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ÎÁÙÀß ÕÀÐÀÊÒÅÐÈÑÒÈÊÀ ÐÀÁÎÒÛ

Àêòóàëüíîñòü ðàáîòû

Ýëåêòðè÷åñêàÿ èììèòòàíñíàÿ ñïåêòðîñêîïèÿ (ÝÈÑ) [Barsoukov and Macdonald, 2018 ]

ÿâëÿåòñÿ ìîùíîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé òåõíèêîé, êîòîðàÿ ñåãîäíÿ ñ óñïåõîì èñïîëüçóåòñÿ

äëÿ òåñòèðîâàíèÿ ýëåêòðîííûõ ïðèáîðîâ [Ëåáåäåâ À.À. è Äàâûäîâ Ä.Â., 2000; Kokorev

and Maleev, 1996; Kucherova et al., 2010 ], äëÿ èçó÷åíèÿ òâåðäîãî òåëà è íàíîìàòåðèàëîâ,

âêëþ÷àÿ ãåòåðîïåðåõîäû [Áåðìàí, Ë. Ñ.; Ëåáåäåâ, À. À., 1981; Zubkov et al., 2021 ], ïðè

õàðàêòåðèçàöèè ýëåêòðîëèòîâ [Barbero and Lelidis, 2007; Tsai and Whitmore, 1982 ], äëÿ

äèàãíîñòèêè àëüòåðíàòèâíûõ èñòî÷íèêîâ ýíåðãèè [Set et al., 2016; Wang et al., 2013 ],

à òàêæå äëÿ èññëåäîâàíèÿ áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòîâ � îðãàíîâ, òêàíåé, êëåòîê, áåëêîâ

è ò. ä. [Grimnes and Martinsen, 2015; I. Giaever et. al., 2012; Stupin et al., 2021 ]. Áî-

ëåå òîãî, ïîñêîëüêó ÝÈÑ ÿâëÿåòñÿ íåèíâàçèâíûì íåðàçðóøàþùèì íåîïòè÷åñêèì áåç-

ìåòî÷íûì1 è ÷óâñòâèòåëüíûì ìåòîäîì, êîòîðûé ìîæåò ðàáîòàòü â ðåæèìå ðåàëüíîãî

âðåìåíè è íå òðåáóåò ñëîæíîãî àïïàðàòíîãî îáåñïå÷åíèÿ [Chang and Park, 2010 ], åå

ïðèìåíåíèå îáëàäàåò îãðîìíûì ïîòåíöèàëîì äëÿ ðåøåíèÿ àêòóàëüíûõ çàäà÷ áèîñåí-

ñîðíîé èíæåíåðèè [Grimnes and Martinsen, 2015; I. Giaever et. al., 2012 ]. Â ÷àñòíîñòè,

áëàãîäàðÿ çíà÷èòåëüíîìó ïðîãðåññó, äîñòèãíóòîìó â îáëàñòè ìèêðîýëåêòðîíèêè â êîí-

öå XX âåêà, â êîíöå 80-õ � íà÷àëå 90-õ ãã. áûëà ðàçðàáîòàíà òåõíîëîãèÿ èìïåäàíñíîãî

çîíäèðîâàíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè (electrcal cell-substrate impedance sensing, ECIS),

àâòîðàìè êîòîðîé ÿâëÿþòñÿ ëàóðåàò Íîáåëåâñêîé ïðåìèè Ivar Giæver è Charles Keese

[I. Giaever et. al., 2012 ]. Â îñíîâå äàííîé ýêñïåðèìåíòàëüíîé òåõíèêè ëåæèò èññëåäîâà-

íèå èììèòòàíñíîãî ñïåêòðà (ÈÑ) ïîêðûòîãî êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèåé ýëåêòðîäà (êîíòàê-

òà ìåòàëë/ýëåêòðîëèò/êëåòêà, ÌÝÊ), êîòîðûé ðàñïîëàãàåòñÿ íà äíå êóëüòèâàöèîííîé

÷àøêè Ïåòðè [Wegener et al., 2000 ]. Ïîñêîëüêó ñîñòîÿíèå êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè îêàçûâà-

åò çíà÷èòåëüíîå âëèÿíèå íà ýëåêòðè÷åñêèå ñâîéñòâà êîíòàêòà ÌÝÊ [Giaever and Keese,

1993 ], âðåìåííàÿ ýâîëþöèÿ åãî ÈÑ ïîçâîëÿåò èññëåäîâàòü ñêîðîñòü äåëåíèÿ êëåòîê

[Dutysheva et al., 2020; Witzel et al., 2015 ], îïðåäåëÿòü èõ êîëè÷åñòâî íà ýëåêòðîäå [Xiao

and Luong, 2003 ], èçó÷àòü ïîäâèæíîñòü êëåòîê [Lazarev et al., 2018; Szulcek et al., 2014 ],

îöåíèâàòü èõ æèçíåñïîñîáíîñòü [Ke et al., 2011; Stupin, 2018 ], èññëåäîâàòü âçàèìîäåé-

ñòâèå ðàçëè÷íûõ òèïîâ êëåòîê [Komarova et al., 2020; Parviz et al., 2017 ] äðóã ñ äðóãîì

è ò.ä. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü òåõíîëîãèÿ ECIS è åå àíàëîãè íàõîäÿò íå òîëüêî øèðîêîå

ïðèìåíåíèå â ïðàêòè÷åñêîé öèòîëîãèè, íàïðèìåð, ïðè èçó÷åíèè ïðîöåññîâ çàæèâëåíèÿ

ðàí [Asphahani and Zhang, 2007; Keese et al., 2004 ] è ïðè òåñòèðîâàíèè ðàçëè÷íûõ ôàð-

ìàêîëîãè÷åñêèõ ïðåïàðàòîâ [Komarova et al., 2021; Lazarev et al., 2020; I. Giaever et. al.,

2012; Nikotina et al., 2021 ], íî è ÿâëÿåòñÿ êðàéíå ïåðñïåêòèâíîé ïëàòôîðìîé êàê äëÿ

1Label-free, àíãë.
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èññëåäîâàíèÿ âèðóñíûõ è ðàêîâûõ çàáîëåâàíèé [Brown, 2001; Sverchinsky et al., 2017;

Zou and Guo, 2003 ], òàê è äëÿ ñîçäàíèÿ ãèáðèäíûõ áèîýëåêòðîííûõ ñåíñîðîâ, íàïðèìåð

íà ãëþêîçó [Tlili et al., 2003 ].

Ñòåïåíü ðàçðàáîòàííîñòè òåìû èññëåäîâàíèÿ

Íåñìîòðÿ íà îïèñàííûé â ïðåäûäóùåì ðàçäåëå óñïåõ ïðàêòè÷åñêîãî ïðèìåíåíèÿ òåõ-

íîëîãèè ECIS, î÷åâèäíî, ÷òî îáëàñòü åå ïðèëîæåíèé ìîæåò áûòü åùå áîëåå ðàñøèðå-

íà, åñëè äëÿ èññëåäîâàíèÿ êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè èñïîëüçîâàòü íå äâà ìàêðîýëåêòðîäà

(� 100 ìêì), êàê â ñòàíäàðòíîé ãåîìåòðèè Giæver è Keese [Giaever and Keese, 1993 ], à

ìàññèâ èç ìèêðîýëåêòðîäîâ [Bisio et al., 2019; Kazantsev et al., 2009 ], êàæäûé èç êîòî-

ðûõ ïî ñâîèì ðàçìåðàì ñðàâíèì ñ îäèíî÷íîé êëåòêîé (� 10 ìêì). Ïîäîáíàÿ ìóëüòèýëåê-

òðîäíàÿ èçìåðèòåëüíàÿ ãåîìåòðèÿ ïîçâîëèò èññëåäîâàòü íå òîëüêî öåëóþ êëåòî÷íóþ

ïîïóëÿöèþ, íî è êàæäóþ îòäåëüíóþ êëåòêó â íåé, ÷òî, âî-ïåðâûõ, ïîâûñèò ÷óâñòâè-

òåëüíîñòü óñòàíîâêè [Jiang and Spencer, 2010 ], âî-âòîðûõ, ïîçâîëèò èññëåäîâàòü ïðî-

ñòðàíñòâåííîå ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê â ïîïóëÿöèè, è â-òðåòüèõ, îòêðîåò íîâûå ïåðñïåê-

òèâû â îáëàñòè èçó÷åíèÿ âçàèìîäåéñòâèÿ ðàçëè÷íûõ êëåòîê äðóã ñ äðóãîì (íàïðèìåð

ðàêîâûõ è íîðìàëüíûõ). Òàêæå òåõíîëîãèþ ECIS ìîæíî çíà÷èòåëüíî óëó÷øèòü, åñëè

äëÿ ïîëó÷åíèÿ èìïåäàíñà ýëåêòðîäîâ èñïîëüçîâàòü íå êëàññè÷åñêèå ÷àñòîòíûå ìåòîäû

èçìåðåíèÿ (íàïðèìåð ìåòîä ñèíõðîííîãî óñèëåíèÿ [Barsoukov and Macdonald, 2018 ]), à

ñîâðåìåííûå âûñîêîñêîðîñòíûå âðåìåíí�ûå ìåòîäû ÝÈÑ, íàïðèìåð, ìåòîä Ôóðüå-ÝÈÑ

[Chang and Park, 2010 ]. Ïîñëåäíÿÿ èçìåðèòåëüíàÿ òåõíèêà ïîçâîëÿåò ïðîñêàíèðîâàòü

îáðàçåö îäíîâðåìåííî â öåëîé ïîëîñå ÷àñòîò, îáåñïå÷èâàÿ ïðè ýòîì âûñîêîå âðåìåíí�îå

ðàçðåøåíèå (âûñîêóþ ñêîðîñòü ñáîðà äàííûõ) è âûñîêîå ÷àñòîòíîå ðàçðåøåíèå, òî åñòü

ÈÑ, èçìåðåííûé ñ ïîìîùüþ Ôóðüå-ÝÈÑ, íåñåò çíà÷èòåëüíî áîëüøå èíôîðìàöèè, ÷åì

ñïåêòð ïîëó÷åííûé ñ ïîìîùüþ îòíîñèòåëüíî ìåäëåííîé òåõíèêè ñèíõðîííîãî óñèëåíèÿ.

Òàêèì îáðàçîì, ïåðåõîä ñ ïî÷àñòîòíîé èçìåðèòåëüíîé ñòðàòåãèè â òåõíîëîãèè ECIS íà

âðåìåíí�óþ ïîçâîëèò ïîëó÷àòü áîëåå èíôîðìàòèâíûå äàííûå è, ñëåäîâàòåëüíî, ïîçâî-

ëèò áîëåå äåòàëüíî èçó÷àòü ñîñòîÿíèå è ïîâåäåíèå êëåòîê â êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè.

Îäíàêî ñîâìåùåíèå âûøåîïèñàííûõ óëó÷øåíèé òåõíîëîãèè ECIS � óâåëè÷åíèå ïðî-

ñòðàíñòâåííîãî ðàçðåøåíèÿ çà ñ÷åò óìåíüøåíèÿ ðàçìåðà ýëåêòðîäà è óâåëè÷åíèå ÷à-

ñòîòíîãî è âðåìåííîãî ðàçðåøåíèé çà ñ÷åò èñïîëüçîâàíèÿ ìåòîäà Ôóðüå-ÝÈÑ � âñòðå-

÷àåò íà ñâîåì ïóòè ôóíäàìåíòàëüíîå ïðåïÿòñòâèå, âûçâàííîå, ñ îäíîé ñòîðîíû, óìåíü-

øåíèåì ñîîòíîøåíèÿ ñèãíàë/øóì ïðè ðàáîòå ñ áåçîïàñíûìè äëÿ îäèíî÷íûõ êëåòîê

ïëîòíîñòÿìè òîêîâ (15 ìÀ/ñì2) [Asphahani et al., 2011 ], è îòñóòñòâèåì øóìîïîäàâëÿþ-

ùåãî ñâîéñòâà ó Ôóðüå-ÝÈÑ, ñ äðóãîé.2

2Ïðè ýòîì ñòîèò îòäåëüíî ïîä÷åðêíóòü, ÷òî ìåäëåííûé ïî÷àñòîòíûé ìåòîä ñèíõðîííîãî óñèëåíèÿ,
êîòîðûé èñïîëüçóåòñÿ â êëàññè÷åñêîé òåõíîëîãèè ECIS, îáëàäàåò âûñîêîé óñòîé÷èâîñòüþ ê øóìàì è
íàâîäêàì [Barsoukov and Macdonald, 2018 ].
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Åñëè ðàçëè÷íûå àïïàðàòíûå óõèùðåíèÿ äëÿ ïîäàâëåíèÿ øóìîâ, âðîäå ýêðàíèðî-

âàíèÿ èëè âàðüèðîâàíèÿ ãåîìåòðèè ýëåêòðîäîâ, îêàæóòñÿ íåïðèìåíèìûìè, ÈÑ, ïîëó-

÷åííûé ñ ïîìîùüþ Ôóðüå-ÝÈÑ, áóäåò èñêàæåí øóìàìè, ÷òî ñèëüíî çàòðóäíèò åãî èí-

òåðïðåòàöèþ. Äàííàÿ ïðîáëåìà, â ÷àñòíîñòè, àêòóàëüíàÿ äëÿ èìïëàíòèðóåìûõ ÝÈÑ-

äàò÷èêîâ, íàïðèìåð, çðèòåëüíûõ ïðîòåçîâ, â êîòîðûõ ÝÈÑ èñïîëüçóåòñÿ äëÿ äèàãíî-

ñòèêè èíòåðôåéñà ìåæäó ñåò÷àòêîé è èìïëàíòîì [Íåðîåâ et al., 2018; Luo et al., 2013 ].

Â òî æå âðåìÿ ìîùíîå ðàçâèòèå âû÷èñëèòåëüíîé òåõíèêè, ïðîèçîøåäøåå â ïîñëåä-

íèå òðè äåñÿòèëåòèÿ, ïðèâåëî ê òîìó, ÷òî ñåãîäíÿ ìíîãèå çàäà÷è, ñâÿçàííûå ñ âûäå-

ëåíèåì ïîëåçíîãî ñèãíàëà èç çàøóìëåííûõ äàííûõ, ðåøàþòñÿ íå òîëüêî àïïàðàòíûìè

ñðåäñòâàìè, íî è ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ öèôðîâîé îáðàáîòêè èíôîðìàöèè, íàïðèìåð ñ

ïîìîùüþ êàëìàíîâñêîé ôèëüòðàöèè [Hamilton et al., 2016; Sch�utte et al., 2016 ] è àäàï-

òèâíîé ôèëüòðàöèè (ÀÔ) [Widrow et al., 1975 ].

Â ÷àñòíîñòè, èäåÿ èñïîëüçîâàíèÿ ÀÔ äëÿ ÝÈÑ ðàíåå óïîìèíàëàñü â ðàáîòå [Wang

et al., 2013 ]. Ïîñêîëüêó ÀÔ îáëàäàåò òåì çàìå÷àòåëüíûì ñâîéñòâîì, ÷òî ïîäàâëÿåò

âñå íåñêîððåëèðîâàííûå ñî âõîäíûìè äàííûìè øóìû è ïîìåõè [Óèäðîó Á., Ñòèðíñ

Ñ., 1989 ], åå èñïîëüçîâàíèå äëÿ ÝÈÑ ìîæåò ïðåäñòàâëÿòü ðåøåíèå äëÿ î÷åð÷åííîé â

êîíöå ïðåäûäóùåãî ïàðàãðàôà ïðîáëåìû ñîâìåùåíèÿ âûñîêîãî ïðîñòðàíñòâåííîãî, ÷à-

ñòîòíîãî è âðåìåííîãî ðàçðåøåíèé â òåõíîëîãèè ECIS. Îäíàêî íåñìîòðÿ íà óñïåøíóþ

ðåàëèçàöèþ ÀÔ-ÝÈÑ â ðàáîòå [Wang et al., 2013 ], â íåé îòñóòñòâóþò òåîðåòè÷åñêèé àíà-

ëèç ÀÔ-ÝÈÑ, èññëåäîâàíèå åå ïîìåõîóñòîé÷èâîñòè è åå ñðàâíåíèå ñ äðóãèìè ìåòîäàìè

ÝÈÑ, ÷òî è ëåãëî â îñíîâó ïåðâîé ÷àñòè íàñòîÿùåé äèññåðòàöèè.

Âòîðàÿ æå ÷àñòü äàííîé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ ëîãè÷åñêèì ïðîäîëæåíèåì ïåðâîé ÷àñòè è

ïîñâÿùåíà ïðèìåíåíèþ ðàçðàáîòàííîé òåõíîëîãèè ÀÔ-ÝÈÑ äëÿ âîïëîùåíèÿ â æèçíü

âûñîêîðàçðåøàþùåé òåõíîëîãèè ECIS, åå ïðèëîæåíèÿì äëÿ èññëåäîâàíèÿ îäèíî÷íûõ

êëåòîê è êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé in vitro, à òàêæå ñîçäàíèþ íà åå îñíîâå ïðîòîòèïîâ

áèîñåíñîðîâ íà öèòîòîêñè÷åñêèå âåùåñòâà, ïîðàæàþùåå èçëó÷åíèå ÓÔ äèàïàçîíà è íà

ôåðìåíòû.

Öåëè è çàäà÷è

Òàêèì îáðàçîì, öåëüþ äàííîé ðàáîòû ÿâëÿåòñÿ ðàçðàáîòêà ÝÈÑ íà îñíîâå àäàïòèâíîé

ôèëüòðàöèè è åå ïðèìåíåíèå äëÿ ñîçäàíèÿ âûñîêîñêîðîñòíîé è âûñîêîðàçðåøàþùåé

òåõíîëîãèè èññëåäîâàíèÿ îäèíî÷íûõ êëåòîê è êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé in vitro.

Äëÿ äîñòèæåíèÿ ïîñòàâëåííîé öåëè â íàñòîÿùåé äèññåðòàöèè áûëè ðåøåíû ñëåäó-

þùèå çàäà÷è:

1) Òåîðåòè÷åñêîå ïîñòðîåíèå îñíîâ ÀÔ-ÝÈÑ è åå ýêñïåðèìåíòàëüíàÿ àïðîáàöèÿ:

à) Îïðåäåëåíèå çàâèñèìîñòè ìåæäó ïàðàìåòðàìè àäàïòèâíîãî ôèëüòðà è èì-

ìèòòàíñíûì ñïåêòðîì îáðàçöà, à òàêæå îïðåäåëåíèå àïïàðàòíîé è âåñîâîé
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ôóíêöèé ÀÔ-ÝÈÑ;

á) Òåîðåòè÷åñêîå è ýêñïåðèìåíòàëüíîå äîêàçàòåëüñòâî ïîìåõîóñòîé÷èâîñòè ÀÔ-

ÝÈÑ, à òàêæå åå ýêñïåðèìåíòàëüíîå ñðàâíåíèå ñ Ôóðüå-ÝÈÑ;

2) Ïðàêòè÷åñêîå ïðèìåíåíèå ÀÔ-ÝÈÑ äëÿ èññëåäîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé è

îäèíî÷íûõ êëåòîê in vitro:

à) Èññëåäîâàíèå ïðèìåíèìîñòè ÀÔ-ÝÈÑ äëÿ èçó÷åíèÿ ñâîéñòâ êîíòàêòà ìå-

òàëë/ýëåêòðîëèò/êëåòêà;

á) Ñðàâíåíèå ÀÔ-ÝÈÑ è Ôóðüå-ÝÈÑ êàê ìåòîäîâ îöåíêè æèçíåñïîñîáíîñòè

êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé è îäèíî÷íûõ êëåòîê;

â) Ïðèìåíåíèå ÀÔ-ÝÈÑ îäèíî÷íûõ êëåòîê äëÿ ñîçäàíèÿ ïðîòîòèïîâ ìíîãî-

ôóíêöèîíàëüíûõ áèîñåíñîðîâ.

Ìåòîäîëîãèÿ è ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ

Äëÿ ðåøåíèÿ ïîñòàâëåííûõ çàäà÷ â íàñòîÿùåé äèññåðòàöèè áûëè èñïîëüçîâàíû ñëåäó-

þùèå ìàòåðèàëû è ìåòîäû.

1) Â êà÷åñòâå îñíîâû äëÿ ñîçäàíèÿ ÀÔ-ÝÈÑ áûë èñïîëüçîâàí âðåìåííîé ïîäõîä ê

èçìåðåíèþ èììèòòàíñà.

2) Îòëè÷èòåëüíîé ÷åðòîé ïðåäëàãàåìîé ìåòîäèêè îò êëàññè÷åñêîãî âðåìåííîãî ïîä-

õîäà íà îñíîâå Ôóðüå-ÝÈÑ ÿâëÿåòñÿ îáðàáîòêà òîêîâîãî îòêëèêà îáðàçöà è ïðè-

ëîæåííîãî ê íåìó íàïðÿæåíèÿ ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ àäàïòèâíîé ôèëüòðàöèè è åå

ïðèëîæåíèé äëÿ èíäåíòèôèêàöèè íåèçâåñòíûõ ëèíåéíûõ ñèñòåì.

3) Ïîñòðîåíèå òåîðèè ÀÔ-ÝÈÑ è àíàëèç åå ñâîéñòâ âûïîëíÿëñÿ ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ

öèôðîâîé ôèëüòðàöèè, îïåðàöèîííîãî èñ÷èñëåíèÿ, ïðåîáðàçîâàíèÿ Ôóðüå, àïïà-

ðàòà îáîáùåííûõ ôóíêöèé, ìåòîäîâ âû÷èñëèòåëüíîé àëãåáðû, òåîðèè îïòèìèçà-

öèè è ëèíåéíîé ðåãðåññèè, à òàêæå ñ ïîìîùüþ ìåòîäîâ àíàëèçà îáóñëîâëåííîñòè

ëèíåéíûõ ñèñòåì.

4) Ïðàêòè÷åñêàÿ àïïàðàòíàÿ ðåàëèçàöèÿ ÀÔ-ÝÈÑ áûëà âûïîëíåíà ñ ïîìîùüþ èñ-

ïîëüçîâàíèÿ êîììåð÷åñêèõ äîñòóïíûõ ïðèáîðîâ [ÀÖÏ L-Card Å2010 (Ðîññèÿ) è

ãåíåðàòîð ÀÊÈÏ-3413-3 (Ðîññèÿ)] è ýëåêòðîííûõ ìèêðîñõåì îò Analog Devices

(ÑØÀ).

5) Îáðàáîòêà ïîëó÷åííûõ äàííûõ îñóùåñòâëÿëàñü â ïàêåòå MatLab.

6) Â êà÷åñòâå áèîëîãè÷åñêîãî îáúåêòà èññëåäîâàíèÿ áûëè èñïîëüçîâàíû êëåòêè

HeLa.
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7) Âèçóàëüíàÿ äèàãíîñòèêà êëåòîê îñóùåñòâëÿëàñü ìåòîäàìè ôëóîðåñöåíòíîé è êîí-

ôîêàëüíîé ìèêðîñêîïèè ñ ïîìîùüþ ìèêðîñêîïîâ Leica 4000DM (Leica, Ãåðìàíèÿ)

è Zeiss Observer.Z1 (Zeiss, Ãåðìàíèÿ).

8) Èññëåäîâàíèå êëåòîê ñ ïîìîùüþ ÝÈÑ áàçèðîâàëîñü íà êîíöåïöèè òåõíîëîãèè

ECIS.

9) Äëÿ îáåñïå÷åíèÿ âîçìîæíîñòè ðàáîòû êàê ñ îäèíî÷íûìè êëåòêàìè, òàê è ñ êëå-

òî÷íûìè ïîïóëÿöèÿìè èñïîëüçîâàëèñü êîììåð÷åñêèå ìóëüòèýëåêòðîäíûå ìàòðè-

öû îò MultiChannel Systems (Ãåðìàíèÿ) è Alpha MED�Panasonic (ßïîíèÿ).

10) Èíòåðïðåòàöèÿ ïîëó÷àåìûõ èììèòòàíñíûõ ñïåêòðîâ ïðîâîäèëàñü ñ ïîìîùüþ òåî-

ðèè Giæver-Keese.

11) Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ôèçè÷åñêîãî, õèìè÷åñêîãî è áèîëîãè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ íà

êëåòêè èñïîëüçîâàëîñü ÓÔ-èçëó÷åíèå, äåòåðãåíò Òðèòîí Õ-100 è ðàñòâîð òðèïñèí-

Âåðñåíà ñîîòâåòñòâåííî.

Ïîëîæåíèÿ, âûíîñèìûå íà çàùèòó

• Ïîëîæåíèå 1. Àäàïòèâíàÿ ôèëüòðàöèÿ â ðàìêàõ ïîëó-ÁÈÕ àðõèòåêòóðû ïîçâî-

ëÿåò ïî ýêñïåðèìåíòàëüíî èçìåðåííûì âðåìåíí�ûì ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿì îòñ÷åòîâ

çîíäèðóþùåãî íàïðÿæåíèÿ è òîêîâîãî îòêëèêà îáðàçöà âûðàçèòü åãî àäìèòòàíñ ñ

ïîìîùüþ àïïðîêñèìàöèè Levy, ïàðàìåòðàìè êîòîðîé ÿâëÿþòñÿ âåñîâûå êîýôôè-

öèåíòû àäàïòèâíîãî ôèëüòðà. Ïðè ýòîì â êà÷åñòâå âåñîâîé ôóíêöèè è àïïàðàòíîé

ôóíêöèè ÀÔ-ÝÈÑ âûñòóïàþò ñîîòâåòñòâåííî êâàäðàò ìîäóëÿ çîíäèðóþùåãî íà-

ïðÿæåíèÿ è ôóíêöèÿ Êîòåëüíèêîâà, êîòîðàÿ îïðåäåëÿåò ÷àñòîòíîå ðàçðåøåíèå

ÀÔ-ÝÈÑ êàê îáðàòíîå âðåìÿ ñáîðà äàííûõ.

• Ïîëîæåíèå 2. Ïðè âû÷èñëåíèè èììèòòàíñíûõ ñïåêòðîâ ñ ïîìîùüþ ÀÔ-ÝÈÑ

îøèáêà â èõ îïðåäåëåíèè, òàê æå êàê è îøèáêà â îïðåäåëåíèè âåñîâûõ êîýôôè-

öèåíòîâ, óáûâàåò îáðàòíî ïðîïîðöèîíàëüíî êîðíþ èç ÷èñëà âåñîâûõ êîýôôèöè-

åíòîâ, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü èçìåðåíèÿ ñ ïîìîùüþ ÀÔ-ÝÈÑ äàæå â óñëîâèÿõ

îòðèöàòåëüíîãî ñîîòíîøåíèÿ ñèãíàë/øóì, ïðè êîòîðûõ Ôóðüå-ÝÈÑ îêàçûâàåòñÿ

íåïðèìåíèìîé. Äàííîå øóìîïîäàâëÿþùåå ñâîéñòâî ÀÔ-ÝÈÑ ñîçäàåò ïðèíöèïè-

àëüíóþ âîçìîæíîñòü èññëåäîâàíèÿ îäèíî÷íûõ êëåòîê â èõ åñòåñòâåííîì ñîñòîÿ-

íèè ñ ïîìîùüþ âûñîêîðàçðåøàþùåé ÝÈÑ â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè è â óñëîâè-

ÿõ ñèëüíîãî âíåøíåãî çàøóìëåíèÿ, âûçâàííîãî ìàëûìè ïëîòíîñòÿìè áåçîïàñíûõ

äëÿ êëåòîê òîêîâ (15 ìÀ/ñì2), ïðîòåêàþùèõ ÷åðåç ìèêðîýëåêòðîäû.
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• Ïîëîæåíèå 3. ÀÔ-ÝÈÑ ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü äèàãíîñòèêó áèî-ñïåöèôè÷íûõ

ýëåêòðîäîâ, êîòîðûå îáëàäàþò ñëîæíîé, ðàçâèòîé ïîâåðõíîñòüþ, è, êàê ñëåä-

ñòâèå, îïèñûâàþòñÿ ñëîæíîé, ïñåâäîåìêîñòíîé ýêâèâàëåíòíîé ñõåìîé, ñîñòîÿùåé

èç íåñêîëüêèõ R-CPE çâåíüåâ.

• Ïîëîæåíèå 4. ÀÔ-ÝÈÑ ïîçâîëÿåò èññëåäîâàòü îäèíî÷íûå êëåòêè è îïðåäåëÿòü

èõ ôóíêöèîíàëüíîå ñîñòîÿíèå â ðåæèìå ðåàëüíîãî âðåìåíè è â óñëîâèÿõ ñèëü-

íîãî çàøóìëåíèÿ (ñîîòíîøåíèå ñèãíàë/øóì 1-3 äÁ), êîòîðîå íà ïðàêòèêå, êàê

ïðàâèëî, âîçíèêàåò èç-çà íåîáõîäèìîñòè èçìåðåíèÿ íèçêîàìïëèòóäíûõ, áåçîïàñ-

íûõ äëÿ êëåòîê òîêîâ íà ôîíå ïîìåõ îò ðàçëè÷íûõ ýëåêòðîííûõ ïðèáîðîâ. Â

÷àñòíîñòè, áëàãîäàðÿ âûñîêîé ïîìåõîóñòîé÷èâîñòè ÀÔ-ÝÈÑ â îòëè÷èå îò Ôóðüå-

ÝÈÑ ñïîñîáíà äåòåêòèðîâàòü îäèíî÷íûå êëåòêè íà ïîâåðõíîñòè ìèêðîýëåêòðîäà

è ñòàòèñòè÷åñêè äîñòîâåðíî îöåíèâàòü èõ æèçíåñïîñîáíîñòü.

• Ïîëîæåíèå 5. Ðåàëèçîâàííûå íà îñíîâå ÀÔ-ÝÈÑ è êëåòî÷íîé lift-o� ëèòîãðàôèè

áèîýëåêòðîííûå ñåíñîðû, ÷óâñòâèòåëüíûì ýëåìåíòîì êîòîðûõ ÿâëÿþòñÿ îäèíî÷-

íûå æèâûå êëåòêè in vitro, íå òîëüêî äåìîíñòðèðóþò íà ïîðÿäîê áîëåå âûñîêîå

áûñòðîäåéñòâèå, ÷åì êëàññè÷åñêèå ôëóîðåñöåíòíûå äàò÷èêè, íî è áëàãîäàðÿ íà-

ëè÷èþ êîíòðîëüíûõ ýëåêòðîäîâ è èñïîëüçîâàíèþ øèðîêîãî äèàïàçîíà ÷àñòîò ïîç-

âîëÿþò îäíîâðåìåííî ïîëó÷àòü èíôîðìàöèþ î æèçíåñïîñîáíîñòè è îá èçìåíåíèè

ìîðôîëîãèè êëåòîê è î ñâîéñòâàõ îêðóæàþùåé èõ ñðåäû, â ÷àñòíîñòè, ïðîâîäè-

ìîñòè áóôåðíîãî ðàñòâîðà è èñïðàâíîñòè ýëåêòðîäîâ, ÷òî ïîâûøàåò íàäåæíîñòü

ðàáîòû ÀÔ-ÝÈÑ ñåíñîðîâ ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòàíäàðòíûì ECIS ïîäõîäîì.

Íàó÷íàÿ íîâèçíà

Â ðåçóëüòàòå âûïîëíåíèÿ äàííîé ðàáîòû áûë ñîçäàí íîâûé ïîäõîä ê èçìåðåíèþ èììèò-

òàíñà, â îñíîâå êîòîðîãî ëåæèò àäàïòèâíàÿ ôèëüòðàöèÿ � ïðîñòåéøèé èñêóññòâåííûé

èíòåëëåêò. Ðàçðàáîòàííàÿ èçìåðèòåëüíàÿ òåõíèêà ïîçâîëÿåò ïîëó÷àòü èììèòòàíñíûå

ñïåêòðû îáðàçöà ñ âûñîêèìè âðåìåííûì è ÷àñòîòíûì ðàçðåøåíèÿìè äàæå â óñëîâèÿõ

îòðèöàòåëüíîãî ñîîòíîøåíèÿ ñèãíàë/øóì (Ñ/Ø),3 ÷òî äåëàåò åå íå òîëüêî óíèêàëüíîé

ýêñïåðèìåíòàëüíîé òåõíîëîãèåé äëÿ èññëåäîâàíèÿ ôèçè÷åñêèõ è õèìè÷åñêèõ ñèñòåì,

íî è ïåðñïåêòèâíîé ìåòîäèêîé äëÿ ðåøåíèÿ ìåäèêî-áèîëîãè÷åñêèõ çàäà÷ è ïðîáëåì

áèîñåíñîðíîé èíæåíåðèè. Áëàãîäàðÿ âûøåîïèñàííûì ñâîéñòâàì ïðåäëàãàåìàÿ â íàñòî-

ÿùåé äèññåðòàöèè ÀÔ-ÝÈÑ âûâîäèò íà ïðèíöèïèàëüíî íîâûé óðîâåíü ýëåêòðè÷åñêèå

ìåòîäû èññëåäîâàíèÿ, â òîì ÷èñëå èìïåäàíñíûå ìåòîäû äèàãíîñòèêè êëåòî÷íûõ ïîïó-

3Â äàííîé ðàáîòå ñîîòíîøåíèå ñèãíàë/øóì èçìåðÿåòñÿ â äåöèáåëàõ, òî åñòü Ñ/Ø=20 lg
S

N
, ãäå S

� àìïëèòóäà ïîëåçíîãî ñèãíàëà, à N � àìïëèòóäà øóìà. Îòðèöàòåëüíîå Ñ/Ø îçíà÷àåò, ÷òî óðîâåíü
øóìà ïðåâçîøåë óðîâåíü ïîëåçíîãî ñèãíàëà.
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ëÿöèé, ïîñêîëüêó åå ïðèìåíåíèå ðåøàåò ïðîáëåìó íèçêîãî ñîîòíîøåíèÿ ñèãíàë/øóì,

âîçíèêàþùóþ ïðè èçó÷åíèè ìèêðîýëåêòðîäîâ ñ õàðàêòåðíûì ðàçìåðîì 10 ìêì, ÷òî

ïîçâîëÿåò óâåëè÷èòü ïðîñòðàíñòâåííîå ðàçðåøåíèå òåõíîëîãèè ECIS äî ìàñøòàáà îäè-

íî÷íûõ êëåòîê, îáåñïå÷èâàÿ ïðè ýòîì ìàêñèìàëüíî âîçìîæíóþ ñêîðîñòü ñáîðà äàííûõ

è ìàêñèìàëüíî âîçìîæíîå ÷àñòîòíîå ðàçðåøåíèå ïîëó÷àåìûõ ñïåêòðîâ. Àïðîáàöèÿ ïî-

äîáíîé êîíöåïöèè âûñîêîðàçðåøàþùåé òåõíîëîãèè ECIS íà îñíîâå ÀÔ-ÝÈÑ, òàêæå

âûïîëíåííàÿ â äàííîé ðàáîòå, ïðîäåìîíñòðèðîâàëà ïðèíöèïèàëüíóþ âîçìîæíîñòü äå-

òàëüíîãî èññëåäîâàíèÿ òàêèì îáðàçîì ñâîéñòâ êîíòàêòà ìåòàëë/ýëåêòðîëèò/êëåòêà ïðè

âîçäåéñòâèè íà íåãî ôèçè÷åñêèõ, õèìè÷åñêèõ è áèîëîãè÷åñêèõ ôàêòîðîâ, â ðåçóëüòà-

òå ÷åãî íà åå îñíîâå áûëè ñîçäàíû ïðåöèçèîííûå áèîýëåêòðîííûå ñåíñîðû, êîòîðûå

ðåàãèðóþò íà îïàñíûå äëÿ êëåòîê õèìè÷åñêèå ñîåäèíåíèÿ, íà ïîðàæàþùåå äåéñòâèå

ÓÔ-èçëó÷åíèÿ è íà ôåðìåíòû.

Òåîðåòè÷åñêàÿ è ïðàêòè÷åñêàÿ çíà÷èìîñòü

Ïîñêîëüêó ðàçðàáîòàííûé â äàííîé ðàáîòå ìåòîä îòëè÷àåòñÿ îò ñòàíäàðòíîãî Ôóðüå

ïðåîáðàçîâàíèÿ òîëüêî ñïîñîáîì îáðàáîòêè äàííûõ, îí ñî÷åòàåò â ñåáå äîñòîèíñòâà

Ôóðüå-ÝÈÑ � âûñîêîå âðåìåííîå è ÷àñòîòíîå ðàçðåøåíèÿ � è äîïîëíèòåëüíî îáåñïå÷è-

âàåò ïîìåõîóñòîé÷èâîñòü èçìåðåíèé, ÷òî ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü íà ïðàêòèêå èññëåäîâà-

íèÿ ÈÑ â óñëîâèÿõ ñèëüíîãî âíåøíåãî çàøóìëåíèÿ ñ íèçêèìè óðîâíÿìè çîíäèðóþùåãî

íàïðÿæåíèÿ è òîêîâîãî îòêëèêà. Ñ òî÷êè çðåíèÿ òåîðåòè÷åñêîé çíà÷èìîñòè, äàííûå

äîñòîèíñòâà ðàçðàáîòàííîãî ìåòîäà çíà÷èòåëüíî ðàñøèðÿþò âîçìîæíîñòè ÝÈÑ âî âñåõ

îáëàñòÿõ åå ïðèìåíåíèÿ, â òîì ÷èñëå â îáëàñòè ñîçäàíèÿ èìïëàíòèðóåìûõ áèîñåíñîðîâ

(íàïðèìåð, çðèòåëüíûõ è ñëóõîâûõ ïðîòåçîâ), äëÿ êîòîðûõ èñïîëüçîâàíèå ñòàíäàðò-

íûõ àïïàðàòíûõ ñðåäñòâ çàùèòû îò ïîìåõ îêàçûâàåòñÿ íåïðèìåíèìî. Â òî æå âðåìÿ ñ

òî÷êè çðåíèÿ ïðàêòè÷åñêîé çíà÷èìîñòè, ïðåäëîæåííîå â äàííîé ðàáîòå óëó÷øåíèå âðå-

ìåííîãî, ÷àñòîòíîãî è ïðîñòðàíñòâåííîãî ðàçðåøåíèé â òåõíîëîãèè ECIS ïðè ïîìîùè

åå ñîâìåùåíèÿ ñ ÀÔ-ÝÈÑ îòêðûâàåò íîâûå ïóòè äëÿ èññëåäîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿ-

öèé in vitro, ïîçâîëÿÿ, â ÷àñòíîñòè, äåòàëüíî èññëåäîâàòü êàæäóþ îòäåëüíóþ êëåòêó

â ïîïóëÿöèè, ÷òî êðàéíå âàæíî äëÿ èçó÷åíèÿ ãåòåðîãåííûõ êóëüòóð è äëÿ èçó÷åíèÿ

âçàèìîäåéñòâèÿ êëåòîê äðóã ñ äðóãîì, äëÿ ñîçäàíèÿ ïëàòôîðì ýêñïðåññ-äèàãíîñòèêè

çàáîëåâàíèé (íàïðèìåð, ñ ïîìîùüþ äåòåêòèðîâàíèÿ ìàëîãî êîëè÷åñòâà ðàêîâûõ èëè èí-

ôèöèðîâàííûõ êëåòîê â îáðàçöå êðîâè ïàöèåíòà), äëÿ îöåíêè öåëîñòíîñòè êëåòî÷íîé

ïîïóëÿöèè â òåõíîëîãèÿõ êëåòî÷íîé òåðàïèè êîæè, à òàêæå äëÿ ðàçðàáîòêè ïðåöèçèîí-

íûõ áèîñåíñîðîâ, ðåàãèðóþùèõ íà ìàëûå äîçû òîêñèíîâ èëè ïîðàæàþùåãî èçëó÷åíèÿ.
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Àïðîáàöèÿ ðàáîòû

Ðåçóëüòàòû ðàáîòû áûëè èçëîæåíû â äåâÿòè íàó÷íûõ ïóáëèêàöèÿõ, äåâÿòü èç êîòî-

ðûõ èíäåêñèðóþòñÿ â ñèñòåìå Scopus è ñåìü â ñèñòåìå Web of science (WOS), à òàêæå

äîëîæåíû íà ÷åòûðíàäöàòè ìåæäóíàðîäíûõ êîíôåðåíöèÿõ. Êðîìå òîãî, äîñòèæåíèÿ

íàñòîÿùåé äèññåðòàöèè íåîäíîêðàòíî îáñóæäàëèñü íà ëàáîðàòîðíûõ ñåìèíàðàõ ÑÏáÀÓ

èì. Àëô¼ðîâà, ÃÓÀÏ, ÑÏÈÈÐÀÍ, ÑÏáÏÓ, ÔÒÈ èì. À.Ô. Èîôôå, ÏÈßÔ.

Ëè÷íûé âêëàä àâòîðà

Ñîçäàíèå ïðåäëîæåííîé â íàñòîÿùåé ðàáîòå ìåòîäèêè èçìåðåíèÿ èììèòòàíñà è îñíî-

âàííîé íà íåé òåõíîëîãèè èññëåäîâàíèÿ êëåòîê, ðàçðàáîòêà åå òåîðèè, àïïàðàòíîé è

ïðîãðàììíîé áàçû, äîêàçàòåëüñòâî åå ïîìåõîóñòîé÷èâîñòè, à òàêæå åå ýêñïåðèìåíòàëü-

íàÿ àïðîáàöèÿ íà ïðèìåðå èññëåäîâàíèÿ ñâîéñòâ áèî-ñïåöèôè÷íûõ ýëåêòðîäîâ, êëåòî÷-

íûõ ïîïóëÿöèé è îäèíî÷íûõ êëåòîê in vitro è äåìîíñòðàöèÿ åå äîñòîèíñòâ äëÿ ðåøåíèÿ

çàäà÷ áèîñåíñîðíîé èíæåíåðèè ïîëíîñòüþ âûïîëíåíû àâòîðîì äèññåðòàöèè.

Ñòåïåíü äîñòîâåðíîñòè íàó÷íûõ ðåçóëüòàòîâ

Äîñòîâåðíîñòü ïîëó÷åííûõ â íàñòîÿùåé ðàáîòå ðåçóëüòàòîâ îïðåäåëÿåòñÿ êîððåêòíî-

ñòüþ è ñòðîãîñòüþ ìàòåìàòè÷åñêèõ âûêëàäîê, à òàêæå ïîâòîðÿåìîñòüþ ïîëó÷àåìûõ

ýêñïåðèìåíòàëüíûõ èììèòòàíñíûõ ñïåêòðîâ, êîòîðûå íàõîäÿòñÿ â ñîãëàñèè ñî ñòîðîí-

íèìè ìåòîäàìè èññëåäîâàíèÿ, âûïîëíåííûìè íà êîììåð÷åñêèõ ïðèáîðàõ.

Ñòðóêòóðà è îáúåì äèññåðòàöèè

Ðàáîòà ñîñòîèò èç ââåäåíèÿ, òðåõ ãëàâ (îäíîé îáçîðíîé è äâóõ îñíîâíûõ), ðàçäåëà ñ

âûâîäàìè, çàêëþ÷åíèÿ, ðàçäåëà ñ áëàãîäàðíîñòÿìè è èç ñïèñêà ëèòåðàòóðû, â êîòîðûé

âîøëî 211 èñòî÷íèêîâ íà ðóññêîì, àíãëèéñêîì è ôðàíöóçñêîì ÿçûêàõ. Äèññåðòàöèÿ

èçëîæåíà íà 162 ñòðàíèöàõ è ñîäåðæèò 38 ðèñóíêîâ, 123 ôîðìóëû è 8 òàáëèö.

ÎÑÍÎÂÍÎÅ ÑÎÄÅÐÆÀÍÈÅ ÐÀÁÎÒÛ

Â ïåðâîé ãëàâå, ÿâëÿþùåéñÿ âñïîìîãàòåëüíîé è ïðåäñòàâëÿþùåé ñîáîé ëèòåðàòóð-

íûé îáçîð, ðàññìàòðèâàþòñÿ ñîâðåìåííûå ïîäõîäû ê èçìåðåíèþ èììèòòàíñà êàê â ÷à-

ñòîòíîì, òàê è âî âðåìåííîì ïðåäñòàâëåíèè, à òàêæå ïðèâîäèòñÿ òåîðåòè÷åñêèé àíàëèç

âçàèìîäåéñòâèÿ îäèíî÷íûõ êëåòîê è êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé ñ ìåòàëëè÷åñêèì ýëåêòðî-

äîì. Íà÷èíàåòñÿ äàííàÿ ãëàâà ñ îïèñàíèÿ ïðèíöèïîâ ðàáîòû êëàññè÷åñêèõ îñöèëëîãðà-

ôè÷åñêèõ è ìîñòîâûõ ìåòîäîâ èçìåðåíèÿ èììèòòàíñà, ïîñëå ÷åãî èçëîæåíèå ìàòåðèàëà
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ôîêóñèðóåòñÿ íà ñîâðåìåííûõ èçìåðèòåëüíûõ ïîäõîäàõ òàêèõ êàê ìîñò Berberian-Cole,

ìåòîä ñèíõðîííîãî óñèëåíèÿ (FRA) è Ôóðüå-ÝÈÑ. Äàëåå ñëåäóåò îïèñàíèå ýëåêòðè÷å-

ñêèõ ñâîéñòâ êîíòàêòà ìåòàëë/ýëåêòðîëèò â ìàëîñèãíàëüíîì ïðèáëèæåíèè, à èìåííî

ðàññìàòðèâàþòñÿ ôîðìèðîâàíèå äâîéíîãî ýëåêòðè÷åñêîãî ñëîÿ â ïðèáëèæåíèè Äåáàÿ

è â ìîäåëè Ãóè-×àïìåíà-Øòåðíà è ÿâëåíèå äèñïåðñèè åìêîñòè äâîéíîãî ñëîÿ â òåîðèè

Âàðáóðãà è ìîäåëè Levie. Çàâåðøàåòñÿ ãëàâà èçëîæåíèåì ìîäåëè Giæver-Keese, êîòîðàÿ

óæå öåëèêîì îïèñûâàåò ñâîéñòâà êîíòàêòà ìåòàëë/ýëåêòðîëèò/êëåòêà.

Âî âòîðîé ãëàâå îïèñûâàåòñÿ ðàçðàáîòàííàÿ â íàñòîÿùåé äèññåðòàöèè ÀÔ-ÝÈÑ,

à òàêæå ïðîâîäèòñÿ åå ýêñïåðèìåíòàëüíîå ñðàâíåíèå ñ Ôóðüå-ÝÈÑ. Îñíîâíàÿ èäåÿ ÀÔ

ïîäõîäà ê èçìåðåíèþ èììèòòàíñà ñîñòîèò â ïîèñêå (îáó÷åíèè) è â ïîñëåäóþùåì àíà-

ëèçå òàêîãî öèôðîâîãî ôèëüòðà, êîòîðûé ñâÿçûâàë áû ìåæäó ñîáîé òîêîâûé îòêëèê

îáðàçöà (âûõîäíîé ñèãíàë ôèëüòðà) è ïðèëîæåííîå ê íåìó íàïðÿæåíèå (âõîäíîé ñèã-

íàë ôèëüòðà). Äàëåå, ïîñëå òîãî, êàê òàêîé ôèëüòð áóäåò íàéäåí, íåñëîæíî âû÷èñëèòü

àäìèòòàíñ îáðàçöà, êîòîðûé ïðîïîðöèîíàëåí ïåðåäàòî÷íîé ôóíêöèè îáó÷åííîãî àäàï-

òèâíîãî ôèëüòðà (Ðèñóíîê 1), ÷òî è äîêàçûâàåòñÿ â íà÷àëå äàííîé ãëàâû. À èìåííî,

â åå ïåðâîì ïàðàãðàôå äàåòñÿ ìàòåìàòè÷åñêîå îïèñàíèå ìåòîäà ÀÔ-ÝÈÑ, â ÷àñòíîñòè,

ââîäèòñÿ ïîëó-ÁÈÕ ìîäåëü àäàïòèâíîãî ôèëüòðà, êîòîðàÿ ñ ìàòåìàòè÷åñêîé òî÷êè çðå-

íèÿ îïèñûâàåò ñâÿçü ìåæäó òîêîì, ïðîòåêàþùèì ÷åðåç îáðàçåö, è ïðèëîæåííûì ê íåìó

íàïðÿæåíèåì ñ ïîìîùüþ óðàâíåíèÿ

Ja
k =

`d∑
j=1

djJk−j +
`n∑
j=0

njVk−j, (1)

êîòîðîå â èòîãå ïðèâîäèò ê ñëåäóþùåé çàäà÷å íà îáó÷åíèå àäàïòèâíîãî ôèëüòðà

L∑
k=max(`n,`d)

∣∣∣∣∣Jk −
`d∑
j=1

djJk−j −
`n∑
j=0

njVk−j

∣∣∣∣∣
2

= min, (2)

ãäå Vk è Jk � âðåìåííûå ïîñëåäîâàòåëüíîñòè çîíäèðóþùåãî íàïðÿæåíèÿ è òîêîâîãî

îòêëèêà ñîîòâåòñòâåííî (k � ñ÷åò÷èê ïî âðåìåíè), nj è dj � âåñîâûå êîýôôèöèåíòû

(ÂÊ), L � îáùåå ÷èñëî îòñ÷åòîâ è max(`n, `d) � ïîðÿäîê ôèëüòðàöèè. Äàííàÿ ïîëó-

ÁÈÕ ìîäåëü ïîçâîëÿåò ñâåñòè ñàìó çàäà÷ó îáó÷åíèÿ àäàïòèâíîãî ôèëüòðà ê ðåøåíèþ

ñèñòåìû ëèíåéíûõ àëãåáðàè÷åñêèõ óðàâíåíèé è îäíîâðåìåííî îáåñïå÷èâàåò á�îëüøóþ

åãî ãèáêîñòü ïî ñðàâíåíèþ ñ ÊÈÕ ìîäåëüþ.
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Ðèñóíîê 1 � Ïîëó÷åíèå ÈÑ ñ ïîìîùüþ àäàïòèâíîé ôèëüòðàöèè. Êëàññè÷åñêàÿ çàäà÷à
èäåíòèôèêàöèè äëÿ ñëó÷àÿ ÁÈÕ-ôèëüòðà ñîîòâåòñòâóåò âêëþ÷åííîé ÁÈÕ-âåòêå (êðàñ-
íàÿ) è îòêëþ÷åííîé ïîëó-ÁÈÕ âåòêå (çåëåíàÿ), â ïðîòèâíîì ñëó÷àå ñõåìà îïèñûâàåò
ïîëó-ÁÈÕ ôèëüòð. Åñëè îáå âåòêè îòêëþ÷åíû, ñõåìà îïèñûâàåò èäåíòèôèêàöèþ ñ ïî-
ìîùüþ ÊÈÕ-ôèëüòðà. Çäåñü ÏÔ � ïåðåäàòî÷íàÿ ôóíêöèÿ àäàïòèâíîãî ôèëüòðà.

Çàòåì âî âòîðîì è òðåòüåì ïàðàãðàôàõ óñòàíàâëèâàåòñÿ ñâÿçü ìåæäó ïåðåäàòî÷íîé

ôóíêöèåé àäàïòèâíîãî ôèëüòðà è èììèòòàíñîì îáðàçöà, à èìåííî ïîêàçûâàåòñÿ, ÷òî

àäìèòòàíñ îáðàçöà Y ìîæåò áûòü âû÷èñëåí ÷åðåç àïïðîêñèìàöèþ Levy åãî ñïåêòðà,

ïàðàìåòðàìè êîòîðîé ÿâëÿþòñÿ ÂÊ, à èìåííî

Y ≈

(
`n∑
j=0

njϕj

)/(
1−

`d∑
j=1

djϕj

)
, (3)

ãäå ϕj(f) = exp[2πi · j(f/f0)] � Ôóðüå-îáðàç çàäåðæêè íà ∆t = 1/f0, f � ÷àñòîòà è f0

� ÷àñòîòà äèñêðåòèçàöèè. Òàêæå â òðåòüåì ïàðàãðàôå óñòàíàâëèâàåòñÿ àïïàðàòíàÿ è

âåñîâàÿ ôóíêöèè ÀÔ-ÝÈÑ, êîòîðûìè ÿâëÿþòñÿ ñîîòâåòñòâåííî ôóíêöèÿ Êîòåëüíèêîâà

K =
sin(πfT )

πf
, (4)

è êâàäðàò ìîäóëÿ çîíäèðóþùåãî íàïðÿæåíèÿ (çäåñü T � îáùåå âðåìÿ ñáîðà äàííûõ).

Çàòåì â ÷åòâåðòîì ïàðàãðàôå ïðèâîäÿòñÿ ðåçóëüòàòû èññëåäîâàíèÿ ãðàíèö ïðèìåíèìî-

ñòè ÀÔ-ÝÈÑ, èç êîòîðûõ ñëåäóåò, ÷òî äàííàÿ òåõíèêà ïðèìåíèìà äëÿ øèðîêîãî êëàññà

ñèñòåì, à ïÿòûé ïàðàãðàô ïîñâÿùåí âîïðîñó ïðàêòè÷åñêîãî âû÷èñëåíèÿ ÂÊ äëÿ ïîëó-

ÁÈÕ ìîäåëè, èç êîòîðîãî òåîðåòè÷åñêè äîêàçûâàåòñÿ, ÷òî îøèáêè â îïðåäåëåíèè ÂÊ è â

îïðåäåëåíèè èììèòòàíñà îáðàçöà óáûâàþò îáðàòíî ïðîïîðöèîíàëüíî êîðíþ èç ïîðÿäêà
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(à) (á)

Ðèñóíîê 2 � Ñðàâíåíèå ðåçóëüòàòîâ ðàáîòû ÀÔ-ÝÈÑ è Ôóðüå-ÝÈÑ â óñëîâèÿõ âûñîêîãî
(à) è íèçêîãî (á) ñîîòíîøåíèÿ ñèãíàë/øóì íà ïðèìåðå èçìåðåíèÿ èììèòòàíñà ïîñëåäî-
âàòåëüíîé RLC-öåïè.

ôèëüòðàöèè, òî åñòü

Îøèáêà ÂÊ ≤ C
〈ε2〉√

`n + `d + 1
. (5)

îòêóäà ñëåäóåò óñòîé÷èâîñòü ÀÔ-ÝÈÑ ê øóìàì è ïîìåõàì, êîòîðûå íåñêîððåëèðîâà-

íû ñ çîíäèðóþùèì íàïðÿæåíèåì. Çäåñü âåëè÷èíà C îïðåäåëÿåòñÿ îáóñëîâëåííîñòüþ

çàäà÷è (2), à 〈ε2〉 � óðîâåíü øóìà. Íàêîíåö, â ðàçäåëå 2.2 ïðèâîäÿòñÿ ðåçóëüòàòû ýêñïå-

ðèìåíòàëüíîãî ñðàâíåíèÿ ÀÔ-ÝÈÑ è Ôóðüå-ÝÈÑ, â êîòîðîì íà ïðèìåðå èññëåäîâàíèÿ

èììèòòàíñà ïîñëåäîâàòåëüíîé RLC-öåïè áûëî ïðîäåìîíñòðèðîâàíî, ÷òî ÀÔ-ÝÈÑ ïîç-

âîëÿåò ïðîâîäèòü èçìåðåíèÿ â óñëîâèÿõ ñèëüíîãî çàøóìëåíèÿ âïëîòü äî ñîîòíîøåíèÿ

ñèãíàë/øóì -25 äÁ, â òî âðåìÿ êàê Ôóðüå-ÝÈÑ ïåðåñòàåò êîððåêòíî ðàáîòàòü óæå ïðè

ñîîòíîøåíèè ñèãíàë/øóì 3 äÁ (Ðèñóíîê 2 è Òàáëèöà 1).

Äîïîëíèòåëüíî â êîíöå äàííîãî ðàçäåëà ïîìåùåíû âñïîìîãàòåëüíûå âû÷èñëåíèÿ,

êîòîðûå äîêàçûâàþò ðàâíîìåðíîñòü ñïåêòðà çîíäèðóþùåãî íàïðÿæåíèÿ, ñîçäàâàåìîãî

ãåíåðàòîðîì ñ êà÷àþùåéñÿ ÷àñòîòîé, à òàêæå äåìîíñòðèðóþò ïîÿâëåíèå âèðòóàëüíîé

èíäóêòèâíîñòè â íàáëþäàåìûõ ñïåêòðàõ, êîòîðàÿ îáóñëîâëåíà íåèäåàëüíîñòüþ àìïåð-

ìåòðà, ïîñòðîåííîãî íà îïåðàöèîííîì óñèëèòåëå.

Äàëåå ñëåäóåò òðåòüÿ ãëàâà, êîòîðàÿ ïîñâÿùåíà ïðèëîæåíèþ ÀÔ-ÝÈÑ äëÿ èñ-

ñëåäîâàíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé è îäèíî÷íûõ êëåòîê. Â íà÷àëå äàííîé ãëàâû ïðèâî-

äèòñÿ îïèñàíèå ýêñïåðèìåíòàëüíîé óñòàíîâêè, à òàêæå èñïîëüçóåìûå ïðè ïðîâåäåíèè

ýêñïåðèìåíòîâ ìàòåðèàëû è ìåòîäû. Çàòåì ïðèâîäÿòñÿ ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå, ïî-

ñâÿùåííûå èññëåäîâàíèþ ñ ïîìîùüþ ÀÔ-ÝÈÑ êîíòàêòà ìåòàëë/ýëåêòðîëèò íà ïðèìå-

ðå çîëîòîãî, ITO- è ðóòåíèåâîãî ýëåêòðîäà, êîòîðûå äîêàçûâàþò ïðèìåíèìîñòü ðàç-

ðàáîòàííîãî ìåòîäà äëÿ èçó÷åíèÿ ñâîéñòâ áèî-ñïåöèôè÷íûõ ýëåêòðîäîâ, îáëàäàþùèõ

ñëîæíîé, ðàçâèòîé ïîâåðõíîñòüþ è, êàê ñëåäñòâèå, ñëîæíûì èììèòòàíñíûì ñïåêòðîì,



14

ýêâèâàëåíòíàÿ ñõåìà êîòîðîãî ñîäåðæèò íåñêîëüêî R-CPE çâåíüåâ (Ðèñóíîê 3).

Òàáëèöà 1 � Ðåçóëüòàòû àïïðîêñèìàöèè èììèòòàíñíûõ ñïåêòðîâ ïîñëåäîâàòåëüíîé
RLC-öåïè, ïîëó÷åííûõ ñ ïîìîùüþ ÀÔ-ÝÈÑ è Ôóðüå-ÝÈÑ ïðè ðàçëè÷íîì ñîîòíîøå-
íèè ñèãíàë/øóì. Èç ïðèâåäåííûõ äàííûõ ñëåäóåò, ÷òî îáå ìåòîäèêè äàþò îäèíàêîâûå
çíà÷åíèÿ ïàðàìåòðîâ ýêâèâàëåíòíîé öåïè â ñëó÷àå ñëàáîãî çàøóìëåíèÿ, â òî âðåìÿ êàê
â óñëîâèÿõ ñèëüíîãî çàøóìëåíèÿ êîððåêòíûå çíà÷åíèÿ R, L è C ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü
òîëüêî ÀÔ-ÝÈÑ.

Ìåòîä è Íîìèíàëû ýëåìåíòîâ
Ñ/Ø R, Îì C, íÔ L, ìÃí

ÀÔ-ÝÈÑ, 30 äÁ 256.7± 0.4 9.209± 0.007 19.36± 0.02
ÀÔ-ÝÈÑ, 3 äÁ 290± 50 9.7± 0.9 19± 2

Ôóðüå-ÝÈÑ, 30 äÁ 256.7± 0.3 9.207± 0.006 19.360± 0.007
Ôóðüå-ÝÈÑ, 3 äÁ 1000± 2000 4± 3 50± 30

Äàëåå ñëåäóåò èçëîæåíèå ðåçóëüòàòîâ ïðèìåíåíèÿ ÀÔ-ÝÈÑ äëÿ èññëåäîâàíèÿ êîí-

òàêòà ÌÝÊ, êîòîðîå íà÷èíàåòñÿ ñ ýêñïåðèìåíòîâ, íàïðàâëåííûõ íà äåòåêòèðîâàíèå è

îöåíèâàíèå æèçíåñïîñîáíîñòè îäèíî÷íûõ êëåòîê íà ïîâåðõíîñòè ìèêðîýëåêòðîäîâ êàê

ñ ïîìîùüþ ÀÔ-ÝÈÑ, òàê è ñ ïîìîùüþ Ôóðüå-ÝÈÑ, ïîñëå ÷åãî â äàííîé ãëàâå ðàçâè-

âàåòñÿ èäåÿ èñïîëüçîâàíèÿ ÀÔ-ÝÈÑ îäèíî÷íûõ êëåòîê â êà÷åñòâå îñíîâû äëÿ ñîçäà-

íèÿ áèîýëåêòðîííûõ ñåíñîðîâ, ðåàãèðóþùèõ íà öèòîòîêñè÷åñêèå âåùåñòâà (õèìè÷åñêîå

âîçäåéñòâèå), ïîðàæàþùåå èçëó÷åíèå (ôèçè÷åñêîå âîçäåéñòâèå) è ðàñòâîðû ôåðìåíòîâ

(áèîëîãè÷åñêîå âîçäåéñòâèå).

Ïåðâûé òèï ÀÔ-ÝÈÑ áèîñåíñîðîâ áûë àïðîáèðîâàí íà ïðèìåðå äåòåêòèðîâàíèÿ öè-

òîòîêñè÷åñêîãî ýôôåêòà, âûçâàííîãî äîáàâëåíèåì â êëåòî÷íóþ ñðåäó ðàçðóøàþùåãî

êëåòî÷íóþ ìåìáðàíó äåòåðãåíòà Òðèòîí Õ-100 (îáú¼ìíàÿ äîëÿ 2.5 ìêë íà 1 ìë ñðå-

äû). Êàê âèäíî èç Ðèñóíêà 5(à) è (á), ïðè äîáàâëåíèè â êëåòî÷íóþ ñðåäó äàííîãî

öèòîòîêñè÷åñêîãî âåùåñòâà ìîäóëü èìïåäàíñà ñîäåðæàùåãî êëåòêó ýëåêòðîäà íà÷èíàåò

ýêñïîíåíöèàëüíî óìåíüøàòüñÿ äî óðîâíÿ êîíòðîëüíîãî ýëåêòðîäà, ÷òî ñâÿçàíî ñ ðàç-

ðóøåíèåì êëåòî÷íîé ìåìáðàíû è ãèáåëüþ êëåòêè ïîä åãî äåéñòâèåì. Äàííûé ýôôåêò

îáëàäàåò ñòàòèñòè÷åñêîé óñòîé÷èâîñòüþ, êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò îöåíèòü âðåìÿ ãèáåëè êëå-

òîê ïîä äåéñòâèåì Òðèòîíà X-100 êàê 11±7 c. Ïðè ýòîì ñòîèò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî îò÷åò-

ëèâî âèäèìàÿ â ìèêðîñêîï ôëóîðåñöåíöèÿ éîäèñòîãî ïðîïèäèÿ, ñâèäåòåëüñòâóþùàÿ

î ãèáåëè êëåòêè, âîçíèêàåò òîëüêî ÷åðåç 81±50 ñ ïîñëå äîáàâëåíèÿ Òðèòîíà X-100 â

êëåòî÷íóþ ñðåäó, òî åñòü áèîñåíñîðíàÿ ÀÔ-ÝÈÑ òåõíèêà äåòåêòèðîâàíèÿ öèòîêîñè÷å-

ñêèõ ñîåäèíåíèé îáëàäàåò çíà÷èòåëüíî áîëüøèì áûñòðîäåéñòâèåì, ÷åì êëàññè÷åñêèå

ôëóîðåñöåíòíûå äàò÷èêè. Èç ðåçóëüòàòîâ ïðîâåäåíèÿ àíàëîãè÷íîãî ýêñïåðèìåíòà íà

êîììåð÷åñêè äîñòóïíîì ÝÈÑ öèòîñåíñîðå xCelligence [Ðèñóíêå 5(â)] òàêæå ñëåäóåò, ÷òî

äîáàâëåíèå Òðèòîíà X-100 â êëåòî÷íóþ ñðåäó ïðèâîäèò ê ýêñïîíåíöèàëüíîìó óìåíü-
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(à)

L

R1 CPE1

R2 CPE2

CPE0

(á)

(â) (ã)

Ðèñóíîê 3 � Èññëåäîâàíèå ñâîéñòâ ðóòåíèåâîãî ýëåêòðîäà. (à) ÑÝÌ èçîáðàæåíèå ïî-
âåðõíîñòè ýëåêòðîäà, íà êîòîðîé âèäíà èåðàðõè÷åñêàÿ ñòðóêòóðà, ñîñòîÿùàÿ èç áîëü-
øèõ ïîð, âíóòðè êîòîðûõ íàõîäÿòñÿ ìàëåíüêèå çèãçàãîîáðàçíûå òðåùèíû. (á) Ýêâèâà-
ëåíòíàÿ ñõåìà ðóòåíèåâîãî ýëåêòðîäà, ó êîòîðîé îäíî R-CPE çâåíî ñîîòâåòñòâóåò èìïå-
äàíñó ïîð ñ òðåùèíàìè, à âòîðîå � èìïåäàíñó òðåùèí íåïîñðåäñòâåííî íà ïîâåðõíîñòè
ýëåêòðîäà. ÀÔ-ÝÈÑ (â) è Ôóðüå-ÝÈÑ (ã) ÈÑ ðóòåíèåâîãî ýëåêòðîäà è èõ àïïðîêñèìà-
öèè ñõåìîé (á). Êàê âèäíî èç ïîëó÷åííûõ äàííûõ, ÀÔ-ÝÈÑ ïîçâîëÿåò áåç èñêàæåíèé
èçìåðÿòü ÈÑ ýëåêòðîäîâ, îáëàäàþùèõ ñëîæíîé ñòðóêòóðîé è, êàê ñëåäñòâèå, ñëîæíîé
ýêâèâàëåíòíîé ñõåìîé.
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(à) (á) (â)

Ðèñóíîê 4 � Ñðàâíåíèå ÀÔ-ÝÈÑ è Ôóðüå-ÝÈÑ êàê ìåòîäîâ äåòåêòèðîâàíèÿ îäèíî÷-
íûõ êëåòîê íà ïîâåðõíîñòè ìèêðîýëåêòðîäîâ. (à) Èçîáðàæåíèå ïóñòîãî (êîíòðîëüíîãî)
ýëåêòðîäà. (á) Èçîáðàæåíèå ýëåêòðîäà ñ êëåòêîé. (â) Ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ÀÔ-ÝÈÑ
è Ôóðüå-ÝÈÑ ñïåêòðû äàííûõ ýëåêòðîäîâ. Êàê âèäíî èç ïðèâåäåííûõ ðåçóëüòàòîâ,
Ôóðüå-ÝÈÑ ñïåêòðû ñèëüíî çàøóìëåíû, è ïîýòîìó ñ èõ ïîìîùüþ íåâîçìîæíî íàäåæíî
îïðåäåëèòü íàëè÷èå êëåòêè íà ýëåêòðîäå. Â òî æå âðåìÿ ÀÔ-ÝÈÑ ñïåêòðû ïðåäñòàâëÿ-
þò ñîáîé ãëàäêèå, íåçàøóìëåííûå êðèâûå, èç àíàëèçà êîòîðûõ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä
î òîì, ÷òî ýëåêòðîä, ñîäåðæàùèé êëåòêó, èìååò ìåíüøèé âûñîêî÷àñòîòíûé àäìèòòàíñ,
÷åì ïóñòîé ýëåêòðîä, ÷òî ñîãëàñóåòñÿ ñ ìîäåëüþ Giæver-Keese [Grimnes and Martinsen,
2015; I. Giaever et. al., 2012; Stupin et al., 2021 ].

øåíèþ ìîäóëÿ èìïåäàíñà êîíòàêòà ÌÝÊ,4 îäíàêî, ïîñêîëüêó â ïðèáîðå xCelligence

èìïåäàíñ èçìåðÿåòñÿ òîëüêî íà îäíîé ÷àñòîòå, ïî äàííûì, ïðåäñòàâëåííûì íà Ðèñóí-

êå 5(â), íåâîçìîæíî äîñòîâåðíî ñâÿçàòü èçìåíåíèå ÈÑ êîíòàêòà ÌÝÊ èìåííî ñ ãèáå-

ëüþ êëåòîê. Â ÷àñòíîñòè, àíàëîãè÷íîå ïàäåíèå èìïåäàíñà íà îäíîé ÷àñòîòå ìîæåò áûòü

ñâÿçàíî ñ èçìåíåíèåì ïðîâîäèìîñòè ñðåäû ïîñëå äîáàâëåíèÿ Òðèòîíà X-100 èëè ñ ðàç-

ðóøåíèåì èçîëÿöèè ýëåêòðîäîâ. Â ïðîòèâîïîëîæíîñòü xCelligence, ÀÔ-ÝÈÑ áèîñåíñîð

ïðîâîäèò èçìåðåíèÿ â öåëîì äèàïàçîíå ÷àñòîò è ïîçâîëÿåò òàêèì îáðàçîì ïî íèçêî-

÷àñòîòíîé ñîñòàâëÿþùåé ÈÑ îöåíèâàòü ñîñòîÿíèå ýëåêòðîäà è êëåòî÷íîé ñðåäû, à ïî

âûñîêî÷àñòîòíîé ñîñòàâëÿþùåé îïðåäåëÿòü ñîñòîÿíèå êëåòîê. Òàê, èç ïðåäñòàâëåííîé

íà Ðèñóíêå 5(á) ÷àñòîòíîé ýâîëþöèè èìïåäàíñíûõ ñïåêòðîâ êîíòàêòà ÌÝÊ âèäíî, ÷òî

èõ íèçêî÷àñòîòíûå ñîñòàâëÿþùèå äâèæóòñÿ ïàðàëëåëüíî äðóã äðóãó è ñõîäÿòñÿ ê ñïåê-

òðó êîíòðîëüíîãî ýëåêòðîäà, ñëåäîâàòåëüíî, ñâîéñòâà ñðåäû íå ìåíÿþòñÿ è èçìåíåíèÿ

â âûñîêî÷àñòîòíîé ñîñòàâëÿþùåé ñïåêòðîâ ñâÿçàíî èìåííî ñ ãèáåëüþ êëåòîê.

4Â ïðèáîðå xCelligence èìïåäàíñ èçìåðÿåòñÿ â âåëè÷èíàõ Cell Index = Z(t)/Z(0) − 1, ãäå Z(t) �
ìîäóëü ÈÑ íà ÷àñòîòå 10 êÃö â ìîìåíò âðåìåíè t, Z(0) � ìîäóëü ÈÑ íà ÷àñòîòå 10 êÃö â ìîìåíò
íà÷àëà ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòà [Peters et al., 2015 ].
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(à) (á)

(â)

Tm Tp Tf

Tv

(ã)

Ðèñóíîê 5 � Äåìîíñòðàöèÿ ðàáîòû ÝÈÑ-ñåíñîðîâ öèòîòîêñè÷åñêèõ ñîåäèíåíèé (à)-(á) è
ÀÔ-ÝÈÑ ñåíñîðà ïîðàæàþùåãî äåéñòâèÿ ÓÔ èçëó÷åíèÿ. (à) è (ã) Âðåìåííàÿ è (á) ïî÷à-
ñòîòíàÿ ðàçâåðòêà ýâîëþöèè ÈÑ êîíòàêòà ÌÝÊ, ïîëó÷åííûå ñ ïîìîùüþ ÀÔ-ÝÈÑ áèî-
ñåíñîðà. (â) Ðåçóëüòàò ðàáîòû áèîñåíñîðà íà îñíîâå êîììåð÷åñêîãî ïðèáîðà xCelligence
(ACEA Bioscience, ÑØÀ). Ôîòîãðàôè÷åñêèå âñòàâêè íà ïàíåëè (ã) âûïîëíåíû â ïñåâ-
äîöâåòå: ñèíåìó êàíàëó ñîîòâåòñòâóåò èçîáðàæåíèå â ïðîõîäÿùåì ñâåòå, à êðàñíîìó
êàíàëó ñîîòâåòñòâóåò ôëóîðåñöåíöèÿ éîäèñòîãî ïðîïèäèÿ.
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(à) (á)

Ðèñóíîê 6 � Ðåçóëüòàòû àïðîáàöèè êëåòî÷íîé lift-o� ëèòîãðàôèè (à) è ÀÔ-ÝÈÑ äå-
òåêòîðà ôåðìåíòîâ (á). Èç ïîëó÷åííûõ äàííûõ âèäíî, ÷òî ïîñëå çàìåíû êëåòî÷íîé
ñðåäû íà ðàñòâîð òðèïñèí-Âåðñåíà èìïåäàíñ ïîêðûòîãî êëåòêàìè ýëåêòðîäà íà÷èíàåò
ëîãèñòè÷åñêè óìåíüøàòüñÿ â ñîãëàñèè ñ Óð. (6), â òî âðåìÿ êàê èìïåäàíñ êîíòðîëüíîãî
ýëåêòðîäà íå ìåíÿåòñÿ, ñëåäîâàòåëüíî, âñå èçìåíåíèÿ èìïåäàíñå ïîêðûòîãî êëåòêàìè
ýëåêòðîäà íîñÿò áèîëîãè÷åñêèé õàðàêòåð.

Òåñòèðîâàíèå âòîðîãî òèïà áèîñåíñîðîâ áûëî ïðîâåäåíî íà ïðèìåðå èññëåäîâàíèÿ

âëèÿíèÿ ÓÔ èçëó÷åíèÿ íà êîíòàêò ÌÝÊ [Ðèñóíîê 5(ã)]. Êàê âèäíî èç ïîëó÷åííûõ äàí-

íûõ, ìîäóëü ÈÑ ïîêðûòîãî îäèíî÷íûìè êëåòêàìè ýëåêòðîäà ïðè åãî ÓÔ îáëó÷åíèè

íåìîíîòîííî ìåíÿåòñÿ âî âðåìåíè: ñíà÷àëà íàáëþäàåòñÿ åãî óìåíüøåíèå (ó÷àñòîê Tm),

çàòåì ìîäóëü ÈÑ íà÷èíàåò âîçðàñòàòü (ó÷àñòîê Tp), äàëåå îí äîñòèãàåò ìàêñèìóìà,

ïîñëå ÷åãî ñëåäóåò åãî åñòåñòâåííîå ñíà÷àëà ìåäëåííîå (ó÷àñòîê Tf ), à çàòåì ðåçêîå

óìåíüøåíèå äî óðîâíÿ ÈÑ êîíòðîëüíîãî ýëåêòðîäà. Òàêîå íåìîíîòîííîå ïîâåäåíèå ÈÑ

ýëåêòðîäà, íà ïîâåðõíîñòè êîòîðîãî íàõîäÿòñÿ îáëó÷åííûå êëåòêè, ìîæíî îáúÿñíèòü

îáðàçîâàíèåì ïóçûðåé íà ïîâåðõíîñòè èõ êëåòî÷íîé ìåìáðàíû ïðè ïîãëîùåíèè èìè

íåêîòîðîé äîçû ÓÔ èçëó÷åíèÿ [Charras et al., 2008; Montgomery et al., 1957 ]. Îáðàçî-

âàâøèåñÿ ïóçûðè ïðåïÿòñòâóþò ïðîòåêàíèþ ýëåêòðè÷åñêîãî òîêà, ÷òî è ïðèâîäèò ê ðî-

ñòó ìîäóëÿ ÈÑ êîíòàêòà ÌÝÊ. Äàëåå, ïðè ïîãëîùåíèè êëåòêàìè åùå áîëüøåé äîçû ÓÔ

èçëó÷åíèÿ äàííûå ïóçûðè íà÷èíàþò ðàçðóøàòüñÿ, â ðåçóëüòàòå ÷åãî âíóòðè êëåòî÷íûõ

ìåìáðàí îáðàçóþòñÿ ïîðû, ÷åðåç êîòîðûå íà÷èíàåò ñâîáîäíî ïðîòåêàòü ýëåêòðè÷åñêèé

òîê, ÷òî è ïðèâîäèò ê ðåçêîìó ïàäåíèþ ìîäóëÿ èìïåäàíñà ñîäåðæàùåãî îáëó÷åííûå

êëåòêè ýëåêòðîäà. Îïèñàííàÿ âûøå ôîðìà çàâèñèìîñòè ÈÑ îò âðåìåíè òàêæå îáëà-

äàåò ñòàòèñòè÷åñêîé óñòîé÷èâîñòüþ, êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò îöåíèòü äëèòåëüíîñòü êàæäîãî

èç õàðàêòåðíûõ åå ó÷àñòêîâ êàê Tm=8 ìèí 42 ñ (±41 c), Tp=10 ìèí 26 ñ (± 2 ìèí 14

ñ) è Tf=3 ìèí 54 ñ (± 2 ìèí 43 ñ). Â òî æå âðåìÿ, äëèòåëüíîñòü èíòåðâàëà Tv ìåæäó

íà÷àëîì ÓÔ îáëó÷åíèÿ è ïîÿâëåíèåì ôëóîðåñöåíöèè éîäèñòîãî ïðîïèäèÿ, êîòîðàÿ ñèã-

íàëèçèðóåò î ãèáåëè êëåòîê, â ïðîâåäåííûõ ýêñïåðèìåíòàõ ñîñòàâèëà 21 ìèí 52 ñ (± 10

ìèí 39 ñ), ÷òî ñíîâà ïîäòâåðæäàåò á�îëüøóþ ÷óâñòâèòåëüíîñòü ÀÔ-ÝÈÑ äèàãíîñòèêè
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ñîñòîÿíèÿ êëåòîê ïî ñðàâíåíèþ ñî ñòàíäàðòíûì ïîäõîäîì íà îñíîâå ôëóîðåñöåíòíîé

ìèêðîñêîïèè.

Íàêîíåö, ðàáîòîñïîñîáíîñòü ÀÔ-ÝÈÑ ñåíñîðà, ðåàãèðóþùåãî íà ôåðìåíòû, áûëà

ïðîäåìîíñòðèðîâàíà íà ïðèìåðå èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ ðàñòâîðà òðèïñèí-Âåðñåíà íà

èììèòòàíñ êîíòàêòà ÌÝÊ (Ðèñóíîê 6). Â äàííûõ ýêñïåðèìåíòàõ äëÿ ïîâûøåíèÿ íà-

äåæíîñòè ðåãèñòðàöèè áèîëîãè÷åñêîãî âîçäåéñòâèÿ íà ñâîéñòâà êîíòàêòà ÌÝÊ ïðîòî-

êîë ïåðåñåâà êëåòîê íà ìèêðîýëåêòðîäû áûë îïòèìèçèðîâàí ñ ïîìîùüþ ðàçðàáîòàííîé

â íàñòîÿùåé äèññåðòàöèè òåõíèêè êëåòî÷íîé lift-o� ëèòîãðàôèè, êîòîðàÿ ïîçâîëÿåò

ñîçäàâàòü çàäàííîå íàïåðåä ðàñïðåäåëåíèå êëåòîê íà ïîâåðõíîñòè ìóëüòèýëåêòðîäíî-

ãî ìàññèâà. Äåìîíñòðàöèÿ âîçìîæíîñòåé äàííîé òåõíèêè ïðîáîïîäãîòîâêè íà ïðèìåðå

ôîðìèðîâàíèÿ äèñêîîáðàçíîãî ðàñïðåäåëåíèÿ êëåòîê ïðèâåäåíà íà Ðèñóíêå 6(à), èç

êîòîðîãî âèäíî, ÷òî äàííàÿ òåõíîëîãèÿ ïîçâîëÿåò ñîçäàâàòü îáëàäàþùèå ðåçêèìè ãðà-

íèöàìè è ñîïîñòàâèìûå ïî ðàçìåðàì ñ îäèíî÷íûìè êëåòêàìè ñòðóêòóðû. Ñ ïîìîùüþ

òåõíèêè êëåòî÷íîé lift-o� ëèòîãðàôèè ìîæíî òàêæå ôîðìèðîâàòü ïàðû èç áëèçêîðàñ-

ïîëîæåííûõ ýëåêòðîäîâ, îäèí èç êîòîðûõ â êàæäîé ïàðå ïîêðûò êëåòêàìè, à äðóãîé

ÿâëÿåòñÿ ïóñòûì, êîíòðîëüíûì ýëåêòðîäîì. Òàêèì îáðàçîì, â êàæäîé òàêîé ïàðå êîí-

òðîëüíûé ýëåêòðîä íàõîäèòñÿ íà ìàêñèìàëüíî áëèçêîì ðàññòîÿíèè îò ïîêðûòîãî êëåò-

êàìè ýëåêòðîäà, òî åñòü èññëåäóåìûé è êîíòðîëüíûé ýëåêòðîäû íàõîäÿòñÿ â îäèíà-

êîâûõ ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ óñëîâèÿõ, è, ñëåäîâàòåëüíî, èñïîëüçîâàíèå òàêèõ ñòðóêòóð

òèïà ¾ïóñòîé ýëåêòðîä � ýëåêòðîä ñ êëåòêàìè¿ ïîçâîëÿåò ïî ðàçíèöå â ÈÑ ýòèõ ýëåê-

òðîäîâ îòëè÷àòü áèîëîãè÷åñêèå ÿâëåíèÿ îò ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ ôåíîìåíîâ, ñâÿçàííûõ,

íàïðèìåð, ñ äèôôóçèåé èëè ïåðåíîñîì òåïëà â êëåòî÷íîé ñðåäå. Íà ôîòîãðàôè÷åñêèõ

âñòàâêàõ íà Ðèñóíêå 6(á) èçîáðàæåí ïðèìåð òàêîé ïàðû, à íà ñàìîì ãðàôèêå, ïðåäñòàâ-

ëåííîì íà äàííîì ðèñóíêå, ïðèâåäåíà ýâîëþöèÿ èììèòòàíñíûõ ñïåêòðîâ ýëåêòðîäîâ èç

ýòîé ïàðû äî è ïîñëå çàìåíû êëåòî÷íîé ñðåäû íà ðàñòâîð òðèïñèí-Âåðñåíà. Êàê âèäíî

èç ïîëó÷åííûõ äàííûõ, ïîä äåéñòâèåì ðàñòâîðà òðèïñèí-Âåðñåíà êëåòêè íà÷èíàþò ìå-

íÿòü ñâîþ ôîðìó ñ ýïèòåîëèîïîäîáíîé íà ñôåðè÷åñêóþ, ÷òî ïðèâîäèò ê óìåíüøåíèþ

ïëîùàäè èõ êîíòàêòà ñ ýëåêòðîäîì è, êàê ñëåäñòâèå, ê ëîãèñòè÷åñêîìó óìåíüøåíèþ

ìîäóëÿ ÈÑ êîíòàêòà ÌÝÊ. Òàêîå ïîâåäåíèå ÈÑ òàêæå îáëàäàåò ñòàòèñòè÷åñêîé óñòîé-

÷èâîñòüþ è ìîæåò áûòü îïèñàíî ñ ïîìîùüþ íåñëîæíîé ìîäåëè, â êîòîðîé óïðóãèå

ñèëû â êëåòêå çàìåíÿþòñÿ äåéñòâèåì îäíîé ýôôåêòèâíîé ïðóæèíû, ñèëà ðàñòÿæåíèÿ

êîòîðîé ïðèëîæåíà ìåæäó âåðõíåé è íèæíåé ÷àñòÿìè ìåìáðàíû è â êîòîðîé ïîòåðè

ïðîïîðöèîíàëüíû ïëîùàäè êîíòàêòà êëåòêè ñ ýëåêòðîäîì. Â òàêèõ ïðåäïîëîæåíèÿõ

ýâîëþöèÿ âûñîêî÷àñòîòíîé ÷àñòè ÈÑ êîíòàêòà ÌÝÊ ïðè âîçäåéñòâèè íà íåãî ðàñòâî-

ðîì òðèïñèí-Âåðñåíà îïèñûâàåòñÿ âûðàæåíèåì

Z(t) = A+ c× th

(
t− t0
τ

)
, (6)
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ãäå A, c è t0 � ìàñøòàáíûå è ñäâèãîâûå ïîäãîíî÷íûå ïàðàìåòðû, à τ � õàðàêòåðíîå âðåìÿ

äåçàäãåçèè êëåòîê îò ïîâåðõíîñòè ýëåêòðîäîâ. Äàííàÿ çàâèñèìîñòü õîðîøî îïèñûâàåò

ýêñïåðèìåíòàëüíûå äàííûå è ïîçâîëÿåò ïî íèì îöåíèòü âðåìÿ äåçàäãåçèè êëåòîê êàê

32±6 ñ, ÷òî íàõîäèòñÿ â ñîãëàñèè ñî ñòàíäàðòíûìè ïðîòîêîëàìè ïåðåñåâà êëåòîê HeLa
[Kangro, 1996 ].

Äàëåå ñëåäóåò çàêëþ÷èòåëüíàÿ ÷àñòü äèññåðòàöèè, â êîòîðîé ñîäåðæèòñÿ ïåðå÷èñ-

ëåíèå îñíîâíûõ âûâîäîâ ðàáîòû:

• Â ðåçóëüòàòå òåîðåòè÷åñêîãî àíàëèçà ÀÔ-ÝÈÑ áûëà óñòàíîâëåíî, ÷òî âåñîâûå êî-

ýôôèöèåíòû îïðåäåëÿþò àïïðîêñèìàöèþ Levy äëÿ èììèòòàíñà, ïðè÷åì àïïàðàò-

íîé è âåñîâîé ôóíêöèÿìè ÀÔ-ÝÈÑ ÿâëÿåòñÿ ôóíêöèÿ Êîòåëüíèêîâà è êâàäðàò

ìîäóëÿ çîíäèðóþùåãî íàïðÿæåíèÿ ñîîòâåòñòâåííî.

• Äàëüíåéøèé òåîðåòè÷åñêèé àíàëèç ïîêàçàë, ÷òî óâåëè÷èâàÿ ïîðÿäîê ôèëüòðàöèè,

ìîæíî ñêîëü óãîäíî îñëàáèòü âëèÿíèå øóìîâ íà âû÷èñëåíèå ÂÊ, à, ñëåäîâàòåëüíî,

è íà âû÷èñëÿåìûé ïî íèì èììèòòàíñíûé ñïåêòð. Ïîìåõîóñòîé÷èâîñòü ÀÔ-ÝÈÑ

áûëà òàêæå àïðîáèðîâàíà íà ýêñïåðèìåíòå è ñ ïîìîùüþ ìîäåëèðîâàíèÿ, â ðåçóëü-

òàòå ÷åãî áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî ÀÔ-ÝÈÑ îáåñïå÷èâàåò ñòàáèëüíîñòü èçìåðåíèé

ÈÑ äàæå â óñëîâèÿõ îòðèöàòåëüíîãî ñîîòíîøåíèÿ ñèãíàë/øóì, ãäå Ôóðüå-ÝÈÑ

� ¾çîëîòîé ñòàíäàðò¿ ÝÈÑ âî âðåìåííîì ïðåäñòàâëåíèè � ïåðåñòàåò êîððåêòíî

ðàáîòàòü.

• Ãèáêîñòü ÀÔ-ÝÈÑ áûëà ïðîäåìîíñòðèðîâàíà íà ïðèìåðå èññëåäîâàíèÿ áèî-

ñïåöèôè÷íûõ ýëåêòðîäîâ, îáëàäàþùèõ ñëîæíîé, ðàçâèòîé ïîâåðõíîñòüþ è, êàê

ñëåäñòâèå, ñëîæíîé ýêâèâàëåíòíîé ñõåìîé, â ðåçóëüòàòå ÷åãî áûëî óñòàíîâëåíî,

÷òî ÀÔ-ÝÈÑ ñïîñîáíà áåç êà÷åñòâåííûõ è êîëè÷åñòâåííûõ èñêàæåíèé ïåðåäàâàòü

ñïåêòðû òàêèõ ñëîæíûõ ñèñòåì.

• Âî âòîðîé ÷àñòè íàñòîÿùåé äèññåðòàöèè áûëè èçëîæåíû ðåçóëüòàòû ïðàêòè÷åñêî-

ãî ïðèìåíåíèÿ ÀÔ-ÝÈÑ äëÿ èçó÷åíèÿ êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé è îäèíî÷íûõ êëåòîê

in vitro, èç êîòîðûõ ìîæíî ñäåëàòü âûâîä î òîì, ÷òî ÀÔ-ÝÈÑ ïîçâîëÿåò ïîëó-

÷àòü áîëåå ñòàòèñòè÷åñêè òî÷íóþ îöåíêó æèçíåñïîñîáíîñòè îäèíî÷íûõ êëåòîê è

êëåòî÷íûõ ïîïóëÿöèé in vitro, ÷åì Ôóðüå-ÝÈÑ.

• Çàâåðøàåòñÿ ðàáîòà äåìîíñòðàöèåé ïðèìåíåíèÿ ÀÔ-ÝÈÑ äëÿ ñîçäàíèÿ ñåíñîðà

îïàñíûõ äëÿ êëåòîê ñîåäèíåíèé, äàò÷èêà ïîðàæàþùåãî äåéñòâèÿ ÓÔ èçëó÷åíèÿ

è äåòåêòîðà ôåðìåíòîâ, ÷óâñòâèòåëüíûì ýëåìåíòîì êîòîðûõ ÿâëÿåòñÿ îäèíî÷íàÿ

æèâàÿ êëåòêà. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïîçâîëÿþò óòâåðæäàòü, ÷òî âûñîêîðàçðå-

øàþùàÿ òåõíîëîãèÿ ECIS, ïîëó÷åííàÿ ñîâìåùåíèåì ÀÔ-ÝÈÑ, òåõíîëîãèè ìóëü-

òèýëåêòðîäíûõ ìàòðèö, à òàêæå ðàçðàáîòàííîé â äàííîé ðàáîòå òåõíèêè êëåòî÷-

íîé lift-o� ëèòîãðàôèè, ïîçâîëÿåò ñîçäàâàòü íàäåæíûå è âûñîêî÷óâñòâèòåëüíûå
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áèîñåíñîðû, êîòîðûå ïî ñâîèì õàðàêòåðèñòèêàì ïðåâîñõîäÿò êëàññè÷åñêèå ôëóî-

ðåñöåíòíûå äàò÷èêè, à òàêæå ñòàíäàðòíóþ òåõíîëîãèþ ECIS.

ÇÀÊËÞ×ÅÍÈÅ

Òàêèì îáðàçîì, â ðåçóëüòàòå âûïîëíåíèÿ íàñòîÿùåé äèññåðòàöèè áûë ñîçäàí è àïðî-

áèðîâàí ïîìåõîóñòîé÷èâûé è âûñîêîðàçðåøàþùèé ïîäõîä ê èçìåðåíèþ èììèòòàíñíîãî

ñïåêòðà âî âðåìåííîì ïðåäñòàâëåíèè, â îñíîâå êîòîðîãî ëåæèò àäàïòèâíàÿ ôèëüòðàöèÿ

� ïðîñòåéøèé èñêóññòâåííûé èíòåëëåêò. Ïîñêîëüêó ðàçðàáîòàííàÿ ìåòîäèêà ïîçâîëÿåò

ïîëó÷àòü ÈÑ â óñëîâèÿõ íèçêîãî è äàæå îòðèöàòåëüíîãî ñîîòíîøåíèÿ ñèãíàë/øóì, â

ðåçóëüòàòå åå ñîâìåùåíèÿ ñ ECIS-ïîäõîäîì ê èññëåäîâàíèþ êëåòîê in vitro óäàëîñü íå

òîëüêî óâåëè÷èòü ÷àñòîòíîå è âðåìåííîå ðàçðåøåíèÿ òåõíîëîãèè ECIS, íî è ïåðåéòè îò

èìïåäàíñíîé äèàãíîñòèêè âñåé êëåòî÷íîé ïîïóëÿöèè ê äèàãíîñòèêå êàæäîé îòäåëüíîé

êëåòêè â íåé. Äîñòîèíñòâà ðàçðàáîòàííîé öèòîñåíñîðíîé òåõíîëîãèè áûëè òàêæå ïðî-

äåìîíñòðèðîâàíû â ðÿäå áèîôèçè÷åñêèõ ýêñïåðèìåíòîâ, â õîäå êîòîðûõ ñ åå ïîìîùüþ

óäàëîñü èçó÷èòü êàê õèìè÷åñêèå (íà ïðèìåðå äåòåêòèðîâàíèÿ öèòîòîêñè÷åñêîãî äåé-

ñòâèÿ äåòåðãåíòà Òðèòîí X-100), òàê è ôèçè÷åñêèå (íà ïðèìåðå äåòåêòèðîâàíèÿ ÓÔ-

èçëó÷åíèÿ) è áèîëîãè÷åñêèå (íà ïðèìåðå äåòåêòèðîâàíèÿ ðàñòâîðà òðèïñèí-Âåðñåíà)

âîçäåéñòâèÿ íà ýëåêòðè÷åñêèå ñâîéñòâà êëåòîê. Â çàêëþ÷åíèå ñòîèò ïîä÷åðêíóòü, ÷òî

ïðèìåíåíèå ÀÔ-îáðàáîòêè äëÿ ïîëó÷åíèÿ ÈÑ ñî÷åòàåò â ñåáå äîñòîèíñòâà Ôóðüå-ÝÈÑ

� âûñîêóþ ñêîðîñòü èçìåðåíèé, âûñîêîå ÷àñòîòíîå ðàçðåøåíèå è øèðîêèé äèàïàçîí ÷à-

ñòîò � è äîïîëíèòåëüíî îáåñïå÷èâàåò ïîìåõîóñòîé÷èâîñòü èçìåðåíèé, ÷òî çíà÷èòåëüíî

ðàñøèðÿåò âîçìîæíîñòè ÝÈÑ è ñòàâèò åå íà ïðèíöèïèàëüíî íîâûé óðîâåíü âî âñåõ

îáëàñòÿõ åå ïðèëîæåíèé: îò äèàãíîñòèêè ïîëóïðîâîäíèêîâûõ ïðèáîðîâ äî ñîçäàíèÿ

ïðåöèçèîííûõ èìïåäàíñíûõ áèîäàò÷èêîâ, ãäå íåîáõîäèìî ïðîâîäèòü èçìåðåíèÿ ñ íèç-

êèìè óðîâíÿìè òîêîâîãî îòêëèêà è, êàê ñëåäñòâèå, â óñëîâèÿõ ñèëüíîãî çàøóìëåíèÿ.

Ïîäîáíûå áèîäàò÷èêè ìîãóò íàéòè øèðîêîå ïðèìåíåíèå äëÿ àâòîìàòè÷åñêîãî êîíòðî-

ëÿ êà÷åñòâà âîäû, äëÿ îáíàðóæåíèÿ ÿäîâèòûõ âåùåñòâ â ïðîäóêòàõ ïèòàíèÿ, à òàêæå

äëÿ ñîçäàíèÿ íåäîðîãèõ ïåðñîíàëüíûõ ñåíñîðîâ ÿäîâèòûõ âåùåñòâ è äàò÷èêîâ ïîðà-

æàþùåãî èçëó÷åíèÿ, íàïðèìåð, äëÿ ÿäåðíîé è àýðîêîñìè÷åñêîé ïðîìûøëåííîñòåé è

ïðåäïðèÿòèé, ðàáîòàþùèõ ñ îïàñíûìè âåùåñòâàìè. Ìîæíî ñìåëî íàäåÿòüñÿ, ÷òî ðàç-

ðàáîòàííàÿ â äàííîé ðàáîòå òåõíîëîãèÿ ÀÔ-ÝÈÑ íàéäåò íå òîëüêî øèðîêîå ïðèìåíåíèå

â íàóêå è òåõíèêå, íî òàêæå îòêðîåò íîâóþ íèøó â ýêîëîãè÷åñêèõ èññëåäîâàíèÿõ è ðå-

øèò áîëüøèíñòâî àêòóàëüíûõ ïðîáëåì áèîëîãèè è çäðàâîîõðàíåíèÿ.
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