Синтез и функционализация поверхности наночастиц сложных оксидов железа моноклональными антителами для визуализации внутриклеточных структур методом просвечивающей электронной микроскопии
Иванова А.В.,1  Абакумов М.А.1,2
Аспирант, 3 курс
1Национальный исследовательский технологический университет «МИСиС»,
 Москва, Россия
2Российский национальный исследовательский университет имени Н.И. Пирогова , 
Москва, Россия
E–mail: super.fosforit@yandex.ru
Детальная визуализация многих биологических структур и процессов стоит за пределами возможности. Для исследования визуализации взаимодействия макромолекул в клетках в настоящее время широко применяется метод флуоресцентной микроскопии с разрешающей способностью до 20-50 нм. Получать изображения с разрешением меньше дифракционного предела, изучать широкий спектр материалов и структур на наноуровне стало возможным с появлением электронной микроскопии. Просвечивающая электронная микроскопия играет немаловажную роль в исследовании биологических объектов, молекул, микроорганизмов и фармацевтических препаратов. Возможности ПЭМ не ограничиваются получением изображений. Оснащение просвечивающего микроскопа дополнительной приставкой ЭДС (EDX) (энергодисперсионная рентгеновская спектроскопия, англ. energy–dispersive X-ray spectroscometry) позволит проводить элементный анализ и получать еще больше информации об исследуемом объекте. Биологические объекты состоят в основном из атомов с низким атомным весом, такие как углерод, кислород, азот, именно это обуславливает низкий контраст изображений биологических тканей. Для повышения контрастности изображения биологических объектов их подкрашивают с помощью соединений, содержащих атомы металлов, характеризующихся высокой электронной плотностью. Поиск новых высокоспецифичных зондов для визуализации внутриклеточных структур до сих пор остается актуальным. Создание конструкций, несущих в качестве метки катионы металлов, характеризующиеся высокой электронной плотностью, позволит использовать метод электронной микроскопии с ЭДС для одновременной детекции нескольких молекул или клеточных структур и увеличивать разрешение до 1-3 нм. 

В работе были получены высокоспецифичные зонды, несущие в качестве метки наночастицы сложных оксидов железа (Fe3O4, СоFe2O4, MnFe2O4, ZnFe2O4), которые синтезировали  методом термического разложения в высококипящем растворителе дибензиловом эфире, в присутствии поверхностно активных веществ – олеиновой кислоты и олеиламина. Морфологические исследования наночастиц были проведены методом просвечивающей электронной микроскопии. Методом рентгенофазового анализа была определена доменность синтезированных наночастиц. Методом атомно-эмиссионной спектроскопии (АЭС) было проведено исследование по определению количественного элементного состава. Ковалентную модификацию поверхности наночастиц осуществляли молекулами 3,4-дигидроксифенилуксусной кислоты, а также молекулами производными полиэтиленгликоля, что позволило получить гидрофильные монодисперсные наночастицы. 

Дополнительную функционализацию поверхности полученных наночастиц вторичными моноклональными антителами проводили карбодиимидным методом. Наличие антител в конъюгате определяли методом иммуноцитохимического анализа на клетках SC1 и клетках 4Т1 мыши. Было показано, что полученный высокоспецифичный зонд специфически связывается с белком  микротрубочек α-Тубулина. 
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