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ПОЛУЧЕНИЕ КОМПОНЕНТОВ ДЛЯ КОНСТРУИРОВАНИЯ ИХА
ТЕСТА НА ВЫЯВЛЕНИЕ СЕРДЕЧНОГО ТРОПОНИНА

Джангулова А.Н., Картабаева Г.О.

За последние годы инфаркт миокарда стал одним из самых
распространённых сердечных заболеваний, ведущих зачастую к смертельному
исходу. Сердечный инфаркт характеризуется частичным отмиранием мышцы
сердца вследствие недостаточного снабжения её кровью.

Решающим фактором для успешного лечения инфаркта является как
можно более быстрое принятие неотложных мер по возобновлению
кровоснабжения пострадавшей области сердца. Для этого часто применяют так
называемую тромболитическую терапию. Лечение лизирующими средствами
необходимо начинать на ранних стадиях – не позже 4-6 часов после инфаркта,
так как попрошествии более продолжительного времени это уже не принесёт
ожидаемых результатов. Но в первую очередь необходимо быстро и правильно
поставить диагноз. За последнее десятилетие методы диагностики инфаркта
существенно изменились. Если раньше при постановке диагноза врачи
опирались на клинические симптомы и изменения в ЭКГ, то сейчас “золотым
стандартом” в диагностике является определение концентрации кардиомаркеров
в крови.

Важность лабораторной диагностики инфаркта миокарда становится ещё
более очевидной, если вспомнить о том, что в 30% случаев ЭКГ не показывает
типичных изменений, а у многих больных также могут отсутствовать типичные
симптомы инфаркта, что может помешать врачу поставить правильный диагноз
и начать незамедлительное лечение.

В настоящее время единственным методом, позволяющим провести
экспресс-определение тропонина вне лабораторных условий и в течение 15
минут является метод иммунохроматографии.

Широкое применение иммунохроматографических методов экспресс-
диагностики кардиомаркеров позволит значительно повысить эффективность
лечения инфарктов миокарда и снизить смертность. Таким образом,
требованиям, предъявляемым к диагностическим методам в условиях
неотложной медицины (прежде всего быстрые и точные результаты) наиболее
полно удовлетворяет именно ИХА экспресс-диагностика.

Целью данной работы являлось получение поликлональных антител,
специфичных к различным эпитопам белков тропонинового комплекса и
конъюгированных препаратов, которые в дальнейшем будут использоваться при
конструировании ИХА теста для детекции тропонина в крови



В качестве антигена для иммунизации использовались препараты
сердечных тропонинов TroponinI and Troponin Tfrom Human Heart.

Иммунизация проводилась в течение 60 дней, путем трехкратного
введения антигена подкожно в дозе 1 мл (50 мкг/мл) с адъювантом Фрейнда.

Таблица 1 – Схема иммунизации кроликов препаратами сердечного
Тропонина
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предусматривала подкожное введение в три точки вдоль позвоночника 1 мл
препарата с полным адъювантом Фрейнда в соотношении 1:10, компоненты
тщательно смешивали до образования однородной суспензии. На 20-й, 30-й, 40-
й, 60-й  день - подкожно 1 мл (50 мкг/мл) с неполным адьювантом Фрейнда. На
60-й и 75-й дни проводили отбор крови для проведения тестирования.

Тестирование сывороток крови иммунизированных животных проводили в
иммуноферментном анализе (ИФА). В результате было определено, что
иммунная сыворотка реагирует в ИФА с исходными препаратами в титрах:
1:800-1:1600 – для тропонина Т;  1:6400-1:12800 для тропонина I.

Очистку поликлональных антител из сыворотки крови осуществляли
методом высаливания сульфатом аммония до 50% насыщения. Для этого к
антителосодержащей жидкости добавляли равный объем забуференного
фосфатного раствора (ЗФР) с рН 7,2. Затем добавляли равный объем
насыщенного раствора сульфата аммония и оставляли при перемешивании при
4С на 12 часов. Антитела осаждали центрифугированием при 5000 об/мин в
течение 30 минут при 4С. Осадок антител ресуспендировали в минимальном
объеме ЗФР (рН 7,2-7,4), помещали в диализную трубку и диализовали против
ЗФР в течение 3 суток.

После обработки полученных сывороток насыщенным раствором сульфата
аммония и диализа, выделена обогащенная фракция иммуноглобулинов, которые
тестировали в непрямом варианте ИФА.В результате тестирования было
определено, что титр антител в очищенном препарате составляет 1:800-1:1600 –
для тропонина Т; 1:3200-1:6400 для тропонина I.

План иммунизации

День 1-ый: 1-ая иммунизация кроликов антигеном в полном
адъюванте Фрейнда (CFA)

День 20-ый: 2-ая иммунизация кроликов антигеном в неполнoм
адъювантe Фрейнда (IFA)

День 30-ый: 3-я иммунизация кроликов антигеном в IFA

День 40-ый: 4-ая иммунизация кроликов антигеном в IFA

День 60-ый:
Отбор крови (15 – 20 мл); пересылка cыворотки крови для
ее анализа;
5-ая иммунизация антигеном в IFA

День 75-ый: Отбор крови



С полученной поликлональной сывороткой готовили конъюгат с
коллоидным золотом. Для этого коллоидное золото добавляли по капле к
антителам до концентрации 20 мкг/мл. Блокировали в 1 мл 1% БСА в течение 30
минут. Центрифугировали при 12000 оборотах в течение 30 минут. Супернатант
сливали, осадок ресуспендировали в 1 мл Tris –HCl, рН 8,2.

Иммуноактивность конъюгата была проверена методом твердофазного
иммунферментного анализа с использованием нитроцеллюлозной мембраны с
диаметром пор 0,2 мкм. В результате были получены следующие данные:
конъюгатПКА и коллоидного золота активен к тропонину Т и I в титрах 1:8 и
1:16 соответственно.

Далее были сконструированы иммунохроматографические индикаторные
элементы с использованием коллоидного золота. Схема конструирования
включала сборку из нескольких мембран, плотно прилегающих друг к другу и
обеспечивающих свободное перемещение жидкой пробы под действием
капиллярных сил. Раствор конъюгата коллоидного золота с антителами
наносили на подложку из стекловолокна. На нитроцеллюлозной мембране
узкими зонами наносили антиген с помощью специального аппарата для
нанесения Easy Printer Модель LMP-0.2. Иммунохроматографический
анализ (ИХА) проводили при комнатной температуре. На подушечку для
образца капали ФСБ. Результат визуально определяли через 5-10 минут.

В зоне детекции образовался ярко окрашенный «сэндвич» конъюгата
коллоидного золота, связанного с антителами, и антигеном, иммобилизованных
на мембране. Образованный комплекс имел вишневую окраску.

Таким образом, результаты проведенных нами испытаний дают основания
предположить, что полученные поликлональные антитела, а также
конъюгированные препараты  с их использованием активны и специфичны к
тропонину Т и I. Данные результаты являются неотъемлемой частью при
конструировании экспресс-теста в диагностике инфаркта миокарда.
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