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З ЛІГАНДАМИ НА ППР-БІОСЕНОРІ 
 
Важливість діагностики у профілактиці вірусних захворювань рослин 

не можна переоцінити. Оскільки кількість нових рослинних вірусів 
збільшується внаслідок зміни клімату та розширення торгівлі 
сільськогосподарською продукцією, очевидно, що профілактика їх 
поширення шляхом діагностики має вирішальне значення, яке буде 
зростати у майбутньому. За допомогою біосенсорів на основі 
поверхневого плазмонного резонансу (ППР-біосенсорів) можна 
вирішувати ряд задач, таких як виявлення вірусів у рослинному соку, 
кінетична оцінка взаємодій антитіло-вірус та оцінка інтерференції 
епітопів. Крім того ППР-біосенсори можуть суттєво допомогти в 
поліпшенні відбору антитіл, що використовуються для дослідження та 
діагностики конкретного вірусу. 

Біосенсори на основі поверхневого плазмонного резонансу (ППР) 
найчастіше використовуються як чутливі та кількісні інструменти для 
моніторингу подій зв’язування та вимірювання динамічних взаємодій 
між біомолекулами в біохімічній та біомедичній галузях науки. Ці 
біосенсори виявляють зміни діелектричної проникності в області 
поверхні золотого чіпа сенсора, які викликані утворенням або 
дисоціацією зв'язування аналітів з приєднаними на поверхнях лігандами, 
що викликає зміщення резонансного кута [1]. Вітчизняними авторами 
розроблено та виготовлено серію пристроїв під загальною назвою 
«Плазмонтест», які використовуються в рефрактометричних та 
біохімічних дослідженнях [2]. За допомогою приладу «Плазмонтест» 
були відпрацьовані методи виявлення деяких мікотоксинів [3], прилад 
був використаний для розробки методів виявлення Salmonella 
Typhimurium [4], для аналізу вмісту в крові сперміну та спермідинових 
поліамінів як потенційних маркерів раку [5], для біосенсорної 
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діагностики ретровірусного лейкозу великої рогатої худоби та оцінки 
походження молочних продуктів від здорових чи хворих на лейкоз 
тварин [6]. Таке широке коло вирішення прикладних і фундаментальних 
задач за допомогою ППР-біосенсора дозволяє розглядати можливість 
його застосування у виявленні і діагностуванні вірусів рослин, що і було 
метою нашої роботи. 

Об’єктом дослідження був ізолят Y-вірусу картоплі – Potato virus Y, 
рід Potyvirus, (PVY). Дослідження ізоляту проводили методами рослин-
індикаторів, електронної мікроскопії, імуноферментного аналізу та 
полімеразної ланцюгової реакції із зворотною траскриптазою, що 
дозволило ідентифікувати вірус із високою точністю. На рослинах 
тютюну сорту Самсун, які використовували як індикаторні, інокуляція 
ізолятом вірусу призводила до системної інфекції із проявом симптомів 
мозаїки та некротизації (рис. 1).  

 

 
Рис. 1. Симптоми інфікування ізолятом PVY  
на рослині-індикаторі тютюні, сорт Самсун  

Джерело: фото авторів 
 
Електронномікроскопічні дослідження виявили в соку інфікованих 

рослин ниткоподібні частки, довжиною 670-710 нм, що є характерним 
для PVY (рис. 2). 
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Рис. 2. Електронограма ізоляту PVY із рослин тютюну сорту Самсун, 

нитчасті частинки 670-710 нм (бар = 200 нм)  
Джерело: фото авторів 
 
Біосенсорний підхід визначення вірусів, призначений для вивчення 

взаємодії між антитілами до вірусу та частками PVY, в ідеалі повинен 
дозволяти захоплення різних ізолятів PVY антитілами, іммобілізованими 
на поверхні сенсорного чіпа. Для цього в якості захоплюючої молекули – 
ліганду, ми використовували універсальні поліклональними антитіла – 
анти-PVY pAb (LOEWE, Німеччина), здатні зв’язувати більшість 
описаних штамів PVY. Зв’язування антитіл і цільової молекули 
відбувається за рахунок формування імунного комплексу, який в реакції 
імуноферментного аналізу виявляють з допомогою ферментної мітки. 
Зазначимо, що ППР-біосенсор є безмітковим пристроєм, що дозволяє 
реєструвати зв’язування ліганду і аналіту безпосередньо і в реальному 
часі. Цей метод дозволяє провести тестування протягом 20-30 хв, на 
противагу методу ІФА, який для тестування рослинних вірусів вимагає 
процедури тривалістю 2 доби. 

Зразок тканин із інфікованих рослин суспендували в буфері для 
зразків за прописом LOEWE, центрифугували для видалення дебрису 
при 3000 об/хв. Надосад використовували для проведення 
імуноферментного аналізу та для біосенсорного тестування. Таким 
чином, зразок містив інтактні частки PVY, капсидні білки яких були 
цільовими молекулами в біосенсорному дослідженні. 
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Антитіла анти-PVY pAb іммобілізували на поверхні трансд’юсера 
ППР-біосенсора у пристрої «Плазмонтест». Після інкубації, коли 
антитіла повинні зв’язатися із поверхнею трансд’юсера ППР-біосенсора, 
надлишок незв’язаних антитіл промивали буфером, а в лунку пристрою 
«Плазмонтест» вводили підготовлений зразок. Після етапу інкубації, 
коли між антитілами і капсидами вірусних часток виникає зв’язок, та 
промиванням для видалення незв’язаних вірусних часток, реєстрували 
відхилення резонансного кута, яке свідчить про утворення імунних 
комплексів на поверхні трансд’юсера ППР-біосенсора (рис. 3). 

 

Рис. 3. Сенсограма зв’язування вірусу PVY з рАb антитілами  
в якості ліганду: 1 – іммобілізація антитіл на поверхні траснд’юсера  

ППР-біосенора; 2 – введення розчину зразка ізоляту вірусу;  
3 – зв’язування часток PVY з лігандом рАb  

Джерело: створено авторами 
 
При дослідженні іммобілізації антитіл на поверхні біосенсора та 

зв’язування вірусних часток цим лігандом зміна резонансного кута 
лежала в межах 0,2-0,3 градуса. Також спостерігали тривале стабільне 
значення резонансного кута – 62,7-62,8 градуса на етапі утворення 
імунних комплексів, що свідчить про стабільність зв’язування аналіту – 
вірусних часток з лігандом – антитілами. 
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Таким чином, показана можливість іммобілізації на поверхні 
трансд’юсера ППР-біосенсора антитіл в якості лігандів та виявлення 
часток вірусу за допомогою імунної реакції між антитілами та 
капсидними білками. Одержані результати можна використовувати для 
вдосконалення аналізів діагностики на основі антитіл до вірусів рослин. 
Результати дослідження можуть бути використані для виконання 
практичних робіт навчальних програм за дисциплінами 
«Фітовірусологія» та «Біосенсорика». 
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