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EN
Antibody labeling kits

The kit is used for the preparation of labeled antibodies having 2.5-3 labels per
antibody. The kit contains all reagents and materials for ten labeling reactions, each for
100 ug of the antibody. The dye is an NHS ester, taken in controlled excess. It reacts
with the amine groups of lysines the antibody at mild alkaline pH. The purification of the
antibody is achieved by gel filtration using spin columns. These kits contain sulfonated,
water soluble dyes, that are most suitable for the labeling of sensitive proteins,
including antibodies.

Kit components

Kit component Count

1321-10rkn  3321-10rxn ~ 7321-10rkn  5321-10rxn 6321-10rxn
10 reactions 10 reactions 10 reactions 10 reactions 10 reactions

N1320, Sulfo-Cyanine3 NHS ester, 1

10 — — — —
rxn
N3320, Sulfo-Cyanined NHS ester, 1 o 10 o o o
rxn
N7320, Sulfo-Cyanine5.5 NHS ester, 1 o 10 o o
rxXn
N5320, Sulfo-Cyanine7 NHS ester, 1 o o o 10 o
rxn
NB320, Sulfo-Cyanine7.5 NHS ester, 1 o o o 10
rxn
Desalting spin column, PBS 10 10 10 10 10
Desalting receptacle vial, 1.5 mL 10 10 10 10 10
Desalting waste vial, 2 mL 10 10 10 10 10
PBS tablet, for 100 mL of buffer 1 1 1 1 1
15050, DMSO0, labeling grade, 1 mL 1 1 1 1 1
1584-05mL, Sodium azide solution,
3%, 0.5 ml ! ! ! ! !
r1“E(‘3]E£EI-’I 5mL, Sodium bicarbonate, 126 1 1 1 1 1

Store at temperature between +3 °C and +20 °C. Do not freeze!
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Shelf life 12 months
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Protocol

1. Antihody preparation.

Optimal conditions for the labeling reaction are the following: antibody at a
concentration of 1 mg/mL dissolved in 0.1 M sodium hydrocarbonate solution. Sodium
azide is compatible with the labeling. If concentration of antibody is below 1 mg/mL, it
should be concentrated. Antibody preparation should be free of aminoacids, proteins
like BSA and buffer components that bring pH to unfavourable (2-7.5 or 9-12) ranges.

2. Setting up the reaction.

2.1. Add a solution of antibody in sodium hydrocarbonate (100 ug in 100 ul*) to the
fluorophore, vortex, and incubate for 30 min at room temperature.

*if a smaller amount of antibody is to be labeled, dissolve lyophilized dye in 10 uL of anhydrous DMSO, and take 1 ul of the
solution per 10 ug of antibody. The solution of dye in DMSO should be consumed immediately.

3. Purification of the labeled antibody.

3.1. Prepare the column. The column should be at room temperature prior to use. The
gel should be resuspended using vortex. Put the column into a waste receptacle
(without cap), and centrifuge for 2 min at 1,000 g (speed must be carefully controlled
- for standard 6 cm rotor, 1,000 g = 3800 rpm). The small bulge of the column
should be oriented outwards.

3.2. Apply 400 ul of 1x PBS buffer, centrifuge for 2 min at 1,000 g.

3.3. Remove the column from waste receptacle. Put it into collection tube (with cap).
Apply 100 ul of the reaction mixture onto the column, incubate for 1 min, and elute
the antibody by centrifugation for 2 min at 1,000 g. Add 1/100 volume of 100x sodium
azide. Antibodies can be aliquoted to improve their shelf life. Current aliquot can be
stored at +4°C the rest at -20°C.

4. Measurement of dye to antibody ratio.

To calculate dye to antibody ratio, measure absorption spectrum of the conjugate, or
absorption at 280 nm (A,), and at dye absorption maximum (A, ). A typical absorption
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spectrum of a dye labeled antibody is shown below. Depending on the dye, wavelength
of the maximum may vary.
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An absorption spectrum of a labeled antibody contains dye peak (with longer
wavelength), and antibody peak (at around 280 nm). Dye to antibody ratio is
calculated using the following formula:

Dye_ ADyeXSAB
AB (A=A, XCF)Xep,

Dye

with Dye/RB - average number of fluorophores per antibody molecule, Ay, - optical
density of the sample at dye absorption maximum, A, - sample optical density at 280
nm, €,g - molar extinction coefficient of antibody at 280 nm (210,000 for IgG), &y, -
molar extinction coefficient of dye at absorption maximum (see table below), CF,g -
correction factor for dye (see table below).
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Dye A e NM £ CF,,
sulfo-Cyanine3 548 162,000 0.06
sulfo-Cyanine 646 271,000 0.04
sulfo-Cyanineb.5 673 195,000 0.11
sulfo-Cyanine7 750 240,600 0.04
sulfo-Cyanine7.5 778 222,000 0.09

Example of calculation

After labeling of IgG antibody with sulfo-Cyanined and purification, a solution has been
obtained with absorption spectrum above. Determine dye to protein ratio.

Using absorption spectrum, the following values can be found: A,,, = 0.184 at dye
absorption maximum (646 nm, see the table), Ry, = 0.066 (at 280 nm), g4 =
210000 for IgG; &p,, = 271,000, and CFyg = 0.04.

Dye _ Apye X €45 _ 0.184x210000

= =243
AB (A, A

XCF)Xep, (0.066—0.184X0.04)x271000

Dye

Dye/AB - is 2.43 fluorophore molecules per antibody.

Interpretation of results, and antibody storage

In most cases, optimal dye to antibody ratio is 2-3 dye molecules per antibody.
Increase of dye loading above this value does not improve fluorescent signal because of
the concentrational quenching of the fluorescence. When too few fluorophores are
attached during the reaction, decrease antibody loading per reaction. Use of expired
kit can also lead to this result.

We recommend to test hinding of labeled antibodies with their antigens. The labeled
antibodies can be stored at -20°C. An aliquot that is currently in use, should be stored
at +4°C to avoid freeze-thaw cycles. The stability of the conjugate is determined by
antibody itself rather than fluorophaore or the chemical bond. Labeled antibodies should
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not be exposed to direct sunlight for extended time, but tolerate ambient lighting well.
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Kits zur Antikérpermarkierung

Die Kits dienen der Fluoreszenzmarkierung von Antikorpern. Ein Kit enthalt Reagenzien
und Materialien fur zehn Markierungsreaktionen mit jeweils 100 pg Antikdrper. Der
Fluorophor wird als NHS-Ester im kontrollierten Uberschuss eingesetzt, um die
Markierung eines Antikdrpers mit 2,5-3 Markermolekiilen zu erzielen. Bei schwach
alkalischem pH-Wert reagiert der Fluorophor mit den Aminogruppen der
antikdrpereigenen Lysin-Seitenketten. Die Aufreinigung erfolgt anschlieBend mit
Gelfiltrationssaulchen in der Tischzentrifuge. Die Kits enthalten sulfonierte,
wasserlgsliche Fluorophore, die sich sehr gut fir die Markierung empfindlicher
Proteine, einschlieflich Antikérpern, eignen.

Bestandteile
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Komponente Anzahl

1321-10rxn  3321-10rkn  7321-10rxn  5321-10rxn  6321-10rxn
10 10 10 10 10
Reaktionen  Reaktionen  Reaktionen  Reaktionen  Reaktionen

N1320, Sulfo-Cyanin 3
NHS-Ester, 1 rxn

N3320, Sulfo-Cyanin 5
NHS-Ester, 1 rxn

N7320, Sulfo-Cyanin
5.5 NHS-Ester, 1 rxn

N5320, Sulfo-Cyanin 7
NHS-Ester, 1 rxn

NB320, Sulfo-Cyanin
7.5 NHS-Ester, 1 rxn

Zentrifugationsséulchen 10 10
zum Entsalzen, PBS

Auffanggefa (1,5 ml)
fiir die Gelfiltration

Abfallgefas (2 ml) fiir
die Gelfiltration

PBS-Tablette, ergibt
100 ml Puffer

15050, DMSO,
Markierungsgite, 1 mL

1584-05mL, Sodium
azide solution, 3%, 0.5 1 1 1 1 1
mlL

1689-15mL, Sodium
bicarbonate, 126 mg

N
=

Lagern bei +3 °C his +20 °C. Nicht einfrieren!
Haltbarkeit: 12 Monate

Anleitung

1. Vorhereitung der Antikérperlosung

Die Antikdrper sollten vor der Markierungsreaktion in PBS gelést werden. Natriumazid

Deutsch - 10



beeintréchtigt die Reaktion nicht. Falls die Antikérperkonzentration geringer als
1 mg/ml ist, sollte die Ldsung aufkonzentriert werden.

2. Reaktionsansatz
2.1 Zentrifugieren Sie den lyophilisierten Fluoreszenzfarbstoff kurz an.

2.2 Geben Sie die vorbereitete Antikdrperldsung (100 pg in 100 pl¥) direkt auf den
lyophilisierten Fluorophor und vortexen Sie langsam. Inkubieren Sie die Reaktionsldsung
30 min bei Raumtemperatur.

* Falls eine geringere Antikdrpermenge markiert werden soll, IGsen Sie den lyophilisierten Fluorophor in 10 pl wasserfreiem
DMSO0 und setzen Sie 1 pl dieser Losung pro 10 pg Antikorper ein. Die Losung des Fluorophors in DMSQ sollte unmittelbar
verbraucht werden.

3. Aufreinigung der markierten Antikdrper

3.1 Vorbereitung des Séulchens: Das Saulchen sollte bei Gebrauch Raumtemperatur
angenommen haben. Resuspendieren Sie das Sdulenmaterial durch Vortexen. Entfernen
Sie zundchst den unteren Verschluss und stecken Sie das Séulchen in ein
Abfallrdhrchen (ohne Verschlusskappe). Entfernen Sie dann auch den oberen Deckel
und zentrifugieren Sie 2 min lang mit 1.000 g, um den Puffer zu entfernen. Die
Markierung am oberen Séulchenrand dient der gleichbleibenden Ausrichtung und sollte
bei allen Zentrifugationsschritten nach auen weisen. Verwerfen Sie den eluierten
Puffer und stecken Sie das Séulchen wieder in dasselbe Abfallrdhrchen.

3.2 Geben Sie 400 pl PBS auf das Séulenmaterial und zentrifugieren Sie erneut fiir
2 min mit 1.000 g.

3.3 Verwerfen Sie das Abfallréhrchen mit dem eluierten Puffer und stecken Sie das
Séaulchen in ein AuffanggefaB (mit Deckel). Pipettieren Sie 100 pl des
Reaktionsansatzes mittig auf das Saulenmaterial und eluieren Sie die Antikdrper durch
Zentrifugation fir 2 min mit 1.000 g. Vergessen Sie dabei nicht, den Rotordeckel
anzubringen. Geben Sie als Konservierungsmittel 1/100 Volumenanteil

100x Natriumazididsung zum Eluat. Zur Langzeitlagerung empfiehlt es sich, die
Antikérperldsung aliquatiert bei —20 °C einzufrieren. Die Gebrauchslgsung sollte bei

4 °C gelagert werden.
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Um das Mengenverhéltnis des Fluoreszenzfarbstoffs zum Antikdrper zu bestimmen,
nehmen Sie ein Absorptionsspektrum des Konjugats auf oder messen Sie die
Absorption bei 280 nm (A,g) und am Absorptionsmaximum des Fluorophors (A;,). Ein
typisches Absorptionsspektrum eines markierten Antikdrpers ist in der folgenden
Abbildung dargestellt. Die Wellenlange des Absorptionsmaximums héngt dabei von der
Wahl des Fluoreszenzfarbstoffs ab.

4. Bestimmung des Verhaltnisses von Farhstoff zu Antikérper
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Das Absorptionsspektrum eines fluoreszenzmarkierten Antikérpers weist einen
Antikérperpeak (bei etwa 280 nm) und einen Farbstoffpeak (mit gréBerer Wellenldnge)
auf. Das Mengenverhaltnis des Farbstoffs zum Antikérper berechnet sich nach
folgender Formel:

Dye _ ADye X € AB
X CF)X¢p,

AB (A,—A
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mit Dye/AB = durchschnittliches Verhaltnis von Fluorophor- zu Antikdrpermolekiilen,
A,,. = optische Dichte der Probe am Absorptionsmaximum des Fluorophors, Ry =
optische Dichte der Probe bei 280 nm, &, = molarer Extinktionskoeffizient des
Antikdrpers bei 280 nm (210.000 fiir IgG), &y, = molarer Extinktionskoeffizient des
Fluorophors am Absarptionsmaximum (It. folgender Tabelle), GF,5, = Korrekturfaktor
des Fluorophors (It. folgender Tabelle).

Fluorophor — € CFy

Sulfo-Cyanin 3 548 162.000 0,06

Sulfo-Cyanin 5 646 271.000 0,04

sulfo-Cyanine 5.5 673 195,000 0.11

sulfo-Cyanine 7 750 240,600 0.04

sulfo-Cyanine 7.5 778 222,000 0.09
Beispielrechnung

Nach der Markierung eines lgG-Antikdrpers mit Sulfo-Cyanin 5 und anschliefender
Aufreinigung wurde das oben abgehildete Absorptionsspektrum aufgenommen. Daraus
soll nun das Verhéltnis von Farbstoff zu Protein ermittelt werden.

Dem Absorptionsspektrum bzw. obiger Tabelle lassen sich folgende Werte entnehmen:
A,,. = 0,184 am Absorptionsmaximum des Fluorophors (646 nm It. Tabelle), Ry =
0,066 (bei 280 nm), €, = 210.000 fiir IgG; &, = 271.000, CF,5 = 0,04.

Dye _ Apye X € 4 _ 0.184x210000
AB (A, A

= =243
XCF)xX¢,, (0.066—0.184x0.04)x271000

Dye

Dye/AB = 2,43 Fluorophormolekiile pro Antikdrpermolekiil.

Interpretation des Ergebnisses, Antikorperlagerung

In den meisten Fllen wird das optimale Verhaltnis von Fluorophor zu Antikdrper bei
2-3 liegen. Eine starkere Beladung mit Farbstoff verbessert das Fluoreszenzsignal
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aufgrund von konzentrationsabhangigen Quenchingeffekten in der Regel nicht. Sollten
bei der Reaktion zu wenige Farbstoffmolekiile konjugiert werden, verringern Sie bitte
die eingesetzte Antikdrpermenge. Die Verwendung eines abgelaufenen Kits kann
ebenfalls zu einem solchen Ergebnis fiihren.

Es empfiehlt sich, das Bindeverhalten markierter Antikdrper an ihr Antigen zu
Giberpriifen. Die markierten Antikorper konnen bei —20 °C gelagert werden. Ein
Gebrauchsaliquot sollte im Kiihlschrank gelagert werden, um wiederholtes Einfrieren
und Auftauen zu vermeiden. Die Stabilitdt des Konjugats ist eher von der Stabilitat des
Antikdrpers abhéngig als von der des Fluorophars oder der kovalenten Bindung. Die
markierten Antikérper sollten nicht iiber einen langeren Zeitraum dem direkten
Sonnenlicht ausgesetzt werden, tolerieren aber (blicherweise das Umgebungslicht.
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Habopb! Ans hnyopecLeHTHOr0 MeYeHUs aHTUTEn

Habopbl N03BonsoT GbICTPO BBECTY (hryopodhopb! (hryopeclieHTHbIE kpacuTenin) B
coctas aHTvTena (2-3 meTki Ha 1 monekyrny Genka). B HaBop BXOAST KOMNOHEHTHI Ans
nposenenns 10 peakuwnin x 100 mkr aHTuTena. MpuHLMAN AEVCTBIS OCHOBAH Ha
1CMOMb30BaHNM CYKUMHAMIAHOTO adiupa Kpacutens (6epeTcs B U36bITKE), koTopbIi B
cnaboLLenoyHoil cpese pearvipyeT co cBo6oaHbIMM amuHorpynnamu aHtutena (N-
KOHLLEBOV aMUHOTPYNNoi, aMUHOrpynnov Ha nuauxe). Mocneayowas o4YncTKa aHTuTena
0T HeNpopearypoBaBLLEra peareHTa NPoM3BOAUTCS renb-tunbTpaumen Ha
MUKPOKOmoHKax (BXoasT B HaBop). [N MeYeHUs MCnomb3yioTest NOMHOCTbIO
pacTBOPUMbIE B BOfE KPACUTENW, NO3TOMY HABOPbI OTAMYHO NOAXOAAT ANS MEYEHUS
6enKoB, B TOM YIACTIE aHTUTEN.

Cocrae Habopa

Komnonent Ha6opa Konuuecteo

1321-10rxn  3321-10rxn  7321-10rxn  5321-10rxn  6321-10rxn
10 peaxuwii 10 peaxuwii 10 peaxuwii 10 peaxuwit 10 peaxumit

N1320, Sulfo-Cyanine3 akTvBvpoBaHHbiit achup, 1

10 — — — —
rxn
N3320, Sulfo-Cyanine akTusuposanHbii aup, 1 10 o o o
rn
N7320, Sulfo-Cyanine5.5 akTuBMpoBaHHbIA agmp, o 10 o o
1rxn
N5320, Sulfo-Cyanine7 akTusuposanHbii aoup, 1 o o 10 o
Xn
NB320, sulfo-Cyanine7.5 akTuevpoBanHbii agmp, o o o 10
1rxn
Crix-konoHka ang o6ecconneanis, PBS 10 10 10 10 10
Mpo6upka npuemHas Ans obecconmsars, 1.5 mn 10 10 10 10 10
Mpo6upka npuemHas 6e3 Kpbiwku, & M 10 10 10 10 10
Ta6nerka PBS, Ha 100 mn 6ycepa 1 1 1 1 1
15050, DMSO, labeling grade, 1 mL 1 1 1 1 1
1584-05mL, Sodium azide solution, 3%, 0.5mL 1 1 1 1 1
1689-15mL, Sodium bicarbonate, 126 mg 1 1 1 1 1
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XpaHutb npn Temnepatype ot +3 °C go +20 °C.He 3amopaxuBaTs!

Cpok xpaHeHust 12 mecsues.

Mpotokon

1. MoaroToBKa anTHTena.

Mpenapat aHTUTENa HE AOMXEH COEPXaTb NPUMECK CBOGOMHbIX aMUHOKMCIIOT Wi
apyrix 6enkos, Hanpumep BSA, a Takxe KoMnoHeHToB BythepHbix pacTeopos ¢ pH 2-7,5
unn 9-12. Ecnn aHTuTEno Haxoutes B GychepHom pacTeope ¢ pH 8- 8,5 (Ha ocHose
6vkap6oHaTa HaTpus unm TrisHCI) v rapaHTPOBaHHO HE COJEPXMT ApyriX NpUMEecei,
€ro MOXHO 1CNob30BaTh B peakuiv 6e3 [ON0NHUTENbHOM 041CTk. Ecn Bbl He
YBEPEHbI, 4TO NPernapar aHTuTena He COAEPXUT NPUMECEN, TO 0693aTeNbHO NPOBEANTE
npoueaypy o4ucTki. [Ans oumncTkv aHTuTena (npu HeoBxoprmocTi) pekoMerpyeTcs
11CNONb30BaTh OAVH U3 CREdyIoLLMX METOAOB: Anania, renb-(puisTpauus unu
ynbTpauibTPaLUMS Ha KonoHkax, ¢ nenonb3osanmem 0.1 M pacTeopa ruapokap6oHaTa
HaTpns (HaBecka ruapokap6oHaTa HaTpus eCTb B HaBope).

OnTManbHble YCroBIS AN MPOBEAEHNS MEYEHIS aHTUTENA: KOHLEHTpauns aHtutena 1
wmr/mn 8 pacteope 0.1 M ruppokap6oHaTa HaTprs 6e3 NOCTOPOHHUX NPUMECEN.
MpucyTcTBYE KOHCEPBYPYIOLLErD areHTa a3upa HaTpus B pacTBope aHTuTena (o
koHueHTpauv 0.04%) He oKa3bIBAET BUSHUS Ha Peakumio.

Ecrn KoHUEHTpauwns aHTUTena Hike ‘1 Mr/Mn, To ee HeoBXomMUMOo [OBECTU A0 1 Mr/mn ¢
MOMOLLbIO KOHLEHTPUPOBaHNS (ynbTpachnnbTpaLmei) n Nocneaylowero pasGasneHns.
[Insi NOMHON 04MCTKY OT BO3MOXKHBIX NPUMECEN PEKOMEHAYETCS NPOBECTIA [1BA LMKNa
KOHLEHTPMPOBaHNS/pa3taBneHns. Mocne Kaxaoro KOHUEHTPUPOBAHNS aHTUTENO
pa36asnsetcs 0.1 M ruapokapGoHaToM HaTpus.

Ecnu KoHUEHTpaLus aHTTENa Bbille ‘1 Mr/Mr1, Nepes pa3GaBneHeM pekoMEHYETCS
MPOBECTY Er0 OHOKPATHYI0 NMPOMBIBKY Ha KOMOHKE ANS YrbTPathunbTRaLim ¢ NoMOoLLb0
0.1 M rugpokap6oHaTa HaTpus. [N NONHOM 04ACTKY OT BO3MOXHbIX NPUMECEN
PEeKOMEHLYETCs MPOBECTY [iBa LUMKNA KOHLEHTPIPOBaHIS/pa36asneus. Mocne
npombIBky aHTuTeno pasaensetcs 0.1 M rugpokap6oHaTom HaTpus.
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KoHUeHTpauio aHTuTENa pekoMeHaYETCs KOHTPONMPOBATL CeKTPO(OTOMETPUHECKN
(ans aTUX Uerein nyyLue BCEro NoAXOAUT BECKIOBETHIN CNEKTPO(OTOMETP).

CToMT OTMETTb, YTO KOHLEHTPALWS aHTUTENA B PEAKLMOHHOM CMECI BIMSIET Ha CTENeHb
MeyeHus. Hanpumep, npu noctaqoske peakuwn co 100 mkr auTuTena B 06beme MeHee
100 mKn ByneT nony4eHo MoANMULMPOBAHHOE AHTUTENO CO CTENEHbI0 MeyeHns 4o 4-5
Monekyn kpacutens Ha auTuteno. Mpi nocTaxoske peakuyn co 100 mkr aHTUTENa B
o6beme, Gonblem 100 Mk, ByneT nonyy4eHo MoANULMPOBAHHOE aHTATENO CO
cTeneHbto MeyeHns 0.3-1 Monekyn kpacuTens Ha aHTuTeno.

2. MocTaHoBKa peakumu.

2.1. B npobupky ¢ nuodnninaoBaHHbIM dyopotopom (hnyopecueHTHsIM KpacuTenem)
fo6asbTe pacTeop aHtutena 8 0.1 M ruppokap6oHate HaTpus (pexomeHpyemble
konyectsa - 100 mkr* antutena B 100 Mk™*), nepemeluaiTe Ha BOpTEKCE [0
MonHOro PacTBOPEHIS peareHTa v uHky6upyiite 30 MH Mpy KOMHATHOI TemnepaType.

* €CIIM HEOGXOAVIMO NPOBECTY PEAKLVIO C MEHbLUVM KONMYECTBO 8HTUTENa, HEOGXOAVIMO Pa3BECTV MMO(UNM30BAHHbII PeareHT
8 10 mKn GeasogHoro DMSO v B3aTb Ans peakunn no ‘1 mkn pacTeopa Ha kaxavle 10 mkr aHTuTena. PacTeop pearenTa B
DMSO He nognexwT xpaHemio.

3. Ounctka anTuTena ot u36biTKa pearenta.
3.1. MpepngapuTenbHo pacTeopuTe Tabnetky Gychepa PBS 8 100 mn Bogb!.

3.2. MoaroToBbTe KOMOHKY. Y6EAMTECh, 4TO KOMOHKA UMEET KOMHAaTHYIO TEMNEepaTypy.
CopBeHT pecycneHavpyiTe Ha BopTekce. CHUMMTE C KOMOHKI KOAMaYkiA, NOMECTHTE ee B
npoGupky st c60pa XIAKOCTIA 1 LEHTPIYTUPYITE MOMY4MBLLYIOCS KOHCTPYKUMIO 2 MUH
npn 1000 g (Heo6xomumo cTPOro cobiioaaTh YCTaHOBMEHHYIO CKOPOCTh; NS
cTaHpapTHoro potopa paguycom 6 cm, 1000 g cootseTcTayeT 3800 06/MuH; npn
LIBHTPUCDYrMpOBaHI HEOBXOMMO COBMIOAATL OPUEHTALMIO KOMOHKM B POTOPE: BLICTYN
Ha BEpXHei1 4aCTV KOMOHKY [0MXEH BbITb HANPABEH OT LeHTpa poTopa). Mocne
LIeHTPUDYrMpoBaHs yaanuTe unbTpar.

3.3. Hanecute Ha konowky 400 mkn 6ychepa PBS, uextpudpyrupyiite 2 mun npu 1000
g. Mocne weHTpudyrpoBanis yaanute dunstpat. MNeperecute konokky B 1,5 mn
npo6bupky an1s cbopa aHTUTeNa, BXOLALLYIO B Habop.
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3.4. Hanecute B LeHTp konoHku 100 MK peakuuoHHOM cMech, MHKYGupyiTe 1 MuH,
uenTpucpyrupyite B Teyenne 2 M npi 1000 g. B npobupke cobepeTcs ounieHHoe
aHTUTENg™ ¥,

**[INA 04MCTKIN Ha KONOHKY MOXHO HaHocuTb 0T 50 Ao 100 mkn. Ecni peakuns npoBoaunack B MeHbLUEM 0GbEME,
PeKoMeHayeTes nocne peakuuy 4OBECTI 06bem npenapaTta MuHmym go 50 Mk nytem no6asnens Gydepa PBS.

***[locne UeHTPUGYr1poBaHIR K NPenapaty aHTUTena MoXHO 106aBIUTL PACTBOP a3uaa HaTpus (uMeeTcs B Habope) B 0Gbeme
1% o o6bema npenapata. Mpi HEOGXOAVUMOCTY NPeNapaT aHTUTENA MOXHO PA3MIENUTb HA ANWKBOTHI N0 Mepe
LeHTpUchyrvpoBaHys. B aTom cny4ae anvksoTy, ¢ KOTOpOt BefieTcs paboTa, Crieayet xpaHuTb npu +4°C, ocTanbHble
anukeoTbl - npu -20°C. Mpu +4°C fonycTiAMOo XpaHWTb TONBKO Te PacTBOpbI, B KOTOPbIE 106aBIEH a3 HaTpus.

4. Kontpone Konuuectea tinyopothopos, NpopearMpoBaBLIKK C AHTHTENOM.

[nsi Toro 406kl BBIMMCNTL CTENEHb MEYeHUs (YiACno Monekyn thiyopodopa,
BBE/IEHHbIX Ha 1 Monekyny aHTuTena), HeoBXoarMOo U3MEPUTb OMTUYECKYIO NNOTHOCTb
pacTeopa npu AnuHe BonHbl 280 Hv (A,g) 11 ANMHE BOMHbI MaKCUMyMa NOrTOLLEHNS
kpacutens (A,.). Tumn4HbIA BUA CNEKTPa NOFOLLEHNS MOKa3aH Ha pUcyHke. B
3aBUCKMOCTW OT KpacuTens AnHa BOMHbI MakCMyMa ero nornoLLEeHNs MOXET
MEHSATHCA.

0,2

Aoye

0,15

0,1

Absorbance (A)

0,05

A2g0 Amax
o) X \
T
300 400 500 600 700
Wavelength (nm)
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B criexTpe normoLieHnst Me4eHoro aHTIATeNa npucyTCTBYET MUK KpacuTens
(mnMHHOBOMHOBBII), 11 MK normoleHns aHtuTena (~280 Hv). Yncno monekyn
thnyopochopa Ha 1 MONeKyny aHTUTENa PaccHUTLIBAETCA N0 (hopMyre:

Dye_ ADyeXSAB
AB (A=A, XCF)Xep,

Dye

rae Dye/RB - nckomoe 41cno Monekyn KpacuTens Ha mMonekyny anTutena, Ry, -
ONTYECKas NNOTHOCTL 06pa3ua Ha [nHe BOMHbI MakcUMyMa MOrmoLLEHIs KpacuTens,
R, - onTuYeckast NNOTHOCTb 06pa3ua Ha AnuHE BonHbI 280 HM, €y - MOMbHbIN
KO3((ILMEHT SKCTUHKLWY aHTATENa Ha [nvHe BonHbl 280 v (ang 196 - 210000), &,
- MObHbIil KO3MULMEHT 3KCTUHKLW KPacUTens Ha ANMHE BOMHbI MakciMyma
nornowwHus (6epetcs 13 Tabnuubl Huke), CF,g - hakTop KOppekwAn fng KpacuTens Ha
anuHe BonHbl 280 Hv (6epeTcs 13 Tabnuubl HIKe).

Kpacurenn A HM € CF,g,
sulfo-Cyanine3 548 162 000 0.06
sulfo-Cyanined 646 271 000 0.04
sulfo-Cyanine5.5 673 195 000 0.11
sulfo-Cyanine7 750 240 600 0.04
sulfo-Cyanine7.5 778 222,000 0.09

Mpumep pacuera

B xome peakunin meyerus aHtutena lgG kpacutenem sulfo-Cyanine nocne o4ucTky Gbin
rofy4eH Npenapar, UMEILLMA CMIeKTP NOTMOLLEHUS Ha pUCYHKe Bbille. OnpeneniTs
CTEMeHb MEYEeH!s aHTATENa.

Mo cnextpy nornowwerna Haxogum Ry, = 0.184 Ha fnuHe BONHbI Makcumyma
nornowenus kpacutens (646 Hw, cm. Taénuuy), Ry = 0.066 (Ha gnvHe BonHbl 280
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Hm). g4 = 210000 png 19G, n3 Tabnuuel 6epem gy, = 271000 1 CFy5y = 0.04.

Dye _ ApyeXE 15 _ 0.184x210000 o3
AB " (A= A, XCF)Xep,  (0.066—0.184x0.04)x271000

Dye/AB - vickomoe 4MCno MOMEKyN KpacUTENs Ha MOMeKysy aHTATeNa - COCTaBnseT
2.43 monekynbl (hnyopohopa Ha aHTUTenNo.

NnTepnperauns pe3ynbTaToB M XpaHeHWE aHTHTEN

OnTManbHas CTENeHb MeYeHns ANs NoNyYeHNs XOpoLLero (yopecLeHTHoro curHana
COCTaBASET B BOMbLUMHCTBE Cry4aes 2-3 MoMekymbl KpacuTens Ha MONekyny aHTuTena.
[lanbHemwni pocT CTeneHn MeYeHNs He NPUBOMMT K CYLLECTBEHHOMY YCUNEHUO
(hyOpeCLEHTHOrO CUrHana, Nockonbky HabnioaaeTcs KOHLEHTPALMOHHOE TyLIeHVe
thnyopecLeHun. Ecnn cTeneHb MeyeHst HeAoCcTaTouHa, HE0BX0[UMO YMEHbLUMTL
KONMYECTBO aHTITENa, BBOAIMONO B peakumio. Hinakas cTeneHb MeYeHus MOXET BbiTb
CBf13aHa C 1Cnonb30BaHyeM Habopa C UCTEKLLM CPOKOM FOAHOCTH.

AuTTENa Nocne MeYeHUs XenaTensHo NPOTECTMPOBATL Ha MPENMET WX CBA3bIBaHS C
cy6eTpaTom. XpaHnTb MeyeHble aHTiTena MoxHo npu -20°C. AnukeoTy, ¢ KoTopol
BefleTcs paboTa, HeoBXoAMMO XpaHUTb npn +4°C BO 136exaHe MHOroKpaTHoro
3aM0paxyIBaHus-0TTanBaHus. CTabunbHOCTL KOHbIOraToB ONPENensieTcs CTabnbHOCTbI0
camoro aHTuTena, a He dnyopochopa. He cnepyeT XpaHuTb MeyeHble aHTUTENa Ha
MPSMOM COMHEYHOM CBETY, OHAKO OHU BMOMHE COBMECTUMbI C KOMHATHbIM
0CBELLEHVEM.
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