
Клас си че ски ми ме то да ми, та ки ми как ИФА,
мож но пол но стью оха рак те ри зо вать меж бел ко -
вые взаи мо дей ст вия. Эти ме то ды про сты, что по -
зво ли ло раз ра бо тать мно же ст во их ва ри ан тов для
раз лич ных це лей. Од на ко не до стат ки этих ме то -
дов про яв ля ют ся при вве де нии в си с те му ка -
ких-ли бо ме ток, об лег ча ю щих де тек цию. При
этом само ме че ние мо жет быть не бе зо пас ным (ра -

дио ак ти вые или хи ми че ски аг рес сив ные мет ки) и
ока зы вать вли я ние на ре ак цию об ра зо ва ния меж -
бел ко вых ком п лек сов.

Са мый рас про стра нен ный ме тод ме че ния
спе ци фи че ско го ан ти те ла — ко нь ю га ция его с
фер мен том пе рок си да зой. Но при этом ча с то воз -
ни ка ет не же ла те ль ное пе ре кры ва ние сай тов свя -
зы ва ния ме че но го ан ти те ла и дру го го бел ка на ан -
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Ис по ль зо ва ние ме то  дов п о вер х  но ст н о го п лаз  мон но го  
ре з о нан с а и био сло й ной ин тер  фе ро м ет  рии  для изу че  ния
бе л ок-бел ко вы х вза и мо де й ст вий на при ме  ре фе р мен т а 
под ти па гли ко  зил ги д ро ла  зы (К Ф 3.2 .1)  и  спе ци фи че  ских
ан т и тел к не му

Ме то да ми по вер х нос т но го плаз мон но го ре зо нан са и би ос лой ной ин тер фе ро мет рии 
оха рак те ри зо ва ны два по лу чен ных ра нее пол но раз мер ных пол нос тью че ло ве чес -
ких ан ти те ла, об ра ти мо свя зы ва ю щих ак тив ную фор му фер мен та, при над ле жа ще го 
к под ти пу КФ 3.2.1, ко то рая ис поль зу ет ся для за мес ти тель ной фер мен та тив ной те ра -
пии при не ко то рых бо лез нях па то ло ги чес ких ли зо сом ных на коп ле ний. По ка за но,
что в нор маль ных фи зи о ло ги чес ких ус ло ви ях скон с т ру и ро ван ные ан ти те ла спе ци -
фи чес ки свя зы ва ют ся с ан ти ге ном (KD ~10-8 М) и быс т ро дис со ци и ру ют при ней -
т раль ных зна че ни ях pH в 60%-ном эти лен г ли ко ле, ос тав ляя фер мен та тив ную ак тив -
ность не из мен ной. Раз ра бо тан ные ан ти те ла бла го да ря сво им свой с т вам мо гут быть
ис поль зо ва ны в про мыш лен нос ти в ка чес т ве аф фин но го ли ган да при вы де ле нии те -
ра пев ти чес кой суб с тан ции фер мен та.

Клю че вые сло ва: би ос лой ная ин тер фе ро мет рия, бо лез ни ли зо сом ных на коп ле ний, по вер х нос т ный плаз мон ный ре зо -
нанс, BLI, SPR.

doi: 10.1016/0234-2758-2016-32-4-68-74

                                 
Си мо нов Вла ди мир Ми хай ло вич, Ани си мов Ро ман Льво вич, Ива нов Сер гей Ва ле рь е вич.

Спи сок со кра ще ний: Аг — ан ти ген; АТ — ан ти те ло; ИФА — им му но фер мен т ный ана лиз; КЖ — ку ль ту ра ль ная жид кость; BLI —
био слой ная ин тер фе ро мет рия; BSA — бы чий сы во ро точ ный аль бу мин; KD — кон стан та дис со ци а ции; PBS — фос фат но-со ле -
вой бу фер; SPR — по вер х но ст ный плаз мон ный ре зо нанс.

* Ав то р для пе ре пи с ки.



ти ге не. Это об сто я те ль ст во су ще ст вен но огра ни -
чи ва ет при ме не ние ИФА. Дру гие рав но вес ные ме -
то ды ана ли за (ско ро стная се ди мен та ция, гель-фи -
ль тра ция, ди на ми че ское рас се я ние све та) тре бу -
ют дли те ль ных про це дур оп ти ми за ции и ха рак те -
ри зу ют ся бо ль шой ошиб кой из ме ре ния.

С дру гой сто ро ны, в свя зи с рас ту щим в по -
след нее время спро сом на вы со ко ка че ст вен ные ан -
ти те ла с за ра нее за дан ны ми свой ст ва ми по вы шен -
ное вни ма ние уде ля ет ся оп ти ми за ции как тра ди -
ци он ных гиб ри дом ных тех но ло гий, так и дис п лей -
ных ме то дов, та ких, на при мер, как ис по ль зо ва ние 
фа го вого дис п лея [1, 2]. При этом глав ный этап,
тре бу ю щий оп ти ми за ции — это скри нинг по лу -
чен но го раз но об ра зия дан ных по це ло му на бо ру
клю че вых па ра мет ров. Он по зво ля ет бо лее ин фор -
ма тив но и уже на ран ней ста дии ком п лек с но оха -
рак те ри зо вать вы бран ные ан ти те ла-кан ди да ты.
Так, ме то да ми по вер х но ст но го плаз мон но го ре зо -
нан са (SPR) [3] и био слой ной ин тер фе ро мет рии
(BLI) [4] кан ди да ты мо гут быть де та ль но оха рак те -
ри зо ва ны по сум ме па ра мет ров в от ли чие от клас -
си че ско го ме то да ко неч ных то чек (твер до фаз ный
им му но фер мен т ный ана лиз), где де та ли ме ха низ -
ма взаи мо дей ст вия, та кие как ско рость ре ак ций
об ра зо ва ния и рас па да ком п лек са, не мо гут быть
из ме ре ны на пря мую. Бо лее того, при не из беж ных
для ИФА от мыв ках су ще ст ву ет риск по те ри кан ди -
да тов, об ла да ю щих вы со кой ско ро стью дис со ци а -
ции [5]. В слу чае SPR и BLI по доб ные ри с ки ми ни -
ми зи ру ют ся, по зво ляя ана ли зи ро вать меж мо ле ку -
ляр ные взаи мо дей ст вия без до пол ни те ль ной оп ти -
ми за ции.

Ряд за бо ле ва ний ха рак те ри зу ет ся не до стат -
ком фер мен та или при сут ст ви ем его не ак тив ной
фор мы в ор га низ ме. На след ст вен ные за бо ле ва ния,
та кие как бо лез ни Хан те ра, Ан дер со на-Фаб ри и
Го ше, свя за ны с на ру ше ни ем ли пид но го об ме на,
при во дя щим к на коп ле нию суб ст ра тов опре де лен -
ных фер мен тов в ор га низ ме [6—10]. Для ле че ния
этих за бо ле ва ний при ме ня ет ся за ме сти те ль ная те -
ра пия, при ко то рой в ор га низм па ци ен та вво дит ся
вы со ко о чи щен ная ре ком би нан т ная ак тив ная фор -
ма бел ка [11]. Са мым из ве ст ным при ме ром при ме -
не ния это го ме то да яв ля ет ся гор мо на ль ная за ме -
сти те ль ная те ра пия ин су ли ном при диа бе те. При
этом вве де ние ре ком би нан т но го пре па ра та на зна ча -
ет ся па ци ен там по жиз нен но и, сле до ва те ль но, к ка -
че ст ву пре па ра тов предъ яв ля ют ся очень же ст кие
тре бо ва ния. 

Од но из та ких тре бо ва ний — от сут ст вие им -
му но ген но сти, свя зан ной с на ли чи ем сле до вых ко -
ли честв при ме сей пос ле очи ст ки. При про из вод -
сте бе зо пас но го ле кар ст ва для фер мен то за ме сти -

те ль ной те ра пии не об хо ди ма эф фек тив ная си с те -
ма очи ст ки пре па ра та бел ка из сме си, ко то рая
была бы спе ци фич ной и пол но стью со хра ня ла бы
его ак тив ность. Вы со ко тех но ло гич ным и хо ро шо
себя за ре ко мен до вав шим спо со бом ре ше ния этой
за да чи ока за лось со зда ние спе ци фи че ско го ан ти -
те ла, об ра ти мо свя зы ва ю ще го то ль ко мо ле ку лу ми -
ше ни без по те ри ею фер мен та тив ной ак тив но сти.

Цель дан ной ра бо ты — ха рак те ри сти ка био -
хи ми че ских и ки не ти че ских па ра мет ров взаи мо -
дей ст вия с фер мен том скон ст ру и ро ван ных нами
ра нее кан ди да тов — пол но раз мер ных ан ти тел —
в про цес се вы со ко эф фек тив ной очи ст ки ак тив ной 
фор мы суб стан ции. Вы бран ный для этой це ли ме -
тод ис сле до ва ния пре ду смат ри ва ет кон т роль за
фер мен та тив ной ак тив но стью мо ле ку лы-ми ше ни
и ми ни ма ль ное воз дей ст вие на ее ре ак ци он ный
центр, т.е. в на шем слу чае иск лю ча ет вне се ние ка -
ких-ли бо до пол ни те ль ных ме ток.

УСЛО ВИЯ ЭКСПЕРИМЕНТА

Фа го вый дис п лей и кло ны-про ду цен ты
пол но раз мер ных пол но стью че ло ве че ских ан ти -
тел бы ли по лу че ны стан дар т ны ми ме то да ми ге не -
ти че ской ин же не рии. Де та ль ная про це ду ра по лу -
че ния мо но кло на ль ных ан ти тел опи са на в го то вя -
щей ся па тен т ной за яв ке.

Вы де ле ние пре па ра тов ан ти тел из КЖ
про во ди ли ме то дом од но ста дий ной пре па ра тив -
ной аф фин ной хро ма тог ра фии с по мо щью си с те -
мы AKTA Pu ri fi er UPC 10 (GE He al t h ca re, США)
на ко лон ке mAb Se lect Su re 20 мл (GE He al t h сa re) с
да ль ней шим пе ре во дом в бу фер го то вой фор мы
(фос фат но-со ле вой бу фер, PBS) на ко лон ке Hip rep 
De sal ting 26/10 (GE He al t h сa re) со глас но ре ко мен -
да ци ям про из во ди те ля. Очи щен ные пре па ра ты
хра ни ли при 4°.

Ки не ти че ские кон стан ты опре де ля ли ме -
то дом по вер х но ст но го плаз мон но го ре зо нан са
(SPR) и био слой ной нтер фе ро мет рии (BLI), ис по ль -
зуя при бо ры Bi a co re T200 (GE He al t h сa re, США),
и OC TET QKe (PALL Li fe Sci en ces), со от вет ст вен -
но, со глас но ре ко мен да ци ям про из во ди те лей. Так, 
кон цен т ра ция ана ли та (ак тив ной фор мы фер мен -
та гли ко зил гид ро ла зы) ва рь и ро ва ла от 900 до 1 нМ. 
Стан дар т ным бу фе ром для SPR яв лял ся HBS-EP+
(20 мМ Na-HE PES, 150 мМ NaCl, 3 мМ ЭДTA,
0,005%-ный твин-20, pH 7,4); для BLI — PBSTB
(10 мМ Na-фос фат, 150 мМ NaCl, 0,005%-ный
твин-20, 0,01%-ный BSA, pH 7,4). В ка че ст ве бу фе -
ра для ре ге не ра ции сен со ров был ис по ль зо ван
0,1 M GlyHCl, pH 2,0. Бу фер для спе ци фи че ской
элю ции ана ли та со дер жал 50 мМ аце тат ам мо ния,
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рН 6,0, и 60%-ный эти лен г ли коль. Из ме ре ния про -
во ди ли на па не ли сен со ров от про из во ди те лей
при бо ров (CM5 для SPR, AR2G или ProA для
BLI), ис по ль зуя очи щен ные пре па ра ты как ак тив -
но го фер мен та для за ме сти те ль ной те ра пии, так и
раз ра бо тан ных ан ти тел.

Ко ва лен т ная им мо би ли за ция ан ти тел на
сор бен те. Ан ти те ла были хи ми че ски им мо би ли зо -
ва ны на CNBr-ак ти ви ро ван ной се фа ро зе (GE) со -
глас но ин ст рук ции про из во ди те ля.

РЕ ЗУ ЛЬ ТА ТЫ И ОБ СУЖ ДЕ НИЕ

Опре де ле ние ки не ти че ских кон стант 
свя зы ва ния и дис со ци а ции

Основ ным па ра мет ром, ха рак те ри зу ю щим
си лу меж мо ле ку ляр но го взаи мо дей ст вия в об ра ти -
мых ре ак ци ях, яв ля ет ся кон стан та дис со ци а ции

(KD). Этот па ра метр в про стых слу ча ях (для ре ак -
ций пер во го по ряд ка) яв ля ет ся от но ше ни ем ско ро с -
ти рас па да (kd или koff) и ско ро сти об ра зо ва ния
(ka или kon) ком п лек са.

Ис по ль зуя раз лич ные под хо ды в вы бо ре бел -
ка, раз ме ща е мо го на сен со ре (ана лог твер дой фа зы
для ИФА), мы по до бра ли усло вия для вы со ко про -
из во ди те ль ной ха рак те ри за ции пре па ра тов ан ти -
тел. Так, в слу чае не ко ва лен т ной ори ен ти ро ван -
ной им мо би ли за ции ан ти те ла на сен со ре CM5 че -
рез ко ва лен т но им мо би ли зо ван ные ан ти те ла, уз на -
ю щие Fc-фраг мент ан ти те ла че ло ве ка (GE Нeal t h -
ca re), бы ли по лу че ны дан ные о ки не ти ке свя зы ва -
ния с ан ти ге ном для АТ1 (од но го из по лу чен ных
ав то ра ми ан ти тел) (рис. 1).

Ки не ти че ские кон стан ты ско ро сти ре ак ций
для мо де ли взаи мо дей ст вия в би мо ле ку ляр ном
ком п лек се со сте хи о мет ри че ским со от но ше ни ем
1:1 бы ли опре де ле ны с ис по ль зо ва ни ем про грам -
мы Bia E va lu a ti on (GE He al t h ca re). При ме нен под -

70 Биотехнология, 2016, Т. 32, № 4

 СИ МО НОВ и др.

Рис. 1. Сен сог рам мы, по лу чен ные ме то дом SPR на Biacore T200 и по ка зы ва ю щие на коп ле ние ком п лек са АТ -Аг. Цвет -
ные кри вые от ра жа ют эк с пе ри мен таль ную за ви си мость ко ли чес т ва об ра зо ван но го ком п лек са от кон цен т ра ции Аг. Чер ные кри -
вые — те о ре ти чес ки пред с ка зан ные сен сог рам мы при вза и мо дей с т вии АТ с Аг в со от но ше нии 1:1. Аг ис поль зо ва ли в се рий ных
двук рат ных раз ве де ни ях на чи ная с 300 нМ при пос то ян ном ко ли чес т ве АТ1 (кри вые рас по ло же ны свер ху вниз). В таб ли це пред -
с тав ле ны вы чис лен ные зна че ния ско рос ти ас со ци а ции (ka), ско рос ти дис со ци а ции (kd) и кон с тан ты дис со ци а ции (KD), а так же
вы чис лен ное зна че ние мак си маль но воз мож но го ко ли чес т ва об ра зо ван но го ком п лек са (Rmax) и квад ра ти чес кое от к ло не ние эк -
с пе ри мен таль ных дан ных от мо дель ных (Chi2). Зна че ние U  — па ра метр, до пол ни тель но ха рак те ри зу ю щий од ноз нач ность вы -
чис лен ных зна че ний ka, kd и Rmax

Fig. 1. Sensigrams obtained by SPR on BiacoreT200 demonstrating the accumulation of the AT -Ag complex. Color curves show
the experimental dependencies of amount of the formed complex on Ag concentration. Black curves demonstrate the theoretically predicted 
dependencies at the AT -Ag ratio equal to 1:1. Ag was twofold diluted in series beginning from 300 nM with constant AT amount (curves
from top to bottom). Table contains calculated values of association rate (ka), dissociation rate (kd), and dissociation constant (KD) along
with calculated value of maximum possible amount of formed complex (Rmax) and square deviation of experimental from theoretical data 
(Chi2). U-value is a parameter that additionally confirms the unambiguity of the calculated ka, kd and Rmax values



ход двой но го вы чи та ния фона и воз мож ных не спе -
ци фи че ских взаи мо дей ст вий. По ка за но, что ход
эк с пе ри мен та ль ных сен сог рамм (цвет ные) хо ро -
шо со гла су ет ся с хо дом те о ре ти че ских (чер ные)
(см. рис. 1). Од на ко не смот ря на вы со кую чув ст ви -
те ль ность про пу ск ная спо соб ность дан но го ме то -
да огра ни че на еди но вре мен ным опре де ле ни ем
все го од но го об раз ца ат ни те ла с ат ни ге ном в од -
ной кон цен т ра ции. Бо лее того, дан ный ме тод ма -
ло эф фек ти вен в слу чае ис по ль зо ва ния не о чи щен -
ных пре па ра тов. По э то му для да ль ней шей ха рак -
те ри сти ки раз ра бо тан ных ан ти тел был вы бран ме -
тод био слой ной ин тер фе ро мет рии на при бо ре Oc -
tet QKe. Этот ме тод по зво ля ет про во дить до во сь -
ми па рал ле ль ных из ме ре ний, в том чис ле не по -
сред ст вен но в ку ль ту ра ль ных су пер на тан тах. Для
это го ис по ль зо ва ли ком мер че ски до ступ ные сен -
со ры с им мо би ли зо ван ным бел ком А. На рис. 2
пред став ле ны сен сог рам мы, по лу чен ные с по -

мо щью BLI, а так же вы чис лен ные кон стан ты для
пре па ра тов АТ1 и АТ2.

Ки не ти че ские кон стан ты ско ро сти ре ак ций
опре де ле ны для мо де ли взаи мо дей ст вия 1:1 с по -
мо щью про грам мы For te Bio da ta ana ly sis (PALL Li -
fe Sci en ces). Для уско ре ния из ме ре ний ис по ль зо -
ван под ход про сто го вы чи та ния фона. Как вид но
из эк с пе ри мен та ль ных сен сог рамм, по лу чен ных
для АТ1, на блю да ет ся сла бое фо но вое не спе ци фи -
че ское взаи мо дей ст вие ан ти ге на с ан ти те лом по
дру го му сай ту свя зы ва ния, на ко то рое ука зы ва ет
рас хож де ние дан ных по кон стан там ско ро сти ре -
ак ций, по лу чен ных в эк с пе ри мен те и на мо де ли
при вы со ких кон цен т ра ци ях ана ли та (см. рис. 2, a).
Тем не ме нее, те о ре ти че ская мо дель хо ро шо со гла -
су ет ся с эк с пе ри мен том.

Раз ли чие в зна че ни ях KD, по лу чен ных ме то -
дом SPR и BLI, мо жет быть объ яс нено не спе ци фи -
че ски ми  взаи мо дей ст ви я ми BSA с сен со ра ми.
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Рис. 2. Сен сог рам мы на коп ле ния ком п лек сов АТ1-Аг (a) или АТ2-Аг (b), по лу чен ные ме то дом BLI на OC TET QKe. Си ние
кри вые пред с тав ля ют эк с пе ри мен таль ную за ви си мость ко ли чес т ва об ра зо ван но го ком п лек са от кон цен т ра ции Аг. Крас ные кри -
вые — те о ре ти чес ки пред с ка зан ные сен сог рам мы при вза и мо дей с т вии АТ с Аг в со от но ше нии 1:1. Аг ис поль зо ва ли в се рий ных
двук рат ных раз ве де ни ях на чи ная с 900 нМ при пос то ян ном ко ли чес т ве АТ (кри вые рас по ло же ны свер ху вниз). c — схе ма не ко ва -
лен т ной ори ен ти ро ван ной им мо би ли за ции АТ на по вер х нос ти сен со ра. d — вы чис лен ные кон с тан ты ско рос ти ас со ци а ции (ka) и
дис со ци а ции (kd), кон с тан та дис со ци а ции KD, пог реш ность ее вы чис ле ния (KD error), вы чис лен ные зна че ния мак си маль но воз -
мож но го ко ли чес т ва об ра зо ван ных ком п лек сов (Rmax) и ста тис ти чес кий па ра метр ко эф фи ци ен та де тер ми на ции (R2)

Fig. 2. Sensigrams of accumulation of the AT1-Ag (a) and AT2-Ag (в) complexes obtained by BLI on Octet QKe. Blue curves
represent the experimental dependency of amounts of formed complexes on Ag concentration. Red curves are theoretically predicted
sensigrams at the AT -Ag ratio equal to 1:1. Ag was twofold diluted in series beginning from 900 nM with constant AT amounts (curves
from top to bottom). Panel c represents a scheme of noncovalent oriented AT immobilization on the sensor surface. Panel d shows the
calculated constants of association rate (ka) and dissociation rate (kd), dissociation constant (KD), error of its calculation (KD  error),
counted values of maximum possible amount of formed complexes (Rmax) and a statistic parameter of determination coefficient (R2)



Тем не ме нее, для скри нин га и по ис ка луч ше го
кан ди да та та кое рас хож де ние до пу с ти мо.

Ме то дом BLI были ана ло гич но опре де ле ны
ки не ти че ские кон стан ты для раз ра бо тан но го АТ2
(см. рис. 2, b). При этом за ме че но, что при од ном и 
том же ко ли че ст ве им мо би ли зо ван но го ли ган да и
ана ли та кон цен т ра ция об ра зо ван но го ком п лек са
(Rmax) для АТ2 выше, чем для АТ1. Мо дель взаи -
мо дей ст вия 1:1 для АТ2 так же точ но опи сы ва ет эк с -
пе ри мен та ль ные на блю де ния.

Опре де ле ние воз мож но сти пря мой 
не о ри ен ти ро ван ной ко ва лен т ной 
им мо би ли за ции раз ра бо тан ных 
ан ти тел на твер дой фа зе

Ме то дом BLI ис сле до ва ли мно го цик ло вую
об ра ти мую спе ци фи че скую сор бцию по лу чен ных 
ан ти тел с це лью оцен ки ак тив но сти их спе ци фи че -
ско го свя зы ва ния по сле ко ва лен т ной не о ри ен ти ро -
ван ной им мо би ли за ции с ан ти ге ном на сен со ре.
Для это го в па рал ле ль ных эк с пе ри мен тах бы ли
им мо би ли зо ва ны по два сен со ра с каж дым ан ти те -
лом, и про цесс на коп ле ния ком п лек са ан ти те ла с
ан ти ге ном на блю да ли в те че ние 50 цик лов сор -
бции/де сор б ции ан ти ге на в усло ви ях, бла го при ят -
ных для со хра не ния фер мен та тив ной ак тив но сти
ана ли та. По лу чен ный на бор дан ных сви де те ль ст -
ву ет о прак ти че ски не из мен ном уров не ак тив -

но сти раз ра бо тан ных ан ти тел по от но ше нию к ан -
ти ге ну (рис. 3).

Опре де ле ние кон ку рен т но го свя зы ва ния
скон ст ру и ро ван ных ан ти тел на ан ти ге не

Так как по лу чен ные АТ1 и АТ2 про де мон -
ст ри ро ва ли сход ные био хи ми че ские и ки не ти че -
ские свой ст ва, воз ник во прос о воз мож ном пе ре -
кры ва нии сай тов их уз на ва ния на ан ти ге не. Для
ис сле до ва ния это го пред по ло же ния был ис по ль зо -
ван ме тод BLI в фор ма те ко ва лен т ной не о ри ен ти -
ро ван ной им мо би ли за ции АТ1 или АТ2. На блю да -
ли за об ра зо ва ни ем и дис со ци а цией ком п лек са им -
мо би ли зо ван но бго ан ти те ла с ан ти ге ном в при сут -
ст вии на сы ща ю щих кон цен т ра ций ли бо тех же,
ли бо кон ку ри ру ю щих ан ти тел, ли бо бу фе ра с ан ти -
ге ном, но без ан ти тел (кон т роль). Схе ма эк с пе ри -
мен та пред став ле на на рис. 4.

В ре зу ль та те по лу чи ли на бор схо жих сен со -
г рамм (рис. 5), из ко то рых был сде лан вы вод о пол -
ном пе ре кры ва нии ука зан ных сай тов свя зы ва ния.

Сле ду ю щим клю че вым во про сом яв ля лось
под твер ж де ние воз мож но сти ис по ль зо ва ния по лу -
чен ных ан ти тел в ка че ст ве аф фин но го сор бен та.
Для это го ан ти те ла были хи ми че ски им мо би ли зо -
ва ны на ак ти ви ро ван ном сор бен те (CNBr). По сле
это го с по мо щью по лу чен но го сор бен та была в
одну ста дию вы де ле на пол но стью ак тив ная фор -
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Рис.3. Об ра зо ва ние на сен со рах ком п лек са ан ти ге на с со от вет с т ву ю щи ми ан ти те ла ми по дан ным BLI (дан ные 50 цик -
лов в двух пов тор нос тях). В свя зи с осо бен нос тя ми прог рам м но го обес пе че ния и оп ти чес ки ми свой с т ва ми бу фе ра для элю ции
ан ти ге на сен сог рам мы ре ге не ра ции не по ка за ны

Fig. 3. Formation of antigen complex with corresponding antibodies measured by BLI. Data of 50 cycles in duplicate are
represented. Due to software features and optical characteristics of the antigen elution buffer, regeneration sensigrams are not shown



ма фер мен та для за ме сти те ль ной те ра пии. Чис то -
та по лу чен но го пре па ра та была не ниже 90% (дан -
ные не при ве де ны).

Та ким об ра зом, нами была раз ра бо та на про с -
тая эк с п ресс-плат фор ма для ис сле до ва ния свойств
мо но кло на ль ных ан ти тел с це лью их по сле ду ю ще -
го ис по ль зо ва ния для опре де лен ных за ра нее за дан -
ных це лей. По срав не нию с клас си че ским ИФА
при ме не ние этой плат фор мы зна чи те ль но уско ря ет 
и упро ща ет про це ду ру скри нин га, да вая при этом
зна чи те ль но бо ль ше ин фор ма ции. Бо лее того, дан -
ный под ход по зво ля ет мо де ли ро вать по ве де ние им -
мо би ли зо ван ных ан ти тел по от но ше нию к ан ти ге -
ну на гра ну лах аф фин но го сор бен та, что су ще ст -
вен но уско ря ет про цесс его раз ра бот ки.

По лу че но 07.07.16
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Ap pli c a  t i on of Sur  fa ce Plas mo n Re so -
nan ce  and Bi o lay er In  ter fe  ro met ry to In ves -
ti  ga ti  on of Pro te  in-Pro te  in In te rac ti  ons using
Gly co syl  Hyd ro la  se En zy me (EC 3.2.1) and
Spe ci  fic  An ti  bo di  es to i t

Two ful ly hu man mo no clo nal an ti bo di es pre vio us ly de -
sig ned by the aut hors and ca pab le of re ver sib ly bin ding to the ac -
ti ve form of the en zy me of the EC. 3.2.1 sub ty pe have been cha -
rac te ri zed by sur fa ce plas mon re so nan ce and bi o lay er in ter fe ro -
met ry met hods. This en sy me is used in the rep la ce ment the ra py of 
some ly so so mal sto ra ge di se a ses. It was shown that un der nor mal
phy si o lo gi cal con di ti ons, the pre vio us ly de sig ned MAbs spe ci fi -
cal ly bo und to the an ti gen with KD ~10-8 M and ra pid ly dis so ci a -
ted in the oc cur ren ce of 60% et hy le ne gly col at ne ut ral pH with
the spe ci fic en zy me ac ti vi ty pre ser ved. The se part icu lar pro per ti -
es of the con s t ruc ted an ti bo di es make them hel p ful as an af fi ni ty
li gand du ring the lar ge-sca le iso la ti on of the en zy me the ra pe u tic
sub s tan ce.

Key words: bi o lay er in ter fe ro met ry, BLI, ly so so mal sto -
ra ge di se a se, sur fa ce plas mon re so nan ce, SPR.

Bi o tek h no lo giya (Bi o tec h no lo gy), 2016, V. 32, N 4, P. 68—74.

74 Биотехнология, 2016, Т. 32, № 4

 СИ МО НОВ и др.

                                         

Author for correspondence.


