременного определе11ИJ1 девяти онкомаркеров в сыворот­

ке крови на бночнпе коррелируюr с результатами, полученными при н1шнвидуальном 

определении концентрации каждого нз онкомаркеров с использованием стандартных им­

муиоферментиых тест-систем. 

3. Проведена стаrисп~ческая обраООпса результатов одновременного колнчественноr-о им­

муноанализа девя111 онкомаркеров в сыворотках крови. Определены чувствительность, 

специфичность, проmосrмческая значимосп. положительных и отрицательных результа­

тов разработанного прототипа тест-систе!АЫ . 

4. Изучены факторы, ВЛИJIЮщие на эффект усилении флуоресценции на mдрогелсвых мик­

рочипах. Основываясь на результатах наших исследованиil, эффект усиленИJI флуорес­

ценции на rидроrелевых микрочнпах с металлическим напылением мы можем обы~снlПЬ, 

не выходя за рамки rеометрическоll ОIТТИКИ . Показано, что использование подложек с 

зеркальным напылением JJозволяет оrrrn111изиров1ПЬ процедуру иммуноанализа. 
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