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Ефект (феномен) збiльшення активностi
моноклонального антитiла I-1D до D-димеру фiбрину
людини при нагрiваннi

Ранiше нами була отримана гiбридома, яка продукувала моноклональне антитiло I-1D
класу IgG1, яке з високою специфiчнiстю реагувало з D-димером фiбрину людини, без
перехресної реакцiї з фiбриногеном та фiбрином. В данiй роботi було вперше встанов-
лено, що пiсля прогрiвання при 63 ◦С впродовж 10 хв зв’язування та афiннiсть цього
антитiла до антигену значно збiльшується. Iнше, отримане нами D-димер-специфi-
чне моноклональне антитiло III-3b, не змiнювало своїх властивостей пiсля прогрiвання
i було використане як контрольне. Моноклональне антитiло I-1D у подальшому може
бути використане в дослiдженнях структурних перебудов в молекулi iмуноглобулiна.
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Серцево-судиннi захворювання є основною причиною високої смертностi у сучасному свiтi,
в тому числi в Українi. Цi захворювання супроводжуються активацiєю системи зсiдання
кровi, що часто призводить до тромбоутворення всерединi судини. Для клiнiчної дiагно-
стики серцево-судинних захворювань (iнфаркту мiокарда, iшемiчного iнсульту головного
мозку, ДВЗ-синдрому, тромбозу глибоких вен, тромбоемболiї легеневої артерiї) необхiдне
кiлькiсне визначення в плазмi кровi людини маркерiв активацiї системи зсiдання кровi та
загрози тромбоутворення — фiбриногену, розчинного фiбрину i D-димеру.

Для своєчасного виявлення наявностi або утворення тромбу в кров’яному руслi iстотне
значення належить визначенню в плазмi кровi одного з основних молекулярних маркерiв
системи гемостазу — D-димеру [3], який є найбiльшим кiнцевим продуктом плазмiнового
розщеплення фiбрину, стабiлiзованого фактором ХIIIа. Цей фрагмент включає два D-до-
мени двох молекул фiбрину, сполучених мiж собою iзопептидними зв’язками (Аα105–206,
Вβ134–461, γ63–411). У свiтовiй клiнiчнiй практицi визначення D-димеру входить в усi алго-
ритми дiагностики тромбозу глибоких вен кiнцiвок i тромбоемболiї легеневих артерiй [4, 5].
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Рис. 1. Схема визначення D-димеру в плазмi кровi людини за допомогою бiсайтового iмуноферментного
аналiзу (“сендвiч”-варiанту) з монАТ III-3b (“catch”) та монАТ I-1D (“tag”)

При тромбозi глибоких вен варiант зниження вмiсту D-димеру водночас зi значним
зростанням вмiсту розчинного фiбрину в плазмi кровi хворих свiдчить про активацiю сис-
теми зсiдання кровi, порушення балансу мiж коагуляцiйною та фiбринолiтичною ланками
гемостазу i є загрозою тромбоутворення. Таким чином, для дiагностики загрози тромбо-
утворення необхiдне одночасне визначення вмiсту розчинного фiбрину та D-димеру на всiх
етапах лiкування.

Кiлькiсне визначення D-димеру в плазмi кровi грунтується виключно на iмунохiмiчних
методах з використанням моноклональних антитiл (монАТ), специфiчних до D-димеру, якi
не реагують перехресно з фiбриногеном i розчинним фiбрином [5]. Це можливо тiльки за
умови, якщо епiтопи для цих монАТ у молекулi D-димеру є експонованими, а в молекулах
фiбриногену та фiбрину закритими або вiдсутнiми.

Ранiше було отримано моноклональне антитiло III-3b [2], яке специфiчно реагує з D-ди-
мером i успiшно використовується для його виявлення в плазмi кровi людини як “catch”-ан-
титiло. Епiтоп для цього антитiла знаходиться в N-кiнцевiй частинi β-ланцюга D-димеру
(у фрагментi ββ-134–190). Але, оскiльки D-димер може утворювати в плазмi кровi комплекс
з фiбрином та iншими продуктами деградацiї фiбрину i фiбриногену, що мiстять D-домени,
то як детектуюче “tag”-антитiло краще використовувати також специфiчне до D-димеру ан-
титiло, але спрямоване до iншого епiтопу. Таким монАт є отримане нами антитiло I-1D [1],
яке не конкурує з монАТ III-3b за мiсце зв’язування в D-димерi фiбрину людини.

У наших попереднiх роботах була показана можливiсть використання монАТ I-1D як
“tag”-антитiла в “сендвiч”-варiантi ELISA. Для виявлення в плазмi кровi D-димеру, який
зв’язався з адсорбованим на мiкропланшетi “catch”-монАТ III-3b, використовували монАТ
I-1D, мiчене бiотином [6]. Мiтку виявляли при додаванi кон’югата стрептавiдину з перокси-
дазою (“Аmersham Pharmacia Вiothech”, Швецiя) та субстратного розчину перекису водню
з орто-фенiлендiамiном (рис. 1). Важливо зазначити, що концентрацiю D-димеру в цих
умовах можна виявляти в дiапазонi концентрацiй вiд 10 до 1000 нг/мл при розведеннi пла-
зми кровi в 10 разiв. Цей дiапазон концентрацiй повнiстю перекриває дiапазон концентрацiй
D-димеру в нормi та при рiзних патологiях [7].

Вiдомо, що iмуноглобулiни G (IgG), до яких вiдносяться монАТ I-1D й III-3b, є порiвняно
термостабiльними та витримують нагрiвання за температури 75 ◦С до 30 хв. У наукових
лiтературних джерелах є данi про температурнi пороги нагрiвання IgG1 монАТ у межах 40–
80 ◦С залежно вiд тривалостi часу (10–70 хв) [8]. Також вiдомо, що молекули IgG агрегують
при нагрiваннi їх розчинiв [9].

Вiдзначимо, що нагрiвання розчину IgG при 63 ◦С впродовж 15 хв є широко пошире-
ним методом отримання розчинних агрегатiв IgG [10]. Такi агрегати мають властивостi,
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Рис. 2. Аглютинацiя частинок латексу: а — з монАТ I-1D, б — з монАТ III-3b, в — з монАТ I-1D + монАТ
III-3b в присутностi 550 нг/мл D-димеру в плазмi кровi людини, г — контроль (донорська плазма)

аналогiчнi властивостям комплексiв антиген-антитiло, а саме: вони фiксують комплемент,
зв’язуються з макрофагами та викликають реакцiї Артуса [11].

В наших експериментальних дослiдженнях монАТ I-1D й III-3b були використанi для
розробки напiвкiлькiсного латексного експрес-методу визначення D-димеру в плазмi кровi
людини. Для цього обидва монАТ, специфiчнi до D-димеру, прогрiвали у забуференому
фiзiологiчному розчинi (0,01 моль/л К+-фосфатний буфер з 0,14 моль/л NaCl pH 7,4) при
температурi 63 ◦С впродовж 10 хв, пiсля чого монАТ адсорбували на частинках латексу
(0,8 мкм, ”Sigma-Aldrich”, США) або окремо, або разом. Потiм до частинок латексу додавали
плазму кровi людини, що мiстила 550 нг/мл D-димеру i спостерiгали реакцiю аглютинацiї.
Як видно з рис. 2, найкраща аглютинацiя (++++) спостерiгалась при використаннi сумiшi
двох видiв монАТ, специфiчних до D-димеру.

Дещо несподiваними виявилися результати, якi були отриманi при прогрiваннi монАТ
I-1D. У цьому випадку нами було виявлено зростання активностi монАТ I-1D майже вдвiчi
за результатами твердофазного iмуноферментного аналiзу (тIФА). Так, оптична густина
при 492 нм пiсля зв’язування антитiла з адсорбованим на планшетi D-димером становила
до його прогрiвання 1,128, а пiсля — 2,127 (рис. 3, а). Однак при використаннi iншого монАТ
III-3b, специфiчного до D-димеру, подiбний ефект не спостерiгався (див. 3, б ).

З огляду на це, ми спрямували нашi зусилля на перевiрку отриманих результатiв. Так, за
допомогою непрямого конкурентного тIФА було визначено константу дисоцiацiї (KD) цього
монАТ у реакцiї з D-димером, як описано в роботах [12, 13]. Для непрогрiтого монАТ вона
становила. 3,3 ·10−9 М, а пiсля прогрiвання монАТ I-1D реагувало з D-димером з афiннiстю
на порядок бiльшою (KD = 5,0 · 10−10 М). Також було виявлено, що ефект пiдвищення
активностi пiсля прогрiвання монАТ I-1D зберiгається при мiченнi його бiотином. Проте при
прогрiваннi вже бiотинильованого монАТ цей ефект не спостерiгається (рис. 4). Такi данi
вiрогiдно пояснюються тим, що модифiкацiя монАТ I-1D N-гiдроксисукцинiмiд бiотином
призводить до втрати його здатностi активуватися при прогрiваннi. Це дозволяє припустити
важливу роль амiногруп молекули монАТ у реалiзацiї ефекту пiдвищення активностi.
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Рис. 3. Вплив прогрiвання монАТ I-1D (а) й III-3b (б ) на зв’язування їх з антигеном D-димером фiбрину
людини, iмобiлiзованим на мiкропланшетi (ряд 1 — до прогрiвання, ряд 2 — пiсля прогрiвання)

Рис. 4. Вплив прогрiвання на зв’язування бiотинильованих монАТ I-1D з антигеном D-димером фiбрину
людини, iмобiлiзованим на мiкропланшетi (ряд1 — бiотинильованi монАТ I-1D; ряд 2 — бiотинильованi
монАТ I-1D пiсля прогрiвання)

У результатi наших дослiджень показано, що пiдвищена активнiсть i специфiчнiсть про-
грiтого монАТ I-1D до D-димеру зберiгалася протягом тривалого часу при 4 ◦С (бiльше ро-
ку). Це монАТ реагувало лише з D-димером та не зв’язувало iншi антигени (фiбрин(оген),
D-, Е3-фрагменти, БСА).

З метою встановлення закономiрностей пiдвищення активностi i специфiчностi монАТ
пiсля прогрiвання нами також було перевiрено, чи не пiдвищується активнiсть ряду монАТ
iншої специфiчностi (до рiзних епiтопiв молекули фiбрин(оген)у) пiсля їх прогрiвання при
температурi 63 ◦С впродовж 10 хв. Для цих монАт даний ефект був вiдсутнiм, як й у ви-
падку з контрольним монАТ III-3b.

Слiд зазначити, що в лiтературних джерелах нами не було знайдено жодних повiдом-
лень про зростання активностi монАТ пiсля його прогрiвання при високих температурах
та збереження пiдвищеної активностi протягом тривалого часу.

На даний час чутливiсть iмуноферментних тест-систем, якi виробляються провiдни-
ми бiотехнологiчними компанiями, варiює в дiапазонi вiд 0,036 до 0,408 МО/мл. Одним
з важливiших факторiв, що визначає чутливiсть “сендвiч”-методу, є концентрацiя актив-
них антигензв’язуючих сайтiв антитiл, адсорбованих на поверхнi твердої фази. Так, при
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прямiй (пасивнiй) сорбцiї монАТ на поверхню полiстиролових планшетiв близько 90–99%
антитiл можуть втратити здатнiсть зв’язуватися з антигеном внаслiдок денатурацiї та не-
правильної орiєнтацiї молекул. Однак пасивне адсорбування залишається дуже поширеним
способом iмобiлiзацiї антитiл через свою простоту та низьку вартiсть. Тому пошук нових
методичних прийомiв, якi б дозволили максимально зберегти антигензв’язуючу активнiсть
iмобiлiзованних монАТ i тим самим збiльшити чутливiсть тест-систем, не втрачає своєї
актуальностi.

Важливо зазначити, що описаний ефект зростання активностi монАТ I-1D пiсля прогрi-
вання при 63 ◦C впродовж 10 хв може бути використаний в бiсайтовому iмуноферментному,
латексному i iмунохроматографiчному методах для пiдвищення чутливостi кiлькiсного ви-
значення D-димеру в плазмi кровi людини. Поряд з цим, виявлений феномен заслуговує
подальшого вивчення з теоретичної точки зору.

Однiєю iз основних задач сучасної структурної бiологiї є дослiдження механiзму бiл-
кового фолдiнгу, який формує унiкальну нативну структуру бiлка, здатну до виконання
бiологiчних функцiй.

Згiдно з загальноприйнятою на сьогоднi точкою зору на процес бiлкового фолдiнгу, кон-
формацiйний перехiд бiлка з повнiстю денатурованого (розгорнутого) в нативниий (ком-
пактний) стан здiйснюється, як правило, послiдовно через набiр промiжних за ступенем
структурної впорядкованостi конформацiй (iнтермедiатiв холдингу) [14].

Можна припустити, що D-димер-специфiчне монАТ I-1D певно має промiжну конформа-
цiю, яка пiсля прогрiвання стає завершеною i оптимальною для взаємодiї зi своїм антигеном.

Таким чином, нами було отримано i схарактеризовано унiкальне монАТ I-1D, яке роз-
пiзнає антигенну детермiнанту на D-димерi фiбрину людини та показано ефект (феномен)
збiльшення активностi цього монАТ в реакцiї антиген–антитiло при нагрiваннi майже вдвi-
чi. Ми вважаємо, що подальшi дослiдження температурної залежностi функцiональних
змiн, якi вiдбуваються в молекулi монАт I-1D, з використанням фiзичних методiв (зокре-
ма, метод диференцiальної сканувальної мiкрокалориметрiї) [15] можуть дати вiдповiдь на
характер цих структурних перебудов в молекулi iмуноглобулiна i матимуть iстотне як фун-
даментальне, так i прикладне значення.
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Эффект (феномен) увеличения активности моноклонального
антитела I-1D к D-димеру фибрина человека при нагревании

Институт биохимии им. А. В. Палладина НАН Украины, Киев

Ранее нами была получена гибридома, которая продуцировала моноклональное антитело
I-1D класса IgG1, которое с высокой специфичностью и аффинностью реагировало c D-ди-
мером фибрина человека, без перекрестной реакции с фибриногеном и фибрином. В данной
работе было впервые установлено, что после прогревания при 63 ◦С в течение 10 мин
связывание и аффинность этого антитела к антигену значительно увеличиваются. Дру-
гое, полученное нами D-димер-специфическое моноклональное антитело III-3b, не изменяло
своих свойств после прогревания, и было использовано в качестве контроля. Моноклональ-
ное антитело I-1D в дальнейшем может быть использовано в исследованиях структурных
перестроек в молекуле иммуноглобулина.

Ключевые слова: фибриноген, фибрин, D-димер, моноклональные антитела, тромбообра-
зование, диагностические тест-системы.
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The effect (phenomenon) of increasing the activity of monoclonal
antibody I-1D to human D-dimer after heating
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The hybridoma which produces monoclonal antibody I-1D of the IgG1 class which specifically reacts
only with human fibrin D-dimer without cross-reaction with fibrinogen and fibrin was obtained
earlier by the authors. In this work, the significant increase of the binding affinity of this antibody
to D-dimer after heating at 63 ◦C during 10 min has been discovered. The other our D-dimer-
specific monoclonal antibody III-3b doesn’t change its properties after heating and was used as a
control. Monoclonal antibody I-1D could be further used for the study of structural changes in a
molecule of immunoglobulin.

Keywords: fibrinogen, fibrin, D-dimer, monoclonal antibodies, thrombosis, diagnostic test sys-
tems.
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