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Методом поверхневого плазмонного резонансу з використанням 
спектрометра „Плазмон SPR-4m“ показана можливість дослідження взає-
модій низькомолекулярних синтетичних похідних акридону з ДНК. Спект-
рометрія поверхневого плазмонного резонансу дає змогу відстежувати як 
процес іммобілізації ДНК на золотій поверхні сенсорного чипу, так і взає-
модії іммобілізованої ДНК з похідними акридону в режимі реального часу. 
Параметри взаємодії досліджуваних похідних акридону з іммобілізованою 
ДНК, отримані за допомогою методу поверхневого плазмонного резонан-
су, корелюють з результатами вивчення біологічної активності досліджу-
ваних похідних акридону в in vitro ферментативних системах. 

Ключові слова: поверхневий плазмонний резонанс, акридон, ДНК, міжмо-

лекулярні взаємодії. 

Боротьба з небезпечними хворобами була і залишається однією з найважливіших 

та найактуальніших проблем у всьому світі. Щоб зупинити патологічний процес, необ-

хідні високоефективні лікарські засоби, які б селективно пригнічували розвиток пато-

генних вірусів, бактерій і т.п. Пошуки нових препаратів на основі як природних, так і 

синтетичних похідних акридону, обумовлені широким спектром біологічної активності 

сполук цього класу. Їм притаманні противірусна [9, 14, 16], протимікробна [7], протипу-

хлинна [4, 6, 10] й інші терапевтичні дії. У цьому плані особливий інтерес викликають 

нові похідні акридон-4-карбонової кислоти [8, 15]. Тестування цих речовин у системі 

транскрипції in vitro засвідчило їхню здатність суттєво впливати на синтез РНК. Це мо-

же відбуватися завдяки взаємодіям похідних акридону з ДНК, з білками-ферментами 

або з обома компонентами ДНК-ферментних комплексів. Вивчення таких взаємодій 

сприяє як більш глибокому розумінню молекулярних механізмів дії таких речовин, так і 

підвищенню ефективності процесу розробки нових медичних препаратів. Одним із су-

часних привабливих методичних підходів для вирішення таких завдань є спектроскопія 

поверхневого плазмонного резонансу (ППР). Цей підхід дає змогу вивчати міжмолеку-

лярні взаємодії різноманітних компонентів без застосування додаткової стадії їх мічен-

ня радіоактивними, флуоресцентними або будь-якими іншими мітками, та ще і в режимі 

реального часу [5, 11]. В Інституті фізики напівпровідників ім. В.Є. Лашкарьова НАН 

України була розроблена ціла низка спектрометрів ППР, які одержали загальну назву 

„Плазмон“. Такі прилади відзначаються високою чутливістю детектування і простотою 

використання та зарекомендували себе дієвим засобом біосенсорних досліджень у бага-
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тьох лабораторіях України і (під назвою „Biosuplar“) у деяких країнах світу [1–3, 13]. 

Зазвичай за допомогою спектроскопії ППР досліджувалися взаємодії макромолекул, але 

не виключається можливість і детекції молекул з низькою молекулярною масою [12]. 

Тому основною метою нашої роботи було дослідити можливість використання 

методу поверхневого плазмонного резонансу для оцінки рівня взаємодій між ДНК і ни-

зькомолекулярними лігандами на прикладі похідних акридону. 

У роботі використовували ДНК фагміди рТz19R („Fermentas“, Литва), 6-меркапто

-1-гексанол та диметилсульфоксид − „Fluka“ (США), трис та ЕДТА − „Sigma“ (США). 

КН2РО4, NaOH, H2O2, H2SO4 та НСl − реагенти вітчизняного виробництва, кваліфікації 

„хч“. Досліджувані похідні акридону − аміди акридон-4-карбонової кислоти (~300 Да) 

синтезовано у відділі синтетичних біорегуляторів Інституту молекулярної біології і ге-

нетики НАН України. 

Спектрометр ППР „Плазмон SPR-4m“ та програмне забезпечення до нього розро-

блені в Інституті фізики напівпровідників ім. В.Є. Лашкарьова НАН України. 

Чутливим елементом спектрометра ППР слугував тонкий шар (50 нм) золота, 

який було нанесено на скляну пластинку. Безпосередньо перед дослідом золоту поверх-

ню скляної пластинки очищували інкубацією в суміші „піранья“ (суміш 30%-ного пере-

кису водню та концентрованої сірчаної кислоти у співвідношенні 1:3) протягом 2 хв. 

Після цього пластинку багаторазово промивали дистильованою та дейонізованою во-

дою і висушували на повітрі. 

Оброблену пластинку встановлювали на призму приладу, використовуючи імер-

сійну рідину, що має такий же показник заломлення світла, як і скло призми та пластин-

ки. Таким чином, для поширення світла ці три елементи являють собою єдине ціле. Зо-

лота поверхня слугувала дном проточної вимірювальної комірки об’ємом приблизно 20 

мкл. Кільце зі силіконової гуми утворювало її стінки. Кришка з оргскла містила в собі 

отвори для з’єднання з вхідною та вихідною трубками, по яких через комірку проходять 

буферний розчин і дослідні зразки (рис. 1). Швидкість потоку рідини (в основному 40 

мкл/хв) контролювали за допомогою перистальтичного насоса. 

На початку досліду вимірювальну комірку промивали робочим буферним розчи-

ном (10 мМ трис-HCl, pH 8, 1 мМ EDTA та 2,5% ДМСО), до отримання стабільного 

відгуку приладу – базової лінії. Іммобілізацію ДНК проводили в 0,5 М КН2РО4, рН 3,8 

(розчин для іммобілізації). Спочатку вимірювальну комірку промивали розчином для 

іммобілізації, а потім вводили розчинену в ньому ДНК рТz19R. Для видалення надлиш-

ку ДНК, що не іммобілізувалася, використовували спочатку розчин для іммобілізації 

протягом 20–30 хв, а потім робочий буферний розчин.  

Для запобігання контактові досліджуваних компонентів з тими ділянками повер-

хні золота, що лишилися незакритими іммобілізованою ДНК, сенсорну поверхню обро-

бляли 6-меркапто-1-гексанолом (МКГ). Для цього у вимірювальну комірку вводили 5 

мМ МКГ в робочому буферному розчині та промивали ним же до стабілізації сенсорно-

го відгуку. На основному етапі досліду у вимірювальну комірку вводили розчини похід-

них акридону різної концентрації. 

Для дослідження взаємодій похідних акридону з ДНК за допомогою методу пове-

рхневого плазмонного резонансу використовували спектрометр ППР „Плазмон SPR-

4m”. Це контрольований комп’ютером оптоелектронний спектрометр, у якому 

використовується явище ППР в оптичній конфігурації Кречмана. У плівці золота, що 

формує сенсорну поверхню, поляризований промінь від напівпровідникового лазерного 
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діода (=650 нм) збуджує коливання електронної плазми (поверхневий плазмон). 

Необхідні умови для збудження плазмону створюються спеціальною призмою, яка мо-

же обертатися на контрольований комп’ютером кут. 

Графік залежності положення мінімуму ППР кривої від часу називається сенсогра-

мою (рис. 2). Якщо протягом деякого проміжку часу на робочій поверхні не відбувається 

жодних змін і положення мінімуму кривої ППР не змінюється, сенсограма має вигляд 

горизонтальної лінії (базова лінія). При зміні стану робочої поверхні має місце зсув міні-

муму кривої ППР вліво чи вправо, і на сенсограмі спостерігають відхилення від базової 

лінії вгору чи вниз, відповідно. Ці відхилення і є сенсорним відгуком. У нашому випадку 

(на рис. 2 проміжок 300–310 хв) в реальному часі відображається стадія асоціації похід-

них акридону з іммобілізованою ДНК при надходженні до вимірювальної комірки відпо-

відного розчину. Промивання комірки робочим буферним розчином (починаючи з 310 хв) 

сприяє дисоціації комплексів досліджуваних похідних акридону й іммобілізованої ДНК. 

Іммобілізацію ДНК на сенсорній поверхні проводили введенням у вимірювальну 

комірку 40 мкл 30 мкг/мл (~15 нМ) розчину ДНК рТz19R у 0,5 М КН2РО4, рН 3,8. При 

цьому спостерігався суттєвий сенсорний відгук. Зміна сигналу на ~0,07 кутового граду-

са порівняно з шумом приладу (0,001–0,002 кутового градуса) надійно свідчить про ім-

мобілізацію ДНК на сенсорній поверхні. Слід відмітити, що приблизно однакову зміну 

сенсорного сигналу можна спостерігати як у розчині для іммобілізації, так і в робочому 

буферному розчині після промивання цим розчином, що безумовно підтверджує наш 

Рис. 1. Схема вимірювальної комірки у розрізі: 1 – скляна призма (n=1,61); 2 – імерсія (n=1,61); 
3 – скляна пластинка (n=1,61); 4 – шар золота, нанесений на скляну пластинку; 5 – бокові 
стінки вимірювальної комірки; 6 – кришка вимірювальної комірки, що містить отвори для 
входу (7) та виходу (8) розчинів; 9 – внутрішній об’єм вимірювальної комірки; 10 – про-
мінь світла, що падає на сенсорну поверхню; 11 – промінь світла, що відбивається від сен-
сорної поверхні. 
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висновок про успішну іммобілізацію ДНК (рис. 3). Натомість, введення у вимірювальну 

комірку розчину ДНК рТz19R тієї ж концентрації в інших умовах (у буфері, що містить 

трис та ЕДТА, рН 8), не викликає помітного сенсорного відгуку, тобто в таких умовах 

ефективної іммобілізації ДНК не відбувалося. Таким чином, за допомогою спектромет-

рії ППР було показано, що ефективна іммобілізація ДНК на робочій поверхні сенсора 

відбувається у 0,5 М КН2РО4 при рН 3,8. 

Після обробки сенсорної поверхні 5 мМ розчином МКГ у вимірювальну комірку 

послідовно вводили розчини похідних акридону у концентраціях 5–25 мкг/мл в робочо-

му буферному розчині. В умовах експерименту спостерігається практично повне відми-

вання досліджуваних речовин від іммобілізованої ДНК за 20–30 хв (рис. 4), що дає змо-

гу використовувати сенсорну поверхню однієї пластинки для дослідження не менш ніж 

15−20 зразків. У контрольних дослідах розчини похідних акридону вводили у вимірю-

вальну комірку, сенсорну поверхню якої було оброблено тільки МКГ (без ДНК).  

За допомогою програмного забезпечення, що розробляється авторами даної робо-

ти, на основі отриманих сенсограм були розраховані величини констант швидкості асоціа-

ції та дисоціації лігандів і ДНК, а також їхніх рівноважних констант. Ці попередні резуль-

тати показують, що всі похідні акридону, які досліджували в даній роботі, мають більш 

високу спорідненість до іммобілізованої ДНК, ніж до контрольної поверхні, обробленої 

тільки МКГ (див. таблицю). Схоже, що це обумовлено, головним чином, стадією дисоціа-

ції: константи швидкості дисоціації у випадку контрольної поверхні більші, ніж поверхні, 

обробленої ДНК. Найвище значення рівноважної константи асоціації Kass до ДНК отрима-

но для одного з похідних акридону − „15“. Варто підкреслити, що цей амід акридон-4-
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Рис. 2. Типовий відгук сенсора ППР: до 300 хв – базова лінія, 300–310 хв – стадія асоціації, з 
310 хв – стадія дисоціації. 
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Рис. 3. Сенсограма, що відображає процес іммобілізації ДНК на сенсорній поверхні. До 68 та 
після 121 хв використовували робочий буферний розчин, а з 68 по 121 хв − розчин для 
іммобілізації. Розчин ДНК для іммобілізації було введено на 88 хв. 

Рис. 4. Сенсограма, що відображає введення серії зразків різної концентрації. 
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карбонової кислоти повністю пригнічує релаксацію ДНК топоізомеразою І in vitro в кон-

центрації 25 мкг/мл і значно інгібує синтез РНК у модельній системі транскрипції з вико-

ристанням ДНК-залежної РНК-полімерази фагу Т7 за тієї ж концентрації. 

Кінетичні параметри взаємодії деяких похідних акридону з ДНК,  

іммобілізованою на сенсорній поверхні спектрометра ППР та контрольною  

поверхнею (обробленою тільки МКГ) 

 
Таким чином, у даній роботі показана принципова можливість вивчення взаємо-

дії низькомолекулярних сполук на прикладі похідних акридону з ДНК методом поверх-

невого плазмонного резонансу з використанням спектрометра ППР „Плазмон SPR-4m“. 

За допомогою розробленого нами програмного забезпечення розраховані попередні 

значення кінетичних констант взаємодії досліджуваних речовин з іммобілізованою 

ДНК. Отримані результати є підставою для подальшого вивчення механізмів дії низько-

молекулярних синтетичних біорегуляторів у сукупному застосуванні молекулярно-

біологічних і біосенсорних методів дослідження. 
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INVESTIGATION OF POSSIBILITY TO USE THE METHOD OF SURFACE  

PLASMON RESONANCE FOR STUDY OF INTERACTIONS BETWEEN  

ACRIDONE DERIVATIVES AND DNA 
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Possibility for investigation of interactions between synthetic low-
molecular weight acridone derivatives and DNA by the method of surface plas-
mon resonance using spectrometer Plasmon SPR-4m was shown. Spectrometry 
of surface plasmon resonance allows real-time monitoring the process of DNA 
immobilization on gold surface of a sensor chip, as well as observing interac-
tions between the immobilized DNA and the acridone derivatives. Parameters of 
interactions between immobilized DNA and the acridone derivatives, obtained 
by the method of surface plasmon resonance, are in good correlation with the 
results of biological activity studies on the acridone derivatives in enzyme sys-
tems in vitro. 

Key words: surface plasmon resonance, acridone, DNA, molecular interactions.  
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