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Конкурс колективних проєктів за напрямами досліджень, пов’язаних із біобезпекою, 
біомедициною, екологією, кібернетичною та інформаційною безпекою, із відповіддю на 
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Опис проєкту
Анотація проєкту
Пошук біомаркерів найпоширеніших захворювань та індикаторів для оцінки перебігу та 
лікування хвороб – пріоритетні напрямки світової науки в галузі аналітичної біотехнології. 
Серед таких біомаркерів важлива роль належить метаболітам, зокрема, креатиніну – 
одному із кінцевих продуктів обміну білків в організмі людини. Розробка нових 
біоаналітичних технологій стане науковою основою для створення практично важливих 
аналітичних продуктів (ензиматичний набір та лабораторний прототип біосенсора для 
аналізу креатиніну), що дозволить покращити діагностику порушень функції нирок та 
вдосконалить моніторинг перебігу ниркових захворювань, оцінку ефективності 
гемодіалізу та лікування. Ці розробки можуть використовуватись в клінічних лабораторіях, 
центрах гемодіалізу та науково-дослідних установах медичного профілю, а також центрах 
спортивної медицини.

Короткий опис проєкту
Як результат першого етапу запланованих досліджень, планується отримати селективний, 
високо очищений препарат рекомбінантної креатиніндеімінази (КДІ) із питомою 
активністю, що перевищить більшість комерційних аналогів. Успішність запланованих 
досліджень зумовлена тим, що рекомбінантна КДІ із конструйованого нами раніше 
продуцента Escherichia coli, що несе надекспресований ген codA Corynebacterium 
glutamicum PCM 1945, тагований (His)6‐кодуючим фрагментом [Zakalskiy et al. Cell Biol. 
Intern. (2020) 44(5):1204-1211. doi: 10.1002/cbin.11320]. Модифікація фермента (His)6‐тагом 
спрощує процедуру його ефективного виділення та очистки на Ni-афінному сорбенті. За 
використання рекомбінантної КДІ та селективних реагентів на іони амонію, буде створено 
ензиматичний набір для визначення креатиніну в біологічних рідинах людини із 
спектрофотометричною та/або флуориметричною детекцією продукту реакції. За рахунок 
використання дешевого джерела фермента та недорогих реагентів, запропонований 
ензиматичний набір буде в декілька разів дешевший відомих комерційних аналогів. 
Створений на основі рекомбінантної КДІ та хемоселективних до іонів амонію 
нанокомпозитних мембран амперометричний біосенсор спростить та пришвидшить аналіз 
креатиніну в зразках біологічних рідин людини. Також передбачається, що за його 
використання, у подальшому, стане можливим аналіз відповідного аналіту в реальному 
часі (on-line) для контролю ефективності перебігу процесу гемодіалізу.
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Мета наукового проєкту
Даний проєкт ставить за мету опрацювання нових біоаналітичних методів для кількісного 
визначення креатиніну – метаболіту білкового обміну, важливого біомаркера 
функціонального стану нирок. Як аналітичний інструмент буде використано рекомбінантну 
форму стабільної креатиніндеімінази (КДІ) мікробного походження – як у складі 
біосенсорного елемента, так в ролі біокаталітичного компонента ензиматичного 
аналітичного набору. Актуальність планованих досліджень пов’язана з потребою в 
розробці селективних, чутливих і водночас недорогих методів аналізу практично 
важливих аналітів – біомаркерів найбільш поширених захворювань. Соціально-



економічна значимість результатів планованої роботи полягає у їх потребі в клінічній 
діагностиці ниркової дисфункції, для оцінки тяжкості захворювання, контролю його 
перебігу та лікування (у тому числі, методом гемодіалізу), а також у спортивній медицині 
(оцінка загального фізіологічного статусу організму спортсменів, особливо при ризиках 
порушення гідроелектролітичного балансу організму).

Основні завдання проєкту
№ 1. Препаративне виділення та очищення рекомбінантної креатиніндеімінази (КДІ) з 
клітин мікробного надпродуцента фермента № 2. Розробка ензиматичного методу та 
біоаналітичного набору для аналізу креатиніну за використання КДІ із 
спектрофотометричною та флуориметричною детекцією кінцевого продукту; № 3. 
Скринінг та синтез нових хемосенсорних матеріалів, чутливих до іонів амонію; № 4. 
Створення та характеристика нового амперометричного біосенсора для визначення 
вмісту креатиніну на основі використання рекомбінантної КДІ та хемосенсорної мембрани, 
чутливої до іонів амонію; № 5. Конструювання портативного лабораторного прототипу 
біосенсора для експрес-аналізу креатиніну; № 6. Тестування створених біотехнологічних 
продуктів – ензиматичного набору та біосенсора для аналізу креатиніну – на реальних 
клінічних зразках біологічних рідин людини.
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3. Детальний зміст проєкту (українською та англійською мовами) 

3.1 Сучасний стан проблеми (до 2 сторінок) 

Показник вмісту креатиніну в плазмі (сироватці) крові, завдяки своїй простоті й 

дешевизні, широко використовується в рутинній медичній практиці для визначення 

швидкості клубочкової фільтрації - інтегрального показника видільної функції нирок. 

Нормальний вміст креатиніну в крові складає: для жінок – 44-97 мкМ, для чоловіків – 62-115 

мкМ. При функціонуванні тільки однієї нирки цей рівень підвищується до 159-168 мкМ. 

Підвищена понад норму концентрація креатиніну в сироватці крові (для дітей – понад 177 

мкМ, для дорослих – понад 885 мкМ) свідчить про серйозну ниркову недостатність. 

Гіперкреатинінемія може бути пов’язана з хронічними або гострими нирковими 

захворюваннями, ускладненням цукрового діабету (діабетична нефропатія) [1] та ураженням 

нирок токсичними чинниками, зокрема, медикаментами (рентгеноконтрастні засоби, 

антибіотики-аміноглікозиди, антибіотики-цефалоспорини, статини, тощо). Підвищення рівня 

креатиніну в сироватці крові спостерігається також при споживанні великої кількості м'яса 

(якщо, крім того, має місце підвищений вміст креатиніну в сечі). Рівень креатиніну 

підвищується також при зневодненні організму, ураженні м'язів. Зниження вмісту креатиніну 

спостерігається при недостатньому споживанні м'яса, вегетаріанському раціоні, голодуванні, 

а також в I та II триместрах вагітності. Креатинін розглядається як важливий показник 

фізіологічного стану спортсменів [2], і є потреба у простих, неінвазійних методах аналізу 

цього метаболіту в біологічних рідинах, включаючи піт. 

Для визначення вмісту креатиніну опрацьовано різні хімічні та фізико-хімічні методи 

[3; 4], включаючи добре відому кольорову реакцію Яффе з утворенням комплексу 

Яновського з пікрат-аніоном [5], проте недоліками останнього методу (а також різних 

модифікацій) є низька специфічність та чутливість до позитивної і негативної інтерференції з 
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боку супутніх речовин. Запропоновані фізико-хімічні методи потребують значних затрат 

часу, тривалої та складної підготовки проб, дорогих реактивів, висококваліфікованого 

персоналу і, найголовніше, не дають можливості аналізу в режимі реального часу. 

Для ензиматичного аналізу креатиніну запропоновано супряження 

креатиніндеіміназної реакції, в якій утворюється аміак, із глутаматдегідрогеназною реакцією, 

в якій відбувається окислення NADH, що моніторується спектрофотометрично при 340 нм 

[6]: 

 

Інший підхід ґрунтується на використанні двох ферментів - креатинінази (КФ 3.5.2.10) 

та креатинази (КФ 3.5.3.3). Креатинін перетворюється креатиніназою в креатин, а креатин за 

дії креатинази – до сечовини і саркозину, який визначається колориметрично (при 570 нм) 

або флуориметрично (Ex/Em = 538/587 нм) за використання ще 2-х ферментів – 

саркозиноксидази та пероксидази. На цьому принципі побудовано ензиматичний набір для 

аналізу креатиніну, який випускається фірмою “SIGMA-ALDRICH” [7] (каталожна ціна – 342 

Євро на 100 визначень), а також креатину [8] (ціна 360,5 Євро на 100 визначень). 

Аналогічний набір для аналізу креатиніну виробляє фірма BIOVISION [9] (каталожна ціна – 

285 доларів США на 100 визначень), а також фірма ABCAM [10] (за ціною 385 євро на 100 

аналізів).  

Конструювання біосенсорів для аналізу креатиніну викликає великий інтерес [11]. 

Описано різні типи біосенсорів, які ґрунтуються, в основному, на застосуванні як 

біокаталітичного елемента фермента креатиндеімінази (КДІ), часто у поєднанні з іншими 

ферментами [12]. Для перетворення сигналу використовуються пристрої різного типу – 

потенціометричні, амперометричні, кондуктометричні, імпедіометричні та оптичні. 

Українськими авторами [13-16] описано лабораторні прототипи потенціометричного 

біосенсора на основі рН-чутливого транзистора, проте їх недоліком є негативний вплив на 

результати аналізу високої буферної ємності аналізованих зразків (сироватки або плазми 

корові).  

Незважаючи на значну кількість наукових публікацій, проблема серійного випуску 

біосенсорів для аналізу креатиніну досі не розв’язана. Це пов’язано, перш за все, з 

нестабільністю КДІ та дороговизною більшості перетворювачів та фермента.  
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Отже, аналіз проблеми визначення вмісту креатиніну в світовій літературі показує на 

подальшу актуальність проблеми, особливо в плані опрацювання високо-селективного 

недорогого ензиматичного методу аналізу цього аналіту або конструювання доступного 

портативного біосенсора на основі стабільної КДІ, виділеної із високопродуктивного 

мікробного рекомбінантного продуцента.  
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3.2 Новизна проєкту (до 1 сторінки) 

Актуальність планованих досліджень пов’язана з потребою в розробці селективних, 

чутливих і водночас недорогих методів аналізу практично важливих аналітів – біомаркерів 

найбільш поширених захворювань. Соціально-економічна значимість результатів планованої 

роботи полягає у їх потребі в клінічній діагностиці ниркової дисфункції, для оцінки тяжкості 

захворювання, контролю його перебігу та лікування (у тому числі, методом гемодіалізу), а 

також у спортивній медицині (оцінка загального фізіологічного статусу організму 

спортсменів, особливо при ризиках порушення гідроелектролітичного балансу організму).  

Даний проєкт ставить за мету опрацювання нових біоаналітичних методів для 

кількісного визначення креатиніну – метаболіту білкового обміну, важливого біомаркера 
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функціонального стану нирок. Як аналітичний інструмент буде використано рекомбінантну 

форму стабільної креатиніндеімінази (КДІ) мікробного походження – як у складі 

біосенсорного елемента, так в ролі біокаталітичного компонента ензиматичного аналітичного 

набору.  

На сьогодні на ринку наявні ліофілізовані препарати КДІ мікробного походження 

виробництва фірм Sigma-Aldrich, Fisher Scientific, Sorachim, Toyobo Enzymes з питомою 

активністю від 10 до 25 Од./мг білка та ціною від 285 доларів США до 1985 Євро за 10 мг. 

Водночас, важливою проблемою використання комерційних препаратів КДІ в аналітичних 

цілях, окрім високої вартості, є і недостатня специфічність цього фермента до креатиніну: 

різні бактерії та гриби продукують фермент, який, крім креатиніндеіміназної активності, 

виявляє побічну цитозиндеіміназну активність [17]. Як результат першого етапу 

запланованих досліджень, планується отримати селективний, високо очищений препарат 

рекомбінантної КДІ із питомою активністю, що перевищить більшість комерційних аналогів. 

Успішність запланованих досліджень зумовлена тим, що рекомбінантна КДІ із 

конструйованого нами раніше продуцента Escherichia coli, що несе надекспресований ген 

codA Corynebacterium glutamicum PCM 1945, тагований (His)6‐кодуючим фрагментом [18]. 

Модифікація фермента (His)6‐тагом спрощує процедуру його ефективного виділення та 

очистки на Ni-афінному сорбенті. 

За використання рекомбінантної КДІ та селективних реагентів на іони амонію, буде 

створено ензиматичний набір для визначення креатиніну в біологічних рідинах людини із 

спектрофотометричною та/або флуориметричною детекцією продукту реакції. За рахунок 

використання дешевого джерела фермента та недорогих реагентів, запропонований 

ензиматичний набір буде в декілька разів дешевший відомих комерційних аналогів. 

Створений на основі рекомбінантної КДІ та хемоселективних до іонів амонію 

нанокомпозитних мембран амперометричний біосенсор спростить та пришвидшить аналіз 

креатиніну в зразках біологічних рідин людини. Також передбачається, що за його 

використання, у подальшому, стане можливим аналіз відповідного аналіту в реальному часі 

(on-line) для контролю ефективності перебігу процесу гемодіалізу. 

Література: 

17. Wyss & Kaddurah-Daouk. Physiological Reviews. (2000) 80(3):1107-1214 

10.1152/physrev.2000.80.3.1107  

18. Zakalskiy et al. Cell Biol. Intern. (2020) 44(5):1204-1211. doi: 10.1002/cbin.11320 
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3.3 Методологія дослідження (до 2 сторінок) 

Для виділення й одноетапної очистки (His)6–тегованої рекомбінантної 

креатиніндеімінази (КДІ) буде використано оригінальні підходи рефолдингу білка із тілець 

включення клітин рекомбінантних бактерій E. coli та метал-афінну хроматографію. 

Для спектрофотометричного та флуориметричного визначення вмісту креатиніну, в 

якості реагента на іони амонію, буде використано орто-фталевий альдегід у присутності 

натрій сульфіту. 

Будуть запропоновані нові підходи до хімічного та електрохімічного синтезу і 

функціоналізації полімерних та металевих наночастинок (НЧ) та наностержнів (НС). Будуть 

синтезовані полімерні наноплівки з високою електропровідністю на основі поліпіролу, 

поліаніліну та політіофену. Отримані наноматеріали буде використано для створення 

гібридних метал-вмісних (ZnS(Hg)/Cu, Ni/графен, TiO2) нанокомпозитів. Формування цих 

композитів буде підтверджено методами скануючої електронної мікроскопії (СEM), атомно-

силової мікроскопії (АСМ), енергетично дисперсійної рентгенівської (EДРС), атомно-

емісійної спектроскопії, а також електрохімічними методами за використанням 

потенціостата/гальваностата. 

При конструюванні амперометричного біосенсора на креатинін, в якості робочих, буде 

протестовано низку електродів різного типу та розміру поверхні (планарні та торцеві; на 

основі карбону чи благородних металів) та відібрано оптимальний тип трансдуктора. За 

допомогою циклічної вольтамперометрії та хроноамперометрії буде досліджено основні 

характеристики сконструйованих амоній-чутливих хемоелектродів (оптимальний робочий 

потенціал для детекції іонів амонію, чутливість, межі лінійності та ін.). 

Використовуючи метод «повторного внесення стандарту», створений у роботі 

ензиматичний набір та лабораторний прототип амерометричного біосенсора будуть тестовані 

на модельних та клінічних зразках біологічних рідин здорових донорів та пацієнтів із різними 

нефрологічними захворюваннями, зокрема: пієлонефрит, гломерулонефрит, діабетична 

нефропатія, пухлини нирок, туберкульоз та полікістоз нирок. Післяопераційне дослідження 

рівня сироваткового креатиніну буде проведено у пацієнтів після трансплантації нирки. Буде 

вивчено також можливість використання створених біоаналітичних методів для неінвазійного 

аналізу креатиніну в поті, слині та сечі людини. Результати визначення вмісту креатиніну в 

біологічних зразках людини розробленими методами буде порівняно із результатами аналізу 

тих же зразків референтними підходами. 
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3.4 Обґрунтування спроможності виконання проєкту учасником Конкурсу (до 3 

сторінок). 

Авторський колектив поточного проєкту складається з семи науковців –  професіоналів 

високого рівня в різних областях, зокрема мікробіології, ензимології, нанотехнології, 

біотехнології, аналітичної хімії, електрохімії та матеріалознавсва. Колектив має досвід 

виконання багатьох вітчизняних наукових проєктів та 22 міжнародних грантів у царині 

прикладної мікробіології, аналітичної біотехнології, електроаналітичної хімії, біосенсорики 

та матеріалознавства (INTAS-94-0552; INTAS-96-1971; NATO Linkage Grant HTECH.LG 

940691; INTAS Food Call 2000 N 00-751; INTAS OPEN CALL 03-51-6278; NATO Linkage 

Grant LST.NUKR.CLG 980621; NATO Linkage Grant PDD (CP)-(CPP.NUKR.CLG 982955); 

STCU-project 3745; STCU-project 4378; Soros International Science Foundation; NATO 

SPS(NUKR)SFPP 984173; CRDF UKЕ2-2816-LV-06; The National Science Fund of the Bulgarian 

Ministry of Education (FNI-DN09/12-2016); білатеральні проєкти Україна-Німеччина (2007-

2008 та 2011-2012), Україна-Болгарія (2009-2010), Україна-Угорщина (2009-2010), Україна-

Китай (2009-2010 та 2017-2018), Україна (ДФФД)-Японія (Японське товариство сприяння 

науці) (2013), Україна-Польща (2014-2015), Україна-Литва (2014-2015 та 2020-2021), тощо. 

Відділ аналітичної біотехнології Інституту біології клітини НАНУ має усе необхідне 

обладнання для проведення запланованих досліджень: матеріальне і апаратне забезпечення 

для культивування клітин мікроорганізмів (стерильні бокси, автоклави, термостати, 

термостатовані струшувачі, центрифуги «Sorvall», «Eppendorf», ліофілізатор «Сhrist alpha 1-2 

LDplus»); для виділення, очищення ферментів і дослідження їх фізико-хімічних і кінетичних 

характеристик (дезінтегратори клітин, хроматографічні колонки, сорбенти, прилади для 

вертикального електрофорезу білків VE-2M «Хелікон», перистальтичні помпи, колектори 

фракцій); для розробки ензиматичного набору (спектрофотометри «SHIMADZU UV-1650», 

флуориметр «Quantech filter»); для синтезу та характеристики мікро- та наночастинок 

(атомно-силовий мікроскоп «Solver P47-PRO (NT-MDT)», скануючий електронний мікроскоп 

«SEM-microanalyser REMMA-102-02» трансмісійний електронний мікроскоп «PЕM-100», 

флуоресцентний мікроскоп «Axio Lab. A1», оптичні мікроскопи); для проведення 

електрохімічних досліджень (комерційні планарні та торцеві електроди з різною природою 

робочої поверхні та різною величиною площі поверхні, електрохімічні комірки, 

потенціостати «CHI 1200A» та «PGstat16»). 
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3.5 Обґрунтування необхідності придбання за рахунок гранту обладнання та 

устаткування, а також напрямів їх використання після завершення гранту (Інформація 

заповнюється у разі подання заявки, яка передбачає придбання обладнання та устаткування 

для реалізації проєкту) (до 1 сторінки). 

 

Придбання обладнання чи устаткування в межах пропонованого проєкту не планується. 

 

3.6  Обсяг фінансування, необхідний для виконання наукового дослідження (розробки), з 

відповідним обґрунтуванням за статтями витрат згідно з таблицями у Розділі VII (до 2 

сторінок). 

Загальний бюджет пропонованого проєкту становить 7,0 млн. грн. (сім мільйонів 

гривень). З них 50,0 % (3,5 млн. грн.) становитимуть витрати на оплату праці, включно з 

нарахуваннями; 40,36 % (2,825 млн. грн.) – видатки на придбання реактивів та матеріалів, 

необхідних для виконання запланованих робіт робіт; 1,1 % (0,075 млн. грн.) – витрати на 

службові відрядження та 8,6 % (0,6 млн. грн.) – непрямі витрати, включаючи накладні. 

Витрати на оплату праці включатимуть оплату праці авторського колективу проєкту: 

двох докторів наук та п’яти  кандидатів наук протягом усієї його тривалості (18 календарних 

місяців). Максимальна щомісячна оплата праці наукового керівника та кожного виконавця 

проєкту не буде перевищувати розміру 10 мінімальних  заробітних плат в Україні. 

Видатки на реактиви включатимуть витрати на придбання солей та кислот благородних 

металів для синтезу амоній-селективних наноносіїв, комерційних полімерів (таких як 

Nafion
®

) для формування амоній-селективної мембрани біосенсора, афінного сорбенту Ni-

NTA Superflow для очистки КДІ, хімічних речовин (креатиніну та амоній хлориду), 

компонентів буферних та електрофоретичних розчинів та електролітів. Також планується 

придбання матеріалів та витратних матеріалів: золотих та платинових планарних електродів 

DropSens, торцевих платинових робочих електродів, торцевих електродів порівняння 

Ag/AgCl, вимірювальних електрохімічних комірок, одноразового пластикового 

інструментарію (носиків для дозаторів, пробірок Eppendorf) та скляного посуду (мірні 

циліндри та інкубаційні колби різного об’єму, пробірки, чашки Петрі та т.п.). Також 

планується придбання змінних дозаторів Eppendorf для різних об’ємів.  

Витрати на відрядження включатимуть видатки на службові відрядження та участь у 

конференціях для представлення отриманих в межах проєкту результатів.  
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Непрямі витрати становитимуть накладні видатки, включно із комунальними витратами 

(оплата природного газу, електроенергії, водопостачання та водовідведення), оплату праці 

адміністрації та технічного персоналу Інституту біології клітини НАНУ, що будуть залучені в 

підтримку виконання проєкту. 

 

3.7 Очікувані результати виконання проєкту (до 1 сторінки) 

Поєднуючи різні галузі природничих наук (мікробіологію, біохімію, ензимологію, 

аналітичну біотехнологію, нанотехнологію, електрохімію та матеріалознавство) розробки в 

межах проєкту матимуть важливе фундаментальне і практичне значення та інноваційний 

характер. Залучення до проведення досліджень студентів становитиме важливий соціально-

виховний ефект, створюючи сприятливі умови для набуття ними важливого наукового 

досвіду та відкриваючи перспективи подальшого кар’єрного росту.  

Розроблені лабораторні прототипи ензиматичного набору та портативного біосенсора 

для експрес-діагностики рівня креатиніну в біологічних рідинах людини не мають аналогів в 

Україні, а за кінцевою ціною, простотою та швидкістю проведення аналізу переважатимуть 

відомі світові аналоги. Одержані наукові результати буде висвітлено у наукових публікаціях і 

виступах на міжнародних конференціях, а також будуть використані для підготовки та подачі 

нових міжнародних та вітчизняних проєктів. Найбільш інноваційні результати будуть 

використані для подання заявок на патент. Можна очікувати, що науковий, технічний, 

економічний та соціально-економічний ефекти від даного проєкту будуть значними. 

Наші здобутки можуть бути в кінцевому підсумку важливими для фундаментальних і 

прикладних природничих наук. Очікувані результати проєкту будуть виходити за рамки 

існуючого рівня техніки, і наслідки виконання проєкту будуть інноваційними.  

 

3.8 Опис шляхів та способів подальшого використання результатів виконання проєкту 

в суспільній практиці (до 1 сторінки) 

Лабораторні зразки ензиматичного набору та портативного біосенсора на креатинін 

буде передано на тестування в клініко-діагностичні лабораторії науково-дослідних установ 

МОЗ України чи лікарень. За умови успішного тестування розроблених біоаналітичних 

продуктів, буде розглядатись можливість їх реєстрації в МОЗ України як діагностичних 

засобів та пошук потенційного виробника для пілотного виробництва. За рахунок нижчої 

собівартості, простоти та експресності аналізу креатиніну, ензиматичний набір та 

портативний біосенсор матимуть переваги над закордонними аналогами та будуть 
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комерційно привабливими в Україні та за кордоном. Доступна ціна цих біоаналітичних 

продуктів сприятиме їх впровадженню, окрім спеціалізованих клініко-діагностичних 

лабораторій, також у домашньому вжитку, що суттєвим чином сприятиме покращенню 

здоров’я та якості життя людей із порушеною функцією нирок. 

 

3.9 Можливі ризики, що можуть вплинути на реалізацію проєкту (до 1 сторінки) 

В якості можливих ризиків для успішної реалізації проєкту може виступати несвоєчасна 

його фінансова підтримка (затримка виділених коштів) та тривала процедура закупівлі 

необхідних реактивів і витратних матеріалів. Суттєвий вплив на хід реалізації проєкту може 

мати також епідеміологічна ситуація в Україні чи окремих її областях. У випадку введення 

карантину, терміни виконання певних етапів чи самого проєкту можуть суттєво зміститись. 

 

Розділ VIІ. ІНФОРМАЦІЯ ПРО ОБСЯГИ ФІНАНСУВАННЯ ПРОЄКТУ 

 

4) Обсяг фінансування за окремими статтями витрат (українською та англійською мовами): 

 Таблиця 1. Загальні витрати на виконання 

Загальні витрати на виконання проєкту  

 

Рік 1 (Грн.) 

 

Рік 2 (Грн.) 

 

1.   Прямі витрати  1 800 000.0 4 600 000.0 

1.1. Витрати на оплату праці, включно з нарахуваннями  1 000 000.0 2 500 000.0 

1.2. Матеріали, необхідні для виконання робіт, крім 

спецустаткування  
775 000.0 2 050 000.0 

1.3. Спецустаткування (обладнання)  – – 

1.4. Витрати на службові відрядження  25 000.0 50 000.0 

2. Непрямі витрати (не більше 10% від загального 

обсягу витрат)  200 000.0 400 000.0 

2. Витрати на виконання проєкту субвиконавцем  – – 

4. Інші витрати (за необхідності)  – – 

Разом*, грн / 2 000 000.0 5 000 000.0 
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Етапи  та календарний план виконання проєкту учасника конкурсу 

 
Назва проєкту «Створення ензиматичного набору та портативного біосенсора для експрес-

аналізу креатиніну - маркера гострих функціональних порушень нирок” 

 

Науковий керівник  проєкту старший науковий співробітник відділу аналітичної 

біотехнології Інституту біології клітини НАН України, д.б.н., старший дослідник Смуток 

Олег Володимирович 

 

4. Етапи  та календарний план виконання проєкту учасника конкурсу (українською та 

англійською мовами) 

4.1. Етапи виконання проєкту (ЕВП) та індикатори виконання 

№ 1. Препаративне виділення та очищення рекомбінантної креатиніндеімінази (КДІ) з 

клітин мікробного надпродуцента фермента 

Для виділення й одноетапної очистки (His)6–тегованої рекомбінантної 

креатиніндеімінази (КДІ) буде використано оригінальні підходи рефолдингу білка із тілець 

включення клітин рекомбінантних бактерій E. coli та метал-афінну хроматографію.  

Клітини рекомбінантного штаму E. coli BL21 (DE3)/pET32a-codA, що містять плазміду з 

клонованим (His)6-тегованим геном codA, що кодує КДІ Corynebacterium glutamicum, будуть 

вирощуватись у селективному середовищі LB з ампіциліном. Для індукції експресії КДI у 

середовище буде використано ізопропіл β-D-1-тіогалактопіранозид (ІПТГ) і клітини 

інкубуватимуться 3 год для досягнення найвищого рівня експресії ферменту за протоколом 

pET System Manual (Novagen). Рекомбінантний білок нагромаджується в клітинах E.coli як 

«тільця включення». Отримання та розчинення «тілець включення» буде здійснюватись за 

протоколом Protein Refolding Kit (Novagen), дещо модифікованим нами. Індуковані клітини 

спершу будуть оброблятися лізоцимом, а згодом - ультразвуком на льоду до повного лізису 

клітин із подальшим значним зниженням в'язкості розчину. «Тільця включення» будуть 

виділятись із клітинного лізату високошвидкісним центрифугуванням. 

Після розчинення «тілець включення» у присутності 0,3% N-лауроїлсаркозину, фермент 

буде ренатурований та очищений одноетапною процедурою з використанням метал-афінної 

хроматографії на Ni-NTA Superflow (Qiagen). Вихід (His)6-тегованої КДІ очікується не менше 

30 мг з 1 л культури. За нашими попередніми даними, очищений фермент є достатньо 

стабільним  і володіє активністю 10-20 ОД./мг [Zakalskiy et al. Cell Biol. Intern. (2020) 
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44(5):1204-1211. doi: 10.1002/cbin.11320]. Під час тривалого зберігання при -20 °С у буфері, 

що містить 20% гліцеролу, фермент втрачає лише 30% своєї активності впродовж 4 місяців. 

Для забезпечення стабільності КДІ під час ліофілізації, буде використовуватись трегалоза як 

найбільш ефективний стабілізуючий агент. Це забезпечить додаткове збереження активності 

ферменту упродовж 120 днів зберігання висушеного порошку при 4 °С [Zakalskiy et al. 2020].  

Буде отримано препаративні кількості високо очищеного, стабілізованого препарат КДІ. 

 

№ 2. Розробка ензиматичного методу та біоаналітичного набору для аналізу креатиніну 

за використання КДІ із спектрофотометричною та флуориметричною детекцією 

кінцевого продукту 

Буде проведено тестування рекомбінантної КДІ як креатинін-селективного 

каталітичного елемента у складі лабораторного прототипу ензиматичного методу. В якості 

геагента на амоній для  спектрофотометричного та флуориметричного визначення креатиніну 

буде використано орто-фталевий альдегід у присутності натрій сульфіту. Будуть досліджені 

основні аналітичні характеристики методу (лінійність, межа визначення та межа виялення).  

Буде створено відповідний ензиматичний набір для аналізу креатиніну із 

спектрофотометричною та флуориметричною детекцією продукту реакції. Для цього будуть 

оптимізовані склад і дизайн набору та опрацьована інструкція його експлуатації. 

 

№ 3. Скринінг та синтез нових хемосенсорних матеріалів, чутливих до іонів амонію 

Будуть запропоновані нові підходи до хімічного та електрохімічного синтезу і 

функціоналізації полімерних та металевих наночастинок (НЧ) та наностержнів (НР). Будуть 

синтезовані полімерні наноплівки на основі поліпіролу, поліаніліну та політіофену. Отримані 

наноматеріали буде використано для створення гібридних метал-вмісних (ZnS(Hg)/Cu, 

Ni/графен, TiO2) нанокомпозитів. Буде синтезовано також близько 20 варіантів моно- та 

біметалевих гібридних НЧ, до складу яких входитимуть 2-3 різних благородних або 

перехідних метали. Буде визначено найбільш ефективні електроактивні НЧ та НС, які 

слугуватимуть як медіатори електронного перенесення, так і як хемосенсорні мембрани, 

селективні до амонію. Формування цих композитів буде підтверджено методами 

сканувальної електронної мікроскопії (СEM), атомно-силової мікроскопії (АСМ), 

енергетично дисперсійної рентгенівської (EДРС), атомно-емісійної спектроскопії, а також 

електрохімічними методами за використанням потенціостата/гальваностата.  

Буде отримано низку нових хемосенсорних матеріалів, чутливих до іонів амонію. 
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№ 4. Створення та характеристика нового амперометричного біосенсора для 

визначення вмісту креатиніну на основі використання рекомбінантної КДІ та 

хемосенсорної мембрани, чутливої до іонів амонію 

Для опрацювання амперометричного біосенсорного методу визначення вмісту 

креатиніну в біологічних рідинах буде використано рекомбінантну КДІ та відібрану 

хемосенсорну мембрану, чутливу до іонів амонію. В якості робочих, буде протестовано  

низку електродів різного типу та розміру поверхні (планарні та торцеві; на основі Карбону чи 

благородних металів) та відібрано оптимальний тип трансдуктора. За допомогою циклічної 

вольтамперометрії та хроноамперометрії буде досліджено основні характеристики 

сконструйованих амоній-чутливих хемоелектродів (оптимальний робочий потенціал для 

детекції іонів амонію, чутливість, межі лінійності та ін.). З метою збільшення локальної 

концентрації КДІ та підвищення її стабільності у приелектродному шарі, буде проведено 

оптимізацію умов іммобілізації фермента на поверхні хемосенсорних  електродів. 

Оптимізація буде здійснюватись у двох основних напрямках: пошук матриць, оптимальних 

для іммобілізації фермента, та вибір методів іммобілізації і стабілізації ферментів (адсорбції, 

фізичної фіксації, ковалентного зшивання).  

Буде отримано стабільні креатинін-селективні біоелектроди.  

 

№ 5. Конструювання портативного лабораторного прототипу біосенсора для експрес-

аналізу креатиніну 

На основі оптимізованих хемоелектродів та оптимізованої біорозпізнавальної 

мембрани, буде створено портативний лабораторний прототип відповідного біосенсора та 

вивчено його основні біоаналітичні характеристики (афінність до субстрату, межа виявлення, 

чутливість, лінійність, селективність, стабільність, відтворюваність та ін.). Лабораторний 

прототип буде складатись із набору креатинін-селективних біоелектродів та 

мінітюаризованого портативного потенціостату, сумісного із сучаними гаджетами 

(смартфонами та планшетами). Відповдне програмне забезпечення буде створено та 

адаптовано під відповідний мобільний пристрій.  

Буде створено лабораторний прототип амперометричного біосенсора для визначення 

вмісту креатиніну, оптимізовано умови його використання та розроблена інструкція 

експлуатації. 
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№ 6. Тестування створених біотехнологічних продуктів – ензиматичного набору та 

біосенсора для аналізу креатиніну – на реальних клінічних зразках біологічних рідин 

людини 

Розроблений ензиматичний набір та лабораторний прототип амерометричного 

біосенсора будуть тестовані на модельних та клінічних зразках біологічних рідин здорових 

донорів та пацієнтів із різними нефрологічними захворюваннями, зокрема: пієлонефрит, 

гломерулонефрит, діабетична нефропатія, пухлини нирок, туберкульоз та полікістоз нирок. 

Післяопераційне дослідження рівня сироваткового креатиніну буде проведено у пацієнтів 

після трансплантації нирки. Буде вивчено також можливість використання створених 

біоаналітичних продуктів для неінвазійного аналізу креатиніну в поті, слині та сечі людини.  

Буде опрацьована інструкція підготовки та аналізу реальних зразків біологічних рідин 

людини розробленими біоаналітичними продуктами – ензиматичним набором та 

лабораторним прототипом біосенсора. 
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4.2.  Календарний план виконання проєкту (за кварталами)   

  

 

Етап виконання проєкту та завдання 

Термін  реалізації 

Рік 1 Рік 2 

  3 

кв 

4 

кв 

1  

кв 

2  

кв 

3  

кв 

4 

 кв 

1. Препаративне виділення та очищення 

рекомбінантної креатиніндеімінази (КДІ) з 

клітин мікробного надпродуцента фермента  

        

Розмір фінансування, млн.грн.   1.0      

2. Розробка ензиматичного методу та 

біоаналітичного набору для аналізу креатиніну 

за використання КДІ із спектрофотометричною 

та флуориметричною детекцією кінцевого 

продукту  

  

      

Розмір фінансування, млн.грн.    1.0     

3. Скринінг та синтез нових хемосенсорних 

матеріалів, чутливих до іонів амонію 

    
      

Розмір фінансування, млн.грн.     1.5    

4. Створення та характеристика нового 

амперометричного біосенсора для визначення 

вмісту креатиніну на основі використання 

рекомбінантної КДІ та хемосенсорної мембрани, 

чутливої до іонів амонію 

  

      

Розмір фінансування, млн.грн.      1.0   

5. Конструювання портативного 

лабораторного прототипу біосенсора для 

експрес-аналізу креатиніну 

  

      

Розмір фінансування, млн.грн.       1.5  

6.  Тестування створених біотехнологічних 

продуктів – ензиматичного набору та біосенсора 

для аналізу креатиніну – на реальних клінічних 

зразках біологічних рідин людини  

  

      

Розмір фінансування, млн.грн.        1.0 

 



Фінансування проєкту

Обсяг фінансування

Термін реалізації проєкту Дворічний

Обсяг фінансування проєкту (грн.) 7,000,000

Обсяг фінансування проєкту, перший рік (грн) 2,000,000

Обсяг фінансування проєку, другий рік (грн) 5,000,000

Етапи фінансування

Обсяг фінансування, етап 1 1,000,000

Обсяг фінансування, етап 2 1,000,000

Обсяг фінансування, етап 3 1,500,000

Обсяг фінансування, етап 4 1,000,000

Обсяг фінансування, етап 5 1,500,000

Обсяг фінансування, етап 6 1,000,000



Учасник конкурсу/субвиконавці



Інститут біології клітини
Учасник

  

Організаційно-правова форма підприємства
/установи/організації
Державна організація (установа, заклад, 
підприємство)

Підпорядкованість підприємства/установи
/організації
Національна Академія Наук України

 
Код ЄДРПОУ
25255758

Код(и) КВЕД
72.11

Стратегічні напрями наукової діяльності
Дослідження й експериментальні розробки у сфері біотехнологій

ПІБ керівника підприємства/установи/організації
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Biology, NAS of Ukraine 
                         Drahomanov Street, 14/16, 79005 Lviv, Ukraine 
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mykhailo1952@gmail.com 
Education 
1969-1974        Student of the Moscow State University, Chemical Faculty, Department of  Chemistry of 
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1974-1977        Postgraduate student of Moscow University, Chemical Faculty, Department of Chemistry                                
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1978            Ph.D Thesis "Multiple molecular forms of equine pepsin". Moscow State  University.  Speciality: 
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1983             Associated Professor (Dozent) Diploma on Biochemistry, Ivan Franko State University of Lviv. 
2001            Dr.Sc. (habilitation) Thesis “Pathways of energy supply and detoxification in methylotrophic yeasts   
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2012 (October-November)        Wroclaw University (Poland) – visiting professor. 
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1993 and 1998             Awards of Soros International Science Foundation 
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Teaching activity: 
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Hirsch index (h-index) of publications - 22. 
Participant of many international scientific projects: INTAS-94-0552 “Biophysical, biotechnological and 

chemical approaches for studying of catalytic mechanisms of catalases, dioxygenases and laccases”; INTAS-
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96-1971 “Development of the new enzymatic kits and microsensors for ecological monitoring of formaldehyde 

pollutions”; NATO Linkage Grant HTECH.LG 940691 “Structural and functional investigation of mutant forms 
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Current Research: Construction of recombinant yeast strains capable to overproduce some enzymes for 
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deiminase) or enzymotherapy of some kinds of cancer (human arginase). Development of modern 

bioanalytical tools (enzymatic kits and biosensors) for assay of practically important analytes. Application of 

bionanotechnology in Biosensorics. 

Representative of Ukraine in the International Commission on Yeasts. 
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1. Степанов В.М., Лавренова Г.И., Адли К., Баландина Г.Н., Славинская М.М., Гончар М.В., Стронгин А.Я. 

Биоспецифическая хроматография химозина // Биохимия. – 1976. – Т. 41, № 2. – С. 294-303.Q2 

2. Гончар М.В., Лавренова Г.И., Степанов В.М. Активация трипсиногена кислой протеиназой из Aspergillus 

awamori // Химия природных соединений. – 1976. - № 4. – С. 528-530.  

3. Степанов В.М., Лавренова Г.И., Руденская Г.Н., Гончар М.В., Лобарева Л.С., Котлова Е.К., Стронгин 

А.Я., Баратова Л.А., Белянова Л.П. Исследование пепсинов лошади // Биохимия. – 1976. – Т. 41, № 7. – С. 1285-

1290. Q2 

4. Степанов В.М., Гончар М.В., Руденская Г.Н. Бацитрацин и грамицидин S как ингибиторы карбоксильных 

протеиназ // Химия природных соединений. – 1978. - № 3. – С. 385-389.  

5. Степанов В.М., Руденская Г.Н., Янонис В.В., Острославская В.И., Гончар М.В., Котлова Е.К., Стронгин 

А.Я. Аффиння хроматография протеиназ на сорбентах, содержащих бацитрацин в качестве специфического 

лиганда // Биоорган. химия. – 1978. – Т. 4. – С. 1256-1263. Q4 

6. Гончар М.В., Монастырский В.А. Микрометод определения содержания неорганического фосфата в 

крови // Лаб. дело. – 1982. - № 1. – С. 29-30.  

7. Гончар М.В., Давидова Т.С. Оценка конформационного состояния гемоглобина кролика при лучевой 

патологии // В сб.: “Физико-химические механизмы действия экстремальных факторов на животный организм“. 

– Вестник Львов. университета, сер. биол. – 1984. – Вып. 15. – с. 33-37.  

8. Гончар М.В., Лавренова Г.И., Руденская Г.Н., Гайда А.В., Степанов В.М. Множественные формы 

пепсина лошади // Биохимия. – 1984. – Т. 49, № 6. – С. 1026-1037. Q2 

9. Сухомлинов Б.Ф., Коробов В.Н., Гончар М.В., Дацюк Л.А., Коржев В.А. Сравнительный анализ 

пероксидазной активности миоглобинов у млекопитающих // Журн. эвол. биохим. и физиол. – 1987. – Т. 23, № 

1. – С. 37-41.  

10. Гончар М.В., Сибирный А.А. О природе индуцируемого метанолом закисления среды метилотрофными 

дрожжами // Укр. биохим. журн. - 1988. - Т. 60, № 1. - С. 97-100. Q4 

11. Sibirny A.A., Titorenko V.I., Gonchar M.V., Ubiyvovk V.M., Ksheminskaya G.P., Vitvitskaya O.P. Genetic 

control of methanol utilization in yeasts // J. Basic Microbiol. - 1988. - Vol. 28. - P. 293-319. Q2 

12. Гончар М.В., Титоренко В.И., Гладаревская Н.Н., Сибирный А.А. Явление закисления среды клетками 

метилотрофных дрожжей и его биохимическая природа // Биохимия. - 1990. - Т. 55. - С. 2148-2157. Q2 

13. Сибирный А.А., Гончар М.В. Влияние цитрата и диоксиацетона на окисление метанола у дрожжей 

Hansenula polymorpha // Укр. биохим. журн. - 1990. - Т. 62, № 1. - С. 108-112. Q4 

14. Сибирный А.А., Кшеминская Г.П., Убийвовк В.М., Гончар М.В., Капульцевич Ю.Г., Близник К.М. 

Мутанты метилотрофных дрожжей Hansenula polymorpha с дефектной формальдегидредуктазой // 

Биотехнология. - 1990. - №. 5. - С. 13-17.  

15. Sibirny A.A., Ubiyvovk V.M., Gonchar M.V., Titorenko V.I., Voronovsky A.Y., Kapultsevich Y.G., Bliznik 

K.M. Reactions of direct formaldehyde oxidation to CO2 are non-essential for energy supply of yeast methylotrophic 

growth // Arch. Microbiol. - 1990. - Vol. 154. - P. 566-575. Q2 
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№ 6. - С. 62-67. Q4 

17. Корпан Я.И,, Гончар М.В., Солдаткин А.П., Стародуб Н.Ф., Сандровский А.К., Сибирный А.А., Ельская 

А.В. Клеточные микробиосенсоры на основе рН-чувствительных полевых транзисторов для определения 
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18. Korpan Y.I., Gonchar M.V., Soldatkin A.P., Starodub N.F., Shulga A.I., Sibirny A.A., Elskaya A.V. 

Methylotrophic yeast microbiosensor based on ion-selective field effect transistors for methanol and ethanol 

determination // Anal. Chim. Acta. - 1993. - Vol. 271. - P. 203-208. Q1 

19. Korpan Y.I., Gonchar M.V., Starodub N.F., Shul’ga A.A., Sibirny A.A., El’skaya A.V. A cell biosensor specific 

for formaldehyde based on pH-sensitive transistors coupled to methylotrophic yeast cells with genetically adjusted 

metabolism // Anal. Biochem. - 1993. - Vol. 215. - P. 216-222. Q2 
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дрожжей как биологически активный материал для создания сенсорных устройств. ІІ. Формальдегидный 

анализатор на основе рН-чувствительных полевых транзисторов // Биохимия. - 1994. - Т. 59. - С. 201-205. Q2 
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25. Майдан Н.Н., Гончар М.В., Сибирный А.А. Окисление экзогенного формальдегида в клетках 

метилотрофных и неметилотрофных дрожжей // Биохимия. - 1997. - Т. 62. - С. 744-749. Q2 
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набора “Алкотест” // Лабораторная диагностика. – 1999. - № 2. - С. 55-58.  
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35. Moroz O.M., Gonchar M.V., Sibirny A.A. Efficient bioconversion of ethanol to acetaldehyde using a novel 

mutant strain of the methylotrophic yeast Hansenula polymorpha // Biotechnol. Bioeng. – 2000. – Vol. 68. – P. 44-51. 

Q1 
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Sensors Actuators B: Chem. -  2006. – V. 113, N 2. – P. 590-598. Q1 
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N 1. – P. 19-25. Q3 

70. Khlupova M., Kuznetsov B., Gonchar M., Ruzgas T., Shleev S. Amperometric monitoring of redox activity in 

intact, permeabilised, and lyophilised cells of the yeast Hansenula polymorpha // Electrochem. Commun. – 2007. – V. 

9. – P. 1480-1485 (doi:10.1016/j.elecom.2007.02.011). Q1 

71. Nikitina O., Shleev S., Gayda G., Demkiv O., Gonchar M., Gorton L., Csöregi E., Nistor M. Bi-enzyme biosensor 

based on NAD+- and glutathione-dependent recombinant formaldehyde dehydrogenase and diaphorase for formaldehyde 

assay // Sensors and Actuators B. – 2007. – V.125. - P. 1-9. Q1 
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товариства ім. Шевченка. - 2007.  – Т. 19. – С. – 216-224.  
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