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Введение. Моноклональные антитела (МКАТ) служат надежным и удобным инструментом диагностики патологий челове-
ка. Чаще всего они используются в качестве конъюгатов с флуоресцентными и иными метками. Классический подход созда-
ния таких конъюгатов сводится к химическим реакциям с использованием белковой основы моноклональных антител. Вместе 
с тем для целого ряда МКАТ изготовление конъюгата сопровождается встраиванием метки в антигенсвязывающий участок, 
что приводит к уменьшению или полной потере специфической активности конъюгата. Выходом из данной ситуации может 
стать синтез флуоресцентных конъюгатов методами углеводной химии через пространственно удаленные от активного 
центра олигосахариды антител.
Цель исследования – показать принципиальную возможность химической модификации олигосахаридов МКАТ серии ICO 
и получить на их базе флуоресцентные конъюгаты.
Материалы и методы. В работе использовалась панель МКАТ серии ICO высокой степени очистки. Олигосахариды МКАТ, 
окисляясь до альдегидных групп, подвергались взаимодействию с гидразиновым производным биотина и конъюгировались 
со стрептавидин-флуоресцеином. Полученный комплекс был использован для прямой реакции иммунофлуоресценции.
Результаты. Все модифицированные МКАТ сохраняли специфичность связывания с клетками-мишенями, присущую натив-
ным антителам.
Заключение. Данный метод может быть альтернативой для конъюгирования флуоресцентных меток с МКАТ, для которых 
методы белкового синтеза приводят к потере активности конъюгата.
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Bakground. Monoclonal antibodies are reliable and convenient tool for the diagnosis of human pathologies. Most often they are used as 
conjugates with fluorescent or other labels. The classical approach of creating such conjugates reduces chemical reactions using mono-
clonal antibodies protein base. However, for a number of manufacturing monoclonal antibodies conjugate followed by embedding tags 
in the antigen binding site, which leads to reduction or complete loss of specific activity of the conjugate. The way out of this situation 
could be the synthesis of fluorescent conjugates, methods of carbohydrate chemistry through spatially distant from the active site 
of the antibody oligosaccharides.
The purpose of the study – to show the fundamental possibility of chemical modification of the oligosaccharides monoclonal antibodies 
ICO series and get to their base fluorescent conjugates.
Materials and methods. We used monoclonal antibodies panel ICO series of high purity. Oligosaccharides monoclonal antibodies oxi-
dized to aldehyde groups, is reacted with a hydrazine derivative of biotin and streptavidin-conjugated flyuoristsiinom. The resulting 
complex was used for the direct reaction immunofluorescence.
Results. All modified monoclonal antibodies retain binding specificity to target cells inherent to native antibodies.
Conclusions. This may be an alternative method for conjugating a fluorescent label with monoclonal antibodies to protein synthesis 
methods which lead to loss of activity of the conjugate.
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Введение
Иммуноглобулины по химической природе яв-

ляются гликопротеидами. Классический подход 
к модификации моноклональных антител (МКАТ) 
для их использования в иммунометрическом анали-
зе сводится к химическим реакциям, затрагивающим 
белковую часть молекулы IgG. Наличие достаточно 
большого количества стерически доступных амино-
групп на «поверхности» IgG позволяет вводить в струк-
туру этой молекулы флуоресцентные и иные маркеры, 
связывать IgG c хроматографическими сорбентами 
и т. д. Однако наш опыт показывает, что для некото-
рых МКАТ возможно получение конъюгата с потерей 
специфической активности, что вероятно связано 
с блокированием активного центра. Вместе с тем 
олигосахаридные детерминанты МКАТ расположены 
в области CH

2
 домена и связаны с аспарагином 297, 

находясь вне антигенсвязывающего центра антител. 
Показана принципиальная возможность использо-
вания олигосахаридов для модификаций поликло-
нальных антител [1–3].

В течение нескольких лет в РОНЦ им. Н. Н. Бло-
хина под руководством профессора А. Ю. Барышни-
кова была создана коллекция гибридом-продуцентов 
МКАТ серии ICO, сейчас они активно используются 
для диагностики онкологических и других заболева-
ний.

Цель настоящего исследования – показать прин-
ципиальную возможность химической модификации 
олигосахаридов МКАТ серии ICO и получить на их 
базе флуоресцентные конъюгаты.

Материалы и методы
Получение и фракционирование мкат. В работе 

использованы клоны ICO 31 (анти-CD8), ICO 86 
(анти-CD4), ICO 90 (анти-CD3), ICO 150 (анти-CD24), 
ICO 160 (анти-CD95) и ICO 180 (анти-CD20). Источ-
ником МКАТ служили асцитные жидкости мышей 
линии BALB/c. Фракционирование МКАТ проводи-
ли с использованием аффинной хроматографии 
на белке А [4], сульфата аммония, анионообменника 
MonoQ и гель-фильтрации на Superdex 200 [5], а так-
же каприловой кислоты (КК) [6]. Чистоту получен-
ных МКАТ анализировали SDS-ПААГ электрофоре-
зом по Лэммли [7].

Периодатное окисление углеводов мкат. МКАТ 
переводили в 0,9 % раствор хлорида натрия, pH 6,5 
(ФР). Здесь и далее для смены буфера использовали 
обессоливающие колонки PD-10, для концентриро-
вания образцов – центрифужный фильтр Centriclon. 
Готовили свежий 100 мМ раствор натрия периодата 
(NaIO

4
) на деионизированной воде. К образцам 

МКАТ добавляли NaIO
4
 до конечной концентрации 

1–10 мМ и выдерживали в темноте при температуре 
25 °С при постоянном перемешивании в течение 

30 мин. К реакционной смеси добавляли 50 мкл эти-
ленгликоля и продолжали инкубировать еще 15 мин. 
По завершении реакции МКАТ отделяли от непро-
реагировавших продуктов.

взаимодействие окисленных мкат с модифици-
рующими агентами. Сразу после окисления МКАТ 
инкубировали гидразинактивированное производное 
биотина (Biotin-LC-Hydrazide) в темноте при 25 
или 37 °С при постоянном перемешивании в течение 
2–24 ч. Далее МКАТ отделяли от непрореагировав-
ших продуктов. Часть МКАТ после реакции с Biotin- 
LC-Hydrazide инкубировали со стрептавидин-флуо-
рисценином (STREPT-FITC) в темноте при комнатной 
температуре при постоянном перемешивании в те-
чение 18–24 ч для получения комплекса МКАТ- 
[спейсер]-флуоресцеин. Степень включения флуо-
ресцеина в IgG определяли спектрофотометрически, 
измеряя поглощение конечного продукта при 2 дли-
нах волн – 280 и 495 нм. Расчеты проводили по фор-
мулам:

 
А

280
 – (0,35 × А

495
)

1,4
 = [IgG],

где А
280

 – оптическая плотность раствора при 280 нм; 
А

495
 – оптическая плотность раствора при 495 нм.

2,87 × А
495

А
280

 – (0,35 × А
495

)
 = ФЛ/ IgG,

где [IgG] – концентрация МКАТ мг/мл;
ФЛ/IgG – молярное отношение FITC в МКАТ.

реакцию прямой и непрямой иммунофлуоресценции 
(риф) ставили с использованием клеток крови здо-
ровых доноров по стандартной методике [8].

Результаты и обсуждение
После окисления углеводов МКАТ NaIO

4
 и по-

следующей конъюгации с Biotin-LC-Hydrazide все 
исследованные МКАТ имели включенную биотино-
вую метку. Степень «биотинилирования» МКАТ и, 
следовательно, «окисленность» олигосахаридов мы 
оценивали косвенно по их реакции с STREPT-FITC, 
исследуя продукт МКАТ- [спейсер] -флуоресцеин 
(табл. 1).

Как видно из табл. 1, все исследованные МКАТ 
имели плотность включения флуоресцеина от 2 
до 4,5 молей на моль МКАТ. Такая степень включе-
ния метки вполне согласуется с ранними результа-
тами по изготовлению работоспособных МКАТ при 
прямом включении флуоресцеин-изотиоцианата [9]. 
Плотность включения флуоресцеина в МКАТ незна-
чительно менялась при изменении концентрации 
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окислителя на 1-м этапе в диапазоне от 1 до 10 мМ 
NaIO

4
 (табл. 2).

таблица 2. Характеристика конечного продукта синтеза 
МКАТ-[спейсер]-флуоресцеин для ICO90, окисленного различными 
концентрациями NaIO

4

характеристика продукта
концентрации NaIO

4

1 мм 5 мм 10 мм

Концентрация МКАТ 0,52 0,49 0,6

Отношение флуоресцеин/белок 2,9 3,0 2,6

На характеристики полученных конъюгатов 
МКАТ- [спейсер] -флуоресцеин не оказывал замет-
ного эффекта способ их очистки (см. табл. 1). Так, 
флуоресцентные конъюгаты МКАТ 3 клонов (ICO31, 
ICO86 и ICO160) были получены самым грубым ме-
тодом очистки – с помощью КК, 2 – ICO90 и ICO180 – 
на белке А, ICO150 – подвергнут самой тщательной 
3-ступенчатой очистке. Вместе с тем максимальное 
соотношение флуоресцеин/белок отмечалось имен-
но для ICO 150.

Таким образом, проведенные исследования по-
казали, что для 6 исследованных образцов МКАТ 
серии ICO, фракционированных тремя различными 
методами, окисление NaIO

4
 в диапазоне концентраций 

от 1 до 10 мМ в течение 30 мин при 25 °С, дальнейшее 
взаимодействие с Biotin-LC-Hydrazide и STREPT-FITC 

приводит к образованию комплекса МКАТ-[спей-
сер]-флуоресцеин с количеством флуоресцеиновых 
групп не менее 2 на молекулу МКАТ.

На следующем этапе было проведено исследова-
ние способности полученных комплексов МКАТ- 
[спейсер] -флуоресцеин взаимодействовать с лимфо-
цитами человека в прямой РИФ. Контрольными 
значениями служили данные о непрямой РИФ с натив-
ными, немодифицированными МКАТ тех же клонов 
(табл. 3).

Как видно из табл. 3, все модифицированные МКАТ 
сохраняли специфичность связывания с клетками- 
мишенями, присущую нативным антителам. Примеры 
гистограмм распределения меченых клеток для двух 
МКАТ (ICO31 и ICO180) приведены на рис. 1 и 2.

Заключение
Таким образом, проведенные исследования по-

казали принципиальную возможность использо-
вания олигосахаридной части молекулы иммуно-
глобулинов МКАТ серии ICO для приготовления 
флуоресцентных конъюгатов. Установлено, что сте-
пень включения флуоресцентной метки принци- 
пиально не зависит от метода фракционирования 
МКАТ. Определены оптимальные условия для про-
ведения такого рода конъюгации. Данный метод 
может быть альтернативой для конъюгирования флу-
оресцентных меток с МКАТ, для которых методы 
белкового синтеза приводят к потере активности 
конъюгата.

таблица 1. Характеристика конечного продукта синтеза МКАТ-[спейсер]-флуоресцеин*

характеристика продукта
модифицированные мкат

ICO 31 ICO 86 ICO 90 ICO 150 ICO 160 ICO 180

Метод выделения МКАТ КК КК Prt A** 3 ст*** КК PrtA**

Концентрация МКАТ 0,7 0,4 0,6 0,4 0,5 0,6

Отношение флуоресцеин/белок 1,8 3,94 2,6 4,5 2,5 2,6

Примечание. МКАТ – моноклональные антитела; КК – каприловая кислота; * периодатное окисление проводили 10 мМ NaIO
4
; **PrtА – 

хроматография на белке А; *** – трехступенчатый метод фракционирования МКАТ (сульфатное осаждение, ионообменная хромато-
графия и гель-фильтрация).

таблица 3. Специфическое связывание комплекса МКАТ-[спейсер]-флуоресцеин с лимфоцитами человека в реакции иммунофлуоресценции

характеристика

мкат

ICO 31 ICO 86 ICO 90 ICO 150 ICO 160 ICO 180

Cd8 Cd4 Cd3 Cd24 Cd95 Cd20

% выявляемых данных МКАТ клеток  
от контроля той же специфичности

97 49 95 100 95 102

Примечание. МКАТ – монклональные антитела.
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рис. 1. Гистограммы распределения клеток при взаимодействии 
с МКАТ ICO31: а – неокрашенный контроль; б – непрямая РИФ 
с ICO31 в концентрации 5 мкг/мл, проявленная Fab»

2
-антимышиными 

антителами, меченными FITC; в – прямая РИФ с комплексом ICO31- 
[спейсер]-флуоресцеин в концентрации 10 мкг/мл

рис. 2. Гистограммы распределения клеток при взаимодействии 
с МКАТ ICO180: а – неокрашенный контроль; б – непрямая РИФ 
с ICO180 в концентрации 5 мкг/мл, проявленная Fab»

2
-анти-

мышиными антителами, меченными FITC; в – прямая РИФ с ком-
плексом ICO180-[спейсер]-флуоресцеин в концентрации 5 мкг/мл

а

в

б

а

в

б
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