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Введение. Получение флуоресцентных зондов на основе моноклональных антител (МКА) к поверхностным антигенам лейко-
цитов человека является актуальной задачей, решение которой даст возможность проводить научные и клинические иссле-
дования в области онкологии, гематологии, иммунологии, эпидемиологии.
Цель исследования – создание флуоресцентных зондов на основе МКА и флуоресцентного красителя Alexa-488 для анализа 
клеточных популяций и субпопуляций лейкоцитов человека методом проточной цитометрии.
Материалы и методы. В работе использовали МКА к антигену В-лимфоцитов (клон ИКО-180) и флуоресцентный краситель 
Alexa-488 в форме активного моносукцинимидного эфира. МКА выделяли из асцитной жидкости мышей с привитой внутри-
брюшинно гибридомой путем комбинированной очистки иммуноглобулиновой фракции каприловой кислотой и высаливания 
сульфатом аммония. Для очистки полученных конъюгатов (иммунофлуоресцентных зондов, ИФЗ) применяли гель-фильтра-
цию на колонке PD-10, концентрацию и плотность мечения ИФЗ определяли спектрофотометрически. Оценку биологической 
активности полученных ИФЗ проводили с использованием клеток периферической крови доноров в диапазоне концентраций 
МКА 0,5–100 мкг/мл. Определение рабочего титра ИФЗ проводили по методу титрования антител, предложенному 
C. C. Stewart.
Результаты. Экспериментально установлено оптимальное время инкубирования МКА с флуорофором. Получена панель ИФЗ 
с различной плотностью мечения Alexa-488. Для этого варьировали молярное соотношение МКА и флуорофора в среде реакции 
конъюгирования от 1:2 до 1:100. Оптимальная плотность мечения ИФЗ находится в диапазоне 5–13,5 М:М, концентрация 
антител – в диапазоне 5–25 мкг/мл. Для ИФЗ из МКА ИКО-180 с Alexa-488 такие высокие значения плотности мечения 
не приводят к снижению эффективности флуоресценции и антигенсвязывающей способности. Сравнительная характери-
стика специфической активности ИФЗ на основе МКА ИКО-180 и коммерческих ИФЗ (BD Biosciences) показала сопоста-
вимые результаты.
Заключение. Оптимальными условиями для мечения МКА ИКО-180 красителем являются: карбонатный буфер с рН 8,3, 
концентрация антител в реакционной смеси 1 мг/мл, количество активного красителя 10–100 ммоль на 1 ммоль белка, 
время инкубирования 90 мин при температуре 18–25 °С.

Ключевые слова: моноклональные антитела, проточная цитометрия, иммунофлуоресцентные зонды, Alexa-488, конъюгаты 
моноклональных антител
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wIth dyE alEXa-488 FOR analySIS OF CElulaR POPulatIOnS By FlOw CytOMEtRy

M. E. Kopyrulina, E. N. Zakharova, T. N. Zabotina, D. Yu. Blokhin, P. K. Ivanov

N. N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Ministry of Health of Russia; 24 Kashirskoe Shosse, Moscow 115478, Russia

Background. Fluorescent probes based on monoclonal antibodies (MAb) are widely used in scientific and clinical research in the field 
of oncology, hematology, immunology, epidemiology.
Objective: to create of fluorescent probes based on the MAb and the fluorescent dye Alexa-488 for the analysis of cellular populations 
by flow cytometry.
Materials and methods. MAb to B lymphocyte antigen (clone ICO-180), fluorescent dye Alexa-488 were used in the work. MAb was 
isolated from ascitic fluid by combined purification of the immunoglobulin fraction with caprylic acid and salting out with ammonium 
sulfate. Gel filtration on a PD-10 column was used to purify the conjugates (immunofluorescent probes, IFP), the concentration and 
labeling density of the IFP were determined spectrophotometrically. The determination of the working titer of the IFP was performed 
using the antibody titration method proposed by C. C. Stewart.
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Results. The optimal time of incubation of MAb with a fluorophore was experimentally determined. The optimal conditions for labeling 
MAb of the IСO series with the dye are: a carbonate buffer with pH 8,3, the concentration of antibodies in the reaction mixture is 1 mg/ml, 
molar ratio of active dye – 10–100 mmol per 1 mmol of protein, the incubation time is 90 minutes, the temperature is 18–25 °C. We 
obtained a panel of conjugates of MAb with Alexa-488, differing in their different labeling densities. Evaluation of the biological activity 
of the resulting conjugates was carried out on peripheral blood cells of donors in the concentration range of MAb 0,5–100 μg/ml.
Conclusion. The optimal conditions for labeling MAb of the IСO series with the dye are: a carbonate buffer with pH 8,3, the concentra-
tion of antibodies in the reaction mixture is 1 mg/ml, the incubation time is 90 minutes, the temperature is 18–25 °C. The optimum den-
sity of labeling is in the range 5–13,5 M:M, the optimal concentration of antibodies is in the range of 5–25 μg/ml.

Key words: monoclonal antibodies, flow cytometry, fluorescent probes, Alexa-488, monoclonal antibodies conjugates

Введение
В настоящее время установлено, что иммунная 

система способна распознавать опухоль и генери-
ровать как локальный, так и системный иммунный 
ответ, направленный на подавление опухолевого 
роста [1].

Оценка состояния иммунной системы онкологи-
ческих больных проводится на основании субпопу-
ляционного состава клеток периферической крови 
(посредством иммунофенотипирования) и анализа 
функциональной активности иммунокомпетентных 
клеток [2]. Иммунофенотипирование выполняют ме-
тодом проточной цитометрии с использованием 
моноклональных антител (МКА) к дифференциро-
вочным антигенам лейкоцитов. Возможности этого 
метода прямо зависят от разнообразия и свойств 
применяемых иммунофлуоресцентных зондов (ИФЗ), 
которые получают посредством химического конъ-
югирования специфических для отдельных антиге-
нов МКА с молекулами флуорофоров. Выбор при-
годных для цитометрического анализа флуорофоров 
прямо связан с конструкцией цитометра, в первую 
очередь с длиной волны возбуждающего флуоресцен-
цию лазера, а также со спектральными диапазонами 
каналов регистрации флуоресцентного сигнала. 
Жесткие характеристики допустимых длин волн 
возбуждающего и регистрируемого света существен-
но ограничивают перечень флуорофоров, пригодных 
для изготовления ИФЗ. Традиционно для получения 
ИФЗ используют низкомолекулярный флуоресцеин 
(в виде активного изотиоцианатного производного 
FITC), а также флуоресцентные белки растительного 
происхождения фикоэритрин и аллофикоцианин. 
Таким же требованиям к их спектральным харак-
теристикам соответствуют некоторые синтетические 
красители, полученные основателем компании 
Molecular Probes (США) R. P. Haugland и известные 
под общим наименованием Alexa-flour. Для них ха-
рактерны устойчивость к «выгоранию» и изменению 
pH, высокий квантовый выход флуоресценции и ги-
дрофильность [3, 4].

В Национальном медицинском исследователь-
ском центре онкологии (ранее Российский онколо-

гический научный центр) им. Н. Н. Блохина получены 
и охарактеризованы МКА серии ИКО, составляю-
щие панель антител к широкому спектру антигенов 
дифференцировки лейкоцитов человека [5–7]. Эти 
МКА в течение ряда лет применяются в научных 
и клинических исследованиях для выполнения как 
непрямой (с использованием «сэндвича» из нативных 
первичных МКА и вторичных «проявляющих» ИФЗ – 
флуоресцентных конъюгатов поликлональных анти-
тел к суммарным иммуноглобулинам мыши), так 
и прямой реакции иммунофлуоресценции (РИФ).

Цель настоящего исследования – создание флуо-
ресцентных зондов на основе МКА и флуоресцент-
ного красителя Alexa-488 для анализа популяций 
и субпопуляций лейкоцитов человека методом про-
точной цитометрии.

Материалы и методы
материалы. В работе использовали: МКА клона 

ИКО-180 к антигену CD20 В-лимфоцитов человека 
(аналог фирмы BD Biosciences – leu16) производства 
ООО «НПЦ МедБиоСпектр» (Россия); контрольную 
панель составляли ИФЗ производства BD Biosciences 
(США): CD3-FITC, CD4-PE, CD8-PE, CD16-FITC, 
CD20-FITC, CD20-PE; флуоресцентный краситель 
Alexa-488 производства Invitrogen (США) в форме 
моносукцинимидного эфира. Максимум поглоще-
ния красителя составляет 494 нм, максимум эмис-
сии – 517 нм, молекулярная масса красителя – 643 Да.

Дополнительные материалы, необходимые для 
получения ИФЗ: хроматографическая колонка PD-10 
(GE Healthcare Life Sciences, США); фосфатно-солевой 
буфер (ООО «ПанЭко», Россия) готовили по инструк-
ции производителя, pH готового раствора 7,4; азид 
натрия (Sigma-Aldrich): 10 % водный раствор; диметил-
сульфоксид (DMSO) (Sigma-Aldrich); лизирующий 
раствор FACS Lysing Solution (BD Biosciences, США).

доноры. В качестве исследуемого материала ис-
пользовали периферическую кровь здоровых лиц в воз-
расте от 27 до 53 лет (11 женщин, 9 мужчин). Кровь 
забирали из локтевой вены натощак, в качестве ан-
тикоагулянта использовали этилендиаминтетраук-
сусную кислоту.
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методы. МКА получали методом гибридомной 
технологии с использованием ранее созданных ли-
ний гибридных клеток, продуцирующих эти антите-
ла. МКА выделяли из асцитной жидкости мышей 
BALB/c с инокулированной внутрибрюшинно ги-
бридомой, продуцирующей МКА.

МКА выделяли путем комбинированной очистки 
иммуноглобулиновой фракции с использованием 
каприловой кислоты и высаливания белка сульфатом 
аммония.

Для этого точно измеренный объем асцитной 
жидкости разводили в 5 раз 0,06 М ацетатным буфе-
ром (рН 4,0), центрифугировали при ускорении 350 g 
в течение 10 мин. К надосадочной жидкости медлен-
но (по капле) добавляли каприловую кислоту из рас-
чета 25 мкл на 1 мл супернатанта и инкубировали 
при постоянном встряхивании в течение 30 мин. 
Смесь центрифугировали 30 мин при ускорении 350 g 
и температуре +4 °С. Затем супернатант фильтрова-
ли, доводили рН до 7,4 и охлаждали в течение 30 мин 
в холодильной камере при +6 °С. К охлажденному 
супернатанту добавляли равный объем насыщенного 
раствора сульфата аммония, смесь перемешивали 
и инкубировали в течение 1 ч. Осадок, полученный по-
сле центрифугирования смеси (350 g, 10 мин), раство-
ряли и переводили в фосфатно-солевой буфер (рН 7,4) 
гель-фильтрацией на хроматографической колонке 
PD-10.

Концентрацию белка (С
IgG

) измеряли спектроме-
трически и рассчитывали по формуле

С
IgG

 = OD
280 

/1,4,

где OD
280

 – оптическая плотность раствора, измерен-
ная при 280 нм.

В работе использовали спектрофотометр Ultra-
spec 3100 рrо Spectrophotometer (Amersham Bioscien-
ces, Великобритания).

Оценку биологической активности полученных 
конъюгатов проводили с использованием клеток 
периферической крови доноров в прямой РИФ. 
Клетки крови здоровых доноров инкубировали 
с конъюгатами МКА в течение 20 мин при 18–25 °С 
в темноте. Эритроциты лизировали раствором FACS 
Lysing Solution. Несвязавшиеся МКА удаляли 2-крат-
ной отмывкой фосфатно-солевым буфером (pH 7,4) 
и фиксировали образцы фосфатно-солевым буфером 
с содержанием 0,4 % формальдегида.

В работе использован проточный двулучевой 
цитометр FACSCalibur (BD Biosciences, США) с про-
граммным пакетом CellQuest. Флуоресценцию учи-
тывали в спектральных диапазонах 512–547 нм (FL1 
для FITC, Alexa-488), 575–595 нм (FL2 для фикоэрит-
рина). Для анализа клеточных популяций учитывали 
также показатели прямого малоуглового и бокового 

светорассеивания, на основании которых выполняли 
гейтирование – программное «выделение» субпопу-
ляции лимфоцитов и дискриминацию иных субпо-
пуляций. В каждом образце анализировали 5000 со-
бытий в гейте лимфоцитов.

Статистическая обработка данных. Использова-
лось программное обеспечение Sigma Plot 11.0 для 
Windows. Для определения достоверности корреля-
ционной связи между данными, полученными с при-
менением эталонных реагентов и эксперименталь-
ных флуоресцентных зондов, рассчитывали ранговый 
коэффициент корреляции Спирмена. Все результаты 
представлены в виде средней арифметической и ее 
стандартной ошибки.

Результаты
Получение конъюгатов мка с флуорофором 

alexa-488. В методической статье создателя флуоро-
фора Alexa-488 и в общем лабораторном руководстве 
компании Molecular Probes подробно описаны про-
токолы получения конъюгатов МКА с красителем, 
в соответствии с которыми следует придерживаться 
следующих условий проведения реакции: конъюги-
рование производят в карбонатном буфере (рН 8,3), 
концентрация МКА в реакционной смеси 1 мг/мл, 
температура 18–25 °С, время инкубирования 60–
90 мин [8, 9]. Оптимальное молярное соотношение 
белка и красителя следует подбирать эмпирически, 
исходя из свойств конкретной белковой молекулы.

После внесения в реакционную смесь раствора 
моносукцинимидного эфира флуорофора до моляр-
ного соотношения с белком 40:1 смесь делили 
на 4 фракции (I, II, III, IV), которые инкубировали 
при комнатной температуре в течение 30 мин, 1 ч, 1,5 ч 
и 2 ч соответственно. По окончании времени инку-
бации реакционную смесь немедленно наносили 
на колонку PD-10 или Sephadex G-25, уравновешен-
ную фосфатно-солевым буфером (рН 7,4), для оста-
новки реакции и отделения ее продуктов от несвя-
завшегося флуорофора. Cпектрофотометрическое 
исследование очищенных конъюгатов при 2 длинах 
световых волн позволяет рассчитать плотность мече-
ния и конечную концентрацию белка по формулам, 
представленным ниже.

Плотность мечения (D [dye]/P [protein]) для Alexa 
Flour-488:

D/P = 3,1 × (OD
494

)/ [OD
280

 – (0,11 × OD
494

)].

Концентрация иммуноглобулина (C
Ig

) в растворе 
конъюгата:

C
Ig

 = OD
280 

– (0,11 × OD
494

) / 1,4,
где OD

280
, OD

494
 – оптические плотности раствора, 

измеренные при 280 и 494 нм соответственно.
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Результаты спектрофотометрического анализа 
представлены в таблице.

Результаты спектрофотометрического исследования ИФЗ

образец фракции, +18 °С d/P Od
280

Od
494

I (30 мин) 4,5 0,411 0,514

II (1 ч) 6,5 0,407 0,684

III (1,5 ч) 8,1 0,438 0,889

IV (2 ч) 7,9 0,443 0,882

Примечание. D/P – плотность мечения; OD
280

, OD
494

 – опти-
ческие плотности конъюгатов, измеренные при 280 и 494 нм 
соответственно; ИФЗ – иммунофлуоресцентный зонд.

Для получения ИФЗ с максимальной плотностью 
мечения необходимо инкубировать МКА с флуоро-
фором в течение 90 мин при комнатной температуре. 
Увеличение времени инкубации до 2 ч не влияет на 
степень связывания белка с красителем. ИФЗ с раз-
ной плотностью мечения использовали для специфи-
ческого окрашивания лимфоцитов периферической 
крови доноров CD20+. Все ИФЗ с концентрацией 
рабочего раствора антител 25 мкг/мл выявляют оди-
наковое количество антиген-позитивных клеток, 
однако обнаружено различие параметра S/N (сигнал/ 
шум), рассчитанного как отношение средней интен-
сивности флуоресценции положительного пика 

к интенсивности флуоресценции отрицательного 
пика (рис. 1).

Независимо от условий получения все ИФЗ по-
казали сходную биологическую активность (количе-
ство положительных событий в РИФ). При этом 
регистрируемая интенсивность флуоресценции за-
висит от плотности мечения.

Для получения корректных и воспроизводимых 
результатов количественного анализа клеточных 
популяций в прямой РИФ используемые для нее 
ИФЗ должны иметь оптимальные характеристики, 
в том числе плотность мечения и рабочую концен-
трацию раствора зонда.

Плотность мечения зависит от условий реакции 
конъюгирования – времени реакции и молярного 
соотношения ее компонентов. В процессе варьиро-
вания соотношениями МКА и красителя в диапазоне 
от 1:2 до 1:100 М:М при оптимальных условиях, опи-
санных выше, получили панель ИФЗ, значительно 
различающихся между собой по плотности мечения 
Alexa-488 – от 3,0 до 13,5 М:М.

Для определения рабочего титра растворов полу-
ченных ИФЗ использовали метод титрования анти-
тел, предложенный C. C. Stewart [10]. Метод основан 
на дробном разведении раствора ИФЗ с определени-
ем предельного значения фактора разведения, при 
котором в прямой РИФ еще сохраняется максималь-
ная интенсивность флуоресценции антиген-позитив-
ных клеток. Дальнейшее понижение концентрации 

рис. 1. Влияние условий получения ИФЗ на их антигенсвязывающую способность: а – инкубирование с контрольным реагентом CD20/FITC; 
б – инкубирование 30 мин, +18 °С; в – инкубирование 1 ч, +18 °С; г – инкубирование 1,5 ч, +18 °С; д – инкубирование 2 ч, +18 °С
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пользованием контрольного реагента, выявил такое 
же содержание антиген-позитивных клеток, что под-
тверждает корректность цитометрического анализа 
с полученными нами ИФЗ.

рис. 2. Зависимость отношения специфического сигнала к шуму (S/N) 
от концентрации раствора ИФЗ с различной плотностью мечения (D/P)

рис. 3. Гистограммы распределения лимфоцитов периферической 
крови донора с использованием ИФЗ с плотностью мечения (D/P) 8 
в диапазоне концентраций 0,5–100 мкг/мл

рис. 4. Гистограммы распределения В-лимфоцитов периферической 
крови донора с использованием ИФЗ с плотностью мечения (D/P) 8 
в диапазоне концентраций 5–50 мкг/мл
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зондов приводит к смещению антиген-позитивного 
пика на гистограмме влево и уменьшению соотно-
шения S/N.

На рис. 2 приведены результаты исследования 
соотношения S/N при использовании ИФЗ с различ-
ной плотностью мечения в разведениях, соответствую-
щих концентрации МКА в диапазоне 0,5–100 мкг/мл.

Наибольшие значения отношения S/N характер-
ны для конъюгатов с плотностью мечения в диапа-
зоне 5–13,5:1 М:М.

В случае применения в дальнейшем ИФЗ с плот-
ностью мечения, равной 8:1 М:М, определялись 
диапазон рабочих концентраций этого зонда и сопо-
ставимость получаемых результатов с результатами 
цитометрического анализа того же образца крови 
с использованием контрольного реагента – коммер-
ческого продукта МКА CD20/FITC производства 
компании BD Biosciences (США). На рис. 3 представ-
лены гистограммы распределения популяции лим-
фоцитов периферической крови донора, полученные 
с использованием ИФЗ в диапазоне концентраций 
0,5–100 мкг/мл.

В диапазоне концентраций 1–100 мкг/мл гисто-
граммы имеют вид, характерный для выявления 
на клетках антигена CD20, экспрессированного 
только на B-лимфоцитах. На гистограмме видно, 
что снижение концентрации зонда <2,5 мкг/мл при-
водит к смещению пика специфической флуоресцен-
ции (на рис. 3 справа) влево, следовательно, концент-
рация 2,5 мкг/мл является минимально допустимой 
для выполнения цитометрического анализа. При кон-
центрациях зонда в диапазоне 5–25 мкг/мл в составе 
лимфоцитов периферической крови донора выявля-
ется ≈ 16 % клеток CD20+, однако величина соот-
ношения S/N максимальна при концентрации зонда 
10 мкг/мл (рис. 4). Цитометрический анализ лимфо-
цитов того же образца крови, выполненный с ис-
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Таким образом, полученные в результате конъю-
гирования МКА ИКО-180 с моносукцинимидным 
эфиром красителя Alexa-488 ИФЗ являются рабочи-
ми в диапазоне концентраций 2,5–100 мкг/мл, однако 
максимальные значения отношения S/N соответ-
ствуют концентрациям 5–25 мкг/мл, т. е. они явля-
ются оптимальными и рекомендуются для анализа 
клеточных популяций периферической крови мето-
дом проточной цитометрии.

Заключение
В результате исследования установлено, что исполь-

зование красителя Alexa-488 для конъюгирования 
с МКА ИКО-180 позволяет добиться высоких значений 
плотности мечения (3–13,5:1 М:М), что соответствует 
ранее полученным данным J. E. Berlier и соавт. [3]. Вме-
сте с тем столь высокие молярные соотношения не при-
водят к снижению эффективности флуоресценции 
ИФЗ и потере антигенсвязывающей способности МКА.
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