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Ведение

На сегодняшний день предлагаются разные аналитические методы для решения задач экологического мониторинга и медицинской диагностики – фотометрические, хроматографические и др. В их ряду особое внимание уделяется активно развивающимся иммунохимическим подходам, имеющим ряд преимуществ по сравнению с традиционными методами. Иммунохимические методы основаны на специфическом взаимодействии антител с антигеном.
Антитела обеспечивают высокую специфичность и возможность детекции в широком диапазоне сред (на рис. 1 представлено схематическое строение антитела), но методы детекции связывания антител не всегда могут быть реализованы в столь разнообразных условиях. Для преодоления этого затруднения используются различные схемы иммуноанализа, позволяющие сократить контакт аналитических компонентов с матриксом пробы.
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Рис. 1. Общий план строения иммуноглобулинов: 1) Fab; 2) Fc; 3) тяжелая цепь; 4) легкая цепь; 5) антиген-связывающийся участок; 6) шарнирный участок
Иммуноанализ является на сегодняшний день одним из самых перспективных анлитических подходов. Высокая специфичность взаимодействия антиген-антитело позволяет проводить детекцию соединений в разнообразных видах проб, а в силу высокой аффинности иммунного взаимодействия чувствительность современных иммунохимических методов очень высока. Тем не менее, существующие аналитические системы нуждаются в дальнейшем развитии методологии и совершенствовании реагентной базы.

Распространенным способом детекции взаимодействия антигена с антителом является введение метки, среди которых выделяют радиоактивные, ферментные, флуоресцентные, метки на основе наночастиц и другие. При этом нативные антитела конъюгируют, иммобилизуют, «пришивают» к метке. Главный вопрос после соединения антитела и метки – сохранили ли антитела способность к аффинному и специфическому взаимодействию с антигеном. На примере модельной системы антиген-антитело мы рассмотрим, каким образом иммобилизация антител  на метку влияет  на их функциональность. В качестве модельного антигена выбраны вирусы растений. В качестве метки – коллоидное золото, относящееся к категории  меток на основе наночастиц.
Целью исследования является изучение комплексов вирусов с антителами и их конъюгатами.
Для достижения поставленной цели было необходимо решение следующих задач:

1. Изучить взаимодействие вирусов с нативным препаратом антител.
2. Изучить взаимодействие вирусов с конъюгатом антител с коллоидным золотом.
3. Определить каким образом иммобилизация антител на поверхности коллоидного золота влияет на способность антител взаимодействовать с вирусами.
Гипотеза: антитела, специфические к вирусу, «садятся» на коллоидное золото преимущественно Fc-фрагментом, и, следовательно, не теряют своей функциональности, т.е. способны взаимодействовать с этим же вирусом по-прежнему специфично и аффинно.
В работе используются: Х-вирус картофеля (ХВК), вирус табачной мозаики (ВТМ), моноклональные антитела против ХВК, коллоидное золото, конъюгат коллоидного золота с антителами,  конъюгат антивидовых антител с пероксидазой хрена. 

Работа будет проведена с использованием следующих методов: иммуноферментного анализа, электронной микроскопии, атомно-силовой микроскопии, иммунохроматографического анализа.
Методика: 
1. Проверка взаимодействия моноклональных антител к ХВК в имунноферментном анализе.
Вирусы адсорбировали в лунках микропланшета из объема 100 мкл в течение 2 ч при 37 ºС (или ночь при 4 ºС) по схеме, представленной на рис 2.
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Рис. 2. Схема сорбции вирусов. Первый столбец лунок оставлен под контроль, а в остальные добавлено по 100 мкл раствора вируса в ФБ (фосфатный буфер) (для каждой – по две строки).

Затем планшет четырехкратно промывали ТФБ (фосфатный буфер с добавлением Тритон Х-100) и добавляли антитела по 100 мкл в лунку путем раститровки от концентрации 50 мкг/мл с шагом 3 (т.е. каждая следующая лунка содержала в три раза меньше антител по сравнению с предыдущей), инкубировали на 1 час при 37 ºС. Далее планшет четырехкратно отмывали ТФБ, добавляли конъюгат антивидовых антител с пероксидазой хрена (разведение 1:3000 в ТФБ) по 100 мкл, инкубировали в термостате при 37 ºС 1 час.
После следующей промывки плашки, в каждую лунку добавили по 100 мкл раствора Н2О2, ТМВ в ДМSО (субстрат для пероксидазы хрена). Раствор в результате окислительно-восстановительной реакции с участием пероксидазы хрена (в данном случае пероксидаза хрена – ферментная метка антивидовых антител) стал медленно голубеть. Через 15 минут реакцию нейтрализовали, добавив по 50 мкл серной кислоты, из-за чего раствор резко пожелтел.
Далее была измерена оптическая плотность раствора на длине волны 450 нм на приборе Zenyt 3100, и полученные результаты были обработаны с помощью программы OriginPro.
2. Проверка взаимодействия моноклональных антител к ВТМ в имунноферментном анализе.
ВТМ (в концентрации 1 мкг/мл) адсорбировали в лунках микропланшета из объема 100 мкл в течение 2 ч при 37 ºС (или ночь при 4 ºС). Затем планшет четырехкратно промывали ТФБ и добавляли антитела (3G1, 3G11, 2C12 – см. схему на рис. 3) по 100 мкл в лунку путем раститровки от концентрации концентрации 1 мкг/мл с шагом 3 (в первую строку добавлено по 150 мкл, в остальные – 100 мкл ТФБ, из первой берется 50 мкл, добавляется во вторую, перемешивается, снова берется 50 мкл в третью, перемешивается и т.д.), инкубировали на 1 час при 37 ºС.
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Рис. 3. Схема раститровки антител. Первый столбец был оставлен под контроль, в следующие раститрованы антитела (по три столбца на каждое антитело) 3G11, 3G1, 2C12. В последние два столбца ничего не добавляли.
Далее планшет четырехкратно отмывали ТФБ, добавляли конъюгат антивидовых антител с пероксидазой хрена (разведение 1:3000 в ТФБ) по 100 мкл, инкубировали в термостате при 37 ºС 1 час.

После следующей промывки плашки, в каждую лунку добавили по 100 мкл раствора Н2О2, ТМВ в ДМSО (субстрат для пероксидазы хрена). Раствор в результате окислительно-восстановительной реакции с участием пероксидазы хрена (в данном случае пероксидаза хрена – ферментная метка антивидовых антител) стал медленно голубеть. Через 15 минут реакцию нейтрализовали, добавив по 50 мкл серной кислоты, из-за чего раствор резко пожелтел.
Далее была измерена оптическая плотность раствора на длине волны 450 нм на приборе Zenyt 3100, и полученные результаты были обработаны с помощью программы OriginPro.
3. Получение коллоидного золота.
Для получения коллоидного золота с диаметром частиц 30 нм были взяты 97,5 мл Н2О и 1 мл 1% HAuCl4, доведены до кипения, было добавлено 1,5 мл 1% цитрата натрия, раствор кипятитили 20-25 мин и затем остудили. Полученный раствор был разделен на две части и доведен до рН 8,5 в первом случае, до рН 9,5 во втором случае (с помощью 0,1 М раствора Na2CO3).
4. Получение конъюгатов коллоидного золота с антителами.
Антителами 3G11, против ВТМ диализовали против 1.000-кратного объема 10 мМ Na-карбонатного буфера, рН 9,5 и против трис-HCl, pH 8,5 в течение 2-3 ч при +4ºС (антитела находились в диализных мешочках, предварительно дважды прокипяченных), в результате чего их pH стал таким же, как и у соответствующего им буфера. Далее у полученных антител на спектрофотометре были измерены спектры оптической плотности (ОП) на длине волны от 200 нм до 400 нм. На длине волны 280 нм наблюдался пик, ОП на этой длине волны использовалась для нахождения концентрации антител по формуле:
IgG (mg/ml) = [(A(280)*10]/1,4
При определении количества белка, оптимального для конъюгации, к 0,05 мл растворов антител в воде (концентрацию варьировали от 5 до 250 мкг/мл) добавляли по 0,5 мл КЗ, перемешивали и инкубировали 10 мин при комнатной температуре. Затем в каждую пробу добавляли 0,05 мл 10%-ного NaCl, перемешивали и через 10 мин измеряли ОП при длмне волны 580.
Коллоидное золото смешивали с антителами в выбранной пропорции, инкубировали 30 мин при комнатной температуре. Добавили по 25 мкл бычьего сывороточного альбумина (БСА) и инкубировали еще 10 минут. Затем центифугировали 30 мин при 18000g, убрали надосадочную жидкость и добавили буфер ттБСА.
Далее записывали спектр полученных конъюгатов на длине волны от 200 до 800 нм.
5. Атомно-силовая микроскопия
Препараты коллоидного золота или конъюгатов антител с коллоидным золотом наносили на поверхность свежесколотой слюды, сорбировали 15 мин, убирали избыток фильтровальной бумагой, трижды отмывали в дистиллированной воде, сушили препарат. Далее препарат изучали на атомно-силовом микроскопе SmartSPM (AIST-NT) в полуконтактном режиме сканирования.

6. Электронная микроскопия
Препараты коллоидного золота или его конъюгатов наносили на сеточки, покрытые пленкой-подложкой из поливинилформаля, растворенного в хлороформе, сорбировали 15 мин, убирали избыток фильтровальной бумагой, трижды отмывали в дистиллированной воде, сушили препарат. Снимки получали на электронном микроскопе CX-100 («Jeol», Япония) при ускоряющем напряжении 80 кВ и увеличении 3.300.000. Фотографии в цифровой форме анализировали в программе «Image Tool».

Сеточки, покрытые пленкой-подложкой из поливинилформаля, растворенного в хлороформе, готовили следующим образом: опускали специальное стекло в раствор формвара в хлороформе, в результате чего на его поверхности образовалась тонкая пленка, отделили скальпелем пленки разных граней друг от друга, опускали край стекла в воду, пленка сходила на поверхность воды. Далее на пленку помещали медные сеточки, накрыли пленку листом, достали из воды и сушили.

7. Проверка конъюгатов антител с коллоидным золотом на мембранных носителях
Для проверки конъюгата с помощью мембран на рабочую мембрану CNPC-15 были нанесены ВТМ и антимышиные антитела в концентрациях 50, 100, 200, 400, 800, 1000 мкг/мл (в количестве 1 мкл). После высыхания мембран с другого конца был нанесен конъюгат и полоска была опущен этим концом в ТФБ. Под действием капиллярных сил буфер поднимался по мембране, перенося с собой конъюгат коллоидного золота с антителами. При достижении места нанесения антимышиных антител или вируса конъюгат коллоидного золота с антителами взаимодействовал с нанесенными на мембрану реагентами и концентрировался в данной зоне, образуя полосу красного цвета.
8. Проверка конъюгатов антител с коллоидным золотом с помощью ИФА
ВТМ и ХВК адсорбировали в лунки планшета из объема 100 мкл в течение 2 ч при 37 ºС (или ночь при 4 ºС) (по 4 строки каждого в концентрации 1 мкг/мл). Далее планшет четырехкратно отмывали ТФБ и раститровывали конъюгаты (во второй столбец – 200 мкл, в остальные – по 100 буфера, раститровка шагом 2, схема представлена на рис. 4), после чего инкубировали 1 час в термостате при 37 ºС.
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(8,5 и 9,5 – значения pH конъюгатов)
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(20 и 30 – размер частиц коллоидного золота)

Рис. 4. Схемы раститровки антител для проверки взаимодействия конъюгатов с антителами.

Далее планшет четырехкратно отмывали ТФБ, добавляли конъюгат антивидовых антител с пероксидазой хрена (разведение 1:3000 в ТФБ) по 100 мкл, инкубировали в термостате при 37 ºС 1 час.

После следующей промывки плашки, в каждую лунку добавили по 100 мкл раствора Н2О2, ТМВ в ДМSО (субстрат для пероксидазы хрена). Раствор в результате окислительно-восстановительной реакции с участием пероксидазы хрена (в данном случае пероксидаза хрена – ферментная метка антивидовых антител) стал медленно голубеть. Через 15 минут реакцию нейтрализовали, добавив по 50 мкл серной кислоты. Далее измеряли оптическую плотность раствора на длине волны 450 нм на приборе Zenyt 3100, и полученные результаты были обработаны с помощью программы OriginPro.
Результаты
1. Проверка взаимодействия моноклональных антител к ХВК и ВТМ в имунноферментном анализе.
Проверку взаимодействия моноклональных антител для ХВК и ВТМ с соответствующими вирусами проводили с помощью ИФА. В итоге получили график зависимости оптической плотности от концентрации вирусов и антител. (рис. 5)
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Рис. 5. Зависимость ОП (оптической плотности) от концентрации вирусов и антител.

Судя по полученному графику, можно сделать несколько выводов:
1. Данные антитела специфичны только к ХВК.

2. Связывание ХВК с антителами зависит от концентрации ХВК – чем больше мы сорбируем ХВК, тем больше виден эффект взаимодействия с антителами.

3. Связывание ХВК с антителами зависит от концентрации антител.

Аналогичный опыт был произведен и с антителами против вируса табачной мозаики (ВТМ): 3G1, 3G11, 2C12. Результаты представлены на рис. 6.
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Рис. 6. Зависимость ОП (оптической плотности) от концентрации антител.

Судя по полученному графику (рис. 6), можно сделать несколько выводов:

1. Связывание ВТМ с антителами зависит от концентрации антител.

2. Связывание ВТМ с антителами зависит от типа антител.

3. Для дальнейшей работы удобнее всего использовать антитела 3G11, т.к. его связывание с вирусом наиболее сильно выражено.
Таким образом, методом ИФА изучено взаимодействие нативных антител против ХВК и ВТМ с соответствующими вирусами.
2. Получение коллоидного золота.

Препарат коллоидного золота был синтезирован по методу, предложенным G. Frens, согласно которому ожидаемый диаметр частиц коллоидного золота должен был быть равным 30 нм. По данным электронной микроскопии для препаратов коллоидных частиц (см. рис. 7) были установлены средние значения (± стандартное отклонение) максимальной оси (37,2±7,9), минимальной оси (29,6±5,2) и степени эллиптичности (0,8±0,15) (отношения максимальной оси к минимальной). Полученные результаты свидетельствуют о высокой степени гомогенности препаратов. На рис. 8. представлена диаграмма распределения частиц по диаметру.
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Рис. 7. Фотография препарата коллоидного золота
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Рис. 8. Диаграмма распределения частиц коллоидного золота по диаметру

Методом атомно-силовой микроскопии также подтвердили гомогенность и однородность препарата коллоидного золота. На рис. 9. представлено 3D-изображение препарата коллоидного золота.
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Рис. 9. 3D-изображение препарата коллоидного золота, полученное на атомно-силовом микроскопе

3. Получение конъюгата коллоидного золота с антителами.

Получение конъюгата коллоидного золота состоит из нескольких этапов. На первом этапе антитела против ВТМ диализовали в буферах со значением рН 8,5 и 9,5.

На рис. 10 и 11 представлены спектры антител после диализа. Концентрация антител была найдена по формуле:
(рН 8,5) IgG-11G (mg/ml) = [(A(280)*10]/1,4= [0,091*10]/1,4 = 0,65 mg/ml
(рН 9,5) IgG-11G (mg/ml) = [(A(280)*10]/1,4= [0,125*10]/1,4 = 0,89 mg/ml
Частицы коллоидного золота были конъюгированы с антителами. Для определения концентрации антител, оптимальной для получения стабильных, неагрегирующих конъюгатов с коллоидным золотом процесс контролировали по величине ОП570 в присутствии 10%-ного NaCl. При недостаточном количестве антител в растворе красноватый раствор коллоидного золота изменял цвет на фиолетово-синеватый, что говорило об агрегации частиц коллоидного золота в присутствии 10%-ного NaCl. Характерная зависимость ОП570 от концентрации антител, полученная для ХВК, представлена на рис. 12, 13. Увеличение количества молекул антител стабилизирует частицы коллоидного золота, предотвращая их агрегацию в растворе с большой ионной силой. В приложении 1 приведены таблицы, по которым строились полученные зависимости.
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Рис. 10. Зависимость поглощения антител (pH 8,5) от длины волны.
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Рис. 11. Зависимость поглощения антител (pH 9,5) от длины волны.

В обоих случаях выбрали концентрацию антител равную 15 мкг/мл как достаточную для стабилизации препарата коллоидного золота.
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Рис. 12. Зависимость оптической плотности от концентрации антител (рН 8,5).
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Рис. 13. Зависимость оптической плотности от концентрации антител (рН 9,5).

Оптимальную концентрацию антител (15 мкг/мл) использовали для синтеза конъюгатов антител с коллоидным золотом.
Спектры поглощения полученных конъюгатов представлены на рис. 14, 15.
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Рис. 14. Зависимость оптической плотности конъюгатов антител (pH 8,5) с коллоидным золотом от длины волны.
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Рис. 15. Зависимость оптической плотности конъюгатов антител (pH 9,5) с коллоидным золотом от длины волны.
4. Проверка конъюгатов антител с коллоидным золотом

Конъюгаты антител с коллоидным золотом были проверены на рабочих иммунохроматографических мембранах двумя способами. Первый способ заключался в проверке конъюгата на способность связываться с вирусом (рис. 16, верхний ряд полосок). За возможность данного взаимодействия отвечает Fab-фрагмент, таким образом при получении интенсивной красной полосы можно утверждать, что Fab-фрагменты антител ориентированы на наружнюю сторону конъюгатов. Второй способ – проверка конъюгата на способность связываться с антивидовыми антителами (в данном случае антимышиными антителами) (рис. 16, нижний ряд). За возможность данного взаимодействия отвечает Fс-фрагмент и при получении интенсивной красной полосы, скорее всего Fс-фрагменты антител ориентированы на наружнюю сторону конъюгатов. Проверка конъюгатов на мембране показала, что полосы более интенсивного случая получаются при нанесении антивидовых антител на мембрану, а не вирусов. Значит, на конъюгате некоторое количество Fc-фрагментов ориентировано наружу.
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Рис. 16. Тест-полоски. Красная полоса тем ярче, чем больше концентрация ВТМ/антимышиных антител
Для проверки конъюгатов также использовали ИФА. Проведения ИФА возможно только в случае одновременного нахождения на наружней стороне конъюгата как Fab- так и Fc-франментов. Благодаря Fab-фрагменту конъюгат связывается с вирусом, адсорбированным в лунках планшета, а благодаря Fc-фрагменту конъюгат связывается с антивидовым конъюгатом антитела с пероксидазой хрена. Результаты ИФА представлены на рис 17-20. Видно, что конъюгаты специфически взаимодействовали с вирусом во всех случаях. Неспецифическое взаимодействие отсутствовало.
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Рис. 17. Зависимости ОП450 от разведения конъюгата против ХВК, выраженного в ОП520 для конъюгата, синтезированного на основе коллоидного золота диаметром 30 нм.
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Рис. 18. Зависимости ОП450 от разведения конъюгата против ХВК, выраженного в ОП520 для конъюгата, синтезированного на основе коллоидного золота диаметром 30 нм.
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Рис. 19. Зависимости ОП450 от разведения конъюгата против ВТМ, выраженного в ОП520 для конъюгата, синтезированного при рН 8,5.
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Рис. 20. Зависимости ОП450 от разведения конъюгата против ВТМ, выраженного в ОП520 для конъюгата, синтезированного при рН 9,5.
Выводы.
Антитела, специфичные к данным вирусам (ХВК и ВТМ), не теряют своей функциональности при посадке их на частицы коллоидного золота, более того, если сравнить рис. 5 и 6 с рис. 17-20, то становится очевидно, что сигнал, полученный при ИФА конъюгатов, значительно сильнее, чем тот, что был получен при ИФА антител с вирусом на первом этапе. Однако, возможность проведения ИФА без использования дополнительных схем и меток, доказывает, что на наружней поверхности конъюгата находятся как Fab- так и Fc-фрагменты.
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Приложение 1.
Табл. 1. Расчет количеств веществ, необходимых для приготовления конъюгата коллоидного золота для антител после диализа в буфере рН 8,5.
	MoAb/1A5 pH 8,5
	C=
	0.65
	
	

	концентрация исходная в 50 мкл
	IgG
	Вода
	фактическая концентрация после внесение золота и соли
	А580

	0
	0.00
	50.00
	0
	

	12
	0.92
	49.08
	1
	

	24
	1.85
	48.15
	2
	

	36
	2.77
	47.23
	3
	

	48
	3.69
	46.31
	4
	

	60
	4.62
	45.38
	5
	

	72
	5.54
	44.46
	6
	

	96
	7.38
	42.62
	8
	

	120
	9.23
	40.77
	10
	

	144
	11.08
	38.92
	12
	

	168
	12.92
	37.08
	14
	

	192
	14.77
	35.23
	16
	

	216
	16.62
	33.38
	18
	

	240
	18.46
	31.54
	20
	

	264
	20.31
	29.69
	22
	


Табл. 2. Расчет количеств веществ, необходимых для приготовления конъюгата коллоидного золота для антител после диализа в буфере рН 8,5.
	MoAb/1A5 pH 9,5
	C=
	0.89
	
	

	концентрация исходная в 50 мкл
	IgG
	Вода
	фактическая концентрация после внесение золота и соли
	А580

	0
	0.00
	50.00
	0
	

	12
	0.67
	49.33
	1
	

	24
	1.35
	48.65
	2
	

	36
	2.02
	47.98
	3
	

	48
	2.70
	47.30
	4
	

	60
	3.37
	46.63
	5
	

	72
	4.04
	45.96
	6
	

	96
	5.39
	44.61
	8
	

	120
	6.74
	43.26
	10
	

	144
	8.09
	41.91
	12
	

	168
	9.44
	40.56
	14
	

	192
	10.79
	39.21
	16
	

	216
	12.13
	37.87
	18
	

	240
	13.48
	36.52
	20
	

	264
	14.83
	35.17
	22
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