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ОТРАБОТКА  МЕТОДИКИ ПРИГОТОВЛЕНИЯ КОНЬЮГИРОВАННЫХ
ПЕРПАРАТОВ  МОНОКЛОНАЛЬНЫХ АНТИТЕЛ

Борисенко А., Букеева А.Б.

В настоящей работе были апробированы методики приготовления
коньюгатов моноклональных антител с пероксидазой хрена и биотином, с целью
дальнейщего использования в иммуноферментном анализе. Для отбора наиболее
оптимального варианта  коньюгации  были апробированы несколько методик. На
основе результатов  исследований отобраны следующие методики
приготовления коньюгированных препаратов исследуемых антиидиотипических
антител.

Приготовление пероксидазного коньюгата моноклональных антител
штамма 7F10: к раствору пероксидазы хрена – 2 мг, добавляли 100 мкл 0,1 М
свежеприготовленного раствора перйодата натрия, перемешивали в течение 20
минут, затем  оставляли на диализ против  ацетатного буфера, на  ночь при 4°С.
Доводили рН раствора до 9,5 добавлением карбонатного буфера и немедленно
смешивали с антителами,  в соотношении 1:2. Коньюгацию осуществляли в
течение 2 часов при постоянном перемешивании в условиях комнатной
температуры.  Для удаления не связавшихся продуктов реакции добавляли
раствор боргидрида натрия и оставляли на 2 часа, при 4°С. Затем коньюгат
подвергали  диализу против  боратного буфера. Готовый препарат хранили в
растворе глицерина.

Для биотинилирования  антиидиотипических антител штамма 2G9
отобрали методику Hermanson, G.T. (Bioconjugate Techniques, Amsterdam&
Acad.Press, Elsevier, 2008). Антиидиотипические антитела предварительно
диализовали против 1000-кратного избытка 0,05 М К-фосфатного буфера, рН
7,4, содержащего 0,1 М NaCl.

Непосредственно перед началом эксперимента готовили раствор 2,5 мг/мл
биотин-N-гидроксисукцинимидного эфира в ДМСО (диметилсуль-фоксид). При
синтезе использовали 20-кратный мольный избыток биотин-N-
гидроксисукцинимидного эфира. К 200 мкл раствора антител (концентрация 1
мг/мл) в фосфатно-солевом буфере добавляли 3,85 мкл раствора биотин-N-
гидроксисукцинимидного эфира в ДМСО (концентрация 2,5 мг/мл). Смесь
инкубировали 2 ч при комнатной температуре и постоянном перемешивании.
Биотинилированные антитела диализовали 2 раза против 1000-кратного избытка
буфера в течение ночи.

Анализ результатов коньюгирования  в иммуноферментном анализе
показал удовлетворительные результаты.


