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Показана можливiсть використання поверхневого плalзмонного резонансу (ППР) для ресстрачii оргаtлiчиих
молекул з малою молекулярною масою (Е200 лальтон) на прикладi гербirrидiв атразину та мсгрибузину. ППР-
ресстраuiя вклIаних гсрбiuилiв базусгься на використаннi рослинпого бiлку Dl, який с природним
рецептором для гербiцидiв, що iнгiбiрують процес бiосинтезу. Чlтливiсть, що досягнута для двох
запропонованих вимiрювальних схсм, сягас 100 нг/мл та 0.1 нг/мл, вiдповiдно. Описуються особливостi
методики та технологii" що пов'язавi з рессграчiсю орган:iчних молекул з маJlою молекуjцрною масою та
використанЕям ППР.
КЛЮЧОВI СЛОВА: гербiчили, поверхневий плазмонний резонанс, бiосенсор.

В ocTaHHi рокИ метоД ппР затвердивсЯ яК один З основниХ методiв при дослiджешнi
бiомолекулярних взаемодiй [l]. Серел переваг цього методу е висока чутливiсть, можливiсть
спостережешut за кiЕетикою бiологiчних реакцiй в реаJIьному вимiрi часу та в природному дIя молекул
середовищi, можJIивiсть обiйтися без попередньоi молекулярноТ мiтки. В той же час iснують деякi
обмеження дIя методу, пов'язанi з розмiрами дослiджуваЕих об'сктiв, Так, спостережецня молекул з
]чlасою меншою нiж 200 даJIьтон е практиЕIно неможJIивим з використаннJIм звичайноТ схеми реестрацiт.

,IIля вирiшення цiет проблеми ми пропонуемо два пiдходи, якi базуються на наявнiй можливостi
спешифiчного зв'язку мiж молекулою З мrlпою молекулярною масою, що рееструеться, та великою
]IIоJIекулою, Цi пiдходи iлоструються на [рикJIадi реестрацiт гербiцидiв за допомогою рослинного бiлку
Dl, якиЙ ще нzвив.tють гербiцид-зв'язуючим бiлком, одержаним з хJIоропластових мембран. Механiзм дiт
гербiшиду базуеться на замiщеннi ним пластохiнону, який е вторинним акцептором електронiв в
реакцiйномУ ченrрi фотосистемИ Il, щО призводить дО зупиЕки перемiщення електронiв Mix
фотосистемами з послiд)лочим припиненшIм життсдiяльностi рослини [2]. Молекулярна маса бiльшостi
гербiцидiв коливаеться в межах 190-250 даJIьтон! що робить ix ресстрацiю з використанням ППР
проблематичною, В першiЙ методицi молекула гербiциду, атр€lзин, проникае в шар бiлку D1,
адсорбованого на поверхнi золота i замiщуе пластохiноЕ, молекулярна маса якого 750 дчtjьтон. Реакцiя
Замiщення змiнюс дiелекгричнi характеристики молекулярного комплексу, що рееструеться цриладом.
Змiщення кута IIл€}змонного резонансу (ППР-сигнал) при цьому проtrорцiональне концентрацi'i гербiциду
в розчинi. Щруry методику можно назвати конкурентною, цт молекула гербiчилу з мч!лою молекулярною
}IасОю (в нашОму випадку це метрафзин) закрiплюеться на чутливiй поверхнi сенсора i конкуруе з
вiльною молекулою метрабузину за зв'язування з бiлком DlB розчинi. .Щля полiпшеншI умов взаемодiТ з
бiлком, гербiцид закрiпlповався на поверхнi з використанням молекулярного ланцожкa який складався iз
сiмнадцяти aToMiB вуглеIцо. З метою прискорення реакцii зв'язування, пластохiнон з бiлку Dl бр
екстрагованиЙ. Пiд час реестрацii розчин бiлку Dl iнкубувався з рiзними концентрацiями метрабузину.
гIIр-спrнш при цiй методпцi е зворотнiм до концеЕтрацiiвiльного rербiциду в розчинi.

тЕорЕтиt{нI АсIIЕкти
Поверхневlrй Iulазмон (ПП) явпяе собою хвипю гуýтцкц заря!(у, хвипъоваЙ векtор якоi ваправпешлй

вЗдоВж граниui розподi.тry мiж металом чи напiвпровiдником та середовищем, а амплiryда напруженостi
поля експоненцiЙно затухас при вiддаленнi вiл граничi роздirry, Подiбна хвиля може бути збуджена
зокрема! на зовнiшнiЙ поверхнi тонкоТ плiвки метатry з достатньо великою негативною та невеликою
уявною частинами комппексЕоТ дiелектричноТ функчii[3]. Дrя збулженtlя IIП звичайпо
ВикористоВУютЬся ToHKi плiвки золота та срiбла. Рiвняння дисперсiТ дlя поверхневого пп€lзмоIц, що
розповсюджуеться вздовж тонкоi rшiвки метапу з комплексною дiелектричною функцiею B(ol) та
середовищем з дiелектричною функчiею Ёсмае вигляд [3I:
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де knn, хвильовий вектор плазмону, с- швидкiсть, rо- частота свiтла, Поверхневий ппtlзмон не може бри
збуджений прямим падаючим свiтлом з середовиIца з меншOю ryстиною, в сиJrу того, що величина

хвильового вектора для фотона k, =| 1 с недостатня. .Щля збiльшеншI величини хвильового вектора

падаючого свiтла (виконання закону збереження кOмпонекТи хвильового вектора, паралельноТ гранlлli
розподiлу) використов},ють метtiд ппвв (порушене повне внутрiшнс вiдбиття). Найчастiше
використовуеться схема експерименту в геометрii Кретчмана [4] (рис.l)" при якiй плъка мета11у
розмiщена безпосередньо на пpкtмi з високим коефiцiентом зt}ломлеЕнrl .!%,",Е або на склянiii

пластинцi, що мае оптlтчний контакт з призмою завдяки Рiдинi. В методi ппвВ свiтлсl падас на граниIцо
розподiлу мiж середовищами при кутах, що бiльше критиtIного 0*. При цьому спостерiгаеться повне
вфтрiшlне вiдбитгя свiтла R+l. Однак, частина свiтла все-таки проникае на зовнiшrцо сторону призми
(зат5оtаюча хвиля) i збулкуе в металi лл€вмон. При цьому гlлiвки використовують TaKi, щоб потiк енергii
досягав граничi розполilry метr}л-середовище. Вiдповiдно до Teopii, ГТПР виникас в випадку, коли k* = knn,
що досягаеться змiною KyTiB падiння в iнтервалi мiж 0о< 0 < 900 i рееструеться, як мiнiпгуlи в rрафiф
iнтенсивносТi вiдбитогО р-поляризоВаного свiтла R (0) (далl-крива ППР, Рис. 2, крива 1). Мiнiмуф
iнтенсивностi вiдповiдае резонансний кут Onn, який може бути визначений з рiвнянtlя:

fisin'nn ,i =1ЗЕ- 
t2)

i я" + я'(а)

в якому ми використовусмо тiльки реаJIьну частину комплексноТ дiелектричноТ функшii
4d=c'(ol)+a"{ol). Звичайно, поверхневий плазмон не може iснувати без затухання в плiвцi метаiry i

е"(rо) + 0, але в бiльшостi випадкiв ia'(o)l >, c"(a)i, Розмiщення на поверхнi метапу дiелектричного
поквиття, на[рикJIад, у виглядi адсорбованшх бiомолекул, викликас зростаншI величини вектора

rrоверхневого плЕ}змону: k|rn=konn+bknn

Вiдповiдно до рiвrrяння (2) це викли.Iе змiщешrя положенtilI MiHiMyMy кривоТ ППР (Рис.2, крива 2).
РозраховУючи зпriЩенgя d0 з використаннrIм формул Френеля, ста€ можливим оцiнити оптичну товщину
iпару бiомОлекул. Щля розрilryнцу ефектИвного коефiцiента заломленнrI П.,р МОЛеК}Лярного шарУ
необхiдно зробlлти пiдсумовуваннrl поляризуемостей скJIадаючих його частин зiiлно рiвняння Лорентц-
Лорешrа [З]. n?o - | nz,on _ 1 _. п?-|

,tr*r=ff;zv + ёа{|-l/) (3)

д€ Пrrол - коефiцiснт з;lломлешlrl молекул, rb- коефiцiент зzlломленшI середовища, в якому молекули
знаходяться! V- фактор заповненнJI, що визначаеться формою молекул.

Мiнiмальна велиLIина змiщення положення MiHiMyMy ППР-кривоi обмежуеться можливостями
реестр}точого обладнання i в бiльшостi випадкiв знаходиться близько 0.0050. Вiдповiдно ло рiвнянlrя (З),
ефективний коефiцiент зчlломлення щiльно запакованого моношару бiомолекул сферr,rчноТ qорми в
водному середовищi n"6 = 1.36, i е можливим розрахрати оптичЕу товщину шаРУ, Що викJIикае таке
змiщення. ii величина не перевиц{ус 0.05 нм i залежить вiд щiльнЬстi пакуванrrя.-i"urо"" молекулярЕу
вагу вiдповiдноi молещули i вважаючи iT форму сферичною, легко розрахувати товщину моношару
бiомолекул, що рееструються. Так, для гербiцидiв вона буле в межах 0.8-1 нм. pn.pu*y*, покalзують, цо
сорбчiя такого моношару викJIиIIе змiщення положенн;l MiHiMyMy ППР-кривот ,йrч нiж d.050,'що
знаходится близько нижньоi межi чутливостi ППР-методу. Проте, llри реестрацiТ малих конце11грацiй
щiльнiсть пакуваншI бiомолекул в сорбчiйному шарi, i , вiдповiдно, велиrlина змiщення положення

i

ЕсЬ
Рис.1. Схема збулження поверхýевого плазмону
за допомогою призми в гсомотрii Кретчмана
(Кретчман-конфiryраuiя).

Рис.2. Вiдбитгя плiвки золота (t) i Tiei ж плiвки
пiсля нанесення на неТ шару дiслекгрика (2) в
геометрii ППВО Кретчмана.
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Рис.З. Схема ППР-пристрою та модель шаровоi стуктури. r::р"l,л-, . 
методики, в яких використовуються-J--'Jr"'рtзнl форми специфiчких взаемодiй мiж

бiоплолекулами з маJIою та великою молекулярним}I масами. ППР-монiтЬринг таких взаемодiй в
РеаЛЬНОМУ РеЖИМi ЧаСУ Дае МОЖЛИВiСть Для спостереження 'кiнетики змiни оптичноi товщини
бiомолекулярного комплексу i. як результат, ре€стр}tsати присутнiсть молекул малих розмiрiв .

МАТЕРIАЛИ ТА МЕТОДИ
ВидiленrrЯ бiлку Dl проводиJIосЬ в вiдповiднОстi з методоМ [5] з гороху (Pisunr sativum L.).

ППР-вимiри
Вимiри проводились на комп'ютеризованому ППР-пристроi з Кретчман-конфiryрацiсю сенсорного

оптичногО блоку (Рис.3). Використовувtlлись гелiй - неоновий лазер з поry*"i"rю 2 мВr з р-
поляризацiсю випромir*овання, скJIяна мiкропризма (п=i.51), проточна кювета (оргскло, кiльце з
слrпiконовоi ryми лiамеТром 8 мм i 1 мм висотою) та рееструrочЙй фотодiод. Змiннi мiкропризма та
рееструючиЙ фотолiоЛ розмiщенi Еа столику, що обертаеТься (0,010 роздiльна здатнiсть по куry).
МiкропризМа являе собоЮ скомппектоВаЕу сенсорну структуру (скло, шар золота! шар тiолiв), що
дозволило проводити вимiрювання з бiльш високою точнiстю в порiвняннi з вичriрами на змiнних
скпяниХ пластинках, де необхiднО використовУвати iмерсiйну рiдину дJIя отримання оптиtIного кOЕтакту з
при3мою. Шар золота товщиноЮ 45 нМ був напилеНий (термiчне напиленнr{, l0-3 Па) на trоверхню
мiкропризмИ з одночаснИм Еапилен}Uтм пiдшару хрому товщиною р3нм дtя полiпшенrя адгезiТ. Пiд час
вимiрюванЬ положенпlI MiHiMyMY ППР-кривоi рееструвалось в вигJидi сенсограми. Bci вимiри
проводились при кiмнатнiй темпераryрi.

Ресетрацiя гербiцидiв з використанням реакцiI замiщення пластохiноrrу
БiЛОК D1 бУв розчинениЙ в фосфатному буферному розчинi (PBS) ( рН=7.4, 25 мм кн2ро4, 25 мм

NaCl) i розбавлений до концентРацii 5 мГ/мЛ. Проба розчинУ бiлку (100 мкл) вводилась в вимiрювальну
кювету на 30 хвшtин. Пiсля промивки кювети буферним розчином на протязi приблизно З0 хвилин
рееструвався реальний лрейф пiдготовленот до основного етапу вимiрювань системи, Пiсля стабiлiзацiт в
кювеry вводилась проба розчину атр:лзину визна.lеноi концентрацii i рееструва.пась кiнетика реакчiТ
замiщення лластохiнону гербiцидом. Щоб визначитися, чи дiйсно процес замiщення вiдбувся,
аналогiчниЙ експеримент був проведений з бiлком Dl, з якого попередньо за допомогою гексану був
екстрагованИй пластохiнОн, I хоч бiлок зберiгав при цьому здатнiсть до зв'язування з гербiцидом, реакцiя
замiщення в даному випадку не спостерiга.ltась (Рис.4). По цiй cxeMi був проведений ряд експер;ментiв

для визначеннrI та оптимlзацll чутливостi сенсора.

Фотодiод Лазер

Рис.4. Сенсограми реакчii зв'язування атраlину з
очищеним вiд пластохiноку бiлком Dl(l) та замiщення
гт,rасгохiнотту в неочищеному бiлку Dl-(2).

Mlнlмyb{y зменшуються. З другого боку, в зв'зrqу з
проблемою реестрачii молекул мtlлих розмiрiв
виника€ питанtUI, пов'язане з селективнiспо
вимiрiв i необхiднiстю очищеши розчинiв. ,Щанi
експериментiв пiдтверджутоть, що пряма
реестрацiя мilлrх концентрацiй бiомолекул з
молекулярною масою менше 500 дttльтон,
звакаючи на присутнiсть дрейфових явищ, е
проблематичною.

Iншrп.л IIIJuIxoM дJIя забезпечепня такоi

Ресстрацiя гербiцидiв з впкористанням
"конкурентного'| методу

Хлоропластовий бiлок Dl був очищений вiд
пластохiнону за допомOгою гексану. Екстрагований
таким чином бiлок бlъ розчинеgпй в 25 мМ
буферному розчинi (25 мМ NaCl, рН 1,4) i
розбавлений до концентрацii 5 мГ/мл. Дzuii яа
поверхню золота сорбувався rиcTeiH (з розчину
lмГ/мл на протязi 2-х голин). Як вiдомо, мiсце
зв'язування з€lлягае глибоко всерединi бiлку Dl на
вiдстанi вiд поверхнi молекули, що дорiвt*ое l0
атомап{ вуглещо[6]" З метою зменшити просторовi
обмеження та пiдвищити ефективнiсть взаемодii,
метрибузин бр закрiплений на поверхнi il{ет€шу не
безпосередньо, а з використанtим' промiжноТ

l d0*
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молекули гексаil{етилендiамiду, яка е зв'язуючим ланIдожком. Спочатку мiкролризма з шаром золота,покритого цистеiном, на протязi 2-х годин оброблялась в 0. l%розчинi,rооrара_rrьдегiдУ, пiсля цьоговiдмивалась в буферному розчинi i занурювалась в lYо розчин r.*Ъr*"""п.н$аЙИу на 2 години" Потiм
мiкропризма знову вiдмив.}лась в буферному розчивi i занурювалась в розчин метрибузину
концентрацiею lмг/мл на 2 години. Пiсля rрого про64 що мiстить сумiш ексфагованого бiлку Dl
концентрацiею 1мГ/мл з метрибузивом в рiзних кояцентрацiях вводилась в KIoBeTy i проводився запис
сенсограми,

РЕЗУЛЪТАТИ Й ОБГОВОРЕННЯ
Реакцiя замiщення

Внаслiдок граншIн0 мitлих для методу ППР значень молекулярноТ маси атразину реакцiяспецифiчного зв'язуванrrя мiж екстрагованим бiлком Dl i гербiцидом, як i очiкралось, црактичн0 неспостерiгмася (рис 4.1.), тому з подальшому ми бlяемо обгЬвортовати тiльки рЪакчiю замiщення. Нацьому же мtUIюнку наведена сенсограмма (рис. 4,2), що показу€ кiнетику реакцii замiщення мiжýрilзином та неекстагованим бiдком'Dl, де явrrо помiтний вiдклик на введеннrI проби з гербiцидом.
Наведенi сенсограми покЕвують кiнетику реакцiй дlя шару бiлку, що утворився при сорбцii з розчину DlКОНЦенТРаЦiеЮ 5 мГ/мл, яка була визначена пiспя ряду i*.rr.рЙ."riЬ. пiи лuriЙ *оЙ.""рацii товщинасорбФйного шару, чо угворювався, була оцiнена 

-"u"" 
" 8,5-9.5 нм [7](виходячи з коефiцiенryзtlлоNленшI бiлку N.q=l,36), що зIично _перевищу€ товщину ,o*otцupy. Справдi, порiвrrяльнiекслерименти, проведенi для Двох типiв бiлкiв-гiдрофобного рослинного Dl'ia амбiбiлiного воловогосrrроватковоrр альбумiку (всА) д9монструють значну вiдмiннiсть в товщинi сорбцiйного покриття,отримаЕого з розчинiв _1ис9коi кончеrrгратЧi' (до зо мГ/мл) (рис. 5). враховфчи спiввiдношеннямолекулярнID( мас двох бiлкiв_ б9 кДа д;lя ВСА i 39 к,Ща для Dl,-a також вiдомrй 4u*, вiдсутностi длявсд сорбцiТ на моношар [8], можна стверджрати, що дIя рослинного бiлку вiдзначаетьсяневпорядкована полiмолецулярна сорбцiя, яка приводить до утвореншI на поверхнi золота пористоiструктури товщиною 

" {1ч"5а моношарiв. Це пiдтверджуюr" дчri, отриманi за допомЪ.ою силовогоаТОМНОГО МiКРОСКОГry (САМ) (РИС.7-8). Спроможнiсr"- уr"ф"ur, при сорбцiт мультишари сПРИКЦИПОВОЮ ОСОбЛИВiСТЮ РОСЛИНЕОГО бiлку Dl i пояснrосЙ", lru.rulп погляд, високою гiдрофобнiстю

концептрацlя, hл(г/мп

рЁ.5._ Змiцення кута плазмонного резонансу при
ысорбчii на поверхню золота ВСА i DI з роiчияiв
рiзних концентраltiй.

Рис.7. САМ зображення сорбованого на шоверхнi
золота бiлку Dl. Сорбцiя з розчиtIу l0 мг/мл.

Рис.6. Змiщення кута плазмонного резонансу в
залежностi вiд концентрацii атразину. I-рсакцiя
замiцiення в буферному розчинi з pН=7.,l, 2- рН:5,2, 3-
pFI=2.2.
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Рес*трац,iя бiоьлолекуrr Maj*{x posMipiB метФдом поверхневOгФ Ел&змоннФго резонаýсу

його зовнiшнiх струкryр (експершленти покff}:tли значно ослаблену сорбцiю Dl на гiлрофiпьне золото).
Щя особливiсть дозволяс отримувати пористi шари типу псевдоматриксiв, KoTpi розширюють зону
взаемодii мiж реактаrrтами. Нашi резуJьтати по формуванню шару бiлку показуrоть пряму за_тrежнiстi
чутливостi сенсора вiд параметрiв сорбцii (концекграцii бiлку, рН та ioHHoi сили розчину). тiльки умови,
сприятливi до формування шару бiлку з високою пористiстю дозволяють отримати достатньо високу
чутливiсть. На рис. б наведена запежнiсть [IПР-вiдryку сенсора вiд концентрацii атразину у фосфатному
буферному розчинi рН:7.4 молярнiстю 25 мМlмл. В дiапазонi коlцентрацiй атразину l02 - 10З мГ/мл
змiщення положен}uI MiHiMyMy ПIIР-кривоТ досягало 200-1000 кутових секунд, яке зменшувмось до 40
кутовкх секунд при концентрацii атразину l00 нГlмл. Чрливiсть пiдвищуеться при сорбцiт бiлку па
поверхню з буферного розчиЕу з значеншIмирН=5.2-2.2 (при цьому змiщення положенЕя MiHiMyMy ППР_
сигнаJIу збiльцrусться до ll0-170 к}тових секуЕд дJIя концентрачii атразину l00 нГ/мл). Можна
припустити, Що часткова денаryрацiя моJIекул бiлку полiшrуе доступ молекул атразшну до мiсць
зв'язрання в результатi конформацiйних змiн в молекулах бiлку,

Конкурентний метод
Сенсограми, наведенi на рис.l0, показ},ють кiнетику ППР-сигналу цри взаемодiТ поверхневих шарiв

з метрибузином. Початковi змiни ППР-сигналу,
що спостерiгаються, пропорчiйнi концентрацii
гербiциду в сlмiшi з бiлкоlrл. однак, пiсля
промивки системи буферним розчином бiльший
ппр-вiдryк спостерiгаеться для проби з
мiнiмальною концентрацiею метрибрицч в
срлiшi. Ще пояснюсться тим, lцо вiльний
метрибузин в сумiшi з Dl пригнiчуе здiбнiсть
бiлку ло взаемодiТ з закрiгшеним на поверхнi
сенсору метрибузином, Вiдповiдно,
максим;tльний ППР-сигнал спостерiгаеться в

0 2000 4000 6000
rIac, сек

Рио. l0. Сенсограми, що отриманi при "конкурентному"
методi peecTpauii молекул з маJIою молекулярною масою.

soоo цьому випадку при мiнiмальнiй концентрацii
гербiциду в пробi. Експерименти пок€lзшIи, що в
порiвrrяннi з прямими влпrлiрами конкурентний
метод пiдвищуе чутливiсть ППР-вимiрювань ло

0.1 мкГ/мл, але програе йому в зр1"lностi та необхiдностi попередньоТ пiдготовки поверхнi сенсора.

висновки
Отриманi результати покttзують широкi можлIвостi мето.ry ППР в дослiдженнi мiжмолекулярних

взаемодiй мiж бiомолекулами, розмiр яких варiюеться вiд 200 до З2000 Щальтон. Межа реестрацii дlя
молекул мшIого розмiру визItачена в l00 мкГ/мл дJIя прямшх вимiрiв та 0.1 мкГ/мл дJIя конкурентного
методу. Використашtя нових технологiй з попередньою концентрачiею гербiцидiв дозволя€ пiдвищитп
чутливiсть в 1000 разiв i робить можJIивим використання П[IР-метолу для ре€страцiТ гербiцидiв в питнiй
водi. Приведена технологiя може буги використана дIя реестрацii бiологiчних реакцiiй за уIастю молекул
м!lлпr( розмiрiв як в фундаментальних так i в прикJIадшж дослiдженнях в медицинi, екологii та
бiотехнологii.

Фiнансова пiдтримка роботи частково забезпечувалась за рахунок гранту INTAS UA 95-0lбl
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