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Трансферрин (Tf) в плазме крови существует в двух формах: железосодержащей holo-Tf и железо- 
несодержащей apo-Tf формах. Количественное соотношение этих форм в плазме крови человека –  
важный биохимический маркер заболеваний, связанных с дефицитом или избытком железа. При- 
менение метода поляризационного флуоресцентного иммуноанализа (FPIA) и использование 
рекомбинантных нанотел верблюда в качестве распознающего реагента для экспрессного определения 
holo-Tf и apo-Tf позволит разработать быстрые метод определения двух конформаций трансферрина. 
Синтезированы и охарактеризованы конъюгаты нанотел верблюда aTf1 и aTf2 к holo- и аpo-формам 
Tf человека c флуоресцеинизотиоцианатом (FITC). Подобраны концентрации конъюгатов FITC-
aTf1 и FITC-aTf2 (2.5–5 нМ) с оптимальным соотношением сигнал/шум и исследована кинетика 
связывания FITC-aTf1 и FITC-aTf2 с holo- и apo-Tf методом поляризации флуоресценции. Показано, 
что полное связывание конъюгатов FITC-aTf1 и FITC-aTf2 с holo- и apo-Tf наблюдается через 15 и  
5 мин инкубации соответственно. Определены равновесные константы диссоциации комплексов 
FITC-aTf1*holo-Tf и FITC-aTf2*apo-Tf, которые составили 30.7 ± 0.3 и 15.3 ± 0.2 нМ, соответственно. 
Продемонстрировано, что инкубация конъюгатов FITC-aTf1 и FITC-aTf2 с другими белками 
человека – лактоферрином, сывороточным альбумином и лизоцимом – не приводит к изменению 
сигнала поляризации флуоресценции, что свидетельствует о высокой специфичности анализа. 
Показано, что пары реагентов FITC-aTf1/apo-Tf и FITC-aTf2/holo-Tf не демонстрировали связывания 
между собой, что подтверждает аффинность конъюгатов FITC-aTf1 и FITC-aTf2 к holo- и apo-Tf, 
соответственно. В данной работе показана возможность определения двух форм трансферрина в 
физиологических жидкостях человека методом FPIA, которое может иметь диагностическое значение, 
а применение портативного флуоресцентного анализатора позволит проводить данный анализ вне 
стен специализированных лабораторий.
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ВВЕДЕНИЕ

Метаболизм железа – один из самых сложных 
процессов в организме млекопитающих, в ко- 
тором участвуют многие органы и ткани, такие 
как кишечник, костный мозг, селезенка, печень 
и др. [1, 2]. Трансферрин (Tf) плазмы крови 
играет центральную роль в метаболизме железа, 
осуществляя его транспорт между тканями ор- 
ганизма в растворимой и нетоксичной форме и 
играя защитную роль в связывании свободного 
железа [3, 4].

Трансферрин представляет собой гликопротеин 
(~680 а.о.) с массой 80 кДа. Tf состоит из двух 
гомологичных N- и C-долей, каждая из которых 
связывает по одному иону Fe3+ [5]. N-концевая 
доля состоит из остатков 1–330, C-концевая – 
из остатков 340–680, и эти две доли соединены 
небольшой пептидной последовательностью (ос- 
татки 330–340) [5].

К трансферринам принадлежит собственно 
белок под названием трансферрин, а также сы- 
вороточный трансферрин, овотрансферрин, лак- 
тоферрин, меланотрансферрин и некоторые дру- 
гие. Гепатоциты вырабатывают сывороточный 
трансферрин, находящийся в сыворотке, спинно- 
мозговой жидкости и т.д. Клетки эпителия сли- 
зистых оболочек вырабатывают лактоферрин (LF),  
который обнаруживается в молоке [6], слезе, слюне,  
а также в клетках крови, таких как нейтрофилы и 
лейкоциты [7]. Овотрансферрин обнаруживается 
в белке птичьего яйца.

Трансферрины образуют важнейшую систему 
регуляции железа, доставляя его из кишечника 
или мест разрушения гема в пролиферирующие 
клетки. Таким образом, трансферрин играет жиз- 
ненно важную роль как в гомеостазе железа, 
так и при заболеваниях, связанных с недос- 
татком железа в организме, например, при ане- 
мии, функциональном железодефиците у онко- 
логических больных, патологии печени и почек 
и др. [8–13].

При связывании с ионами железа трансферрин 
претерпевает конформационные изменения. 
Без связанных ионов железа молекула Tf де- 
монстрирует открытую конформацию (apo-
форму, apo-Tf), тогда как связывание ионов 
железа приводит к образованию компактной 
структуры белка (закрытая конформация, holo-
Tf) [14, 15]. Наличие (отсутствие) полостей при 

высвобождении (связывании) ионов железа ока- 
зывается наиболее характерным структурным 
изменением белка. Конформационное изменение, 
связанное с переходом между формами holo- и 
apo-трансферрина, влияет на относительную 
ориентацию N- и C-долей внутри молекул Tf, сое- 
динительная область между ними перестраива- 
ется [8]. Структурные изменения трансферринов 
были хорошо изучены как экспериментально, так 
и с помощью компьютерного моделирования [14]. 
Наиболее подходящим диагностическим тестом 
на дефицит или избыток железа служит определе- 
ние железосодержащей и железонесодержащей 
форм трансферрина [16–18]. Таким образом, 
выявление соотношения holo- и apo-форм транс- 
феррина может быть достаточно информативным 
источником содержания железа в организме.

Состояния как дефицита, так и избытка же- 
леза вредны для здоровья человека [10]. Важным 
биохимическим маркером содержания железа в 
организме служит индекс насыщения трансферрина 
(TSAT), который отражает долю связанного с 
трансферрином железа от общего количества 
связующих сайтов этого белка. Определение 
TSAT получило широкое распространение в связи 
с доступностью таких методов измерения, как 
колориметрия [19], турбидиметрия, нефелометрия 
и иммунохимия [9].

Отношение количества трехвалентного же- 
леза, связанного с Tf, и максимального коли- 
чества железа, которое Tf может связать (об- 
щая железосвязывающая способность, TIBC), 
определяется как процент насыщения транс- 
феррина (TSAT). Этот клинический параметр 
отражает содержание железа в организме, поэтому 
для диагностики как дефицита, так и избытка 
железа его используют в сочетании с другими 
биомаркерами сыворотки крови, такими как 
ферритин, сывороточный растворимый рецептор 
Tf (TfR) и/или гепсидин [9, 11, 20, 21]. Более того, 
высокий уровень TSAT был предложен в качестве 
биомаркера риска различных болезней, таких 
как сердечно-сосудистые заболевания, сахарный 
диабет и рак [9, 11]. Результаты нескольких кли- 
нических и доклинических исследований пока- 
зали, что повреждение головного мозга, вы- 
званное ишемией, увеличивается в результате 
предшествующей системной перегрузки организма 
железом [9, 11, 20]. TSAT обычно рассчитывается 
по отношению сывороточного железа к TIBC [9]:
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.              (1)

Оба параметра измеряются в клинических ла- 
бораториях колориметрическими методами [9]. 
Содержание сывороточного железа определяется 
напрямую с использованием хромофоров, таких 
как феррозин или батофенантролин [9, 22]. Из- 
мерение TIBC можно проводить как прямыми, 
так и непрямыми методами [23, 24], однако они 
ненадежны, поскольку предполагают, что все сы- 
вороточное железо связано с Tf [9, 25], но раз- 
личия в значении TSAT могут доходить до 35% 
среди некоторых коммерческих методов. Известен 
метод прямого определения TSAT с помощью 
электрофореза с таким реагентом, как мочевина, 
позволяющий отдельно определять apo- и holo-Tf. 
Этот метод оказался более точным и надежным, 
чем вышеупомянутые методы [26–29]. Однако 
он требует достаточно много времени для ана- 
лиза, его невозможно автоматизировать и миниатю- 
ризировать, что затрудняет использование данного 
метода в клинической практике.

Поэтому крайне необходима разработка новых 
биоаналитических подходов, которые позволят не 
только точно определять концентрацию транс- 
феррина, но также дифференцировать его железо- 
связанную (holo-Tf) и железонесвязанную форму 
(apo-Tf). Большой интерес вызывают методы, 
предполагающие использование на месте оказания 
медицинской помощи (POCT). В настоящее 
время POCT оказывается главным приоритетом 
Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ) 
[30]. Недорогие POCT-системы определения TSAT 
значительно ускорят и облегчат диагностику 
железодефицитной анемии и/или позволят принять 
быстрое решение при оценке распространения 
инсульта [29]. Для определения TSAT предложена 
РОСТ-технология, использующая сочетание ана- 
лизов на основе смартфона и бумажного носителя, 
поскольку смартфон обеспечивает простое ко- 
лориметрическое обнаружение и мобильность, 
а бумага является чрезвычайно недорогим рас- 
ходным материалом [31, 32].

В данной работе мы предлагаем новый подход 
к измерению концентраций различных форм 
трансферрина, основанный на определении ко- 
личеств apo- и holo-Tf методом поляризации 
флуоресценции (FP) с применением миниатюрных 
однодоменных антител – так называемых нанотел 
(Nb). Рекомбинантные Nb имеют небольшой 

размер (13–20 кДа) и могут демонстрировать 
константы равновесной диссоциации комплексов 
с антигенами в нано- и пикомолярном диапазоне, 
сравнимые с другими моноклональными анти- 
телами, т.е. небольшой размер Nb не оказывает 
отрицательного влияния на их аффинность [33–
35]. Nb демонстрируют высокую стабильность 
при воздействии высоких температур в течение 
длительного времени и способны повторно при- 
нимать исходную конфигурацию после дена- 
турации [36, 37]. Большим преимуществом Nb 
служит легкость их производства и относительная 
дешевизна по сравнению со стандартными моно- 
клональными антителами, поскольку они хорошо 
экспрессируются в бактериальных системах. 
Особая структура нанотел имеет ряд преимуществ 
относительно традиционных моноклональных 
антител. Паратопы нанотел могут связываться 
с вогнутыми частями молекул антигенов, часто 
недоступными для более крупных традиционных 
моноклональных антител [38, 39]. Данная особен- 
ность нанотел позволяет изучать конформацион- 
ные изменения в белках. Все эти характеристики 
в совокупности делают Nb идеальными функцио- 
нальными кандидатами для высокочувствитель- 
ных методов определения различных антигенов. 
В настоящее время проводится множество ис- 
следований и разработок по применению нанотел 
в диагностике рака [39], инфекционных болезней 
(COVID-19 и СПИД и т.д.) [39, 40], для быстрой 
и масштабируемой очистки белковых комплек- 
сов [41].

Недавно были получены и охарактеризованы 
высокоспецифические однодоменные антитела 
(нанотела), узнающие преимущественно holo- 
Tf (aTf1) или аpo-Tf (aTf2) [42]. Было показано, что 
параллельное использование иммуносорбентов, 
создаваемых на основе этих нанотел, позволяет 
выявлять изменения в относительной представ- 
ленности аpo- и holo-Tf в биологических жидкостях 
человека. Увеличение относительной доли аpo-Tf 
в биологических жидкостях выявлено при ряде 
онкологических заболеваний человека [12, 43].

Метод поляризации флуоресценции перспек- 
тивен для определения белков, их взаимодействий, 
вычисления кинетических параметров и т.д. [35]. 
Нанотела, ввиду своего небольшого размера, могут 
быть помечены флуоресцентной меткой и ис- 
пользованы в качестве распознающих реагентов в 
неконкурентном FP-анализе. Преимуществом FP-
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анализа служит маркировка только лиганда, тогда 
как методы с переносом флуоресценции требуют 
маркировки как мишени, так и лиганда.

Более прямым и экономичным методом ко- 
личественного определения и контроля кон- 
центрации Tf в моче с помощью специфических 
нанотел может стать неконкурентный формат 
поляризационного флуоресцентного иммуно- 
анализа (FPIA), не требующий длительной пробо- 
подготовки образцов. Ранее мы показали принци- 
пиальную возможность применения этого метода 
для определения высокомолекулярных белков 
(на модели лактоферрина человека) в разбав- 
ленном молоке при использовании в качестве 
распознающего реагента флуоресцентно-мечен- 
ных однодоменных антител существенно меньшего 
размера, чем детектируемый белок [35].

Трансферрин человека, как уже упоминалось 
выше, при связывании с железом претерпевает 
конформационные изменения, и apo-форма Tf 
трансформируется в железосодержащую holo- 
форму. В данной работе рассмотрена возможность 
применения в методе FPIA в качестве распоз- 
нающих реагентов полученных ранее реком- 
бинантных однодоменных миниатюрных нанотел 
верблюда для определения apo- и holo-форм транс- 
феррина в физиологических жидкостях организма 
человека (плазма крови, моча).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В работе были получены и охарактеризованы 
FITC-меченные производные нанотел к holo-Tf 
(FITC-aTf1) и apo-Tf (FITC-aTf2). Соотношение 
белок/краситель aTf1(2)/FITC определяли по 
спектрам поглощения меченых антител в 10 мМ 
PBS (pH 7.4) по уравнению (2):

,                 (2)

где A492– оптическая плотность раствора FITC-
aTf1(2) на длине волны максимума поглощения 
FITC (492 нм), A280 – оптическая плотность об- 
разца на длине волны максимума поглощения 
антител (280 нм), εaTf – молярный коэффициент 
экстинкции нанотел aTf1 и aTf2 на длине волны 
280 нм, εFITC– молярный коэффициент экстинкции 
FITC на длине волны максимума поглощения 
(73 000 М−1 cм−1 ), C – фактор коррекции для FITC 
на длине волны 280 нм (c = 0.35).

Соотношение aTf1(2)/FITC составило ~1 : 2; оно 
оказалось оптимальным, поскольку дальнейшее 
увеличение соотношения белок/краситель не 
приводит к увеличению флуоресцентного сигнала.

Необходимым условием для разработки эф- 
фективных диагностических систем служит пол- 
ная характеристика специфичности и аффин- 
ности применяемых антител [35, 44]. Для ана- 
литического метода на основе FPIA важно опре- 
делить константы связывания антигена с анти- 
телом в растворе, которые могут существенно от- 
личаться от констант связывания с антителами, 
иммобилизованными на поверхности.

Для разработки протокола FPIA были вы- 
браны концентрации FITC-aTf1 и FITC-aTf2, 
дающие оптимальный сигнал интенсивности 
флуоресценции и стабильное значение поляриза- 
ции флуоресценции. При концентрациях в интер- 
вале 2.5–5 нМ соотношение сигнал/шум оказа- 
лось оптимальным [35]. Флуоресцентно-мечен- 
ные антитела FITC-aTf1 и FITC-aTf2 демонстри- 
ровали значение поляризации флуоресценции 
173 ± 1 и 180 ± 1 (mP) соответственно. При 
добавлении holo- и apo-Tf к рабочим растворам 
FITC-aTf1 и FITC-aTf2 значение FP увеличива- 
лось, что свидетельствовало о связывании белок/
aTf1 и белок/aTf2. Изучение кинетики связы- 
вание FITC-aTf1 с holo-Tf и FITC-aTf2 с apo-Tf 
показало, что при 25°С полное связывание на- 
блюдается через 5 и 15 мин инкубации соответ- 
ственно (рис. 1). Величина FP была стабильна в 
течение часа.

Рис. 1. Кинетика связывания конъюгатов FITC-aTf2 (1) 
и FITC-aTf1 (2) 2 нМ c apo- и holo-Tf соответственно. Ко- 
нечные концентрации apo- и holo-Tf – 3 мкг/мл; рН 7.4,  
25°С.
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На рис. 2 представлено изменение сигнала 
FP при связывании FITC-aTf1 и FITC-aTf2 с 
различными концентрациями holo- и apo-Tf 
соответственно. Можно видеть, что с ростом 
концентрации holo- и apo-Tf величина FP при 
взаимодействии с рабочими растворами FITC-
aTf1 и FITC-aTf2 увеличивается. Изменение 
поляризации флуоресценции (∆mP) составило 
~40 ед. Данная величина была получена благодаря 
применению однодоменных нанотел, имеющих 
небольшие молекулярные веса (~20 кДа). Кон- 
станты диссоциации (Kd) комплексов FITC-
aTf1*holo-Tf и FITC-aTf2*apo-Tf оценивали, как 
описано ранее [35].

Известно, что метод FPIA удобен для харак- 
теристики взаимодействий белок/лиганд [35]. 
Уравнение (3) описывает реакцию связывания 
конъюгатов FITC-aTf1 и FITC-aTf2 с двумя 
формами белка, holo-Tf и аро-Tf:

Tf + FITC-aTf  (Tf*FITC-aTf).           (3)

Kd для комплекса Tf*FITC-aTf выражается 
следующим образом:

.                      (4)

При условии, что исходная концентрация Tf и 
флуоресцентно-меченного нанотела близки, теку- 
щие концентрации Tf и FITC-aTf равны:

[Tf] = [Tf]0 – [Tf * FITC – aTf]

[FITC – aTf] = [FITC – aTf]0 – [Tf * FITC – aTf]. (5)

При этом уравнение (4) принимает вид:

. (6)

Если обозначить варьируемую концентрацию 
[Tf * FITC – aTf] символом Сх, то

.             (7)

Доля cвязанного трансферрина с нанотелом 
Fb (отношение концентрации связанного с анти- 
телом трейсера Cx к исходной концентрации трей- 
сера[FITC – aTf]0) определяется так:

,          (8)

где mP – наблюдаемая степень поляризации 
образца; mP0 – степень поляризации свободного 
флуоресцентно-меченного конъюгата FITC-aTf1 
или FITC-aTf2; mPmax – степень поляризации 
комплексов holo-Tf*FITC-aTf1 или apo-Tf*FITC-
aTf2 при полном связывании; Q – отношение 
интенсивностей флуоресценции связанной 
формы к свободной. При измерении сигнала по- 
ляризации флуоресценции образцов интенсив- 
ность флуоресценции комплексов holo-Tf*FITC-
aTf1 или apo-Tf*FITC-aTf2 не изменялась при 
связывании с антителами, поэтому Q = 1.

Выражение (7) преобразуется в квадратное 
уравнение, а Cx вычисляется как один из его 
корней. После подстановки решения уравнения (7) 
в выражение (8) получаем следующее уравнение:

,       (9)

где a = Kd + [FITC – aTf]0 + [Tf]0.
Kd для пар FITC-aTf2/apo-Tf и FITC-aTf1/

holo-Tf определяли с использованием постоян- 
ных концентраций конъюгатов нанотел с FITC, 
FITC-aTf2 и FITC-aTf1, она составила 2.0 нМ. При 
данных концентрациях флуоресцентно-меченных 
нанотел детектировались устойчивые значения 
сигнала FP и интенсивности флуоресценции, оп- 
тимальное соотношение сигнал/шум. Концен- 
трации FITC-aTf1 и FITC-aTf2 были ниже ожи- 
даемой величины Kd и увеличивающихся кон- 
центраций holo- и apo-Tf, превосходящих ожи- 
даемую величину Kd. Концентрации holo- и apo-
Tf варьировали от 0 до 0.5 мкМ. Величины FP 
(mP) были аппроксимированы по уравнению (9) 
(рис. 3) и вычислены Kd. Равновесные Kd комп- 
лексов FITC-aTf2*apo-Tf и FITC-aTf1*holo-Tf 
составили 15.3 ± 0.2 и 30.7 ± 0.3 нМ соответ- 

Рис. 2. Изменение сигнала FP в зависимости от кон- 
центрации apo-Tf (1) и holo-Tf (2) в присутствии 2.5 нМ 
FITC-aTf2 (1) и FITC-aTf1 (2); рН 7.4, 25°C.
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ственно. Как видно, оба антитела имеют доста- 
точно низкие Kd,что свидетельствует о высокоаф- 
финном связывании с соответствующими фор- 
мами трансферрина.

Специфичность полученных нанотел FITC-aTf1 
и FITC-aTf2 была изучена дополнительно. Белки, 
входящие в состав матрицы физиологических 
жидкостей, как и белки, которые часто исполь- 
зуются в приготовлении буферов или структурно 
подобные трансферрину, потенциально могут 
влиять на значение сигнала FP и на точность 
анализа. Мы исследовали специфичность связы- 
вания нанотел FITC-aTf1 и FITC-aTf2 с рядом 
других белков – лактоферрином человека (HLF), 
сывороточным альбумином быка (BSA) и че- 
ловека (HSA), лизоцимом человека (HLYZ) – в 
неконкурентном FPIA. К рабочим растворам 
нанотел FITC-aTf1 и FITC-aTf2 добавляли выше- 
перечисленные белки в концентрации 1 мг/мл 
и измеряли сигнал поляризации флуоресценции 
через 15 и 5 мин инкубации. При данных кон- 
центрациях потенциальных кросс-реагентов изме- 
нения сигнала FP практически не наблюдалось, 
что свидетельствует о высокой аффинности ис- 
пользуемых нанотел FITC-aTf1 и FITC-aTf2 к 
holo-Tf и apo-Tf соответственно (рис. 4).

Для определения концентрации apo-Tf и holo-
Tf были построены калибровочные зависимости 
изменения сигнала FP от концентрации соответ- 
ствующих белков (рис. 5). Точность эксперимента 
была продемонстрирована методом “введено/
найдено”. Были приготовлены два образца в 

буфере “искусственная моча” с известными кон- 
центрациями apo- и holo-Tf при их различном 
соотношении. В этих образцах были определены 
концентрации apo- и holo-Tf с использованием 
нанотел FITC-aTf2 и FITC-aTf1 соответственно, 
результаты представлены в табл.1.

Как видно из данных табл. 1, процент от- 
крытия apo- и holo-Tf составляет 93–112%, что 
свидетельствует о возможности определения двух 
форм белка в реальных образцах. Из этих экспе- 
риментов видно, что в тесте “введено/найдено” 
концентрации apo-формы белка несколько выше, 
чем holo-формы. Это может быть вызвано тем, что 
в буфере holo-форма может незначительно терять 
железо, и концентрация железосвязанной формы 
cнижается, а свободной формы – увеличивается.

Рис. 3. Зависимость соотношения концентрации свя- 
занного с антителом трейсера Cx к исходной концен- 
трации трейсера FITC-aTf0-(Fb) от концентрации apo-
Tf (1) и holo-Tf (2) при постоянных концентрациях 
флуоресцентно-меченных нанотел FITC-aTf2 (1) и 
FITC-aTf1 (2) 2 нМ; рН 7.4, 25°C.

Рис. 4. Специфичность нанотел FITC-aTf1 и FITC-aTf2 
при взаимодействии с другими белками; рН 7.4, 25°C.

Рис. 5. Линейный диапазон калибровочных зави- 
симостей для определения apo-Tf (1) и holo-Tf (2); 
рН 7.4, 25°C.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы. FITC (флуоресцеинизотиоцианат, 
изомер 1, Sigma-Aldrich, США), верблюжьи 
нанотела против holo- и apo-трансферрина че- 
ловека – aTf1 (20.1 кДа) и aTf2 (20.0 кДа) соот- 
ветственно, были наработаны как описано ранее 
[44], лактоферрин человека (HLF), holo- и apo-
трансферрины человека (holo-Tf и apo-Tf), бычий 
сывороточный альбумин (BSA), сывороточный 
альбумин человека (HSA), лизоцим человека 
(HLYZ) (Sigma-Aldrich, США).

Получение флуоресцентно-меченных нано- 
тел к holo-Tf (aTf1) и apo-Tf (аTf2). Полученные 
нанотела aTf1 и aTf2 конъюгировали с FITC, как 
описано ранее [35], с некоторыми модификациями. 
К 100 мкл нанотел с концентрацией 1 мг/мл 
(50 мкМ) aTf1 и аTf2 в 0.05 М PBS (pH 7.4) до- 
бавляли 10 мкл FITC в 0.1 М карбонатном бу- 
фере (рН 9) до конечной концентрации 250 мкМ. 
Выдерживали растворы 2 ч при комнатной тем- 
пературе. Непрореагировавший FITC удаля- 
ли ультрафильтрацией реакционных смесей 
(9000 об/мин, 10 мин) через фильтры Amicon® 
Ultra (Merck Millipore, Германия), 0.5 мл, с низкой 
сорбцией белка и фильтром 3 кДа. Операцию 
повторяли несколько раз до снижения оптической 
плотности раствора при λ492 до фоновых значе- 
ний буфера. Полученные конъюгаты FITC-aTf1 
и FITC-aTf2 характеризовали спектрофотомет- 
рически как по содержанию белка, так и по сте- 
пени модификации аминогрупп [35]. Концентра- 
ции антител определяли с использованием рас- 
четных коэффициентов экстинкции ε280 = 16 000 и 
26 150 M–1 cм–1 для aTf1 и aTf2 соответственно 
[42]. Молярный коэффициент экстинкции FITC = 
73 000 M–1 cм–1. Соотношения FITC/aTf1 и FITC/
aTf2 в очищенных конъюгатах составили ~2 : 1. 
Флуоресцентно-меченные конъюгаты FITC-aTf1 
и FITC-aTf2 были получены нами в трех незави- 

симых экспериментах, вариация сигнала FP для 
них не превышала 10%.

Неконкурентный FPIA был выполнен на пор- 
тативном флуориметре Sentry-200 (Ellie, США) 
λex/λem = 495/530 нм, как описано ранее [35]. 
Готовили растворы флуоресцентно-меченных 
нанотел FITC-aTf1 и FITC-aTf2 (TWS) так, чтобы 
интенсивность флуоресценции раствора состав- 
ляла ~200 тыс. ед. В пробирку из борсиликатного 
стекла (10 × 75 мм) помещали 950 мкл раствора 
антител, добавляли 50 мкл стандартного раствора 
apo-Tf или holo-Tf различных концентраций (0– 
1000 мкг/мл) и измеряли изменение сигнала поля- 
ризации флуоресценции (mP) и интенсивность 
исследуемого раствора после 5 или 15 мин инку- 
бации при 25°С. Строили калибровочную зависи- 
мость изменения сигнала FP от концентрации 
трансферрина, по которым определяли неиз- 
вестную концентрацию белка в образцах.

Специфичность конъюгатов FITC-aTf1 и 
FITC-aTf2. Перекрестные реакции FITC-aTf1 
и FITC-aTf2 с другими белками определяли, 
измеряя изменение сигнала FP при добавлении 
к 950 мкл рабочего раствора флуоресцентно-
меченных нанотел FITC-aTf1 и FITC-aTf2 50 мкл 
стандартных растворов бычьего сывороточного 
альбумина (BSA), сывороточного альбумина 
человека (HSA), holo- или apo-форм трансферрина 
человека, лактоферрина человека (HLF) и лизо- 
цима человека (HLYZ). Концентрации стандарт- 
ных растворов реагентов составляли 1 мг/мл. 
Каждый эксперимент был выполнен в двух пов- 
торах и трех аппаратных измерениях.

Тест “введено/найдено”. К 1 мл раствора бу- 
фера “искусственная моча” добавляли извест- 
ные концентрации apo- и holo-Tf, образцы инку- 
бировали в течение 15 мин, разбавляли в 2 раза 
и добавляли 50 мкл исследуемого раствора к 
950 мкл TWS FITC-aTf1 и FITC-aTf2, затем из- 
меряли изменение сигнала FP через 5 мин на  

Таблица 1. Результаты теста “введено/найдено”

Образец Форма Tf Введено, мкг/мл Найдено, мкг/мл Открытие, %

1
аpo-Tf 40 45.0 ± 1.5 112
holo-Tf 60 56.5 ± 1.0 93

2
apo-Tf 30 32.2 ± 1.3 106
holo-Tf 50 47.5 ± 1.1 94
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портативном флуориметре Sentry-200 (Ellie,  
США). По калибровочным зависимостям изме- 
нения FP сигнала от концентрации apo- и holo-Tf 
определяли концентрации белков и вычисляли 
процент открытия.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Синтезированы и охарактеризованы флуорес- 
центно-меченные производные нанотел aTf1 и 
aTf2, полученные к holo- и apo-формам трансфер- 
рина человека, имеющих закрытую и открытую 
конформации. Методом поляризации флуорес- 
ценции изучена кинетика связывания FITC-aTf1 
и FITC-aTf2 с holo-Tf и apo-Tf соответственно, 
рассчитаны Kd комплексов FITC-aTf1*holo-Tf 
и FITC-aTf2*apo-Tf. Полученные данные де- 
монстрируют высокую аффинность нанотел 
FITC-aTf1 и FITC-aTf2 к holo-Tf и apo-Tf со- 
ответственно. Важно отметить, что нанотело FITC- 
aTf1 не связывается с apo-формой Tf, а FITC-
aTf2 – с holo-формой, что позволяет различать 
трансферрин в различных конформациях. Показано, 
что полученные нанотела высокоспецифичны 
только к целевым белкам и не связываются с 
другими белками человека. Подобран формат и 
оптимизирован анализ двух форм трансферрина 
методом поляризационного флуоресцентного 
иммуноанализа. Показана возможность точного 
определения концентраций holo-Tf и apo-Tf с 
использованием рекомбинантных однодомен- 
ных миниатюрных нанотел верблюда к двум фор- 
мам трансферрина методом FPIA в физиологи- 
ческих жидкостях организма человека на при- 
мере буфера “искусственная моча”.

Точное определение концентраций и соотно- 
шения holo- и apo-форм трансферрина может 
быть полезным и важным критерием содержания 
железа в организме человека при диагностике 
различных заболеваний.
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Single-Domain Nanobodies for Determination  
of Conformational Changes in Transferrin and Their Use  

in Fluorescent Polarization Immunoassay
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*** Institute of Gene Biology Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 34/5, Moscow, 119334 Russia

A method for the synthesis of aTf1 and aTf2 nanobodies conjugates, previously obtained for human 
holo- and apo-transferrin (Tf) with fluorescein isothiocyanate (FITC), is proposed. The conjugates were 
used as tracers for the fluorescence polarization immunoassay (FPIA) method with nanobodies. Optimal 
concentrations of FITC-aTf1 and FITC-aTf2 conjugates (2.5–5 nM) were selected. Binding kinetics of 
FITC-aTf1 and FITC-aTf2 with holo- and apo-Tf was studied. A complete binding of FITC-aTf1 and 
FITC-aTf2 conjugates with holo- and apo-Tf was observed after 15 and 5 min of incubation, respectively. 
The equilibrium dissociation constants of FITC-aTf1*holo-Tf and FITC-aTf2*apo-Tf complexes were 
determined, which amounted to 30.7 ± 0.3 and 15.3 ± 0.2 nM. A high specificity of analysis was verified 
by the incubation of FITC-aTf1 and FITC-aTf2 conjugates with other human proteins, lactoferrin, serum 
albumin, lysozyme. A high affinity of the conjugates FITC-aTf1 and FITC-aTf2 to holo- and apo-Tf was 
also shown. The synthesized FITC-aTf1 and FITC-aTf2 conjugates have potential for determining trans-
ferrin various conformations in human physiological fluids. Thus, this work demonstrates the possibility 
of determining two forms of transferrin in human physiological fluids using the FPIA method, which may 
have diagnostic value, and the use of a portable fluorescence analyzer will allow this analysis to be carried 
out outside the walls of specialized laboratories.

Keywords: single-domain antibody, nanobodies, holo-transferrin, apo-transferrin, fluorescence polariza-
tion immunoassay


