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VII. Відомості про ДіР
Назва роботи українською:
Створення нових біосенсорних та ензиматичних методів визначення вмісту креатиніну як біомаркера
функціонального стану нирок та контролю процесу гемодіалізу.

Назва роботи англійською:
Development of new biosensor and enzymatic methods for determination of the content of creatinine as a
biomarker of kidney function and control process of hemodialysis.

Реферат українською:
Основними завданнями поточного етапу НДР було оптимізація препаративного виділення
креатиніндеімінази (КДІ) із клітин рекомбінантного штама-продуцента, стабілізація фермента, його
іммобілізація на мікроелектродах та нанокомпозитних носіях, створення лабораторного прототипу
біосенсора на креатинін та опрацювання нового ензиматичного методу аналізу креатиніну за використання
рекомбінантної КДІ. Опрацьовано оптимальну схему препаративного виділення та очищення (His)6-
тегованої рекомбінантної КДІ з клітин штама-продуцента Escherichia coli BL21 із використанням метало-
афінної хроматографії на Ni-NTA-агарозі. Досліджено стабільність отриманих препаратів КДІ та
протестовано різні підходи для стабілізації фермента. Показано, що фермент стабільний упродовж тижня
при 5 °С в 0,05 М фосфатному буфері, рН 7,5 (ФБ). Препарати фермента можна зберігати без значної втрати
активності не менше 4 місяців при -20 °С у ФБ з додатком 20 % гліцеролу або у вигляді суспензії у цьому ж
буфері при 70 % насичення сульфатом амонію, або ж у ліофілізованій формі в присутності трегалози як
стабілізатора. Методом електрохімічного осадження здійснено синтез гібридних Cu-вмісних наночастинок
на поверхні графітового електрода. Проведено дослідження структурних, фізико-хімічних та каталітичних
властивостей одержаних наночастинок та досліджено електрохімічну активність сконструйованої
хемосенсорної мембрани до іонів амонію. Електрофоретично гомогенний препарат КДІ з питомою
активністю 10 мкмоль·хв?1·мг?1 білка використано для створення нового амперометричного біосенсора на
основі амоній-чутливої хемосенсорної мембрани на основі електроосаджених гібридних Cu-вмісних
наночастинок. Проведено тестування різних методів ковалентної іммобілізації КДІ на поверхні електрода та
вибрано найбільш оптимальний підхід за використання формування на поверхні Cu-вмісних наночастинок
моношару ?-меркаптогексадеканої кислоти, карбоксильну групу якої конденсують з аміногрупою білка N-
гідроксисукцинімід-карбодіімідним методом. Сконструйований біосенсор характеризується широким
діапазоном лінійності (0,02 - 7 мМ), швидкою відповіддю на аналіт (1 хв.), задовільною стабільністю при
зберіганні (50% збереження вихідного сигналу після 14 днів) та високою селективністю до креатиніну.
Опрацьовано високочутливий метод ензиматичного аналізу креатиніну за використання рекомбінантної КДІ
з спектрофотометричною та флуориметричною детекцією продукту реакції (іонів амонію) з пороговою
чутливістю близько 6 µМ та 0,2 µМ, відповідно. Опубліковано 19 статeй (9 - у зарубіжних журналах, 6 - у
вітчизняних часописах, 2 розділи в іноземній монографії та 2 - у вітчизняній книзі), 13 тез доповідей. Подано
до друку 4 статті в міжнародні видання та 1 патент України на винахід. 9 статей - у Scopus. Сумарний імпакт-
фактор публікацій - 21,7.

Реферат англійською:
The main tasks of the current stage of research were optimization of the preparation of creatinine deiminase (CDI)
from recombinant producer's cells, stabilization of the enzyme, its immobilization on microelectrodes and
nanocomposite carriers, creation of a laboratory prototype of biosensor selective for creatinine, and elaboration of
a new enzymatic method for creatinine assay using recombinant CDI. An optimal scheme for isolation and
purification of (His)6-tagged recombinant CDI from the Escherichia coli BL21 transformant cells using metal
affinity chromatography on Ni-NTA agarose has been worked out. The stability of the isolated CDI preparations



has been studied and various approaches for stabilizing the enzyme have been tested. It was shown that the
enzyme is stable over a week at 5 °C in 0.05 M phosphate buffer, pH 7.5 (PB). The enzyme preparations can be
stored without significant loss of activity for at least 4 months at -20 ° C in PB with the addition of 20% glycerol or
as a suspension in the same buffer at 70% saturation with ammonium sulfate, or in the freeze-dried form in the
presence of trehalose as a stabilizer. By the method of electrochemical deposition, hybrid Cu-containing
nanoparticles were synthesized on the surface of a graphite electrode. The study of structural, physico-chemical
and catalytic properties of the obtained nanoparticles has been carried out and the electrochemical activity of the
constructed ammonium-selective chemosensing membrane has been investigated. Electrophoretically
homogeneous preparation of CDI with a specific activity of 10 ?mol · min-1 · mg-1 protein was used to create a new
amperometric biosensor based on an ammonium-slective chemosensing membrane, prepared by electrochemical
deposition of hybrid Cu-containing nanoparticles on the electrode. Different methods of physical and covalent
immobilization of CDI on the electrode surface have been tested, and the most optimal approach has been chosen.
It includes the formation of a monolayer of ?-mercaptohexadecanoic acid on the surface of Cu-containing
nanoparticles, condensation of carboxyl groups with amino groups of the protein by the N-hydroxysuccinimide-
carbodiimide method. The designed biosensor is characterized by a wide range of linearity (0.02 - 7 mM), fast
response to the analyte (1 min.), satisfactory storage stability (50% preservation of the original signal after 14 days)
and a high selectivity to creatinine. Using recombinant CDI, a highly sensitive method for the enzymatic assay of
creatinine has been developed, based on spectrophotometric and fluorometric detection of the reaction product
(ammonium ions), with a threshold sensitivity of about 6 µM and 0.2 µM, respectively. There were published 19
articles (9 - in international journals, 6 - in Ukrainian journals, 2 chapters in international monograph and 2 - in the
Ukrainian book), and 13 abstaracts. 4 articles were submitted for publication in international editions and 1
Ukrainian patent for invention has been preparted. 9 articles are in Scopus. Total Impact Factor of publications is
21,7.
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VIII. Наукова (науково-технічна) продукція (НТП)
Назва НТП українською: Опрацювання ензиматичного та біосенсорного методів визначення вмісту
креатиніну в біологічних рідинах на основі рекомбінантної креатиніндеімінази та створення лабораторного
прототипу амперометричного біосенсора.

Назва НТП англійською: Development of enzymatic and biosensor methods for determination of
creatinine content in biological fluids on the basis of recombinant creatinine deiminase and creation of a
laboratory prototype of amperometric biosensor

НТП, яку передбачалося створити:
Причини, через які НТП не було створено:
Отримані результати:
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Реєстраційний номер картки технології:
Опис НТП: Біоаналітичні методи на основі рекомбінантних ферментів
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- P.78. 2.Demkiv O., Banakh S., Broda D., Gayda G., Gonchar M. Screening of fungal producers of extracellular
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detoxification strategies in yeasts / 7th International Weigl Conference (26-29 September 2017, Lviv, Ukraine). -



2017. - P.36.4.Gayda G., Stasyuk N., Fayura L., Gonchar M., Sibirny A. Application of arginine-hydrolizing enzymes
in bioanalytics / XV З'їзд товариства мікробіологів України ім. С.М. Виноградського (11-15 вересня 2017, Одеса,
Україна). - 2017. - С.239.5.Gayda G., Stasyuk N., Klepach H., Zakalskiy A., Zakalska O., Semashko T., Gonchar M.
Peroxidase-like nanozymes as efficient platforms for oxidase-based amperometric biosensors / 7th International
Weigl Conference (26-29 September 2017, Lviv, Ukraine). - 2017. - P.100. 6.Kavetskyy T., ?au?a O., ?echova K.,
?vajdlenkova H., Ma?ko I., Petkova T., Boev V., Ilcheva V., Smutok O., Kukhazh Y., Gonchar M. Network properties of
ureasil-based polymer matrixes for construction of amperometric biosensors as probed by PALS and swelling
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September 2017, Lublin, Poland). - 2017. - P. O13.7.Prokopiv T., Smutok O., Karkovska M., Sibirnyj W., Gonchar M. D-
lactate-selective amperometric biosensor based on the mitochondrial fraction of Оgataea (Hansenula) polymorpha
recombinant cells for dairy products control / 7th International Weigl Conference (26-29 September 2017, Lviv,
Ukraine). - 2017. - P.143.8.Banakh S., Demkiv О., Gayda G., Gnatush S. Production of extracellular fungal laccase by
Stachybotris chartarum and Monilinia fructicola strains. "Youth and progress of biology", Lviv, 25-27 April 2017. - P.
170.9.Smutok O., Karkovska M., Serkiz R., Vus В., ?enas N., Gonchar M. A. Novel mediatorless biosensor for non-
invasive L-lactate analysis of human liquids / 7th International Weigl Conference (26-29 September 2017, Lviv,
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біосенсорний елемент для аналізу креатиніну / XV З'їзд товариства мікробіологів України ім. С.М.
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