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Проведенный анализ механизма неспецифического взаимодействия полиреактивных иммуно-
глобулинов (ПРИГ) с антигенами свидетельствует о том, что большинство из традиционно исполь-
зуемых методов, применяемых для оценки аффинности специфичных антител с соответствующими 
антигенами, непригодны для оценки аффинности ПРИГ. Осуществлена сравнительная оценка авид-
ности мышиных и человеческих ПРИГ к овальбумину или к миоглобину лошади с авидностью высоко-
специфичных к овальбумину моноклональных антител (мАт). Установлено, что авидность ПРИГ мы-
шей и человека к использовавшимся антигенам ничуть не уступает, а даже несколько превосходит 
авидность высокоспецифичных мАт к соответствующему антигену.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: аффинность, авидность, антигены, антитела, полиреактивные иммуногло-
булины. 

С огласно определению, аффинность (лат. 
affinitas – родственность) – термодина-
мическая характеристика, количествен-

но описывающая силу взаимодействия веществ, 
в том числе и  взаимодействие антигена с анти-
телом. Чтобы охарактеризовать силу взаимодей-
ствия между каким-либо рецептором и лиган-
дом (или между антителом и соответствующим 
антигеном), обычно используют аффинность 
взаимодействия, количественным выражением 
которой является константа аффинности или, 
что одно и то же, константа равновесия реак-
ции лиганд–рецептор или антитело–антиген. 
Математическое выражение, позволяющее вы-
числить константу аффинности, представлено 
известным законом действия масс, в котором 
константа равновесия данной реакции равна об-
ратной величине произведения концентраций 
двух несвязанных между собой реагентов, раз-
деленное на концентрацию образовавшегося 
комплекса этих реагентов.

Для того, чтобы определить аффинность 
моновалентных антител в эксперименте, в ли-
тературе описано много различных методов 
[1–5], в том числе и разработанных нами [6–8]. 
Задача незначительно усложняется, если при-
ходится определять аффинность двухвалентных 
антител, но и она также успешно решается [4, 7, 
9–13]. Намного сложнее определить авидность 

многовалентного взаимодействия, т.е. силу сум-
марного взаимодействия двух- или поливалент-
ного рецептора с поливалентным лигандом, но 
и в этом случае уже предложены как теоретиче-
ские, так и экспериментальные подходы [14–19]. 
Согласно теоретическим оценкам и эксперимен-
тальным данным, авидность двухвалентного 
связывания антител к поливалентному антигену 
в сотни раз превышает аффинность моновалент-
ного взаимодействия.

Описанные в литературе методы экспери-
ментального определения аффинности анти-
тел [3] ранее были использованы и для оценки 
аффинности полиреактивных антител (ПРИГ), 
которые неспецифически взаимодействуют с 
разнообразными антигенами. Согласно этим 
оценкам, аффинность, а, следовательно, и авид-
ность ПРИГ являются чрезвычайно низкими и 
в тысячи раз уступают соответствующим оцен-
кам аффинности подавляющего числа специ
фичных антител. Однако после того как меха-
низм взаимодействия ПРИГ и антигенов стал 
известным [20, 21] у нас возникли сомнения в 
том, что применение общепринятых экспери-
ментальных методов для оценки аффинности 
ПРИГ были приемлемыми для такой цели. В на-
стоящей работе приведены экспериментальные 
данные, подтверждающие эту точку зрения и 
свидетельствующие о том, что авидность ПРИГ 
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является намного более высокой, чем можно 
было бы ожидать, основываясь на предыдущих 
экспериментальных оценках аффинности ПРИГ.

Материалы и методы

В качестве антигенов в работе использо-
вали овальбумин, человеческий сывороточный 
альбумин (ЧСА), а также миоглобин лошади 
(Sigma, США). В качестве антител использовали 
специфичные к овальбумину моноклональные 
антитела (мАт) – коммерческий продукт фирмы 
Sigma.

Антигены сорбировали на 96-луночные по-
листироловые плашки фирмы Dynatech (США) 
двумя способами в зависимости от того, пред-
назначались ли плашки для исследования мАт 
или ПРИГ. Чтобы исследовать взаимодействие 
антител с антигеном, овальбумин сорбировали 
на плашках традиционным методом, а именно 
инкубируя раствор овальбумина (концентрация 
10–15 мкг/мл в 0,15 М фосфатном буфере, рН 8,5) 
в лунках плат в течение 24 час при 4 °С с после-
дующей тщательной промывкой плашек от не-
связавшегося антигена непосредственно перед 
опытом.

Чтобы сорбировать антигены на плашке для 
исследования связывания ПРИГ мы использова-
ли разработанный нами ранее метод, в котором 
сорбируемый антиген высушивается на плашке 
из 1%-го раствора NH4HCO3 при 37 °С [22]. Ранее 
нами было показано, что такой способ сорбции 
антигенов на плашке, во-первых, повышает эф-
фективность сорбции (по сравнению с традици-
онной инкубацией раствора антигена в плашке), 
что позволяет использовать на порядок меньшие 
концентрации антигена. Во-вторых, предложен-
ный метод сорбции приводит к более выражен-
ной денатурации сорбированных антигенов, что 
может быть недостатком при исследовании свя-
зывания специфичных антител, однако являет-
ся положительным фактором для исследования 
ПРИГ, обладающих повышенным сродством к 
денатурированным протеинам. 

Образцы сывороток исследуемых мышей 
или людей, разведенные в определенное коли-
чество раз (не менее чем в 300–1000 раз) в фи-
зиологическом растворе (NaCl), забуференном 
фосфатным буфером (рН 7,2–7,4) и содержащем 
0,05% твина 20 (ТЗФР), а также 0,1 мг/мл прот
амина, помещали в лунки плат с сорбированным 
антигеном. Платы с указанными образцами сы-

вороток инкубировали в течение часа при 37 °С, 
а затем тщательно отмывали проточной водой 
от не связавшихся ПРИГ, после чего добавляли 
козьи анти-IgG, конъюгированные с пероксида-
зой хрена (Sigma, США).

Плашки инкубировали с указанным 
конъюгатом в течение 1 ч при 4 °С, после чего 
тщательно промывали и добавляли субстрат для 
пероксидазы хрена, а именно – смесь ортофени-
лендиамина (1 мг/мл) и 0,003%-го Н2О2. После 
развития окраски субстрата реакцию останав-
ливали добавлением к каждой лунке 0,06 мл 2 М 
серной кислоты и измеряли абсорбцию лунок 
плат на микрофотоколориметре ELx800, BIO-
TEK при длине волны 490 нм.

Результаты и обсуждение

После того, как нами был установлен ме-
ханизм взаимодействия ПРИГ с антигенами 
[20,  21], появились подозрения, что использо-
вавшиеся ранее методы, пригодные для оценки 
аффинности и авидности специфичных антител, 
совершенно непригодны для оценки аффин-
ности и авидности ПРИГ. Дело в том, что для 
аффинности антител определяют концентра-
цию свободных антител или же их комплексов с 
антигеном после достижения в системе динами-
ческого равновесия, что позволяет с помощью 
преобразованного закона действия масс вычис-
лить константу аффинности. При этом происхо-
дит связывание друг с другом только антител с 
антигеном, но исключено связывание антигена с 
антигеном или антитела с антителом.  

Совсем иная ситуация наблюдается при 
взаимодействии ПРИГ с антигеном. Дело в том, 
что ПРИГ связывается с антигенами неспеци
фически, распознавая на поверхности молекулы 
гидрофобные участки и своими паратопами свя-
зывается с такими участками [20, 21]. Очевид-
но, что, находясь в водном растворе, т.е. в ги-
дрофильной среде, подавляющее большинство 
нативных протеиновых молекул имеют такую 
структуру, что гидрофобные участки протеино-
вой цепи находятся внутри молекулы, а наружу 
экспонированы только гидрофильные участки 
полипептидной цепи. Однако полипептидные 
цепи, свернутые определенным образом в на-
тивную молекулу, не являются абсолютно не-
подвижными и при физиологических значениях 
температуры способны в большей или меньшей 
степени отклоняться от некоего состояния, оп-
тимального для нативной молекулы. 

експериментальні роботи
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Благодаря такой внутримолекулярной ди-
намике протеиновых молекул на их поверхно-
сти могут на короткое время появляться гидро-
фобные участки, которые способны связаться с 
гидрофобными участками ПРИГ при столкно-
вении этих молекул. Поскольку протеиновых 
молекул, экспонирующих на своей поверхности 
гидрофобные участки, только небольшая часть 
из общего числа этих молекул, то ясно, что при 
оценке концентрации молекул протеина, необ-
ходимых для блокирования определенной части 
ПРИГ, нужно во много раз больше молекул про-
теина, чем требовалось бы для этого, если бы ги-
дрофобные участки постоянно экспонировались 
на поверхности каждой из молекул данного ан-
тигена. По этой причине, вычисленная констан-
та аффинности, рассчитанная на основе оценки 
того, какая концентрация молекул антигена не-
обходима для блокировки определённой части 
ПРИГ, неизбежно будет очень сильно занижена.

Более того, очевидным является и тот факт, 
что с молекулой антигена, у которой кратко-
временно экспонирован гидрофобный участок, 
не обязательно должна столкнуться своим па-
ратопом молекула ПРИГ. С намного большей 
вероятностью с нею столкнется другая такая 
же молекула антигена, поскольку концентрация 
молекул антигена в тысячи или даже миллионы 
раз больше, чем концентрация ПРИГ, используе
мых в подобных опытах. Благодаря этому мо-
жет образоваться кратковременная гидрофобная 
связь между двумя молекулами антигена, тогда 
как молекула ПРИГ останется свободной, т.е. 
незаблокированной данными молекулами анти-
гена. Следовательно, из-за подобного эффекта 
гидрофобного взаимодействия молекул антиге-
на оценка аффинности взаимодействия ПРИГ с 
данным антигеном, вычисленная на основании 
закона действия масс, будет еще более занижен-
ной и может казаться в миллионы раз меньше, 
чем является на самом деле. Исходя из этих рас-
суждений, становится очевидным, что обще-
принятые методы, разработанные для оценки 
аффинности специфичных антител с антигеном, 
основывающиеся на законе действия масс, яв-
ляются совершенно непригодными для оцен-
ки аффинности ПРИГ в отношении раствори-
мых антигенов, поверхность которых является 
гидрофильной.

Таким образом, проведенный нами анализ 
механизма неспецифического взаимодействия 

ПРИГ и растворимых антигенов приводит к вы-
воду, что экспериментально полученные оценки 
константы аффинности этого взаимодействия 
[23–27], скорее всего, очень сильно занижены. 
Возникает закономерный вопрос, нельзя ли 
получить какие-либо экспериментальные под-
тверждения сделанным нами выводам? Очевид-
но, что для этих целей необходимо использовать 
не оценку эффективности блокирования ПРИГ 
растворимым гидрофильным антигеном, а со-
всем иные подходы. 

Одним из таких подходов, на наш взгляд, 
является оценка скорости диссоциации специ
фичных антител или ПРИГ с сорбированного на 
плашке антигена. Поскольку реакция ассоциа
ции указанных реагентов с антигенами явля-
ется обратимой, то связавшиеся с иммобили-
зованным антигеном ПРИГ или специфичные 
антитела должны постепенно диссоциировать 
в окружающий раствор, причем скорость этой 
диссоциации должна быть тем большей, чем 
ниже аффинность и авидность связи между ука-
занными реагентами. Однако, используя подоб-
ный подход, необходимо учитывать следующие 
соображения.

В том случае, если аффинность и авид-
ность взаимодействия определённого антитела 
с сорбированным антигеном будет относитель-
но высокой (например, аффинность выше, чем 
1,0×108 М-1), то не только скорость диссоциации 
антител в раствор будет чрезвычайно низкой, 
но и количество диссоциировавших антител 
при достижении состояния равновесия будет 
настолько незначительным, что заметить этот 
процесс с помощью даже такого высокочувстви-
тельного метода, как  ELISA, не представляется 
возможным. Об этом свидетельствуют как тео
ретические расчеты, так и результаты наших 
экспериментов. 

Как видно из рис. 1, инкубация плашки, на 
которой был вначале сорбирован овальбумин, 
а затем с ним связались специфичные мАт или 
неспецифичные ПРИГ, не привела к ощутимой 
диссоциации мАТ или ПРИГ даже в течение 
24–48 ч в том случае, если в лунках плат в ка-
честве десорбирующего раствора использовали 
ТЗФР. Следовательно, таким способом вряд ли 
можно надеяться оценить процесс диссоциации 
антител с иммобилизованного антигена. Одна-
ко известно, что если в качестве десорбирую-
щего раствора использовать раствор антигена 
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достаточно высокой концентрации, то благода-
ря тому, что десорбирующиеся антитела будут 
немедленно блокированы растворимым антиге-
ном и лишены способности опять связываться с 
иммобилизованным на плашке антигеном, этот 
процесс становится весьма ощутимым и, таким 
образом, его легко можно зарегистрировать с 
помощью ELISA.

Действительно, нами было обнаружено, что 
инкубация раствора овальбумина (9 мг/мл) в 

лунках плат, на которых вначале был иммоби-
лизован овальбумин, а затем на нем сорбирова-
ны мАт, приводила к весьма ощутимой элюции 
ранее связавшихся антител (рис. 2, А). При этом 
инкубация указанного раствора овальбумина в 
течение 4 ч приводила к десорбции примерно 
35% связанных с овальбумином антител, а уве-
личение времени инкубации до 24 ч повышало 
часть десорбированных антител до 75%. Таким 
образом, несмотря на весьма высокую аффин-
ность и, следовательно, высокую авидность вы-
сокоспецифичных мАт, данный метод позволяет 
вполне успешно осуществить процесс десорб-
ции мАт с иммобилизованного на плашке анти-
гена.

Вместе с тем, тот же раствор овальбумина 
совершенно был не способен индуцировать дис-
социацию ПРИГ, которые также были предвари-
тельно сорбированы на плашке с иммобилизо-
ванным овальбумином (рис. 2, А). Ни за 4 ч, ни 
за 24 ч количество связанных с плашкой ПРИГ 
не уменьшилось. Эти результаты свидетель-
ствуют о том, что авидность связывания ПРИГ 
с данным антигеном является, по крайней мере, 
не меньшей, чем у высокоаффинных мАт, а, воз-
можно, даже существенно выше.

Отметим также, что увеличение концен-
трации овальбумина в элюирующем растворе 
до 36 мг/мл приводило, как и ожидалось, к бо-
лее высокой эффективности десорбции мАт с 
иммобилизованного альбумина (рис. 2, Б). В то 

Рис. 1. Отсутствие видимой диссоциации анти-
тел или ПРИГ с помощью раствора ТЗФР на 
протяжении 4–48 ч с иммобилизованного на 
плашке овальбумина

Рис. 2. Диссоциация антител и полное отсутствие диссоциации ПРИГ с сорбированного на плашке 
овальбумина под влиянием раствора овальбумина высокой концентрации: А – 9 мг/мл, Б – 36 мг/мл 
овальбумина

0                4               24             48
Время инкубации, ч

%
 с

вя
зы

ва
нн

ы
х 

м
Ат

 и
ли

 П
РИ

Г

0 

110 
100 
90 
80 
70 
60 
50 
40 
30 
20 
10 

мАт ПРИГ

Время инкубации, ч

%
 с

вя
зы

ва
нн

ы
х 

м
Ат

 и
ли

 П
РИ

Г

0 

110 
100 
90 
80 
70 
60 
50 
40 
30 
20 
10 

мАт ПРИГ

0                       4                     24

Б

0                      4                     24
Время инкубации, ч

%
 с

вя
зы

ва
нн

ы
х 

м
Ат

 и
ли

 П
РИ

Г

0 

110 
100 
90 
80 
70 
60 
50 
40 
30 
20 
10 

мАт ПРИГ А

експериментальні роботи



ISSN 2409-4943. Ukr. Biochem. J., 2014, Vol. 86, N 6 187

же время даже такой концентрированный рас-
твор овальбумина не оказал никакого влияния 
на процесс десорбции ПРИГ. Таким образом, 
данный метод однозначно продемонстрировал, 
что авидность связывания ПРИГ с антигенами 
ничуть не уступает авидности данного высоко-
аффинного мАт, а, возможно, даже значитель-
но превосходит ее. Можно также добавить, что 
сходные результаты нами были получены и при 
использовании не мАт, а сывороточных мыши-
ных антител, полученных после 3-кратной им-
мунизации мышей овальбумином. Следователь-
но, полученные нами результаты не связаны с 
какими-то особенностями использовавшихся 
мАт, а являются типичными для специфичных 
антител, авидность которых, как показали наши 
результаты, не превосходит, а даже уступает 
авидности связывания ПРИГ к тому же антигену.

Еще одним методом, который позволяет 
сравнить авидность связывания специфичных 
антител и ПРИГ, является метод десорбции 
предварительно сорбированных на антигене 
антител или ПРИГ при помощи концентриро-
ванных растворов хаотропных ионов. Наиболее 
эффективной хаотропной солью является рас-
твор KSCN, который при концентрации 3,0–4,0 
М приводит к диссоциации значительной части 
иммунных комплексов, образованных даже вы-
сокоаффинными антителами и соответствую-
щим антигеном. В связи с этим была сделана по-
пытка использовать и этот подход для сравнения 
авидности связывания мАт с сорбированным на 
плашке овальбумином с авидностью ПРИГ, свя-
занного с сорбированным на плашке овальбуми-
ном или миоглобином лошади.

Было установлено (рис. 3), что инкубация 
раствора KSCN в лунках плашки, на которой 
иммобилизованы указанные антигены, а за-
тем на них были сорбированы мАт или ПРИГ, 
действительно приводит к элюции связавшихся 
мАт и ПРИГ, которая зависит от концентрации 
KSCN. При этом в течение 20 мин при комнат-
ной температуре 4 М раствор KSCN вызывал 
диссоциацию около 45% ранее связанных мАт 
с антигеном, тогда как 5 М раствор KSCN ин-
дуцировал диссоциацию до 80% мАт. Те же 
растворы KSCN вызывали также диссоциацию 
ПРИГ с иммобилизованного овальбумина, одна-
ко эффект был несколько слабее, чем при диссо-
циации высокоаффинных мАт (рис. 3). 

Еще слабее ПРИГ диссоциировали под 
влиянием тех же растворов KSCN, но с иммо-

билизованного на плашке миоглобина лошади. 
Таким образом, обоими методами было проде-
монстрировано, что ПРИГ обладает, по край-
ней мере, не меньшей авидностью связывания с 
антигенами, чем высокоспецифичные и высоко-
аффинные мАт, а то и заметно превосходят их 
авидность. Следовательно, сделанный в насто-
ящей статье вывод о том, что прошлые оценки 
константы аффинности для ПРИГ, свидетель-
ствовавшие о низкой аффинности ПРИГ были 
неверными, полностью подтвердились в наших 
экспериментах.

В связи с вышеизложенным необходимо 
обратить внимание на следующее. В последнее 
время некоторыми авторами было высказано 
предложение считать полиреактивными антите-
лами такие иммуноглобулины, которые не толь-
ко способны связываться, по крайней мере, с не-
сколькими серологическими неродственными 
антигенами, но и для которых это связывание 
является низкоаффинным, а именно, если кон-
станта диссоциации этого связывания находит-
ся выше микромолярных значений [28]. Очевид-
но, что с учетом полученных нами результатов 

Рис. 3. Диссоциация мАт, специфичных к оваль-
бумину или диссоциация ПРИГ, которые предва-
рительно были связаны с иммобилизированным 
на плашке овальбумином (1) или миоглобином 
лошади (2) и диссоциировали под влиянием рас-
творов КSСN различной молярности в течение 
20 мин при комнатной температуре
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такое предложение не может быть принятым. К 
тому же создается впечатление, что многие ав-
торы не замечают различий между естествен-
ными (натуральными) антителами, способными 
с низкой аффинностью перекрестно реагировать 
с некоторыми неродственными антигенами, и 
ПРИГ, которые реагируют с подавляющим чис-
лом различных антигенов благодаря взаимному 
гидрофобному взаимодействию. Как показы-
вают результаты наших исследований, между 
ПРИГ и естественными антителами имеются 
принципиальные различия.

В дополнение к сказанному необходимо 
добавить следующее. В представленных на ри-
сунках настоящей статьи экспериментальных 
результатах фигурировали данные, получен-
ные с ПРИГ, которые были созданы искусствен-
но, путем трансформации специфичных мАт в 
ПРИГ при помощи 4 М раствора KSCN. Однако 
необходимо подчеркнуть, что такие же резуль-
таты были получены нами и в том случае, когда 
в опытах использовали не искусственно полу-
ченные ПРИГ, а ПРИГ интактных сывороток 
человека или мышей. Это подтверждает ранее 
сделанный вывод о сходстве ПРИГ интактных 
сывороток и ПРИГ, полученных искусственно 
путем трансформации специфичных антител в 
ПРИГ. Таким образом, на основании получен-
ных данных можно считать установленным, что 
ПРИГ взаимодействуют с антигеном с очень вы-
сокой авидностью, которая, по крайней мере, не 
уступает авидности высокоспецифичных моно-
клональных антител, а, возможно, даже превос-
ходит авидность специфичных антител. Оче-
видно также, что ранее существовавшее мнение 
о чрезвычайно низкой аффинности и авидности 
ПРИГ было ошибочным.

Авідність поліреактивних 
імуноглобулінів

С. А. Бобровник

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна 
НАН України, Київ;

e-mail: s-bobrov@bk.ru

Проведений аналіз механізму неспе
цифічної взаємодії поліреактивних імуно
глобулінів (ПРІГ) з антигенами свідчить про те, 
що більшість методів, які традиційно викори-
стовуються для оцінки афінності специфічних 
антитіл із відповідними антигенами, не 

підходять для оцінки афінності ПРІГ. Зроблено 
порівняльну оцінку авідності ПРІГ мишей або 
людини до овальбуміну чи до міоглобіну коня 
з авіднiстю високоспецифічних до овальбуміну 
моноклональних антитіл (мАт). Встановлено, що 
авідність ПРІГ мишей та людини до використа-
них антигенів ніскільки не менша, а навіть дещо 
перевищує авідність високоспецифічних мАт до  
відповідного антигену.

К л ю ч о в і  с л о в а: афінність, 
авідність, антигени, антитіла, поліреактивні 
імуноглобуліни. 

Avidity of polyreactive 
immunoglobulins

S. A. Bobrovnik

Palladin Institute of Biochemistry, National 
Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv;

e-mail: s-bobrov@bk.ru

An analysis of the mechanism of interaction 
between polyreactive immunoglobulins (PRIG) and 
antigen was conducted and it was shown that most of 
the traditional methods of antibody affinity evalua
tion are not applicable for PRIG affinity. The com-
parative assessment of the mouse and human PRIG 
avidity against ovalbumin and horse myoglobin and 
the avidity of specific monoclonal antibodies against 
ovalbumin have shown that the avidity of PRIG not 
only is much less than the avidity of monoclonal an-
tibodies but even exceeds it.

K e y  w o r d s: affinity, avidity, antigen, anti-
bodies, polyreactive immunoglobulins.
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