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У роботі представлено методичні підходи до використання атомно-силового мікроскопу для 
вивчення об'єктів вірусної природи т а їхньої взаємодії зі специфічними імуноглобулінами (IgG). 
Застосування формвару для покриття сколів слюди збільшує адсорбцію віріонів, практично не 
впливаючи на рельєф поверхні Зображення фазового зсуву взаємодії ВТМ з IgG, який пропорційний 
силі адгезії зонда до поверхні, дали можливість візуалізувати розподіл антитіл по поверхні 
вірусних часток. Метод є унікальним з точки зору вірусології, оскільки виключає фіксацію 
препарату, необхідну для досліджень у трансмісійному мікроскопі 

В с т у п . А т о м н о - с и л о в и й м і к р о с к о п (Atomic F o r c e 
Microscope — A F M ) о с т а н н і м ч а с о м в с е б і л ь ш е в и 
к о р и с т о в у є т ь с я д л я в и в ч е н н я б у д о в и р і з н о м а н і т н и х 
біологічних с и с т е м — від т к а н и н т а к л і т и н до х р о 
м о с о м , м е м б р а н , о к р е м и х б і л к о в и х м о л е к у л т а 
н у к л е ї н о в и х к и с л о т . І н т е р е с до м е т о д у A F M в и к л и 
к а н и й т и м , щ о в ін д о з в о л я є д о с л і д ж у в а т и біологічні 
с т р у к т у р и у б у д ь - я к о м у середовищі : у в а к у у м і , 
повітрі а б о рідині [ 1 J . З д а т н і с т ь ц ь о г о м і к р о с к о п у 
п р а ц ю в а т и у р ідинах в і д к р и в а є м о ж л и в і с т ь в и в ч е н 
ня б іологічних процес ів т а к , я к в о н и в і д б у в а ю т ь с я 
в природі , т а мон іторингу ф у н к ц і о н а л ь н о п о в ' я з а 
них к о н ф о р м а ц і й н и х з м і н [ 2 ] , М е т о д A F M б у в 
розроблений у 1986 р . [ 3 ] я к п о д а л ь ш и й р о з в и т о к 
ідей, п о к л а д е н и х в основу с к а н у ю ч о ї т у н е л ь н о ї 
мікроскопі ї ( С Т М ) . 

Ф о р м у в а н н я з о б р а ж е н н я п о в е р х н і в і д б у в а є т ь с я 
з а допомогою м е х а н і ч н о г о з о н д а з рад іусом в і с т р я 
порядку н а н о м е т р і в , щ о з а б е з п е ч у є в ідповідну р о з 
д ільну з д а т н і с т ь м е т о д у т а ч і т к е з о б р а ж е н н я о б ' є к 
т у . С у ч а с н і а т о м н о - с и л о в і м і к р о с к о п и д о з в о л я ю т ь 
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д о с л і д ж у в а т и н е л и ш е т о п о г р а ф і ю п о в е р х н і з р а з к а , 
а й деякі ф і з и ч н і в л а с т и в о с т і , т а к і я к т е р т я , п р у ж 
ність , сили адгез і ї т а е л а с т и ч н і с т ь у наномірній 
ш к а л і [ 4 — 6 ] . 

І снує т а к о ж м о ж л и в і с т ь в и м і р ю в а н н я м і ж м о 
л е к у л я р н и х в з а є м о д і й н а рівні п і к о н ь ю т о н і в у ф і 
з іолог ічних у м о в а х . Р е з у л ь т а т и A F M д о п о в н ю ю т ь 
т а к і т р а д и ц і й ц н і м е т о д и д о с л і д ж е н н я біологічних 
о б ' є к т і в , я к р е н т г е н о с т р у к т у р н и й а н а л і з , е л е к т 
р о н н а м і к р о с к о п і я т а ядерний м а г н і т н и й резонанс . 
О д н а к р е а л і з а ц і я п о т е н ц і й н и х м о ж л и в о с т е й A F M у 
г а л у з і б іологічних досл іджень щ е п о т р е б у є з н а ч н и х 
м е т о д и ч н и х з у с и л ь д л я в р а х у в а н н я с п е ц и ф і к и б іо
лог ічних о б ' є к т і в [ 7 ] . З о к р е м а , ц е с т о с у є т ь с я м е 
тодів п ідготовки т а ф і к с у в а н н я з р а з к і в н а поверхні 
с у б с т р а т у д л я о д е р ж а н н я з о б р а ж е н ь високої якост і . 

Н а й п о ш и р е н і ш и м м е т о д о м н а сьогодні є і м м о 
б і л і з а ц і я б іологічних о б ' є к т і в н а с в і ж о м у сколі 
слюди, я к и й м а є а т о м н о г л а д к у , с л а б о н е г а т и в н о 
з а р я д ж е н у т а х і м і ч н о інертну п о в е р х н ю [8 ]. 

У ц ь о м у в и п а д к у воду чи б у ф е р н и й р о з ч и н 
з р а з к а н а н о с я т ь н а с в і ж и й с к о л с л ю д и , п о т і м обе 
р е ж н о п р о м и в а ю т ь в о д о ю чи б у ф е р н и м р о з ч и н о м 
д л я в и д а л е н н я ч а с т о к , щ о не а д с о р б у ю т ь с я до 
п ідкладки . 
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Рис 2 Зображення ВТМ, отримані за допомогою атомно-силового мікроскопу: а— вид зверху; б— поперечний переріз 

Д л я з о б р а ж е н н я Д Н К з а д о п о м о г о ю цього м і к 
роскопу розчин з р а з к а у б у ф е р і наносили на с л ю 
ду, потім п р о м и в а л и в о д о ю з н а с т у п н о ю і н к у б а ц і є ю 
у водному розчині у р а н і л а ц е т а т у , пот ім знову про 
мивали водою т а в и с у ш у в а л и на повітрі [ 9 ] . Д л я 
адсорбції п у р п у р о в о ї м е м б р а н и Н alobacterium sa-
linarium | 1 0 ] в и к о р и с т о в у в а л и слюду , п о к р и т у 
поліл ізин-г ідробромідом. Іноді, кр ім слюди , в и к о 
р и с т о в у ю т ь інші с у б с т р а т и . Н а п р и к л а д , у роботі 
[ 1 1 ] і м м о б і л і з у в а л и гексагональні у п а к о в к и ін-
термед іального ш а р у з оболонки кл ітини Deino-
coccus radiodurans, з а с т о с о в у ю ч и ф о т о к р о с л і н к е р , 
щ о був к о в а л е н т н о з в ' я з а н и й з і с к л я н о ю п о в е р х 
нею. 

Д л я в и м і р ю в а н ь с п е ц и ф і ч н о ї в з а є м о д і ї м і ж 
к о м п л е м е н т а р н и м и к о м п о н е н т а м и один із к о м п о 
нентів м о ж е б у т и нанесений на зонд A F M , при 
цьому в и м і р ю ю т ь сили адгез і ї в п і к о н ь ю т о н а х м і ж 
п о в е р х н е ю м о д и ф і к о в а н о г о зонда і з р а з к а (по в е л и 
чині цієї сили м о ж н а зробити висновок про с п е 
цифічність в з а є м о д і ї ) . Щ о б дослідити ц е , Ф л о р е н 
т а с п і в а в т . [ 1 2 ] з а с т о с у в а л и неспецифічну адсорб
цію б іотинільованого б и ч а ч о г о с и р о в а т к о в о г о а л ь 
буміну на поверхн і з о н д а , в и г о т о в л е н о г о з нітриду 
кремнію, для в и м і р ю в а н н я специфічно ї в заємод і ї 
м іж б іотином і ав ідином т а в и з н а ч а л и силу в з а є 
модії м іж індив ідуальними м о л е к у л а м и . 

Розд ільна з д а т н і с т ь м ікроскопу по висоті с т а 
новить 3 — 1 0 А, по поверхн і — з а л е ж и т ь від зондів 
і с т а н о в и т ь від 0 ,3 до 5 нм . 

П р е д с т а в л е н а робота п р и с в я ч е н а в і д п р а ц ю в а н 
н ю методу іммоб іл і з ац і ї б іологічних о б ' є к т і в на 
св іжих с к о л а х слюди і в и к о н а н а на м о д е л я х в ірусу 

т ю т ю н о в о ї м о з а ї к и ( В Т М ) т а імуноглобулін ів класу 
G ( I g G ) , с п е ц и ф і ч н и х до В Т М . 

М а т е р і а л и т а м е т о д и . Досл ідження в и к о н у в а 
л и на а т о м н о - с и л о в о м у мікроскопі ( N a n o s c o p e D 
3 0 0 0 , Digi ta l Ins t ruments , U S A ) . В дослідах викори
с т о в у в а л и В Т М з к о н ц е н т р а ц і є ю в бідистиляті 
0,8 м г / м л . К р а п л ю розчину (25 м к л ) наносили на 
с в і ж и й скол слюди , ч е р е з 20—ЗО хв п р е п а р а т 
п р о м и в а л и водою т а п о с т у п о в о в и с у ш у в а л и на 
повітрі в з а к р и т і й ч а ш ц і П е т р і . В іншій м о д и ф і к а 
ції п р е п а р а т наносили на с л ю д у , в и т р и м а н у протя
гом 10 с у 0 , 2 % - м у розчині ф о р м в а р у (полів ініл-
ф о р м а л ь д е г і д у ) в х л о р о ф о р м і . 

П р и вивченні реакц і ї а н т и г е н — а н т и т і л о (Аг— 
Ат) як А г в и к о р и с т о в у в а л и с у с п е н з і ю В Т М , як 
Ат — були в з я т і м и ш а ч і моноклональн і Ат класу G 
( I g G ) , с п е ц и ф і ч н і до з в и ч а й н о г о ш т а м у В Т М 
( Інститут д іагностики патоген ів , Н і м е ч ч и н а ) з ро
бочим т и т р о м , щ о в 10 р а з і в п е р е в и щ у в а в такий 
для і м у н о ф е р м е н т н о г о а н а л і з у . Т е р м і н контакту 
с т а н о в и в 24 год при к і м н а т н і й т е м п е р а т у р і , далі 
п р е п а р а т п р о м и в а л и д и с т и л ь о в а н о ю водою і посту
пово в и с у ш у в а л и на повітрі в з а к р и т і й чашці 
Петр і . 

Р е з у л ь т а т и т а о б г о в о р е н н я . Одн ією з проблем 
досл ідження з р а з к і в з а д о п о м о г о ю A F M є нанесен
ня п р е п а р а т у на ідеально р івну п о в е р х н ю т а його 
з а к р і п л е н н я на ній, У н а ш о м у випадку для п о 
к р а щ а н н я адсорбці ї по аналог і ї з п р и г о т у в а н н я м 
п р е п а р а т і в для електронно ї мікроскопі ї ми викори
с т о в у в а л и ф о р м в а р , який наносили на слюду. Д л я 
к о н т р о л ю поверхн і були знят і п о к а з н и к и рельєфу 
чистої слюди т а слюди , оброблено ї ф о р м в а р о м , щ о 
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Рис 3. Взаємодія ВТМ з антитілами. 
Зображення фазового зсуву, отримані 
з а д о п о м о г о ю а т о м н о - с и л о в о г о 
мікроскопу. Зсув ф а з змінюється від 
0 (чорний) до 100 (білий колір) 

0 1,00 2.00 м км 

становили 0,087 та 0,239 нм відповідно (рис. 1). 
Порівнюючи адсорбуючу здатність для ВТМ цих 
поверхонь, встановлено, що у випадку формварової 
обробки поверхні слюди відбувається ефективне 
прикріплення ВТМ, оскільки необроблена слюда 
має погану абсорбуючу здатність для білкових 
структур і не утримує на своїй поверхні вірусних 
часток, тому для подальшого вивчення взаємодії 
Аг—Ат використовували модифіковану формваром 
слюду, що загально прийнято для електронної мік
роскопії. 

Розміри ВТМ, отримані за допомогою AFM, по 
висоті становили 17,2 нм, а по горизонталі — 4 5 
нм (рис. 2 ) . Збільшення горизонтальної проекції 
діаметру ВТМ обумовлено формою та радіусом 
кривизни зонда 112]. 

При дослідженні взаємодії Аг—Ат умови кон
такту були підібрані по аналогії з умовами в 
імуноферментному аналізі — 24 год при кімнатній 
температурі. Зображення фазового зсуву взаємодії 
ВТМ з IgG, який пропорційний силі адгезії зонда 
до поверхні, дали можливість візуалізувати роз
поділ Ат по поверхні вірусних часток (рис. 3) . 
Після взаємодії з Аг вірусні частки не прилягають 

одна до одної боковими поверхнями. Вони лежать 
або окремо, або агрегують кінець-у-кінець. Крім 
того, Ат нерівномірно розподілялися по поверхні 
вірусних часток, що може свідчити про невід
повідність концентрацій реагуючих компонентів. 

Дослідження за допомогою AFM, на нашу дум
ку, в майбутньому можуть бути використані як 
методологічна основа для нового покоління діагно-
стикумів. Крім того, AFM можна застосовувати для 
вивчення збірки вірусів в умовах in vitro, орієнтації 
віріонів під дією фізико-хімічних факторів, дослід
ження процесу кристалізації вірусів, комплемен™ 
тарності біологічних компонентів та інше. Метод є 
унікальним з точки зору вірусології, оскільки вик
лючає фіксацію препарату, необхідну для дослід
жень в трансмісійному мікроскопі. 
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Изучение вируса табачной мозаики при помощи атомно-
силового м и к роскопа 

Резюме 

В работе представлены методические подходы к использова
нию атомно-силового микроскопа для изучения объектов ви-
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