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BSA -  bovine serum albumin (альбумін бичачої сироватки)

dH2 0  -  вода дистильована

ddH20  -  вода подвійної дистиляції

ELISA -  enzyme-linked immuno sorbent assay

(ферментний імуносорбентний аналіз (ІФА))

IgG -  Імуноглобуліни класу G

IPT G -  Ізопропіл-в-D-1 -тіогалактопіранозид

LB -  lysogeny broth (лізогенне середовище),

середовище для росту культур бактерій 

OD -  optical density (оптична густина)

PBS -  phosphate-buffered saline

(фосфат-буферний фізіологічний розчин)

SDS-PAGE -  sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel electrophoresis

(натрій додецилсульфат-поліакриламідний гель для 

електрофорезу)

ЕДТА -  Етилендіамінтетраоцтова кислота

ТМБ -  Тетраметилбензидин

Епітоп -  Частина ділянки антигену, що виконує функції зв’язування

з антитілом

Кон’югат -  Штучно синтезована молекула, в якій об’єднані

дві різні молекули

N-антиген -  Нуклеокапсидний білок (напр., коронавірусної інфекції)

Індукція -  Процес введення клітин в поживне середовище

Трансформація -  Процес видозміни ДНК клітини шляхом вбудовування 

Лізис -  Процес руйнування клітин під дією зовнішніх факторів

Лізат -  Зруйновані клітини після дії на них лізуючих факторів
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З появою епідемії SARS-CoV-2 виникла потреба у розробленні тестових 

систем для виявлення вірусу та отримання ефективних методів лікування даної 

хвороби. Отримати у достатніх кількостях вірусні антигени без використання 

рекомбінантних технологій майже неможливо, але для терапевтичного 

застосування та для створення систем визначення антигенів необхідно 

одержувати специфічні антитіла до епітопів даного вірусу.

Поєднання біохімії з органічним синтезом дають змогу виділяти антигени та 

антитіла високої чистоти та значним виходом кінцевого продукту. 

Це одна з основ конкурентоздатності біохімічних та фармацевтичних 

підприємств, тобто швидкий спосіб одержання та висока чистота продукту 

(відсутність домішок) є запорукою прибутку для фармкомпанії і можливості 

врятувати життя пацієнтам.

Напрямок біохімії, що використовуєє впровадження рекомбінантних 

технологій у виробництво, можливо кооперувати з органічним синтезом, але 

процес виділення і очищення необхідних субстанцій білкової природи є 

багатоступеневим та потребує використання значних об’ємів розчинників та 

обладнання.

Сучасні методики афінної хроматографії дозволяють виділити та очистити 

речовини органічного та біологічного походження з біоматеріалів або інших 

складних сумішей, які одержані синтетично. При цьому виділення речовини 

відбувається без втрати їх функцій з подальшим використанням для досліджень. 

Тому створення нових інноваційних методів для селективного зв’язування 

білків, одержаних з використанням рекомбінантних технологій, активно 

впроваджуються у біотехнологічну промисловість, фармакологію та інші галузі 

сучасної науки, оскільки кінцева вартість отриманих органічних речовин є 

значно нижчою в порівнянні з речовинами, одержаними з природної сировини 

без використання рекомбінантних технологій та хроматографічних методів 

очищення.



Афінна хроматографія з рекомбінантими білками у складі сорбентів може 

бути використаною для швидкого виділення всіх типів антитіл з біологічного 

матеріалу навіть, якщо їх концентрації не перевищують 0,5% у розчині.

Актуальність роботи зумовлена стрімкою потребою у виробництві та 

дослідженні вакцин, створенні тест систем для аналізу за короткий проміжок 

часу.

М ета р о б о ти : оптимізувати методику синтезу сорбентів для імуно-афінної 

хроматографії; дослідження особливостей даного процесу, описати необхідне 

обладнання та реактиви, розробити метод для одержання антитіл до 

коронавірусної інфекції в достатніх кількостях.

Для досягнення мети було поставлено такі завдання:

•  Проаналізувати літературні джерела стосовно дослідження антигенів 

вірусу 8ЛЯ8-СоУ-2, зокрема К-антигену, його структури та особливостей;

•  Використати рекомбінантні білки для створення імуно-афінних сорбентів, 

перевірити їхню специфічність та селективність;

•  Виділити методом афінної хроматографії необхідну кількість 

антитіл/антигенів до коронавірусу-19 (8ЛЯ8-СоУ-2), провести аналіз 

білків згідно їхніх розмірів та перевірити концентрації;

•  Експериментально визначити найефективніший метод для одержання 

сорбентів, підібравши оптимальні умови (рН, концентрація солей, 

концентроція білку для сорбції) та запропонувати методику підготовки 

матриць для даного методу.

•  Раціоналізувати умови, необхідні для підготовки біоматеріалу та аналізу 

отриманого білку.
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1.1. Теоретичні основи, специфічність зв’язування білкових 

молекул з лігандами та практичне застосування

Основним та фундаментальним методом у вивченні та виділення 

певних білків є їхнє очищення від суміші і різних компонентів, що пов’язане 

на їхньому селективному зв’язуванні . Основні етапи в очищення білків це:

1) лізис клітин або підготовка сировоток крові;

2) зв’язування білка з сорбентом;

3) промивання ;

4) елюювання.

Наразі найбільше використання мають методи афінної хроматографії 

та батча. Вони мають ідентичні механізми зв’язування білків з сорбентами. 

Перевагами батчевого очищення є:

1) відносно висока швидкість очищення;

2) велика кількість біоматеріалу, що може бути нанесений і 

перероблена;

3) відсутність потреби у попередньому очищення лізату перед 

нанесенням

З іншого боку використання хроматоргафічних методів дозволяє 

контролювати процес та систематизувати роботу [1].

Явище зворотного зв’язування біологічно активних субстанцій та 

речовин за рахунок їхньої специфічної взаємодії було досліджено (1910р.) 

при аналізі реакції ферменту амілази з крохмалем Пізніше було досліджено 

(1924р.) взаємодію антигену з антитілом на поверхні коаліну і 

був представлений метод аналізу для розрахунків міжмолекулярних 

взаємодій [2].

Стрімкий розвиток способів очистки органічних субстанцій почався з 

розробкою методу афінної хроматографії та після відкриття зшитого



декстринового гелю Пером Флодиною разом з Джеркером Поратом [2] в 

1959р. та агарозного сорбенту в 1962р. відкритого біохіміком шведського 

походження Стеланом Х’єртином [3]. Тоді ж були розроблені методи 

синтезу та подальшого дослідження агарози для створення пористої основи 

або гелевої структури як матеріалів для сорбентів, що в подальшому стали 

використовуватися у гель-хроматографії та інших хроматографічних 

способах розділення речовин [4].

Метод афінної хроматографія базується на специфічному розділенні 

органічних речовин із розчинів субстрату при їхніх низьких концентраціях. 

Метод базується на специфічній взаємодії компоненту з ліґандом, що 

сорбований на поверхню матриці. Висока специфічність та значна ступінь 

очищення одержаної речовини, пояснюється константами спорідненості 

між елементами розчину. (рис. 1.1) . Ця селективність і вибірковість 

дозволяє майже повністю позбавитися від інших продуктів у розчині. 

Чистота одержаної речовини може досягати 95% при відповідній належній 

підготовці матеріалів [5,6].

: •
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Рис. 1.1. Схема проведення виділення органічної речовини 

за допомогою афінної хроматографії.
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Важливим етапом розвитку афінної хроматографії було розроблення 

способу активації органічних та неорганічних структур, переважно 

полісахаридів, за допомогою бромціану в 1967р. За рахунок відкриття 

способу для модифікування вдалося досягти міжбілкової специфічної 

взаємодії, а інші речовини, які присутні в розчинах, не вступали в реакції 

взаємодії з лігандом. Спираючись на це в 1967р. Аксен, Порат і Ернбек 

вдалося відокремити даний метод хроматографії серед інших. Наразі даний 

метод використовуть при промисловому синтезі сорбентів саме через 

здатність до контролю умов реакційного середовища та відносно низькій 

ціні реактивів [2].

Зворотня реакція міжмолекулярної взаємодії ліґанду і молекулами 

органічної речовини пояснюється утвореннням водневих та 

координаційних зв’язків. Варто зауважити, що в залежності від сорбенту, 

котрий використовують для очистки, тип хімічного зв’язку буде 

відрізнятися. Також утворений міжмолекулярний зв’язок може водневим, 

Ван-дер-Ваальсовим або пояснюватись гідрофобними взаємодіями. 

Спираючись на це, відбувається підбір розчинів для відмивки, калібрування 

та елюювання [7].

Афінна хроматографія широко застососується використовується у 

провідних західних лабораторіях для виділення і очищення різноманітних 

сумішей речовин органічного і біохімічного походження. Зважаючи на 

цінову політику на обладнання для аналізу та сорбенти в Україні установи, 

що займаються афінним очищенням органічних речовин не є дуже 

розповсюдженими. Варто враховувати, що на прикладі олігосинтезу, 

кількість побічних продуктів навіть при кількості отриманого білка в 90%, 

є неймовірно низькою. Саме через це оптимальним способом є афінне 

одержання органічних компонентів з біоматеріалу. Високу чистота 

отриманої органічної речовини знижує подальші витрати на очищення [8].

Імуно-афінна хроматографія є принципово необхідною частиною 

отримання антитіл та антигенів під час епідемій або пандемій різних штамів

9



вірусів. Саме її використання дає змогу створити нові вакцини. Деякі 

рекомбінантні (векторні) вакцин отримуються з матеріалу біохімічного 

походження за участі сорбентів з йонами металів. Тому такий спосіб 

створення вакцин стає необхідним і перспективним, дозволяючи його 

використання фармакологічними корпораціями під час пандемії 

коронавірусної інфекції . В фармакокінетиці набув досить широкого 

використання метод кількісної афінної хроматографії. Даний метод 

базується на реакції взаємодії між білками-рецепторами та лікарськими 

препаратами, що є перспективним методом для дослідження хвороби та 

фармакокінетики.

Суть методу афінної хроматографії полягає у тимчасовій іммобілізації 

епітопу (специфічного домену у молекулі білка) за рахунок її взаємодії з 

лігандами на поверхні сорбенту та поступове елюювання.

Крім того, використання афінної хроматографії робить можливим 

дослідження реакцій та аналіз функціональних груп, що приймають участь 

у специфічній взаємодії, а також аналіз ефективності сорбентів для 

виділення органічного матеріалу у промислових масштабах [9-10].

1.2. Синтез сорбентів та їхня активація, підбір лігандів

Основним обладнанням та матеріалами для проведення виділення 

рекомбінантних білків та антитіл є модифікований сорбент. Для 

систематизації також можливо використовувати афінну хроматографію, 

вона потребує додаткове використання колонок та детектор, але чистота 

продукту буде вищою і можливо працювати з більш великими об’ємами 

розчинів. В залежності від методу роботи можливо досить швидко 

модифікувати сорбент для певного досліду.

Найчастіше основами сорбентів для афінної хроматографії або для 

виділення батчем є агарозні гелі або їх сферична модифікована форма 

(сефароза), що є більш зручного зберігання модифікації. Використання
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даних полімерів можна охарактеризувати гідроксильними групами в їхніх 

молекулах, що є ставить за можливе подальші модифікації. Також можуть 

бути використані матриці на основі целюлози та поліакриламіду, декстрину 

та інших полімерів [10, 11].

Основними критеріями у виборі матеріалу для синтезу афінного 

сорбенту мають бути такі: речовина-основа має бути нерозчинною у воді, 

не мати гідрофобних властивостей, бути хімічно стабільною та не 

утворювати неспецифічну адсорбцію [10].

Підбір колонок та упакування необхідно проводити вже за наявності 

точного об’єму матриці. Матеріал, з якої може бути виготовлена колонка 

може бути різним, оскільки для роботи не потрібно використовувати 

значний тиск матеріалом зазвичай слугують стійкі до кислот та основ луги.

Для метал-афінної хроматографії наявність прозорої колонки є 

бажаною, адже надає можливість стежити за інтенсивністю забарвлення, яке 

надається іонами металів і зникає після довгого використання. 

Для уникнення зношування сорбенту необхідно його регенерувати 

розчинами солей металів [12].

Метод афінної хроматографії вимагає постійного додавання буферних 

розчини або інших розчинників для уникнення пересихання сорбенту та для 

поступового елюювання зразків під час проведення хроматографії. 

Наприклад, сорбенти з йонами металів необхідно зберігати в 20-30% 

розчині етанолу або пропанолу для зберігання, але при використанні 

сорбентів з пептидами такі умови приводять до руйнування зв’язків в білку. 

Розчини речовин, які розділяють, рухаються через колонку під тиском, який 

створюють перестальтичні насоси або за рахунок гравітаційних сил. 

Використання насосів є бажаним оскільки буде сприяти руху рідини з 

більшою швидкістю і можливості контролювати швидкість [13].

Проведення виділення білків без участі приладів, що використовує 

метод батча, для аналізу наявності білку або іншої органічної речовини 

вимагає постійного відбору аліквот (до 1 мл) з подальшим аналізом за
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допомогою методів Лоурі або інших аналітичних методів. Цей спосіб 

вимагає великої кількості часу та ресурсів, таким чином впливаючи на ціну 

продукту та збільшуючи терміни проведення досліду. Але метод батча є 

досить ефективним при роботі з невеликою кількістю сорбенту [1].

Перевагою афінної хроматографії над батчевим методом є спрощена 

можливість контролю виділення білків або інших речовин, які у своїй 

структурі містять амінокислоти з бензеновим кільцем. Це дає змогу 

застосувувати спектрофотометр з проточною кюветою, що налаштований 

на проведення визначень при довжині хвилі 270-290 нм. Спектрофотометр 

обов’язково під’єднують до комп’ютерного обладнання для постійного 

контролю та запису графіку залежності поглинання розчину від часу на 

екрані під час калібрування хроматонгафічних колонок, промивання 

різними елюентами від компонентів суміші та контролю за перебігом 

процесу елюювання (рис. 1.2 ).
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Рис. 1.2. Графік, що характеризує трансляцію піків під час проведення 

афінної хроматографіях, з наведеною орієнтована кількістю буферного 

розчину для кожного етапу відмивки та елюювання.
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Для одержання білкових речовин, а саме антитіл або антигенів, 

необхідно використовувати спектрофотометр (СФ), з ультрафіолетовим 

діапазоном ділянок хвиль. Амінокислоти з бензеновим кільцем (наприклад, 

тирозин або фенілаланін), які знаходяться у структурі білкових молекул, о 

поглинають в діапазоеі 270-290 нм , при цьому пептидній зв’язок поглинає 

за 200 нм. Контроль за допомогою СФ сприяє збільшенню швидкості 

аналізу, точності та відсутністі значних втрат матеріалу на відміну від 

аналітичних реакцій [11].

Етапи створення сорбентів для афінної хроматографії можна описати 

так: перший - активування основи для сорбенту (агарози, сефарози, 

целюлози, декстрину та інших біополімерів) ; другий - приєднання 

лігандів [11]. Утворений хімічний зв’язок між лігандом, що сорбований на 

поверхню полімерної структури, та речовини, яку виділяють, залежить 

від специфічної взаємодії . Деякі з цих специфічних зв’язків 

представлено у табл. 1.1. При застосуванні йонів металів (наприклад, йонів 

Ніколу, Гідраргіуму, Кобальту та ін.) у хроматографічному очищенні 

рекомбінованих білків та тривалому використанні таких сорбентів виникає 

необхідність регенерації сорбенту за допомогою нанесення розчинів солей 

даних речовин.

Таблиця 1.1. Типи лігандів, які необхідні для специфічного виділення 

певних компонентів з розчину.

Ліганд Компонент, який виділяють
Антитіло Антиген
Антиген Антитіло
Фермент Субстрат
Г ормон Рецептор

A та G білки Імуноглобуліни G/M
Йони металів Рекомбіновані білки



Руйнування афінної взаємодії між лігандом і компонентом суміші 

відбувається за рахунок зміни рН середовища та конкурентних лігандів зі 

збільшеною спорідненістю до субстрату Через це розчини для калібрування 

та елюювання виготовляють в залежності від типу сорбенту, вибраному для 

експерименту та спираючись на теоретичну взаємодію між лігандом і 

компонентом.

Сорбент завантажують в порожню комірку хроматографічної колонки 

після приготування необхідних буферних розчинів та їхньої подальшої 

дегазації. Буферні розчини виготовляють із води (дистилят dH2O або 

бідистилят (ddH2O) та реактивів високого рівня очищення (чистий для 

аналізу (ч.д.а) та вище. Водневий показник буферного середовища є дуже 

важливим при очищенні білків і тому повинен бути наближеним до їхньої 

ізоелектричної точки, при цьому відмінність водневого показнику має бути 

не більше чим в 1 і бути бажано додатнім. Дегазація всіх розчинів 

обов’язково злійснюється з використанням ультразвуку або термічними 

способами [15].

Розміри хроматографічних колонок має дорівнювати шару сорбенту, 

який в ній заходиться, але з достатнім об’ємом простору з метою уникнення 

пересихання сорбенту при внесенні надлишку розчиннику (елюента) або 

буферних розчинів.

1.3. М атриці на основі агарози. Афінна хроматографія

Сучасні матриці для афінної хроматографії виготовляють згідно з першими 

прототипами 1962 року [2] . Агароза—один із найбільш популярних матеріалів 

для модифікування та виготовлення сорбентів .

Агароза є полісахаридом, якого виділяють з агару. Агароза є біополімером, 

що складається із залишків Л-галактопіранози з 3,6-ангідридо-а-1-галакто- 

піранози та сполучені (1 -4)-глікозидним зв’язком (рис. 1.3).
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Рис. 1.3. Структурна формула молекули агарози.

Кінцева група в молекулі .О-галактопіранози є зв’язаною, що дає можливість 

проводити реакції приєднання та активації [16].

Активація агарози відбувається залежно від класу органічних сполук, котрі 

будуть отримуватись хроматографічними методами. Деякі буферні розчини 

містять речовини, які руйнують водневі зв’язки, тому агарозу зазвичай 

додатково перехресно зшивають. Для проведення даної реакції до 1 об’єму 

агарозних сфер додають розчин натрій гідроксиду (10 об’ємів) в присутності 

натрій боргідрату та епіхлорогідрину (рис. 1.4) [11, 17].

Активація агарози відбувається з використанням перйодатного методу, що 

полягає в окисненні сахариду з його розривом і перетворенні гідроксильних груп 

в альдегідні. Для приготування аміноагарози відбирають 10 г агарози та вносять 

30 мл 0,25М свіжовиготовленого розчину натрій перйодату. Інкубація 

відбувається 3 години за температури 24°С або впродовж 1 години за 

температури 60°С. Після завершення операції, отриману матрицю промивають 

0,1М розчином натрій бікарбонату рН 8,0 і вносять 4 мл розчину тетраетиламіну. 

Потім додатково промивають розчином натрій гідроксиду та відновлюють 

натрій боргідридом 0,3 М для відновлення амідів.

Отриману аміноагарозу промивають водою до рН 7,0 та додають в розчин 

30% етанолу для подальшого зберігання [18].
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Рис.1.4. Схема та механізм перйодатного окиснення агарози 

та одержання аміноагарози.

Наступний етап в синтезі афінних сорбентів є подальше приєднання до них 

різноманітних лігандів. Для створення імуно-афінного сорбенту використовують 

взаємодією між ділянками антигенів з антитілами. Взаємодія є зворотною та 

може контролюватися в залежності від умов середовища та буферних розчинів. 

Переважна більшість інших органічних структур приєднуються за допомогою,

1-етил-3-(3-диметиламінопропіл)карбодиіміду, бромціану та інших сполук 

залежно від лігандів, які приєднують [21-25].

Для метал-афінної хроматографії селективність в одержанні певних білків 

полягає в наявності НІБ-тег (послідовності амінокислот гістидину) , що утворює 

координаційні комплекси, які здатні до конкурентного від’єднання (рис. 1.5). 

Афінна очистка білкових речовин на №-ЫТА може виконуватися в звичайних 

або денатураційних умовах. Протоколи очищення білків залежать від його 

розчинності, доступності мітки та наявності гістидинів в самій структурі [21].

З інформації, наведеної в джерелах вище [21-25], стає зрозумілим, що 

найстабільнішим матеріалом до змін в йонній силі та рН розчинів є агароза. 

Наявність розташованих у а-позиції гідроксильних груп і здатності розривати 

гексозне кільце у молекулі агароза є здатною до зшивання, що стабілізує 

структуру полімеру. Тому це підвищує можливість хроматографування у



жорстких умовах та надаї їй здатності до подальшого модифікування за 

допомогою приєднання різноманітних лігандів.
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Рис. 1.5. Схема проведення метал-афінної хроматографії

Агароза також здатна до модифікування лігандами при її активації м ’яким 

окисненням та приєднанням аміногруп. Саме модифіковані версії агарози, 

наприклад, аміно-агароза, використовуються в лабораторіях для приєднання 

білків та пептидів, це спрощує подальший синтез сорбенту.
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1.4 Загальні відомості про нуклеокапсидний білок коронавірусу 

людини

Нуклеокапсидні білки (N3 відіграють основну роль в упакуванні вірусної 

РНК у рибонуклеокапсид [26].

К-білок SARS-CoV-2 є висококонсервативним у CoV і на 

89% ідентичним до такого у SARS-CoV (рис 1.6). Він опосередковує збірку 

вірусних частинок, взаємодіючи з вірусним геномом та білком М, який 

позитивно впливає на підвищення ефективності транскрипції та реплікації 

вірусної РНК [27]. Таким чином, И-білки розглядаються як потенційні для 

використання у тест-системах як антигени, та за своєю спорідненістю до антитіл 

можуть бути використані для створення імуно-афінних матриць.

Серологічна діагностика виявила, що специфічні антитіла проти 

И-білка в сироватці крові хворих на COVID-19 мають вищу чутливість і довшу 

стійкість, ніж інші структурні білки SARS-CoV-2 [28, 29].

Більше того, анти-И антитіла були виявлені з високою специфічністю на ранніх 

стадіях інфекції [30].

В даний час виявлено, що білок N вірусу SARS-CoV-2 у розчинах 

є димером, тобто димеризується шляхом взаємодії двух С-кінцевих 

частинок (CTD-CTD). Крім того, И-білок може зв'язуватися з неспецифічною 

подвійно ланцюговою ДНК, завдяки своїй електростатичній взаємодії [31]. 

Після інфекції білок N потрапляє в клітину разом з вірусною РНК для 

полегшення її реплікації, процесування збірки та розбирання вірусних 

частинок [32].

Повнорозмірний білок N вірусу SARS-CoV-2 складається з 

419 амінокислот, його послідовність закодована в ОЯБ9. Завдяки 

біоінформатичному аналізу було встановлено, що И-кінцевий домен - 

послідовність з 1 по 174 амінокислотний залишок, НКК - з 174 по 206 залишок 

та С-кінцевий домен, відповідно, з 206 по 419.
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З А К З -С о \/-2  нуклеокапсидний білок
1 46 174 419

Серинова
д ілянка

З А К Б -С о )/ нуклеокапсидний білок
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М Е Р З -С о \/ нуклеокапсидний білок
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■ мто 1 С еринова
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Н С о \/-О С 4 3  нуклеокапсидний білок
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д ілянка

Рис. 1.6. Порівняльна характеристика нуклеокапсидних білків вірусів 
SARSCoV-2, SARS-CoV, MERS-CoV та HCoV-OC43 [33]

При подальших дослідженнях ^кінцевого домену було встановлено 

послідовність з 1 по 46 амінокислотний залишок, що є повністю ідентичним для 

SARS-CoV-2 та SARS-CoV. Це вказує на можливість знижувати специфічність 

тест-систем, в яких буде використовуватися як повнорозмірний білок N вірусу 

SARS-CoV-2, так і ^кінцевий  домен (рис. 1.7.)

1 5 46-47 92 105 173-174 206 419

117-136
1. Ділянки мутацій нуклеокапсидного білку в послідовності амінокислот
- 4 -6
- 4 6 -4 7
- 173 -17 4

2. ІМ ап1ідеп'(аміно зр ізана частина білку) 4 7 -1 7 4
3. Епітоп, що зв’язується з антитілам и 117-136
4. Д ілянка “ш ипа” (серин збагачений регіон) 174 -176
5. С ТО  (карбокси зр ізана частина білку) 2 0 6 -4 1 9

Рис. 1.7. Аналіз повнорозмірного нуклеокапсидного білку мутаціями.



РОЗДІЛ 2. ЕКСПЕРИМ ЕНТАЛЬНА ЧАСТИНА 

2.1. Реактиви та обладнання

2.1.1. Реактиви та матеріали для проведення афінної хроматографії

Пластикові колонки («Bio-Rad») ємністю 80 мл та 5 мл , (Bio-Rad). 

Аміноагарозний сорбент High Density Aminoethyl 6BCL (6BCL-FM3-1000), 

(«SIGMA-ALDRICH»);

Сорбент на основі Ni-NTA His Bind Superflow Resin,

(виробник «SIGMA-ALDRICH»);

Трубки силіконові, товщина шару 2,00 мм.

Спектрофотометр ПЭ-5400 УФ (ЭКРОСХИМ).

Спектрофотометр SOLAR PB 2201 (UV-VIS).

Пробірки стерильні типу Falcon, об’ємом 15 мл, матеріал пластик

(постачальник «Хеликон»);

Пробірки стерильні типу Falcon ,об’ємом 50 мл, матеріал пластик

(постачальник «Хеликон»);

Концентратор Pellicon XL Ultrafiltration Module Ultracel 5 kDa 0.005 m2, 

(постачальник «Pellicon»);

Шприци ін'єкційні 3-х компонентні одноразові стерильні об’ємом 50 мл 

(виробник ALEXPHARM»);

Фільтри Sterile filter unit 0.22 pm lot 20171020YE77I,

(виробник «CA Membrane»);

2.1.2. Реактиви для приготування розчинів для хроматографування

Етилендиамінтетраоцтова кислота (EDTA), C10H16N2Os'2H2O, молярна маса 

372,24 г/моль, біла дрібнокристалічна, погано розчинна у воді речовина, 

(виробник «SIGMA-ALDRICH»);

Натрій гідроксид, NaOH, молярна маса 40 г/моль, розчинність 108,7 г/100 мл 

(виробник Химреактив);
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Натрій хлорид, NaCl, молярна маса 58,44 г/моль, розчинність 35,9 г/100 мл 

(+25 °C), (виробник «SIGMA-ALDRICH»);

Динатрій фосфат гідрогідрат, Na2HPO4,n  H2O, 141,96 г/моль розчинність 

7,66г/100 мл (+20 °C), (виробник «SIGMA-ALDRICH»);

Натрій гідрогенфосфат, NaH2PO4 n H2O, 119,98 г/моль, розчинність 

85,2 г/100 мл (+20 °C), (виробник «SIGMA-ALDRICH»);

Магній хлорид, MgCl2 6H2O, молярна маса 203.30 г/моль, розчинність 73,4 г/100 

мл (+25 °C), (виробник «Emsure»);

Кислота хлоридна (соляна), НСІ, 1 молярний розчин, (виробник «Supelco» 

CAS Number: 7647-01-0);

2-Аміноетанова кислота (гліцин), C2H 5NO2 , молекулярна маса 75 г/моль, 

(виробник «SIGMA-ALDRICH»);

Імідазол, C3H4N2, молекулярна маса 68 г/моль, густина 1,23 г/см3 , 

(виробник «CARL ROTH»);

2.1.3. Реактиви та обладнання для одержання біоматеріалу

Культура бактеріальних організмів Escherichia coli , 

(постачальник TOB «ХЕМА»);

Рекомбінантна плазміда ,(постачальник ТОВ «ХЕМА»);

Канаміцин, sterile acidic kantamycin sulphate, (виробник Київмедпрепарат); 

Левоміцитин (хлорамфенікол), C11H 12Cl2N2O5, молекулярна маса 323,1 г/моль, 

(виробник «Артеріум»)

Iзопропiл-ß-D-1-тiогалакто-пiранозида (ІПТГ), (виробник Thermo Scientific, 

cat. no. R0392).

Полісорбат 20 (Tween 20), C58H114O26 , молярна маса: 1 227,54 г/моль, 

густина 1,1 г/смЗ (виробник Sigma-Aldrich, cat. no. P2287).

Амоній гідроксид 25% розчин, (постачальник «Альтаред Карбон»).

Калій хлорид, КСІ, молярна маса 74,5 (виробник Sigma-Aldrich)

Глюкоза, CeHi2Oe, молярна маса 180,156 г/моль, 

густина 1,56 г/смЗ, (виробник Sigma-Aldrich, cat. no.G8270).



Бактеріологічний агар (виробник Sigma-Aldrich, 

cat. no.A5306) .

Дріжджовий екстракт (Sigma-Aldrich, cat. O.Y1625).

Пептон (виробник Sigma-Aldrich, cat. no.P5905).

Триптон Х-100(виробник Sigma-Aldrich, cat. no.T7293).

Гліцерол, C3H8O3, молекулярна маса 93 г/моль, (виробник «SIGMA-ALDRICH»). 

Кріопробірки об’ємом 2 мл, РР, стерильні, (постачальник «Пущинские 

лаборатории», номер в каталозі 89012).

Лабораторний гомогенізатор HC 5000, (виробник «Microfluidizer»); 

Лабораторний ферментер BioFlo 120, (виробник «Eppendorf»);

Ультразвуковий дезінтегратор UP400St, (виробник «Hielscher»);.

Чашка Петрі, 90мм, (постачальник EximLab).

2.1.4. Реактиви та матеріали для аналізу речовин

Антитіла кроля до антитіл вівці кон ’юговані з HRP, (виробник ТОВ «ХЕМА»); 

Антитіла вівці до антитіл кроля кон ’юговані з HRP,

(виробник ТОВ «ХЕМА»);

Антитіла вівці до антитіл людини кон ’юговані з HRP ,

(виробник ТОВ «ХЕМА»);

Антитіла миші до HIS-тегу кон’юговані з HRP , (виробник ТОВ «ХЕМА»); 

Тріс(гидроксиметил)амінометан гідрогенхлорид, Tris-HCl , C4H11NO3-HCl, 

молярна маса 157,60 г/моль, розчинність ~50 г/100 мл води

(виробник «SIGMA-ALDRICH», cat. no. T6066).

Сахароза, C12H22O1 1 , молярна маса 342,3 г/моль, густина 1,59 г/см3 , 

(виробник Sigma-Aldrich);

D-Сорбітол (D-Sorbitol), C6H14O6 молярна маса 182,17 г/моль,

густина 1,49 г/см3,(виробник Sigma-Aldrich);

Калій дигідрогенфосфат KH2PO4, молярна маса 136,1 г/моль,

(виробник «Химреактив»);
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Натрій гідроген карбонат, NaHCO3, молярна маса 84 г/моль,

(виробник Sigma-Aldrich);

Тетраметилбензидину розчин (ТМБ), (постачальник ТОВ «ХЕМА») ;

Розчин сульфатної кислоти 5%, (постачальник ТОВ «ХЕМА»);

Аналізатор імуноферментнихреакцій АІФР-01 Уніплан, («Пікон»);

Ротатор Multi Bio RS-24, («Biosan»).

2.1.5. Обладнання та матеріали для проведення електрофорезу

Система для білкового електрофореза, («Mini-PROTEAN® Tetra»).

Акриламід, C3H5NO, молярна маса 71,08 г/моль, розчинність у воді 39 г /100 мл, 

(«SIGMA-ALDRICH»).

N,N'-Mетилен-біс-акриламід, C7H10N2O2, молярна маса 154,16 г/моль, 

(«SIGMA-ALDRICH»).

ß -Меркаптоетанол, C2H6OS, молярна маса 78,13 г/моль, («SIGMA-ALDRICH»). 

Амоній персульфат, (NH4 )2S2O8 , молярна маса 228,18 г/моль,

(«SIGMA-ALDRICH»).

Тетраметилетилендиамін, ТМД, молярна маса 116,2 г/моль, 

(«SIGMA-ALDRICH»).

2.1.6. Приготування розчинів

Стоковий розчин ампіциліну (100 т г  мл-1): розчиняють 1 г у 10 мл ddH2O 

та стерилізують крізь 0.22 ^М фільтр. Аліквоти зберігають при 

температурі -20  °C.

Покривний буфер: розчиняють 8.413 г NaHCO3 у 1 л ddH2O та доводять pH 

розчину до зН=8.2 за допомогою 1 M розчином хлоридної кислоти.

Буферний розчин для блокування: розчиняють 0.5 г казеїну у 50 мл покривного 

буферу для ELISA (готують безпосередньо перед використанням).

Стоковий розчин ШТГ(1Ш): розчиняють 1.19 г у 5 мл ddH2O та стерилізують 

крізь 0.22 ^М фільтр. Аліквоти зберігають при температурі -20  °C.

Середовище LB : розчиняють 10 г триптону, 5 г дріжджового екстракту та



10 г NaCl у 1 л ddH20 . Автоклавують.

Стоковий розчин канаміцину (25 мг/мл): розчиняють 0.25 г у 10 мл у ddH20  

та стерилізують крізь 0.22 рМ фільтр. Аліквоти зберігають при 

температурі -20  °С.

LB Amp середовище з агаром: розчиняють 10 г триптону, 5 г дріжджового 

екстракту, 10 г NaCl та 15 г агару у 900 мл ddH20. Автоклавують та зали ш аю ть  

охолоджуватися до 50 °С, потім додають 100 мл 20% глюкози та 

1 мл 100 мг/мл .

Стоковий розчин BSA (2 мг/мл): Аліквоти зберігають при температурі -20  °С. 

PBS буфер (10 х сток): розчиняють 2.4 г KH2PÜ4, 14.1 г Na2HPÜ4.H20 , 2 г KCl 

та 80 г NaCl у 1 л dd Н2 О (pH 6.8).

PBST буфер: додають 100 мл 10 х PBS та 500 мкл Tween20 to 900 мл dd Н2О. 

Середовище TB: розчиняють 12 г триптону, 2.3 г KH2PÜ4, 12.5 г KH2PÜ4,24 г 

дріжджового екстракту та 2.5 мл гліцеролу у 1 л dd Н2О. Автоклавують.

TES буфер: розчиняють 24.22 г Tris, 0.19 г ЕДТА та 171.15 г сахарози у 

1л dd Н2О і доводять рН розчину до pH=8.0 додаваням HCl.

2.1.7. Біоматеріал для хроматографування

Сироватка плазми крові людини з високим титром на антитіла до SARS-CoV-2. 

Сироватка плазми крові вівці до нуклеокапсидного білку SARS-CoV-2. 

Сироватка плазми крові кроля до нуклеокапсидного білку SARS-CoV-2. 

Очищений білок IgG людини (виробник «ХЕМА»).

2.2. Підготовка сорбенту, буферних розчинів та колонки для проведення 

метал-афінної хроматографії

Метал-афінну хроматографію проводять з використанням комерційного 

сорбенту на основі Ni-NTA His Bind Superflow Resin. Матрицю перемішують 

механічними рухами для утворення суспензії і обережно вносять в колонку.

Для повторного використання колонку регенерують :
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- Пропускають дистильовану воду в об’ємі, який в 5 раз перевищує об’єм 

сорбенту (5 ОС);

- Наносять 1 молярний розчин натрій хлориду (5 ОС);

- Повторно пропускають дистильовану воду (5 ОС);

- Наносять розчин натрій гідроксиду 1 молярний (5 ОС);

- Пропускають дистильовану воду до сталого рН середовища, що 

наближається до 7;

- Наносять 0,1 молярний розчин ніколу сульфату;

- Повторно пропускають дистильовану воду (10 ОС);

- Сорбент переносять в 30% етанол.

Після завершення регенерації вихід хроматографічної колонки об’ємом 

30 мл, який з’єднують силіконовою трубкою до спектрофотометра 

(СФ ЦУ-УК PB 2201) для аналізу фракцій елюату.

Хроматографічну колонку з’єднують силіконовою трубкою, через яку 

рухається елюат, з кюветою СФ для постійної фіксації сигналу.

Для встановлення нульового значення фону при довжині хвилі в 280 нм 

у спектрофотометр (СФ ЦУ-УК РВ 2201) вносять чисту кювету, заповнену 

буферним розчином або дистильованою водою і.

Силіконову трубку, що під’єднана до входу пластикової колонки, з’єднують 

із перистальтичним насосом. Трубку, що під’єднана до виходу пластикової 

колонки проводять через кювету до СФ. Трубку з меншим діаметром з’єднують 

з виходом з кювети для подальшого відбору фракцій білку.

Для встановлення нульового значення у СФ ЦУ-УК РВ 2201 необхідно 

елюювати через приготовлену колонку буферний розчин 600 мл (5 об’ємів 

сорбенту).

Після цього відбувається нанесення білку на сорбент, який є активованим 

нікелевим лігандом агарозою. Крізь цей приготований сорбент елюють розчин 

до вирівнювання фону.
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Після вирівнювання фону до початкового рівня буферний розчин замінюють 

на буферний розчин для елюювання та пропускають 20 мл розчину 

(мертвий об’єм).

На основі цього підготовленого сорбенту отримують хроматографічну 

колонку для процесу афінної хроматографії біомаси.

2.3. Методика одержання N-антигену та tN-антигену коронавірусної 

інфекції

1. Підготовка компетентних бактерій.

Для підготовки компетентних мікроорганізмів до бактерій Escherichia coli 

додають 100 мл 0,1М MgCl2, ресуспендують клітинну масу. Пробірки 

центрифугують на 4000 об/хв 10 хвилин. Отриманий супернатант декантують, а 

осад інтенсивно перемішують у 200 мл 0,1 М розчині KCl до утворення суспензії. 

Отриману суміш розподіляють у мікробіологічні пробірки об’ємом по 50 мл.

Пробірки пластикові об’ємом 50 мл з внесеним біоматеріалом охолоджують 

на льодяній бані і витримують при температурі 0-+5°С впродовж 1 години, потім 

центрифугують на 4000 об/хв протягом 10 хвилин для розділення суспензії на 

фракцію осаду та супернатанту. Декантують супернатант, до осаду додають 25 

мл 0,1 М KCl з додаванням 20% гліцеролу, розподіляють на аліквоти по 1.5 мл у 

кріопробірки для заморожування.

2. Трансформація.

Змішують в мікробіологічній пробірці об’ємом в 15 мл 4 мкл ДНК з 120 мкл 

бактерій Escherichia coli, попередньо розморожених, обережно перемішують та 

витримують 30 хвилин на льодяній бані. Дані пробірки помішують пробірки у 

воду з температурою 42°С на 30 секунд, потім знову переносять пробірку на 

льодяну баню на 1 хвилину. До пробірки додають 1 мл середовища LB, 

перемішують. Суміш поміщають в скляні пробірки, витримують їх у 

термошейкері 1 годину за умов температури 37°С та за швидкості 180об/хв.
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Готують 3 чашки Петрі з середовищем LB та антибіотиками (розчин 

канаміцину (25 мг/мл) та хлорамфеніколу (10 мг/мл)).

Потім у приготовлені чашки Петрі висівають газоном клітини у таких 

концентраціях:

1. 25 мкл бактерій + 75 мкл LB

2. 60 мкл бактерій + 40 мкл ЬБ

3. 100 мкл бактерій

Чашки залишають у термостаті при 37’, через 24 години спостерігають появу 

колоній. Роблять перше пересівання внесенням штрихам на нові чашки 

невеликої кількості бактерій. Вирощують протягом 24 годин. Після цього 

проводять друге пересівання. Через 24 години після другого пересівання 

обирають найкращу колонію мікроорганізмів та помішують у 3 мл 

середовища LB з антибіотиками. В результаті трансформації отримано 

генетично модифіковані бактерії.

3. Тест експресії антигенів та рекомбінантних білків.

Вносять 1 мл отриманих генетично модифікованих бактерій до 

30 мл поживного середовища LB з антибіотиками (канаміцином 25 мг/мл та 

хлорамфеніколом 10 мг/мл). Антибіотики варто додавати лише перед початком 

роботи з бактеріями. Колби з біоматеріалом поміщають у термошейкер за умов 

температури 37°С та швидкості 180 об/хв.

Під час нарощування бактерій варто періодично, через кожні 2 години, 

відбирати аліквоти об’ємом в 2 мл біомаси та вимірювати їх оптичні густини при 

довжині хвилі 600 нм.

Оптимальні значення для початку мають бути наближені до 0,6. Після цього 

колби дістають з термошейкера та додають 2,5 мМ ІПТГ та продовжують 

інкубацію за умов температури за 37°С та швидкості 180 об/хв.

Після інкубації з колби відбирають по 15 мл культуральної рідини, 

центрифугують впродовж 15 хв (швидкість 4000 об/хв), декантують супернатант 

та зважують біомасу, що випала в осад.
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До осаду додають лізуючий розчин (0,05 молярний розчин натрій фосфату 

рН 8,0, з додаванням 0,25М натрій хлорид, 8 М сечовина, 0,1% тритон Х -100) в 

об’ємі, що перевищує кількість біомаси в 3 рази відносно ваги. Отриманий 

розчин ресуспендують, поміщають на льодяну баню та руйнують за допомогою 

ультразвуку, це дає змогу зруйнувати клітинні стінки, ДНК та РНК та отримати 

білок. Після цього зразки центрифугують при швидкості 15000 об/хв впродовж 

10 хв, декантують супернатант.

Супернатант використовують для постановки ELISA за сендвіч методом:

- Інкубація з буферним розчином для ІФА 1 годину за температури 37°С на 

полістиреновому планшеті;

- Промивають буфером для очистки 3 рази без замочування;

- Інкубують з кон’югатом до His-тега (кон’югованими антитілами; до 

антигену міченими пероксидазой хрону) впродовж 40 хв за 

температури 37°С.

- Промивають 5 разі буфером для очистки без замочування.

- Додають ТМБ та інкубація 10 хвилин при кімнатній температурі.

- Додають 5% розчину сульфатної кислоти для зупинення реакції.

- Фіксація результатів на аналізаторі імуноферментних реакцій за довжини 

хвилі 450 нм.

При отриманні значень оптичних густин вищих за 0,8 при розведенні в 10000 

разів експериментальна культура вважається готовою для використання у 

ферментації.

4. Ферментація.

Для проведення ферментації готують такі розчини та обладнання:

- 50 %-й розчин глюкози,

- 10%-й розчин амоніаку,

- суміші пептону та екстракту дріжджів,

- ферментер об’ємом 5 літри,

- силіконові трубки, та

- фільтри на 0,22 мкм.
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Перед початком ферментації ферментер (містить датчики температури, рН, 

розчиненого кисню, систему охолодження, конденсатор та ротор) наповнюють 

2,7 л поживного середовища HDM (натрій фосфатрна буферна система 0,05 М 

рН 8,0, магній хлориду 0,01 М, амоній сульфату 0,015 М та пептон 3%.

Після автоклавування та охолодження до кімнатної температури ферментер 

під’єднують до системи комп’ютерного обладнання, інокулюють 300 мл 

культуральної рідини, що одержали після генетичної трансформації,. Бактерії 

вирощують за температури 37°С.

Подання поживних речовин відбувається залежно від рівня розчиненого 

кисню на дисплеї комп’ютера (при досягненні рівня > 75% додають поживні 

речовини). Вже після отримання достатньої кількості біомаси проводять 

індукцію 1М розчином ІПТГ до концентрації 2,5мМ.

По завершенні індукції ферментація продовжується ще 9-12 годин, після 

цього ферментер від’єднують від системи. Після завершення ферментації 

одержану біомасу піддають руйнуванню.

5. Руйнування біомаси та виділення білків.

Отриману біомасу завантажують в ультразвукову установу для руйнування в 

лізуючому буферному розчині та продовжують руйнування до збільшення 

оптичної густини лізату 0,600 одиниць до 4,0.

Після отримання лізату відбувається його нанесення на хроматографічну 

колонку з сорбентом «Ni-NTA His Bind Superflow Resin» з використанням 

перистальтичного насосу.

Після закінчення хроматографування одержуємо елюат, який є 

рекомбінантним білком, що в подальшому використовують для синтезу 

імунно-афінного сорбенту в пункті 2.5.

2.4. Хроматографування біомаси на метал-афінному сорбенті

Для проведення хроматографії з сорбентом об'ємом в 30 мл необхідно 

попередньо приготувати 2 літри буферного розчину для відмивки (0,1М розчин
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імідазолу в 50 мМоль натрій фосфотної буферної системи рН 8,0, натрій хлорид 

0,25 моль) та 1 л буферного розчину для елюювання (1М розчин імідазолу 

в 50 мМоль натрій фосфатної буферної системи ( рН 8,0 , № 0  0,25 моль). 

Розчини мають бути дегазовані. Дегазація відбувається на ультразвуковій бані 

протягом 7 хвилин.

Біомаса, яка була отримана в пункті 2.3 руйнується з використанням 

ультразвукової установки та наноситься на хроматографічну колонку з 

підготовленим метал-афінним сорбентом. Після нанесення буферний розчин 

змінюється на буферний розчин для відмивання (0,1М розчин імідазолу в 

50 мМоль натрій фосфотної буферної системи рН 8,0, натрій хлорид 0,25 моль) 

та пропускається 5 разів у співвідношенні до об’єму сорбенту.

Зі зміною буферного розчину для відмивання на розчин для елюювання та 

збільшенні сигналу оптичної густини до значення близьких до 0,100 одиниць 

оптичної густини на комп'ютерному обладнанні, що під'єднане до 

спектрофотометра UV-VIS PB 2201, починають відбір фракцій по 10 мл. 

Фракції , в подальшому, об’єднують і концентрують після перевірки 

концентрації за методом Бредфорд (тобто до 10 мкл отриманої фракції елюату 

додають 300 мкл реактиву Бредфорд, інкубують 10 хв, а зміну забарвлення 

детектують .на аналізаторі імуноферментних реакцій АІФР-01 Уніплан за 

довжини хвилі 595 нм.

В результаті хроматографування отримують очищений білок, який в 

подальшому діалізують та концентрують.

2.5. Проведення діалізу та концентрування для отримання ліганду 

імуно-афінного сорбенту

Перед тим як проводити діаліз, проводять підготовку мембрани. Для цього 

відрізають необхідну довжину мембрани та поміщають у 25 мМ розчин ЕДТА, 

кип’ятять протягом 30 секунд. Після охолодження мембрану щільно закривають
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з одного боку та перевіряють на герметичність, наповнюючи її дистильованою 

водою.

Після перевірки на герметичність, дистилят виливають, а мембрану 

заповнюють білковим розчином та закривають з другого боку, фіксують її в та 

залишають на ніч в 50 об’ємах натрій фосфатного буферного розчину рН 8,0 за 

натрій хлоридом 0,25 Моль на ротаторі при 4°С.

Отриманий діалізований розчин концентруємо на Pellicon XL Ultrafiltration 

Module Ultracel 5 kDa. Це касетний мембранний фільтр для тангенційної 

фільтрації, основним матеріалом якого є регенерована целюлоза.

Ретентат повертають до початкового розчину, перміат збирають для 

перевірки на наявність білку. Білковий розчин пропускається до зменшення 

початковий об’єму не мінімум у два рази. Після цього фільтр промивають 50 

мМоль натрій фосфотним буферним розчином рН 8,0, NaCl 0,25 моль та 

регенерують відповідно до рекомендацій виробника.

Концентрацію отриманого білку перевіряють за методом Бредфорд або BCA. 

Зразки перевіряють на активність за методом ІФА або за методом вестерн блот.

Отриманий білок використовують для синтезу імуно-афінної матриці та 

створенню системи для ІФА.

2.6. Синтез та апробація імуно-афінного сорбенту

Отриманий антиген був діалізований проти дистильованої води та 

сконцентрований до 1,6 мг/мл, при збільшенні концентрації розчину відбувалася 

преципітація білку.

Аміноагарозна матриця High Density Aminoethyl 6BCL (6ВСЬ-РМ3-1000),ш,о 

міститься в 20% розчині етанолу підготовили для подальшого використання 

центрифугуванням за швидкості в 800 об/хв. Супернатант злили та додали 

дистильовану воду. Обережно перемішуючи на ротаторі потягом 5 хвилин 

повторно вносимо до центрифуги та повторюємо дану процедури 3 рази.
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До отриманих антигенів з заданою концентрацією додаємо 0,1% МЕС (2 - ( п -  

морфоліно)етансульфонову кислоти та EDC (1-етил-3-(3- 

диметиламінопропіл)карбодиімід) в концентрації 0,12 г на 1 мл суспензії з 

агарозою. Після того вносимо повний об’єм розчину антигенів до аміноагарози 

та ставимо на ротатор протягом 16 годин за температури +4°С.

Після завершення інкубації отриманий сорбент центрифугували зі 

швидкістю в 1000 об/хв протягом 30 хвилин. Супернатант злили та залишили для 

перевірки сорбції. Значення сорбції становлять близько 65-70%. Отриманий 

сорбент переносять в хроматографічну колонку та промивають 10 об’ємами 

буферного розчином для відмивки ( № 0  0,5 M, PB 0,05 M, pH 7.2) відносно 

об’єму сорбенту.

Вихід хроматографічої колонки під’єднують до спектрофото­

метра UV-VIS PB 2201 та встановлюють значення поглинання на «нуль» проти 

дистильованої води. Після цього відбувається проведення елюювання 

(розчин ; 0.2 М гліцин, 0,5 M № 0 ,  рН 2,8). По завершенні елюювання рН 

середовища відновлюють буферним розчином (розчин : 0,5 M № 0 ,  0,05 M PB, 

pH 7) для вирівнювання рН елюату до значень 7.2.

В результаті проведення елюювання сорбент позбавляється від 

неспецифічної взаємодії між антигену і є готовим для подальшого 

хроматографування біоматеріалу сироваток крові та одержання антитіл до 

коронавірусної інфекції.

2.7. Одержання антитіл до коронавірусної інфекції-19 на імуно-афінному 

сорбенті.

Препарат сироватки крові (вівці, кролів і людини) проти антигену 

коронавірусу людини розділяють навпіл.

Кожна частина в однаковому об’ємі була нанесена на колонки з сорбентами 

з N  та tN-антигенів SARS-CoV-2 паралельно з додаванням натрій хлориду до 

концентрації 0,5 М для уникнення неспецифічних взаємодій. Після нанесення

32



відмивалось буферним розчином (розчин : 0,5 M NaCl, 0,05 M PB, pH 7.2) та 

проводилося елюювання (розчин : 0.2 М гліцин, 0,5 M NaCl, рН 2,8).

Кількість нанесень сироватки крові на хроматографічну колонку 

узгоджувалась зі значеннями оптичної густини та інтенсивністю 

хроматографічних піків, які фіксуються на спектрофотометрі UV-VIS PB 2201.

До отриманих фракцій елюату додають калій фосфат для контролю рН 

(за даними перевірки індикаторним папером значення рН мають бути

наближеними до 7.0).

2.8. Аналіз чистоти виділених антигенів та антитіл до коронавірусної 

інфекції-19 методом електрофорезу та імуно-ферментного аналізу (ІФА)

Для визначення чистоти антитіл та антигенів , їх зразки завантажують у 

лунки поліакриламідного гелю та проводять розділення електрофорезом 

отриманих фракцій антитіл. Поліакриламідний гель отримують за методом 

радикальної полімеризації із остаточною концентрацією поліакриламіду 10%. 

Реактивами для синтезу гелю є дистильована вода, водні розчини акриламіду з 

бісакриламідом (співвідношення 29:1), буферний розчин 1.5M Tris-HCl pH=8.8. 

Ініціаторами радикальної полімеризації є тетраметилетилендиамін та амоній 

персульфат.

Концентрацію білку перед завантаження його у лунки поліакриламідного 

гелю визначають за методом Бредфорда або ВСА.

Для завантаження в лунки готують фракції зразків з концентрацією 3 мкг на 

30 мкл буферного розчину для електрофорезу, додаючи в-меркаптоетанол. 

Розчини нагрівають на водяній бані впродовж 7-10 хвилин за температури, що 

перевищує 100°С.

Скляні скельця з отриманим поліакриламідним гелем вносять в камеру для 

проведення електрофорезу «Mini-PROTEAN® Tetra», яку попередньо 

заповнюють буферним розчином для електрофорезу та виставляють напругу в 

100 В , після чого натискають кнопку «Run» (пуск).
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Час проведення електрофорезу— півтори години.

Отриманий гель фіксується в розчині етанолу та льодяної етанової кислоти, 

фарбується розчином барвнику Coomassie Brilliant blue R 250 та промивається 

етанової (оцтової) кислотою з концентрацією 10%.

Результатом проведення електрофорезу є пластина з поліакриламідним 

гелем, зображення якої наведено в п. 3.4.

Для перевірки активності та специфічності отриманих антитіл 

коронавірусної інфекції, які одержані в пункті 2.7, використовують постановку 

імуно-ферментного аналізу (ІФА, ELISA) за сендвіч методом:

Проведення перевірки за методом ІФА відбувається послідовно за такими 

етапами:

- Інкубація з буферним розчином для ІФА 1 годину за температури 37°С на 

полістиреновому планшеті;

- Промивання буфером для очистки 3 рази без замочування;

- Інкубація з кон’югатом до антитіл (кон’югованими антитілами вівці до 

антитіл людини/кроля міченими пероксидазой хрону та кон’югованими 

антитілами кроля до антитіл вівці міченими пероксидазой хрону) 

впродовж 40 хв за температури 37°С.

- Промивання 5 разів буферним розчином для очистки без замочування.

- Додавання ТМБ та інкубація 10 хвилин при кімнатній температурі.

- Додавання 5% розчину сульфатної кислоти для зупинення реакції.

- Фіксація результатів на аналізаторі імуно-ферментних реакцій за 

довжини хвилі 450 нм.

Результати ІФА наведені в таблиці 3.3. Проведення аналізу дає змогу 

визначити не тільки ступінь очистки антитіл, а й прогнозувати його функції і 

подальше можливе використання.
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РОЗДІЛ 3. АНАЛІЗ І УЗАГАЛЬНЕННЯ РЕЗУЛЬТАТІВ ДОСЛІДЖ ЕННЯ

3.1. Вибір методу синтезу сорбента для проведення афінної хроматографії

Для одержання N-антигену та tN-антигену коронавірусу людини з лізату 

бактерій або супернатанту в ферментативній рідині, було використано метод 

метал-афінної хроматографії. Для цього був синтезований сорбент на основі 

агарози.

Сорбент для проведення метал-афінної хроматографії може бути придбаний 

або при необхідності синтезований в лабораторії. На ринку біотехнологічного 

обладнання переважають матриці, що синтезовані на основі агароза з подальшою 

модифікацією структури полісахариду. Це можливо пояснити стійкістю 

сорбенту до жорстких умов в порівнянні з целюлозою та іншими полімерами.

Для синтезу сорбенту проводять приєднання йонів металів до агарози, їх 

прищеплюють за допомогою утворення стійких хелатних комплексів. Більш 

стійкі комплекси утворюються при додаванні на основу ліганда 2-ціаноетанової 

кислоти (нітрилооцтової кислоти, NTA). Для стійкого приєднання даної 

органічної структури необхідне використання похідних хромофору, таких як 

тріс(гідроксиметил)амінометан та диоксифлуоран (Oregon Green 488).

Альтернативним способом є приєднання комплексів з йонами Ніколу за 

допомогою взаємодії з карбоксильною групи 3-меркаптопропіонової кислоти. 

В результаті утворюється сполука, яка прищеплена до поверхні агарозного гелю 

ковалентно і містить хелатний комплекс з йоном металу. Потім одержаний 

сорбент зберігають в розчині етанолу 20% для запобігання гідролізу. При потребі 

у використанні сорбенту, його обережно перемішують й вносять у 

хроматографічну колонку. Матеріалом хроматографічної колонки може 

слугувати пластик (поліпропілен, фторопласт та ін.), скло та метали.
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3.2. Оптимізація умов для синтезу імуно-афінного сорбенту з білковим 

лігандом

Задля економії отриманого рекомбінантного білку та створення матриці з 

найбільш доцільним було підібрати метод для найбільш ефективної сорбції білку 

на поверхню сорбенту.

Для моделювання створення сорбенту використано реакція сорбції на High 

Density Aminoethyl 6BCL (6BCL-FM3-1000), як білкові ліганди використовують 

гамма-імуноглобуліни людини, отримані із сироватки людської плазми.

Для перевірки ефективності сорбції білку на аміноагарозній матриці 

проводять прищеплення білкового ліганду. Прищеплення було проведено зі 

змінами концентрацій та умов.

Модельний синтез сорбенту відбувся з використанням дистильованої води як 

розчинника для білкової сполуки (початкова концентрація 10 мг/мл) і зі зміною 

концентрації EDC для зв’язування ліганду.

Механізм реакції прищеплення білкових лігандів представлений на рис. 3.1.
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Рис. 3.1. Схема синтезу сорбенту з використанням білкового ліганду



Порівняння сорбції білкової молекули до аміноагарози проводять за 

визначенням концентрацій початкового розчину білку та розчину білку після 

сорбції в розчині. Розраховують відсоток сорбції білку за рівнянням 3.1 ;

8 = Срозч ■ (3 .1 )
С поч ’ 4 7

де Б - відсоток сорбції білку (%) ;

Срозч—концентрація розчину білкового ліганду після проведення 

сорбції;

Споч—концентрація розчину білкового ліганду до нанесення.

Вимірювання концентрації розчину білку відбувається за допомогою 

використання спектрометричних методів та методів кількісного аналізу, 

спираючись на реакції взаємодій між солями міді за типом реакцій Лоурі. 

Використовують середнє значення концентрацій після вимірювання їх 

відповідно до значень оптичних густин за довжини хвилі в 280 нм (рівн. 3.2) або 

з використанням метода ВСА (біцинхонінової кислота) й виміру за довжини 

хвилі в 595 нм. (рівн. 3.3).

С = —  • ■к (3.2)1,36 4 7

де С -  концентрація розчину білка;

В — оптична густина розчину білка;

к -  коефіціент кількісті разів розведенння білку (з використанням 

дистильованої води);

1,36 - експериментально визначений коефіцієнт.

Розрахунок концентрації розчину білку за коефіцієнтом оптичного 

поглинання відбувається методом ВСА з використанням комерційного розчину 

для аналізу (рівн. 3.3). Калібрування проводять зі стандартом розчину бичачого 

сироватного альбуміну з відомою концентрацією в 2 мг/мл, 1,5 мг/мл та 1 мг/мл.
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п Оптична густина калібрувальної проби 7 ^  /т тл
Сза ВСА 77 ■ • ' к ' • Скалібр. проби (3-3)Оптична густина аналізованого розчину

де Сза в с а  -  концентрація розчину білка;

к -  коефіцієнт кількісті разів розведенння білку (з використанням 

дистильованої води);

Скалібр. проби -це точно концентрація білкового розчину, за яким порівнюють 

значення білку;

оптична густина -експериментально визначене значення в ході проведення 

реакції.

Результати розрахунків сорбції при проведенні модельного синтезу наведені 

в наступних табл. 3.1 та рис. 3.2.

Таблиця 3.1. Вплив кількості ББС на сорбцію білка
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№ V сорбенту, 
мл

ББС,
г/мл

%
сорбції

1 0,15 44
2 0,17 56
3 1 0,19 60
4 0,21 61
5 0,25 62

Попри поступове збільшення ББС, його вплив на сорбцію білку майже не 

змінювався після перевищення 0,19 г на 1 мл суспензії.

Результати сорбції антитіл з використанням різних буферних розчинів та 

дистильованої води представлені в табл. 3.2.

Таблиця 3.2. Залежність впливу буферного розчину на сорбцію білку

МББ 0,1% РББ 0.05М КаСІ 0,15 М 6И20

Сорбція білку, % 75 56 50 60
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Вплив кількості EDC на сорбцію білку.

0.15

60% 61% 62%
56%■

44%

0.17 0.19 0.21 0.25

Рис. 3.2. Графік залежності впливу кількості ББС на сорбцію білку.

Підбір найбільш ефективного буферного розчину відбувався при порівнянні 

сорбції антитіл з дистильованою водою (рис. 3.3).

Найефективнішим буферним розчином виявився MES 0,1%.
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Рис. 3.3. Графік залежності впливу буферного розчину на сорбцію білку.

Оптимальні умови сорбції білку залежно від виду буферного середовища та 

його рН представлені в табл. 3.3 та рис. 3.4.



Таблиця. 3.3. Вплив умов середовища на синтез сорбенту

40

№ V,
мл

ББС,
г/мл

МББ,
% pH %

сорбції
Буферна
система

1 4 53
2 4,5 68
3 5 77 МББ 0,1%4 5,5 82
5 6 80
6 1 0,19 0,1 6,5 74
7 7 60 ёН 20
8 7,5 53
9 8 50 РББ 0.05М10 8,5 42
11 9 40

Залежність рН до сорбції білка
90

80

70

60

’§■ 50 ю о. о и
чр 40О4'

30 

20 

10 

0

Як з’ясувалося найбільше на сорбцію впливає рН середовища та 

концентрація ББС, концентрація білку не має особливого впливу на сорбцію 

білку на матрицю. Для цього, враховуючи фактор преципітації рекомбінантого

82
80

77

68

74

53

60

4 4.5 5 5.5 6 6.5 7 7.5 8 8.5 9

рН

Рис. 3.4. Вплив умов середовища на синтез сорбенту.



білку та експериментальний підбір умов попередньо для синтезу по 5 мл 

аміноагарози.

Синтез сорбенту відбувся згідно з умов розроблених спираючись на значення 

попереднього експерименту.

Дані по синтезу і експлуатації сорбенту N- COVID-AM3-sepharose

Синтез відбувався на 5 мл матриці ( AM3-6BCL-Sepharose ABT ),

використовували рекомбінантний N-Ag-COVID молярна маса -  40kDa.

Використано 90 мг білку та 12 грам EDC. Залишок після сорбції становив 

39,6% , що показує, що ефективність наближається до 60%.

Дані по синтезу і експлуатації сорбенту tN- COVID-AM3-sepharose

Синтез відбувався на 5 мл матриці ( AM3-6BCL-Sepharose ABT ),

використовували рекомбінантний tN-Ag-COVID молярна маса -  13kDa.

Використано 96 мг білку за концентрації 1,6 мг/мл та 13 грам EDC. Залишок 

після сорбції становив 42% , що показує, що ефективність наближається до 55%.

Залишок білку був збережений для подальшої роботи.

3.3. Методика одержання білкового ліганду

Для отримання достатньої кількості N-антигену та tN-антигену 

коронавірусу людини було використано рекомбінантні технології. Векторно - 

модифіковану плазміду, що має в своїй структурі лактозний оперон та

резистентність до канаміцину і хлорамфеніколу було вбудовано в культуру

бактерій Escherichia coli за допомогою фізикохімічних методів. Використовуючи 

ферментативні методи було отримано близько 500 грам біомаси.

Схема одержання рекомбінантних білків коронавірусу-19 представлена 

на рис. 3.5.

Очищений за такою методикою білок містить у своєму складі значну 

кількість імідазолу, що може негативно вплинути на кон’югацію. Для
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позбавлення від нього використовують діаліз. Діаліз відбувається з 

використанням мембран.

Рис 3.5. Схема одержання рекомбінантних білків коронавірусу.



Виділеними антигенами нуклеокапсидного білку коронавірусу було 

проімунізовано вівцю та кролів К-антигеном коронавірусної інфекції-19.

Після цього були відібрані аліквоти сироватки крові для подальшого аналізу 

ефективності сорбентів.

3.4. Перевірка ефективності одержаних сорбентів

Після завершення синтезу відбулось експериментальне нанесення 

сироваток крові для перевірки на можливість подальшої сорбції антитіл.

З метою порівняння селективності антитіл та специфічності імуно-афінного 

сорбенту було використаний різний біоматеріал сироваток крові для 

хроматографічного нанесення: імунізований повнорозмірним нуклеокапсидним 

білком коронавіросної інфекції-19 кріль, імунізована повнорозмірним 

нуклеокапсидним білком коронавіросної інфекції-19 вівця та сироватка крові 

людини після хвороби.

Сироватку крові очистили центрифугуванням на 4000 обертах за хвилину та 

додали до отриманого біоматеріалу натрій хлорид, щоб в кінцевому результаті 

концентрація солі становила 0.5 моль на в розрахунку на 1 літр. Додавання натрій 

хлориду зменшує неспецифічну взаємодію.

Результати виділення антитіл з біоматеріалу та характеристика виснаження 

біоматеріалу сироватки крові вівці та сироватки крові вівці на 

сорбенті з К-антигеном представлені в табл. 3.2 та рис. 3.6, 3.7.
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Таблиця 3.2. Результати виділення антитіл з біоматеріалу

Сорбент

Отримано білку, мг
Біоматеріал для нанесення

Сиворотка крові вівці 
імунізованої 

р екомб інантним 
нуклеокапсидним білком 

(90 мл)

Сиворотка крові кроля 
імунізованого 

рекомбінантним 
нуклеокапсидним білком 

(12 мл)

Сировотка крові людини 
після захворювання на 

коро на вірусну інфекцію 
(3 мл)

ІчІ-СОУГО-АМЗ-Б 8 0,63 0,8
ЙЧ-СОУГО-АМЗ-Б 2,7 0,4 0,57
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Рис. 3.6. Характеристика виснаження біоматеріалу сироватки крові вівці
на сорбенті з К-антигеном.
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Рис. 3.7. Характеристика виснаження біоматеріалу сироватки крові вівці
на сорбенті з іК-антигеном.

Результатами цих експериментів підтверджують ефективність синтезованих 

імуно-афінні сорбентів (матриць), які здатні застосовуватися для всіх типів 

сироваток крові.



Попри те, спостерігається, що залежно від сироватки крові імунна відповідь 

є різною, і найбільшою є для сироватки крові людини, що не проходила 

імунізацію (рис. 3.8).
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Рис 3.8. Зображення піків при нанесенні сироватки крові людини, що містять
антитіла до SARS-CoV-2.

3.5. Перевірка на чистоту отриманих антигенів та антитіл до 

коронавірусної інфекції-19

Для визначення чистоти антитіл та антигенів проводять розділення 

електрофорезом отриманих фракцій антитіл.

за методом Бредфорда або методом Лоурі визначають концентрацію білку, 

яка є необхідною для завантаження білку у лунки електроферезного 

поліакриламідного гелю.

Результатом проведення електрофорезу є пластина з поліакриламідним 

гелем, зображення якої наведено на рис. 3.9 та табл. 3.3.
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70 кРа 
55 кОа 
40 кОа

ЗО кОа 
25 кОа

15 кОа

Рис. 3.9. Знімок поліакриламідного геля білків отриманих для 

подальшого сорбування, лунки зліва направо:

Таблиця 3.3. Молекулярна маса нуклеокапсидних білків

Тип білку Маса, кДа

N білок вірусу SARS-CoV-2 40

«Зрізаний» N-NTD вірусу SARS-CoV-2 13

N-CTD вірусу SARS-CoV-2 25

^ ■ Ж О ’’ вірусу SARS-CoV-2 11

Віднесення лунок поліакриламідного гелю до матеріалу, що був нанесений.

1) Page Ruler Marker #26616 ThermoScientific,

2) Albumin Standart #23209 ThermoScientific,

3) Повнорозмірний N-антиген вірусу SARS-CoV-2,

4) N-NTD, N-частина N-антигену вірусу SARS-CoV-2

5) N-CTD, С-частина N-антигену вірусу SARS-CoV-2
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6) N-NTD обрізана N-частина N-антигену вірусу SARS-CoV-2,

7) Page Ruler Marker #26616 ThermoScientific.

Спираючись на масу антигенів: рекомбінантного N-Ag-COVID, що становить 

40kDa та рекомбінантного tN-Ag-COVID з масою в 13kDa , спостерігаємо збіги 

з масою на пластині гелю.

Отже, було виявлено, що чистота продукту перевищувала 90% і його можна 

використовувати для синтезу сорбенту.

Для підбору оптимальної методики та покаращення сорбції антитіл/антигену 

на аміноагарозу було проведено синтез сорбентів (матриць) за різних умов.

Білок, який сорбувався на поверхню матриці, - це людські моноклональні 

антитіла IgG. Оптимальними умовами проведення досліду виявилися такі : 

рН 6.0, білок має бути розчинений в дистильованій воді або в натрій 

карбонатному буферному розчині (рН=8.0). Наявність натрій хлориду за 

концентрації, що перевищує 0,25М, та фосфатної буферної системи зменшує 

остаточну сорбцію.

Аналіз зображеннь на світлинах поліакриалмідного гелю (рис. 3.10) дозволяє 

зробити висновок, що для всіх отриманих антитіл характерною є досить висока 

чистота (підтверджується присутність антитіл класів IgG, IgM та IgA).

Активність отриманих антитіл перевірялась з використанням методу ІФА.

Для цього на полістиреновий планшет в різні лунки було нанесено по 0,5 мкг 

антигенів на кожну лунку в 100 мкл фосфатного буферного розчину (NaCl 0,15 

M, PB 0,05 M, pH 7.2) . Сорбція проводилась протягом 16 годин за температури 

+4°С. Опісля завершення вміст лунок було відмито 300 мкл розчину для 

відмивки 3 рази без замочування.

По завершенні сорбції планшет блокують розчином для блокування 100 мкл 

на лунку й переносять в термошафу за температури в 37°С на 2 години. Планшет 

відмивають по 300 мкл буферного розчину для відмивки 5 раз без замочування.
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Рис. 3.10. Зображення поліакриламідних гелів антитіл до И-, ІИ-СОУГО

Для перевірки активності антитіл 10 мкл отриманих розчинів з відомою 

концентрацією вносять в лунку полістиренового планшету, сорбованого 

антигенними білками . До них додають 90 мкл фосфатного буферного розчину 

(КаСІ 0,15 М, РВ 0,05 М, pH 7.2) й інкубують півтори години за 37°С. 

Відмивають 3 рази по 300 мкл розчином для відмивки. Вносять по 100 мкл 

приготованого кон’югату з відомим титром.

Для виявлення антитіл:

- кроля -  антитіла вівціі до антитіл кроля мічені пероксидазою хрону;

- людини -  антитіла вівціі до антитіл людини мічені пероксидазою хрону;

- вівці -  антитіла кроля до антитіл вівці мічені пероксиазою хрону;

Інкубують 40 хвилин за температури 37°С, лунки відмивають по 300 мкл 

розчину для відмивки 5 раз без замочування.

Декантують залишки рідини механічно та вносять 100 мкл субстрату ТМБ, 

інкубують 10 хвилин у темному місті. По завершенні вносять 5% розчин 

сульфатної кислоти.



Результати отримують за допомогою аналізатору імуноферментних реакцій 

за довжини хвилі в 450 нм (табл. 3.4).
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Таблиця 3.3. Результати ІФА отриманих антитіл

Значення оптичної густини
Біоматеріат для нанесення

Сорбент Антитіла вівці проти 
нуктеокапсндного білку 

коронавіруса

Антитіла кроля проти 
нуклеокапсидного білку 

коронавіруса

Антитіла людини проти 
нуклеокапсидного білку 

коронавіруса
N-00X10- АМЗ-Б 3.076 2.954 2.459
N-00X10-АМЗ-Б 3.033 3.003 2.601
І̂ СОХТО-АМЗ-Б 2.48 1.772 1.453
І̂ СОХТО-АМЗ-Б 2.556 1.821 1.487
Фонове значення 0.061 0.056 0.057



so

ВИСНОВКИ

1. Аналізом літературних джерел при порівнянні структур повнорозмірного 

та зрізаного N-кінцевого нуклеокапсидних білків SARS-CoV-2 доведено 

здатність матриць до імуно-афінної сорбції всіх антитіл.

2. Визначено, що напрацювання необхідної кількості антигенів відбувається 

з використанням рекомбінантних технологій з модифікацією культури бактерій 

кишечної палички для економії ресурсів при виробництві.

3. Встановлено експериментальним шляхом оптимальні умови для синтезу 

матриць на прикладі створення афінних сорбентів з лігандами очищених 

гамма імуноглобулінів людини: рН середовища 5.5 ; буферна система 

0,1% МЕС ; та 0,19 г ЕДС на 1 мл суспензії . Афінний сорбент обов’язково 

промивають 10 об’ємами дистильованої води. Оптимальний час інкубації 

складає 4 години за кімнатної температури (+20°) або 16 годин при +4°С.

4. Доведено, що ефективне очищення антигенів відбувається з отриманої 

біомаси методом метал-афінної хроматографії і має бути проведений 

порівнюючи з вірусним лізатом та методом електрофорезу в 

13% поліакриламідному гелі. Отримані антигени мають бути продіалізовані та 

використані в подальшому для синтезу сорбенту.

5. Встановлено розділення антитіл всіх класів незалежно від їхнього 

походження, що підтверджується порівняльною характеристикою при нанесенні 

біоматеріалу сироватки крові імунізованих тварин (вівця/кріль). Незалежно від 

використаного виду нуклеокапсидного білку відбувалося зв’язування з білковою 

молекулою.

6. Результати ферментного імуносорбентного аналізу та вестерн блоттингу 

підтвердили активність антитіл.
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