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 ВВЕДЕНИЕ

Гибридомная технология, разработанная Г. Ке�
лером и С. Мильштейном еще в 1975 г. [1] успеш�
но применяется во многих лабораториях в мире в
своем первоначальном формате. Получение спе�
цифических моноклональных антител (мкАТ),
как правило, требует серьезных усилий исследо�
вателей и финансовых ресурсов, не говоря уже об
элементе удачи. В настоящее время вся процедура
получения мкАТ занимает в лучшем случае около
70 дней. При необходимости получения мкАТ для
сэндвич�варианта иммуноферментного анализа
(ИФА), который требует наличия пары антител,
неконкурентно связывающих антиген, времен�
ные и материальные затраты увеличиваются мно�
гократно. Традиционно поиск пар�кандидатов
включает в себя получение достаточно большой
представительной панели гибридом�продуцентов
антигенспецифических мкАТ, наработку больших
объемов культуральной или асцитной жидкости,

 Сокращения: мкАТ – моноклональные антитела; рA27L –
рекомбинантный белок A27L вируса осповакцины; ФСБ –
фосфатно�солевой буферный раствор, ООЕ – оспообразу�
ющие единицы.
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выделение мкАТ в миллиграммовых количествах,
мечение очищенных антител и проведение мно�
жества иммуноферментных реакций в сэндвич�
варианте. В связи с этим разработка подходов,
позволяющих ускорить и упростить процедуры
получения аналитических количеств меченых
моноклональных антител для подбора пар в сэнд�
вич�варианте ИФА, является актуальной задачей. 

Цель настоящего исследования состояла в раз�
работке простого и быстрого метода получения
меченых моноклональных антител из культураль�
ной жидкости гибридом в количествах, достаточ�
ных для подбора пар антител в сэндвич�варианте
ИФА. В качестве антигена был использован ре�
комбинантный белок A27L (рA27L) вируса оспо�
вакцины.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Для разработки метода использовали 25 моно�
клональных антител из гибридомных клонов, по�
ложительно отвечающих на рA27L. В качестве
примера на рисунке представлены результаты
иммуноблотинга 4 из 25 использованных мкАТ.
Подобное окрашивание было получено и для
остальных клонов. Концентрация антител в куль�
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ЗАРИПОВ и др.

туральных жидкостях гибридом варьировала от 20
до 50 мкг/мл. 

Для подбора оптимальных условий биотини�
лирования была проверена эффективность мече�
ния в различных буферных системах. Для этого
процедура биотинилирования сукцинимидным
эфиром биотина была выполнена в трех различных
буферных растворах: фосфатно�солевом, боратном
и карбонат�бикарбонатном. Оказалось, что при па�
раллельном титровании препаратов мкАТ, биоти�
нилированные в ФСБ, показывают максимальный
сигнал по сравнению с мкАТ, биотинилированны�
ми в других буферных системах. Все последующие
эксперименты по подбору пар в сэндвич�варианте
ИФА проводили с мкАТ, биотинилированными в
ФСБ. Следует отметить, что только половина ан�
тител использованной панели эффективно био�
тинилировалась. Мы предположили, что различ�
ная эффективность мечения может быть связана с
различной аффиностью антител. Для того чтобы
установить эту связь, аффинность антител была
измерена методом Битти и др. [2] (таблица). Ока�
залось, что эффективное коньюгирование харак�
терно, прежде всего, для антител с константой
диссоциации 10–9–10–10.

Для подбора пар в сэндвич�варианте ИФА ис�
пользовали те же мкАТ из 25 гибридомных кло�
нов, положительно отвечающих на рA27L, и
12 биотинилированных антител с Kd ~ 10–9–10–10.

В результате было обнаружено более 150 пар
мкАТ�антител, пригодных для сэндвич�варианта
ИФА. Отобранные пары мкАТ были проверены в
непрямом сэндвич�варианте ИФА с использова�
нием вируса осповакцины в качестве антигена.
Оказалось, что 104 пары анти�рA27L�мкАТ спо�
собны выявлять вирус осповакцины (таблица).
Среди них 4 пары анти�рA27L�мкАТ позволяют
обнаруживать вирусные частицы в концентрации
103 ООЕ/мл в сэндвич�варианте ИФА.

Таким образом, разработан простой и быстрый
метод получения высокоаффинных меченных
биотином моноклональных антител из культу�
ральной жидкости гибридом в количествах, до�
статочных для подбора пар антител в сэндвич�ва�
рианте ИФА.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

ДНК, кодирующую A27L, синтезировали ме�
тодом ПЦР с перекрывающимися олигонуклео�
тидами, как было описано ранее [3]. Для конструи�
рования праймеров использовали последователь�
ность, аннотированную в базе данных GenBank
(NC 006998). Конечный продукт ПЦР содержал на
5'� и 3'�концах участки расщепления для эндо�
нуклеаз рестрикции NdeI и XhoI соответственно.
кДНК�фрагмент A27L клонировали в вектор
pET29b+ (Novagen). Правильность последова�
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Электрофореграмма (дорожка 1) и иммуноблот (дорожки 2–5) очищенного рекомбинантного белка осповакцины
рA27L. Визуализация pA27L на иммуноблоте с помощью мкАТ 3.13 (дорожка 2), мкАТ 8 (дорожка 3), мкАТ 11.17 (доV
рожка 4), мкАТ 3.4 (дорожка 5), специфичных к рA27L. М – маркер молекулярной массы белков (Fermentas).
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ЗАРИПОВ и др.

тельности клонированного фрагмента подтвер�
ждали секвенированием.

Для экспрессии рA27L клетки E. coli BL21(DE3)
трансформировали вектором pET29b�A27L. Через
3 ч после индукции изопропил�β�D�тиогалактопи�
ранозидом (Sigma) клетки разрушали методом уль�
тразвуковой дезинтеграции. рA27L экстрагировали
из фракции нерастворимого белка с помощью 8 М
раствора мочевины. Очистку рA27L проводили на
колонке Ni�NTA HiTrap (Pharmacia, Sweden) в соот�
ветствии с инструкциями производителя [4]. Рена�
турацию очищенного белка проводили диализом
против буфера, содержащего 30 мM Трис�HCl с
0.1% Тритоном X�100. После добавления тиомер�
сала (Sigma) до концентрации 0.01% препарат
рA27L хранили при 4°C. Гомогенность белка оце�
нивали с помощью денатурирующего электрофо�
реза в полиакриамидном геле [5] (рисунок). По�
сле проведения электрофореза образцы перено�
сили на нитроцеллюлозную мембрану. Для
визуализации рA27L в качестве первичных анти�
тел использовали анти�рA27L�мкАТ, в качестве
вторичных – антимышиные антитела, конъюги�
рованные с пероксидазой хрена (DAKO, Glostrup,
Denmark). Реакцию проявляли в растворе диами�
нобензидина в присутствии перекиси водорода с
использованием коммерческого набора (Sigma,
D7679) (рисунок). Концентрацию белка опреде�
ляли методом Бредфорд [6].

Для получения гибридом, секретирующих ан�
ти�A27L�специфические антитела, мышей линии
BALB/c иммунизировали рA27L внутрибрюшин�
но по следующей схеме: первый день – 1 мкг бел�
ка в полном адъюванте Фрейнда; тридцать пер�
вый день – 1 мкг белка в неполном адъюванте
Фрейнда; шестьдесят первый и шестьдесят вто�
рой дни – 20 мкг белка в ФСБ. Еще через сутки из
селезенок животных выделяли спленоциты. Ги�
бридизацию спленоцитов с клетками миеломы
Sp2/0 проводили с использованием полиэтилен�
гликоля. Гибридомы клонировали в полужидкой
среде по технологии Stemсell Technologies. Анти�
генспецифические антитела в культуральных жид�
костях определяли с помощью ИФА. Положитель�
но отвечающие клоны замораживали и хранили в
криобанке. После добавления NaN3 до конечной
концентрации 0.1% культуральные жидкости хра�
нили при 4°C.

Аффинность анти�рA27L�антител определяли
по методу, описанному в работе [2]. 

Коньюгирование антител с биотином прово�
дили в 8�луночном планшете, предварительно
сенсибилизированном рA27L (1 мкг). 400 мкл
культуральной жидкости каждой из гибридом до�
бавляли в лунки и оставляли на ночь при 4°C или
на 2 ч при 37°C. После интенсивной промывки в
лунки добавляли по 400 мкл Na�соли 3�сульфо�N�
гидроксисукцинимидного эфира биотина (Sigma)

[7, 8] в фосфатно�солевом буфере (ФСБ – 0.02 М
Na2HPO4, 0.02 М KH2PO4, 0.15 М NaCl, pH 7.4) или
в 0.1 М карбонат�бикарбонатном буфере (0.1 М
Na2CO3, 0.1 М NaHCO3, рН 9.0), или 0.2 М борат�
ном буфере (0.2 M Na2B4O7, 0.160 М NaCl, рН 8.5),
и оставляли на 30 мин при комнатной температуре.
Затем трижды промывали ФСБ, содержащим
0.025% Твин�20, и трижды раствором 0.150 М NaCl.
Биотинилированные мкАТ элюировали 200 мкл
глицинового буфера (0.1 M глицин�HCl, pH 2.7) и
переносили в пробирки с нейтрализующим раство�
ром (20 мкл раствора, содержащего 1 M Трис�HCl,
pH 9.0, 5 M NaCl, 1% NaN3). Коньюгаты хранили
при 4°С.

Для подбора пар в сэндвич�варианте ИФА ис�
пользовали отобранные 25 анти�рA27L�мкАТ и 12
биотинилированных мкАТ. 96�луночные планше�
ты сенсибилизировали кроличьими анти�мыши�
ными иммуноглобулинами (DAKO, Glostrup,
Denmark) в количестве 750 нг/лунку. Затем в каж�
дый планшет в 75 лунок добавляли по 100 мкл
разведенной 1 : 100 культуральной жидкости ги�
бридомного клона и инкубировали 1 ч при 37°C.
После тщательной промывки ФСБ с 0.025%
Твин�20 во все 25 планшетов вносили по 1 нг
рA27L на лунку в ФСБ, содержащем 0.5% сыво�
ротку неиммунизированных мышей. Планшеты
оставляли на 1 ч при 37°C. Затем промывали и до�
бавляли в каждый планшет в трех повторах рас�
твор каждого из полученных биотинилированных
мкАТ в разведении 1 : 100 в ФСБ, содержащем
0.5% сыворотки неиммунизированных мышей.
Инкубировали 1 ч при 37°С и определяли связав�
шиеся мкАТ с помощью конъюгата авидин�перок�
сидаза хрена (Vectorlabs, Burlingame, CA) с после�
дующей спектрометрией на планшетном ридере
(Biorad, США). Специфичным сигналом анализи�
руемых пар мкАТ считали значения А490, в 3 раза
превышающие значения отрицательного контро�
ля (>1.0 ОЕ490).

Препарат вируса осповакцины был получен из
ФБУН “Государственный научный центр вирусо�
логии и биотехнологии “Вектор””.
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A New Simple Technique for Producing Labeled Monoclonal Antibodies 
for Antibody Pair Screening in Sandwich�ELISA
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A. S. Glukhov*, I. P. Beletsky**, O. V. Prusakova*, #
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A simple and fast method for obtaining biotin�labeled monoclonal antibodies was developed using content of
hybridoma culture supernatant sufficient to select antibody pairs in sandwich ELISA. The method consists
in chemical biotinylation of antigen�bound antibodies in a well of ELISA plate. Using as an example target
Vaccinia virus A27L protein it was shown that the yield of biotinylated reactant is enough to set comprehen�
sive sandwich ELISA for a moderate size panel of up to 25 monoclonal antibodies with an aim to determine
candidate pairs. The technique is a cheap and effective solution since it avoids obtaining preparative amounts
of antibodies.

Keywords: monoclonal antibodies, sandwich ELISA, biotin, Vaccinia virus
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