Реферат циклу наукових праць

«нові біоаналітичні системи медичного призначення»

Здоров’я дорожче за багатство.
(Джон Рей)
Актуальність. З-поміж усіх галузей життєдіяльності людини, стан, досягнення та нововведення в системі охорони здоров’я і пов’язаних з нею сферах, отримали останнім часом чи не найбільшу частку уваги в українському суспільстві. Саме тому розв’язання практичних завдань системи охорони здоров’я слід розглядати як комплексну міждисциплінарну задачу, що, в свою чергу, ініціює пошук нових прогресивних підходів і методів для кількісного визначення ряду метаболітів організму людини. Необхідність у високочутливих, швидких і недорогих методах визначення ряду речовин, що мають діагностичне значення в клінічній практиці, особливо гостро проявляється на фоні соціально-економічних процесів і подій, що відбуваються у суспільному житті нашої держави протягом останніх кількох років. 

При порушеннях функціонального стану тканин, органів або систем органів, які можуть призводити до незворотних процесів, часто лише їх рання діагностика є єдиним заходом для ініціювання своєчасного лікування та зниження ризику розвитку хронічних або тяжких форм патологій. До таких захворювань належать хронічна та гостра форми ниркової та печінкової недостатності, цукровий діабет, астма та туберкульоз, колоректальний рак, дисфункція коронарних і периферичних судин, ішемічна хвороба серця, серцева недостатність, гіпертензія тощо.
Серед важливих показників-маркерів стану організму, і зокрема тих, що відповідають за виконання ниркової, м’язевої та тиреоїдної функцій, вагоме місце належить таким метаболітам, як сечовина та креатинін. Особливого значення набуває діагностика цих речовин при встановленні хронічної та гострої форм ниркової недостатності. Хронічна хвороба нирок є значною медико-соціальною проблемою у всьому світі. Особливої актуальності ця проблема набуває з погляду на стабільне (до 7% щорічно) збільшення кількості хворих, що потребують лікування методами замісної ниркової терапії, а саме гемодіалізом. В результаті проведення хронічного гемодіалізу у хворих покращується якість життя та знижується смертність, але не завжди тривалість процедури гемодіалізу відповідає потребам хворого. Тому для ефективності проведення гемодіалізу необхідний постійний контроль цього процесу, а саме контроль концентрацій сечовини та креатиніну в крові. Необхідні точні, швидкі, селективні та експресні методи аналізу, якими і можуть стати в даному випадку біосенсори.
Крім того останнім часом спостерігається зростання інтересу вчених та медиків до функцій і метаболізму амінокислоти L-аргініну. Це пов’язано з тим, що дана амінокислота (α-аміно-δ-гуанідино-валеріанова кислота) – попередник синтезу оксиду азоту (NO), субстратів орнітинового циклу, глутамату, проліну, поліамінів, креатину тощо – залучена до великої кількості синтетичних процесів в організмі людини. Будучи умовно незамінною для дорослих і незамінною для дітей амінокислотою, аргінін стимулює продукцію соматотропного гормону, а дефіцит аргініну в харчуванні викликає затримку росту, а також ризик розвитку діабету другого типу. Імуномодулююча функція L-аргініну полягає у здатності підвищувати активність Т-клітинного імунітету, усуваючи імунодефіцитні стани. Крім того, відомо, що аргініно-терапія в ряді випадків дозволяє значно зменшити втрати азоту та маси тіла в посттравматичний і післяопераційний періоди, та сповільнити розвиток пухлин. 

Визначення L-аргініну в плазмі крові проводиться при внутрішньовенному введенні аргініну в процесі діагностики захворювань ендокринної системи. Відомо також, що визначення концентрації L-аргініну в сироватці крові дозволяє діагностувати та вивчати особливості перебігу таких складних захворювань, як астма та туберкульоз легень, колоректальний рак, дисфункція коронарних і периферичних судин, ішемічна хвороба серця, серцева недостатність та гіпертензія. Зокрема, встановлено, що у хворих на туберкульоз легень спостерігається зниження загального рівня вільних амінокислот у сироватці крові. При діагностиці колоректального раку L-аргінін разом з аргіназою сироватки крові виконує роль маркера на початковій та метастатичній стадіях розвитку злоякісного новоутворення. Необхідність визначення концентрації L-аргініну під час діагностики та терапії колоректального раку пояснюється тим, що раково-ембріональний антиген (РЕА), який на сьогодні є найбільш розповсюдженим маркером на початковій і метастатичних стадіях раку, є недостатньо чутливим. 

До інших сполук, дані про які підлягають дослідженню та моніторингу в медичній практиці (зокрема в ендокринології та невропатології) відносяться АТФ, глюкоза, лактоза, мальтоза, метиламін. 
Аденозин-5’-трифосфат (АТФ), добре відома макроергічна сполука в живих організмах, відіграє ключову роль в енергетичному обміні клітини. Інші функції АТФ – регуляція м’язових скорочень і агрегації тромбоцитів, забезпечення тонусу судин та нейротрансмісії, – були встановлені завдяки інтенсивним дослідженням, проведеним в різних галузях біології та біомедицини протягом останніх десятиліть. Визначення АТФ має велике значення лише з огляду на той факт, що ця сполука залучена до великої кількості життєво-важливих біологічних процесів. Зміна концентрації АТФ здатна викликати суттєві модулюючі наслідки в ЦНС організмів ссавців. Так, АТФ впливає на секрецію трансмітерів, синаптичну пластичність, взаємодію нейроглій, формування сигналу сприйняття за допомогою больових рецепторів, циклів активності та сну, ритмів дихальної системи та опорно-рухового апарату, станів тривоги та агресії. Крім того, визначення концентрації АТФ може бути ефективно використане при розробці ліків, зокрема таких, що базуються на інгібіторах кіназ.

Відомим методом визначення концентрації АТФ є люциферазний метод, який полягає у вимірюванні світла, яке випромінюється ферментом люциферазою при розщепленні АТФ. Цей метод є селективним та відносно чутливим, але його недоліком є обмежені можливості щодо вимірювань в режимі реального часу та in vivo. Сучасні стандартні методи високоточного визначення АТФ, такі як спектрофотометрія та рідинна хроматографія, потребують наявності висококваліфікованого персоналу та складного і дорогого обладнання. Ще одним недоліком наведених вище методів є необхідність в досить складній попередній підготовці проб для аналізу.

Тому сьогодні дуже актуальним є питання створення більш зручного, точного, швидкого, селективного та дешевого методу визначення вмісту АТФ в дослідницьких зразках. Зокрема, біосенсори завдяки своїй селективності, відсутності необхідності в пробопідготовці та високій швидкості аналізу можуть найкраще підходити для визначення концентрації АТФ.

Визначення концентрації такого аліфатичного аміну, як метиламін (МА) у біологічних рідинах організму людини, є одним з основних підходів при діагностиці такого спадкового синдрому, як триметиламінурія. У зв’язку з тим, що аліфатичні аміни набули широкого використанням у промисловості, і здатні нагромаджуватися у великих кількостях в живих організмах у результаті природної деградації білків, амінокислот та інших азотовмісних сполук, метиламін може нагромаджуватися в деяких видах риб, особливо тріскових. Вживання такої риби у поєднанні з нітрат-вмісними продуктами може призвести до утворення N-нітрозо-похідних, які є дуже потужними канцерогенами. Нагромадження триметиламіну в організмі людини є наслідком генетично вродженого синдрому триметиламінурії, або «риб’ячого запаху». Для гомозиготних носіїв цього порушення обміну речовин характерна недостатність флавін-залежної монооксигенази FMO3, що і спричиняє постійне виділення через піт та сечу сполуки з неприємним запахом (триметиламіну). На жаль, проблема аналізу якості рибної продукції та біохімічної діагностики триметиламінурії досі не вирішена у зв’язку з відсутністю швидких, дешевих і селективних методів аналізу харчових продуктів та біологічних рідин людини на наявність біогенних амінів, тобто диметиламіну і триметиламіну. Найпростішим способом виявити алкіламіни є ферментативний метод, заснованим на природних ізоформах амінометилоксидази з різною субстратною специфічністю. Основною перешкодою для розвитку цього методу є відсутність комерційних препаратів метиламінооксидази, ключового елементу потенційного біосенсора. 

Дані про кількісний вміст моно- та дисахаридів у біологічних рідинах використовуються при встановленні ряду метаболічних порушень в організмі людини. Так зокрема, кількісне визначення лактози у сечі проводиться при діагностиці лактазної недостатності (або лактозурії), целіакії або муковісцидозу; кількісне визначення мальтози – при діагностиці панкреатиту. Дані про концентрацію глюкози проводяться з метою діагностики захворювань ендокринних залоз (цукровий діабет, стероїдний діабет, гострий панкреатит, гіпертиреоїдизм); нирок (порушення процесу реабсорбції), отруєння морфіном, хлороформом, фосфором (останнє стосується глюкози сечі).
Крім того визначення амонію в біологічних рідинах організму людини (сироватка та плазма крові, сеча) може проводитися при діагностуванні таких захворювань, як гостра печінкова недостатність (синдром Рейе), алкалоз та метаболічний ацидоз, Аддісонова хвороба, захворювання нирок, інфекції шлунково-кишкового тракту тощо.

Таким чином наявність нових методів кількісного визначення метаболітів організму людини у медичній практиці дозволила б ширше застосовувати комплексний підхід при формулюванні клінічного висновку – підхід, при якому використовується інформація, одержана за допомогою клінічного обстеження, проведеного за рядом лабораторних показників (наприклад, дані про концентрацію амонію, сечовини, глюкози – при діагностиці ниркової недостатності).
Мета та завдання дослідження. Метою циклу наукових праць «Нові біоаналітичні системи медичного призначення», була розробка та оптимізація ферментних електрохімічних монобіосенсорів і біосенсорних систем, хемосенсорів та біосенсорів на основі мікро- та нанорозмірних цеолітів і мезопористих кремнієвих сфер для визначення метаболітів азотистого обміну організму людини, моно- та дисахаридів, метиламіну, АТФ, активності лужної фосфатази та ацетилхолінестерази та відпрацювання умов та методик аналізу реальних зразків при застосуванні розроблених лабораторних прототипів, а також розробка фізико-хімічних методів виділення та очищення аргінази І печінки людини (далі – аргіназа І), її іммобілізація на різних типах мікро- і наноносіїв та створення на їхній основі нових високоефективних сенсорних систем. 

Виходячи з мети роботи, було сформульовано такі основні завдання:

1. Розробити ферментні потенціометричні біосенсори для визначення вмісту сечовини та креатиніну та оптимізувати їх аналітичні характеристики для аналізу зразків сироватки та діалізату крові хворих на ниркову недостатність. 
2. Розробити кондуктометричний сенсор на основі клиноптилоліту для визначення амонію та дослідити його основні аналітичні характеристики.

3. Розробити кондуктометричні біосенсори на основі клиноптилоліту та уреази для визначення сечовини, визначити умови функціонування таких біосенсорів і дослідити їх основні аналітичні характеристики.

4. Розробити кондуктометричний біосенсор на основі двоферментної системи аргіназа-уреаза для визначення L-аргініну, визначити оптимальні умови його роботи, дослідити основні аналітичні характеристики та вивчити можливість використання створеного біосенсора для визначення L-аргініну в реальних зразках.

5. Дослідити можливість застосування клиноптилоліту в кондуктометричних біосенсорах для визначення L-аргініну та визначити найбільш оптимальний спосіб виготовлення двоферментних модифікованих цеолітом біомембран.

6. Розробити нові ферментні кондуктометричні біосенсори для визначення маркерів таких метаболічних захворювань, як лактазна недостатність і мальтозурія (лактоза, мальтоза), цукрового діабету другого типу (глюкоза), та виразки шлунку (сахароза), та оптимізувати їх аналітичні характеристики для аналізу реальних зразків.

7. Розробити кондуктометричні біосенсори на основі іммобілізованих клітин Arthrospira platensis для визначення активності лужної фосфатази та ацетилхолінестерази.

8. Розробити амперометричний біосенсор на основі глюкозооксидази та гексокінази для визначення АТФ та дослідити його основні аналітичні характеристики.

9. Розробити амперометричну біосенсорну систему, що складається з двох біосенсорів, для одночасного визначення АТФ та глюкози. Визначити умови роботи біосенсорної системи, дослідити їх основні аналітичні характеристики та провести визначення концентрацій АТФ та глюкози у лікарських засобах.

10. Розробити кондуктометричні біосенсори на основі уреази та глюкозооксидази, адсорбованих на мікро- та наночастинках. Розробити методику модифікації кондуктометричних перетворювачів біосенсорів частинками і підібрати умови для іммобілізації ферментів на модифікованих перетворювачах. Провести порівняння характеристик біосенсорів, виготовлених із застосуванням різних типів частинок, та визначити, які характеристики біосенсорів покращуються при застосуванні частинок.

11. Розробити біосенсорну систему для одночасного визначення сечовини та креатиніну та перевірити її функціональність при роботі з реальними біологічними зразками без попередньої пробопідготовки. 

12.Розробити ефективні методи виділення аргінази І з клітин рекомбінантного штаму дріжджів Hansenula polymorpha за допомогою афінної хроматографії, а також дослідити фізико-хімічні характеристики отриманих препаратів ензиму.
13. Розробити ефективні методи іммобілізації аргінази І на одержаних мікро- та наноносіях та охарактеризувати отримані біофункціоналізовані матеріали за розміром, ступенем зв’язування з ферментом, дослідити стабільність ферменту при зберіганні його на поверхні синтезованих носіїв.
14. Опрацювати ензиматичний метод аналізу вмісту L-аргініну на основі аргінази І з спектрофотометричним та флуоресцентним детектуванням продукту реакції.
15. Сконструювати лабораторні прототипи ферментних амперометричних та потенціометричних біосенсорів на основі аргінази І, дослідити їх основні фізико-хімічні характеристики та оптимізувати архітектуру сенсорних систем для проведення аналізу L-аргініну та іону Mn2+ − кофактора аргінази І.  
Об’єкт дослідження: ферментативний гідроліз сечовини та креатиніну в модельних зразках та біологічних рідинах хворих на ниркову недостатність, що супроводжується поглинанням протонів, а відповідно зміною рН, до якої чутливий потенціометричний перетворювач; ферментативний гідроліз сечовини, L-аргініну, лактози та мальтози при кондуктометричному методі вимірювань; обмінна сорбція амонію на цеоліті при кондуктометричному методі вимірювань; інгібування активності лужної фосфатази та ацетилхолінестерази іонами важких металів при кондуктометричному методі визначення; ферментативний гідроліз АТФ та глюкози при амперометричному методі вимірювань; зв’язування ферментів з поверхнею мікро- та наночастинок; сукупність фізико-хімічних процесів під час формування та функціонування сенсорних систем на основі аргінази І та мікро- і наночастинок різної природи. 

Предмет дослідження: потенціометричні ферментні біосенсори для аналізу сечовини та креатиніну в модельних та біологічних зразках; клиноптилоліт-вмісні кондуктометричні сенсори для визначення амонію; клиноптилоліт-вмісні ферментні кондуктометричні біосенсори для визначення сечовини; ферментні кондуктометричні біосенсори для визначення L-аргініну; ферментні кондуктометричні біосенсори для визначення лактози та мальтози; клиноптилоліт-вмісні двоферментні кондуктометричні біосенсори для визначення L-аргініну; кондуктометричні біосенсори на основі іммобілізованих клітин бактерій для визначення активності лужної фосфатази та ацетилхолінестерази; ферментні амперометричні біосенсори для визначення АТФ та глюкози; кондуктометричні біосенсори для визначення сечовини та глюкози на основі адсорбованих ферментів; особливості формування сенсорних систем на основі аргінази І, кон’югованої із мікро- та наноносіями, дослідження їхніх фізико-хімічних характеристик. 

Методи дослідження: електрохімічні та біохімічні методи дослідження ферментативних реакцій; потенціометричний метод; прямі хімічні та ферментативні методи з колориметричною детекцією; статистичні методи; електрохімічна імпедансна спектроскопія (ЕІС); кондуктометричний метод аналізу в диференційному режимі вимірювань; амперометричний аналіз; нековалентна іммобілізація цеоліту, мікро- та наночастинок на поверхні кондуктометричних перетворювачів; методи ковалентної та нековалентної іммобілізації ферментів і клітин; фізико-хімічні, ферментні та біохімічні методи дослідження ферментативних реакцій; афінна хроматографія; вольтамперометрія; УФ-видима спектроскопія; Х-променева фотоелектронна спектроскопія; мікроскопія атомних сил (АСМ); скануюча електронна мікроскопія (СЕМ) та трансмісійна електронна мікроскопія (ТЕМ).
Наукова новизна одержаних результатів. У результаті проведення комплексу експериментальних робіт вперше всебічно досліджено основні аналітичні характеристики рН-чутливих польових транзисторів р+-типу, виготовлених в Інституті фізики напівпровідників імені В.Є. Лашкарьова та показано високу ефективність їх застосування як потенціометричних перетворювачів при розробці біосенсорів для аналізу сечовини та креатиніну. Вперше досліджено основні аналітичні характеристики потенціометричного біосенсора на основі рекомбінантного ферменту уреази з E.coli та з його допомогою визначено вміст сечовини в сироватці та діалізаті крові хворих на ниркову недостатність. Вперше продемонстровано ефективність застосування іммобілізації ферментів в фотополімері PVA/SbQ для покращення робочих характеристик іммобілізованих креатиніндеімінази та рекомбінантної уреази: підвищення чутливості, зменшення часу відгуків, розширення лінійного діапазону визначення. Вперше розроблено високоселективну та стабільну біосенсорну систему для одночасного визначення сечовини та креатиніну на основі рН-чутливих польових транзисторів та відповідних гідролаз (патент України № 78180, 2013) та проведено аналіз зазначених субстратів у серії зразків сироватки та діалізату крові хворих на ниркову недостатність.

Вперше проведено одночасне визначення невідомих концентрацій сечовини та креатиніну в біологічних рідинах пацієнтів з хронічною хворобою нирок з використанням біосенсорної системи згідно розробленої методики і показано високу кореляцію отриманих результатів із даними традиційних методів аналізу.

Вперше визначено роль клиноптилоліту як селективного компонента для зв’язування іонів амонію при створенні кондуктометричних сенсорів, принцип роботи яких полягає в реєстрації зміни провідності в при-електродному шарі. Показано можливість і доцільність включення клиноптилоліту до складу біоселективних елементів сенсорів для визначення сечовини та L-аргініну з метою підвищення їх чутливості. 
Вперше розроблено кондуктометричний біосенсор для визначення L-аргініну на основі аргінази та уреази (патент України № 64025). 
Вперше проведено оптимізацію складу робочих розчинів для вимірювань та аналітичних характеристик кондуктометричних (біо)сенсорів для визначення амонію, сечовини та L-аргініну.
Вперше розроблено кондуктометричні біосенсори для визначення лактози та мальтози (патент України № 43335) на основі триферментних мембран, до складу яких входять глюкозооксидаза, мутаротаза та специфічна до певного дисахариду глікозидаза (β-галактозидаза чи α-глюкозидаза відповідно). Досліджено основні аналітичні характеристики біосенсорів. Оптимізовано склад біоселективних мембран біосенсорів та умови іммобілізації відповідних ферментних систем. Визначено оптимальні умови функціонування розроблених біосенсорів. 

Вперше проведено іммобілізацію клітин ціанобактерій Arthrospira platensis по поверхню кондуктометричних перетворювачів для дослідження активності лужної фосфатази та ацетилхолінестерази при дії інгібіторів.

Вперше розроблено біосенсорну систему для одночасного визначення АТФ та глюкози (патент України № 78106). Запропоновано методику для проведення аналізу даною системою. Проведено оптимізацію роботи біосенсорної системи і досліджено її аналітичні характеристики.

Вперше досліджено можливість використання мікророзмірних цеолітів (типу L та ВЕА, силікалітів з різними розмірами кристалів та модифікаціями), нанорозмірних цеолітів (нано-BEA, нано-L), а також мезопористих кремнієвих сфер для створення кондуктометричних ферментних біосенсорів для визначення сечовини та глюкози.

В циклі наукових праць вперше обґрунтована можливість одержання нових сорбентів афінного типу з розвинутою мезопористою структурою на основі неорганічних матриць (силохромів С-80, С-120 та макропористого скла з контрольованим розміром пор), які володіють підвищеною здатністю до сорбції аргінази І, та досліджено кінетику адсорбції/десорбції ферменту на синтезованих афінних сорбентах. 

Вперше визначено фізико-хімічні (молекулярна маса субодиниці, термо- та рН-стабільність, термо- та рН-оптимуми), кінетичні та каталітичні характеристики виділеної аргінази І.

Вперше досліджено особливості іммобілізації аргінази І та метиламінооксидази на поверхні мікро- та наноносіїв різної природи, хімічно модифікованих самоорганізованими моношарами 16-меркаптогексадеканової кислоти та встановлено, що реакційна суміш на основі карбодііміду, N,N-діізопропілетиламіну та пентафторфенолу забезпечує повне зв’язування ферменту на поверхні металевих носіїв. 

Вперше теоретично обґрунтовано архітектуру біосенсорних пристроїв різного типу для визначення L-аргініну та метиламіну на основі аргінази І і метиламінооксидази та створено лабораторні прототипи таких сенсорів. 

Практичне значення одержаних результатів. Створено лабораторні зразки монобіосенсорів та біосенсорної системи на основі потенціометричних перетворювачів та іммобілізованих гідролаз, призначені для кількісного аналізу вмісту сечовини та креатиніну в реальних зразках. 

Вперше проведено метрологічну атестацію монобіосенсорів при визначенні невідомих концентрацій сечовини та креатиніну в біологічних рідинах пацієнтів з хронічною хворобою нирок, розроблено та затверджено уніфіковані методики в ДП «Укрметртестстандарт». 

Запропоновано методологію використання біосенсорної системи для одночасного моніторингу концентрацій сечовини/креатиніну в сироватці/діалізаті крові хворих на ниркову недостатність. Розроблено методичні рекомендації щодо використання біосенсорної системи для кількісного вимірювання сечовини/креатиніну в різних біохімічних лабораторіях та для контролю і оцінки ефективності процедури гемодіалізу в діалізних центрах України безпосередньо біля ліжка хворого. Одержані напрацювання в цьому напрямку можуть бути ефективно використані в клінічній лабораторній діагностиці.

Створено лабораторний прототип кондуктометричного сенсора на основі клиноптилоліту для визначення амонію; лабораторний прототип кондуктометричного біосенсора для визначення L-аргініну та лабораторні прототипи біосенсорів на основі клиноптилоліту для визначення сечовини та L-аргініну, а також проведено кількісне визначення аргініну в лікарських засобах і запропоновано уніфіковану методику визначення L-аргініну в сироватці крові за допомогою біосенсора для визначення L-аргініну. Розроблений сенсор для визначення амонію є перспективним приладом для подальшої оптимізації та застосування для контролю за ефективністю лікування кислотно-лужних розладів у клінічній практиці. Біосенсори на основі клиноптилоліту для визначення сечовини можуть бути застосовані в діагностичних цілях для експрес-аналізу біологічних рідин. Біосенсор для визначення L-аргініну (двоферментний як такий, а також модифікований за допомогою клиноптилоліту) може бути застосований з метою діагностики патологічних станів, викликаних порушеннями обміну L-аргініну, та з метою регулярного моніторингу рівня L-аргініну в процесі лікування.

Створено діючі лабораторні прототипи кондуктометричних біосенсорів для визначення лактози та мальтози в рідинах.
Створено діючі лабораторні прототипи кондуктометричних біосенсорів для визначення активності лужної фосфатази та ацетилхолінестерази, які можуть бути основою для подальшої апробації в умовах аналізу реальних зразків (виявлення та ідентифікування захворювань кісток, для яких характерна виражена остеобластична активність; виявлення вогнищевих уражень печінки, що викликають обструкцію жовчних шляхів; оцінка ефективності лікування рахіту вітаміном D).
Розроблено амперометричну біосенсорну систему для одночасного визначення концентрації АТФ та глюкози. Оптимізовано умови функціонування відповідних біосенсорів. Показано високу селективність роботи біосенсорів до основних інтерферентів (цистеїн, дофамін, аскорбінова кислота тощо). Розроблено та апробовано методику для аналізу реальних зразків біосенсорною системою. Наприклад, концентрація глюкози в плазмі крові є показником роботи підшлункової залози, а різке підвищення вмісту АТФ у крові свідчить про гемолітичні хвороби (наприклад, малярію). Практичне використання портативних приладів, зокрема біосенсорів, здатних швидко, точно та недорого визначати концентрацію АТФ та глюкози у розчинах, повинно принести значну користь для медицини, біомедичних досліджень, контролю якості фармацевтичних препаратів.
Використання цеолітів при розробці біосенсорів дало змогу покращити аналітичні характеристики біосенсорних систем, зокрема підвищило відтворюваність процедури виготовлення біоселективних елементів сенсорів, що є важливим параметром для налагодження масового виробництва біосенсорів.
Показано, що синтезовані та модифіковані L-аргініном афінні сорбенти придатні для виділення та очищення аргінази І у лабораторних умовах та можуть стати основою для розробки відповідних промислових технологій. Розроблена схема препаративного виділення та очищення аргінази І дає змогу отримувати із 28 % виходом 60-кратно очищені (за питомою активністю), електрофоретично гомогенні препарати ферменту з питомою активністю до 900 мкмоль·хв-1·мг-1, які в майбутньому можуть стати основою для створення препаратів для ензимотерапії деяких видів раку. 
Результати апробації створених на основі аргінази І амперометричних та потенціометричних біосенсорів, а також ензиматичних методів із спектрофото-метричною та флуоресцентною детекцією продукту показали їх ефективність для експрес-визначення вмісту L-аргініну в фармацевтичних препаратах. Розроблені новітні ензиматичні методи, зокрема сенсорні системи на основі аргінази І, є перспективними для аналізу L-аргініну в сироватці крові під час багатосторонньої діагностики та контролю лікування деяких видів онкологічних захворювань. 

Показана можливість використання рекомбінантної метиламінооксидази для конструювання амперометричного біосенсора для визначення метиламіну в рідинах. Показано тісний кореляційний зв’язок між результатами визначення метиламіну в реальних зразках двома способами: розробленим нами амперометричним біосенсором та стандартним хімічним методом.

Висока селективність і простота запропонованих методів значно полегшують процедуру аналізу та можуть замінити використовувані у практиці низько селективні хімічні та дорогі хроматографічні методи. 

Практична цінність отриманих результатів виявляється в інноваційних напрацюваннях, зафіксованих 7-ома патентами України на корисні моделі, а також підтверджується їхнім використанням у навчальному процесі – при викладанні дисциплін вільного вибору «Хемо- та біосенсорики» і «Молекулярно організовані структури на твердій поверхні» для студентів хімічного факультету ЛНУ ім. І. Франка. 

У цілому результати роботи відображено в 122 публікаціях, із яких 42 статті, у тому числі 25 у міжнародних журналах. Роботи циклу наукових праць опубліковані у таких виданнях:
– міжнародних: Biosensors and Bioelectronics, Biopolymers and Cell, Materials Science and Engineering C, Talanta, Electroanalysis, Analytical Chemistry, Analytical Letters, Bioelectrochemistry, Sensors and Actuators B, BioMed Research International, Applied Biochemistry and Microbiology, Journal of Materials Science and Engineering A, Nanotechnology Development, Ukrain’skyi Biokhimichnyi Zhurnal; 
– вітчизняних: Сенсорна електроніка і мікросистемні технології, Biotechnologia acta, Вісник Львівського університету, Праці Наукового Товариства ім. Шевченка, Вісник Харківського університету, Ukrainica Biorganica Acta.
Сумарний імпакт-фактор публікацій у вказаних вище виданнях становить 68,7. Н-індекс по кожному з претендентів складає 2, 3, 4 і 2 відповідно. Роботи авторів мають 105 цитувань у міжнародних фахових виданнях.
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