
ISSN 0201-8489    Ô³ç³îë. æóðí., 2001, Ò. 47, ¹ 3 73

ÓÄÊ: 616�006�002.4:616�097

Ì.Î. Âîäÿíèê, Â.Ï. ×åðíèøîâ, Ì.ª. Ãóìåíþê

Ôóíêö³îíàëüí³ âëàñòèâîñò³ êîîïåðàö³éíèõ
ìîíîêëîíàëüíèõ àíòèò³ë ïðîòè ôàêòîðà íåêðîçó
ïóõëèí ëþäèíè

Èçó÷àëèñü ôóíêöèîíàëüíûå ñâîéñòâà êîîïåðàòèâíûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àí-
òèòåë, ñîâìåñòíîå ïðèìåíåíèå êîòîðûõ ïîâûøàåò ýôôåêòèâíîñòü ñâÿçû-
âàíèÿ ìîëåêóë àíòèãåíà. Íà ïðèìåðå 23 ïîëó÷åííûõ ìîíîêëîíàëüíûõ àí-
òèòåë ïðîòèâ ôàêòîðà íåêðîçà îïóõîëåé (ÔÍÎ) ÷åëîâåêà ïîêàçàíî, ÷òî
ãåíåðàöèÿ êîîïåðàòèâíûõ àíòèòåë èìååò ñåëåêòèâíîå ïðåèìóùåñòâî è
áîëüøèíñòâî èç àíòè-ÔÍÎ ìîíîêëîíàëüíûõ àíòèòåë ïðèíàäëåæàò ïî
ñïåöèôè÷íîñòè ê äâóì êîîïåðàòèâíûì ýïèòîïàì À1 è Ñ1. Ïî ôóíêöèî-
íàëüíûì ñâîéñòâàì êîîïåðàòèâíûå ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ïðåäñòàâ-
ëÿþò äâà òèïà íåéòðàëèçóþùèõ àíòèòåë.  Ñ1 ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà
ÿâëÿþòñÿ íåéòðàëèçóþùèìè àíòèòåëàìè êîíêóðåíòíîãî òèïà, áëîêèðóþ-
ùèé ýôôåêò êîòîðûõ ïðîÿâëÿåòñÿ âñëåäñòâèå ïðÿìîãî ýêðàíèðîâàíèÿ ðå-
öåïòîðñâÿçûâàþùåãî ó÷àñòêà ÔÍÎ. À1 ìîíîêëîíàëüíûå àíòèòåëà ÿâëÿ-
þòñÿ íåéòðàëèçóþùèìè àíòèòåëàìè àëëîñòåðè÷åñêîãî òèïà, êîòîðûå
áëîêèðóþò àêòèâíîñòü ÔÍÎ ïóòåì èçìåíåíèÿ åãî áèîëîãè÷åñêè àêòèâ-
íîé êîíôîðìàöèè. Ñîâìåñòíîå ïðèìåíåíèå À1 è Ñ1 ìîíîêëîíàëüíûõ àíòè-
òåë îáåñïå÷èâàåò ñèíåðãè÷íóþ íåéòðàëèçàöèþ ÔÍÎ ïîñðåäñòâîì  êîìï-
ëåìåíòàðíîãî ñî÷åòàíèÿ êîíêóðåíòíîé è àëëîñòåðè÷åñêîé íåéòðàëèçàöèè.
Êîîïåðàòèâíîñòü àíòèòåë ìîæåò îòðàæàòü èõ åñòåñòâåííóþ àäàïòà-
öèþ ê íàèáîëåå ýôôåêòèâíîé íåéòðàëèçàöèè áåëêîâûõ àíòèãåíîâ.

Âñòóï

Êîîïåðàòèâí³ñòü º ïðèðîäíîþ âëàñòèâ³ñòþ àíòèò³ë, ÿê³ âõîäÿòü äî ñêëàäó
ïîë³êëîíàëüíèõ àíòèñèðîâàòîê, ³ ïðîÿâëÿºòüñÿ â ñèíåðã³÷íîìó ï³äñèëåíí³
çâ�ÿçóâàííÿ àíòèãåí³â àíòèò³ëàìè ð³çíî¿ åï³òîïíî¿ ñïåöèô³÷íîñò³. Öþ âëàñ-
òèâ³ñòü àíòèò³ë âïåðøå áóëî âñòàíîâëåíî ïðè âèâ÷åíí³ åôåêòèâíîñò³ çâ�ÿçó-
âàííÿ àíòèãåí³â çì³øàíèìè ïðåïàðàòàìè ìîíîêëîíàëüíèõ àíòèò³ë, êîëè
âèÿâèëîñÿ, ùî çâ�ÿçóâàííÿ àíòèãåíà ïåðøèìè àíòèò³ëàìè ìîæå ïðèçâîäèòè
äî ïîñèëåííÿ éîãî çâ�ÿçóâàííÿ ³íøèìè àíòèò³ëàìè á³ëüøå í³æ â 100 ðàç³â
[4]. Ìåõàí³çì öüîãî ÿâèùà ïîëÿãàº â ïðîñòîðîâ³é àáî êîíôîðìàö³éí³é àäàï-
òàö³¿ àíòèò³ë. Ïðîñòîðîâèé êîîïåðàö³éíèé åôåêò ïðîÿâëÿºòüñÿ ïðè ðîçï³ç-
íàíí³ êîîïåðàö³éíèìè àíòèò³ëàìè ð³çíèõ åï³òîï³â àíòèãåíà ó òàê³é îð³ºí-
òàö³¿, ïðè ÿê³é ìîæëèâå óòâîðåííÿ öèêë³÷íèõ êîìïëåêñ³â, ùî ì³ñòÿòü äâ³
ìîëåêóëè àíòèãåíà ³ äâ³ ìîëåêóëè  àíòèò³ë [10,11]. Ïîñèëåííÿ çâ�ÿçóâàííÿ
â öüîìó âèïàäêó â³äáóâàºòüñÿ çà ðàõóíîê äîäàòêîâîãî âíåñêó àâ³äíîñò³ [10].
Êîíôîðìàö³éíà êîîïåðàö³ÿ àíòèò³ë ïîâ�ÿçàíà ç ³íäóêö³ºþ ñòðóêòóðíèõ çì³í
ìîëåêóëè àíòèãåíà ïðè éîãî âçàºìîä³¿ ç ïåðøèìè àíòèò³ëàìè ³ ïîÿâîþ íî-
âèõ åï³òîï³â äëÿ âèñîêîàô³ííîãî çâ�ÿçóâàííÿ äðóãèõ àíòèò³ë [7,12]. Îñîá-
ëèâ³ñòþ êîíôîðìàö³éíî¿ àäàïòàö³¿ º ÷³òêèé ïîä³ë êîîïåðàö³éíèõ àíòèò³ë íà
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ïåðâèíí³ é âòîðèíí³ çà ¿õ çäàòí³ñòþ ³íäóêóâàòè àáî ïðîÿâëÿòè êîîïåðàö³é-
íå çâ�ÿçóâàííÿ â³äïîâ³äíî. Íå çâàæàþ÷è íà âèâ÷åí³ ìåõàí³çìè êîîïåðàö³é-
íîñò³ àíòèò³ë, çàëèøàºòüñÿ â³äêðèòèì ïèòàííÿ ïðî ¿õ ôóíêö³îíàëüíå çíà-
÷åííÿ, à ñàìå, ÿêèé âïëèâ ñïðàâëÿþòü êîîïåðàö³éí³ àíòèò³ëà íà ïðîÿâ
á³îëîã³÷íî¿ àêòèâíîñò³ àíòèãåí³â. Ó çâ�ÿçêó ç öèì ìåòîþ íàøîãî äîñë³äæåí-
íÿ áóëî îòðèìàííÿ êîîïåðàö³éíèõ ìîíîêëîíàëüíèõ àíòèò³ë ïðîòè ôàêòîðà
íåêðîçó ïóõëèí (ÔÍÏ) ëþäèíè ç ïîäàëüøîþ îö³íêîþ ¿õ çäàòíîñò³ âèêëè-
êàòè íåéòðàë³çàö³þ á³îëîã³÷íî¿ àêòèâíîñò³ ÔÍÏ.

Ìåòîäèêà

Ðåêîìá³íàíòíèé ÔÍÏ ëþäèíè (÷èñòîòà >95%; ïèòîìà àêòèâí³ñòü 4⋅107 îä/ìã)
áóâ îòðèìàíèé â³ä Fermentas MBI (Â³ëüíþñ, Ëèòâà). Âñ³ á³îõ³ì³÷í³ ðåàãåí-
òè áóëè îòðèìàí³ â³ä ô³ðìè �Sigma Chemical Co.�, ÑØÀ. Êë³òèíí³ ë³í³¿
ìèøèíî¿ ì³ºëîìè Sp2/0 ³ ô³áðîñàðêîìè L929 îòðèìàí³ ç ³íñòèòóòó öèòî-
ëîã³¿ ÐÀÍ (Ñàíêò-Ïåòåðáóðã, Ðîñ³ÿ). Êë³òèíè ì³ºëîìè Sp2/0 òà ã³áðèäîìè
êóëüòèâóâàëèñÿ íà ïîâíîìó ñåðåäîâèù³ IMDM ç 10% åìáð³îíàëüíî¿ òåëÿ-
÷î¿ ñèðîâàòêè (ÅÑÒ; Bio-Mark Inc., Ëüâ³â). Êë³òèíè L929 êóëüòèâóâàëèñÿ
íà ïîâíîìó ñåðåäîâèù³ RPMI-1640 ç 5% ÅÑÒ.

Ìèø³ BALB/c (8-10 òèæí³) áóëè ³ìóí³çîâàí³ ÔÍÏ çà òèïîâîþ äëÿ
ðîç÷èííèõ àíòèãåí³â ñõåìîþ [3] ó âàð³àíòàõ ï³äøê³ðíî¿ àáî âíóòð³øíüî÷å-
ðåâíî¿ ³í�ºêö³¿ ÔÍÏ íà ïîâíîìó àä�þâàíò³ Ôðåéíäà. Òèòðè àíòè-ÔÍÏ
àíòèò³ë ó ñèðîâàòö³ âèçíà÷àëè íåïðÿìèì ³ìóíîôåðìåíòíèì àíàë³çîì (²ÔÀ).
Ñïëåíîöèòè ìèøåé ç òèòðîì >1/32000 çëèâàëèñü 50%-ì ðîç÷èíîì ïîë³åòè-
ëåíãë³êîëþ ç ì³ºëîìîþ Sp2/0. Îòðèìàííÿ ã³áðèäîì ïðîâîäèëè çà ìåòîäîì
Köhler ³ Milstein [8] ç óðàõóâàííÿì äåÿêèõ ìîäèô³êàö³é [3,6]. Ã³áðèäîìè
íàðîùóâàëèñü â àñöèòí³é ôîðì³ ó ñåíñèá³ë³çîâàíèõ ïðèñòàíîì BALB/c
ìèøåé. Ïðåïàðàòè ìîíîêëîíàëüíèõ àíòèò³ë îòðèìóâàëè ç àñöèòíî¿ ð³äèíè
ìåòîäîì ïîñë³äîâíî¿ ïðåöèï³òàö³¿ êàïðèëîâîþ êèñëîòîþ òà ñóëüôàòîì àìî-
í³þ [9] ç íàñòóïíîþ àô³ííîþ î÷èñòêîþ íà ïðîòå¿í-À ñåôàðîç³ (ô³ðìà
�Pharmacia�, Øâåö³ÿ). Á³îëîã³÷íó àêòèâí³ñòü ÔÍÏ îö³íþâàëè çà öèòîòîê-
ñè÷íîþ ä³ºþ íà êë³òèíè L929 ó òåñò³ ç êðèñòàë³÷íèì ô³îëåòîâèì [1]. Íåéò-
ðàë³çóþ÷ó àêòèâí³ñòü ìîíîêëîíàëüíèõ àíòèò³ë âèçíà÷àëè ê³ëüê³ñíî â çíà-
÷åííÿõ ìîëÿðíîãî íàäëèøêó àíòèò³ë äî ÔÍÏ äëÿ 100% íåéòðàë³çàö³¿ àáî â
íåéòðàë³çóþ÷èõ îäèíèöÿõ íà 1 ìã á³ëêà. ²çîòèïè Ig ³ IgG ñóáêëàñè âèçíà÷à-
ëè íåïðÿìèì ²ÔÀ [6]. Àô³íí³ñòü ìîíîêëîíàëüíèõ àíòèò³ë âèçíà÷àëè íå-
êîíêóðåíòíèì ²ÔÀ [2]. Êàðòóâàííÿ åï³òîï³â, ðåöåïòîðçâ�ÿçóþ÷î¿ ä³ëÿíêè
(ÐÇÄ) ÔÍÏ ³ âèÿâëåííÿ êîîïåðàö³éíèõ àíòèò³ë âèêîíóâàëè ìåòîäîì çâî-
ðîòíîãî êîíêóðåíòíîãî àíàë³çó [5] çà äîïîìîãîþ êîí�þãàòó ÔÍÏ-ºâðîï³é.
Äëÿ ì³÷åííÿ ÔÍÏ âèêîðèñòîâóâàëè êîìåðö³éíèé íàá³ð ðåàãåíò³â �Europium-
labelling kit� ô³ðìè �Wallac Oy�, Ô³íëÿíä³ÿ. Âèì³ðþâàííÿ ôëóîðåñöåíö³¿
õåëàò³â ºâðîï³þ ïðîâîäèëè íà ôëóîðèìåòð³ ç ÷àñîâèì ðîçïîä³ëåííÿì ARCUS
1230 ô³ðìè �Wallac Oy�, Ô³íëÿíä³ÿ.

Äëÿ ñòàòèñòè÷íîãî àíàë³çó âèêîðèñòîâóâàëè êðèòåð³é t Ñòüþäåíòà ³
êîðåëÿö³éíèé àíàë³ç Ï³ðñîíà. Àíàë³ç âèêîíóâàëè çà äîïîìîãîþ êîìïüþ-
òåðíî¿ ïðîãðàìè SPSS for Windows (SPSS Inc., ÑØÀ).
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Ðåçóëüòàòè òà ¿õ îáãîâîðåííÿ

Äëÿ ï³äâèùåííÿ éìîâ³ðíîñò³ îòðèìàííÿ ð³çíîåï³òîïíèõ ìîíîêëîíàëüíèõ
àíòèò³ë âèêîðèñòîâóâàëèñÿ äâà òèïè ³ìóí³çàö³¿ ìèøåé BALB/c ïðåïàðàòîì
ÔÍÏ: âíóòð³øíüî÷åðåâíà ³ ï³äøê³ðíà. Â³äïîâ³äíî äî òèòð³â àíòè-ÔÍÏ
àíòèò³ë ó ñèðîâàòö³, åôåêòèâí³ñòü ï³äøê³ðíî¿ ³ìóí³çàö³¿ áóëà â ñåðåäíüîìó
â 2,3 ðàçà âèùîþ, í³æ ïðè âíóòð³øíüî÷åðåâí³é ³ìóí³çàö³¿, ùî â³äïîâ³äàëî
ê³ëüêîñò³ îòðèìàíèõ ã³áðèäîì â³ä öèõ ³ìóí³çàö³é � 16 ³ 7 â³äïîâ³äíî.

Åï³òîïíèé àíàë³ç 23-õ îòðèìàíèõ àíòè-ÔÍÏ ìîíîêëîíàëüíèõ àíòèò³ë
ïîêàçàâ, ùî ¿õ ñïåöèô³÷í³ñòü ðîçïîä³ëåíà â ìåæàõ 3-õ åï³òîïíèõ ðåã³îí³â
(ÅÐ) ÔÍÏ, ïîçíà÷åíèõ ÿê À, Â ³ Ñ.  Êîæåí ÅÐ âêëþ÷àº 2-3 åï³òîïè, îäèí
³ç ÿêèõ º íàéá³ëüø ³ìóíîãåííèì àáî äîì³íóþ÷èì (À1, Â1 ³ Ñ1) çã³äíî ç
á³ëüøèì ÷èñëîì àíòèò³ë, ÿê³ éîãî ïðåäñòàâëÿþòü. Ðåøòà åï³òîï³â (À2, À3,
Â2, Â3, Ñ2) ìåíø ³ìóíîãåíí³ ³ ïðåäñòàâëåí³ îêðåìèìè àíòèò³ëàìè. Âñ³ ìî-
íîêëîíàëüí³ àíòèò³ëà, ÿê³ áóëè îòðèìàí³ çà äîïîìîãîþ âíóòð³øíüî÷åðåâíî¿
³ìóí³çàö³¿, â³äð³çíÿëèñÿ ìîíîñïåöèô³÷í³ñòþ äî Ñ1 åï³òîïó, òîä³ ÿê àíòèò³ëà
â³ä ï³äøê³ðíî¿ ³ìóí³çàö³¿ ìàëè ñïåöèô³÷í³ñòü ïðîòè âñ³õ åï³òîï³â, àëå ç
á³ëüø³ñòþ À1 ³ Â1 àíòèò³ë (òàáë. 1).

Ì.Î. Âîäÿíèê òà ³í.

1A6 ï/ø A À1 C1 (× 2.5) 102.1 303.1
5A5 ï/ø G2b À1 C1 (× 5.5) 35.3 7.6
5E12 ï/ø G1 À2 B1 (× 2.5) 2.6 -
3B1 ï/ø G1 À1 C1 (× 1.8) 2.3 -
2H5 ï/ø G1 À1 C1 (× 2.3) 2.1 -
2B3 ï/ø G1 À3 - 2.0 -

1G10 ï/ø G1 Â1 A2 (× 1.6) 131.2 54.9
5A12 ï/ø A Â2 - 20.4 33.1
3E9 ï/ø G1 Â1 A2 (× 2.3) 5.2 -
7H9 ï/ø G2b Â1 A2 (× 2.5) 3.0 -
3A8 ï/ø G1 Â3 - 0.6 -

E64 â/÷ G2a Ñ1 A1 (× 2.5) 13.1 54.2
F74 â/÷ G1 Ñ1 A1 (× 3.1) 8.9 42.8
Ñ83 â/÷ G2a Ñ1 A1 (× 4.4) 3.7 16.7
F35 â/÷ G2b Ñ1 A1 (× 4.5) 2.4 13.2
D12 â/÷ G2a Ñ1 A1 (× 4.7) 1.9 7.7
3A10 ï/ø A Ñ2 - 1.5 -
8B1 ï/ø G2b Ñ1 A1 (× 4.8) 0.7 -
E18 â/÷ G1 Ñ1 A1 (× 5.0) 0.5 -
G77 â/÷ G1 Ñ1 A1 (× 5.1) 0.4 -
1C1 â/ø G1 Ñ2 À1 (× 5.5) 0.4 -
1C2 ï/ø M Ñ1 - -
4A3 ï/ø M Ñ1 - -

Ïðèì³òêà. (*) � ï³äøê³ðíà (ï/ø), âíóòð³øíüî÷åðåâíà (â/÷); (**) � ïîçíà÷åíà åï³òîï-
íà ñïåöèô³÷í³ñòü êîîïåðàö³éíèõ ìîíîêëîíàëüíèõ Àò ³ ìàêñèìàëüíå ï³äñèëåííÿ çâ�ÿçó-
âàííÿ ÔÍÏ ó âàð³àíò³ êîîïåðàö³¿ (â äóæêàõ).

Åï³òîïíèé ðåã³îí B

Åï³òîïíèé ðåã³îí C

Òàáëèöÿ 1. ²ìóíîõ³ì³÷í³ òà ôóíêö³îíàëüí³ õàðàêòåðèñòèêè àíòè-ÔÍÏ ìîíîêëîíàëü-
íèõ àíòèò³ë.

Êëîí ²ìóí³çàö³ÿ* ²çîòèï Ig Åï³òîï
Êîîïåðà-

ö³éí³
àíòèò³ëà**

Êîíñòàíòà
àô³ííîñò³

Íåéòðàë³çóþ-
÷³ îäèíèö³

(×108 ìîëü-1) (×104 / ìã Àò)

Åï³òîïíèé ðåã³îí À
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²äåíòèô³êàö³ÿ 3-õ ãîëîâíèõ åï³òîïíèõ ðåã³îí³â ÔÍÏ, ÿê³ ì³ñòÿòü äîì³-
íóþ÷èé åï³òîï âèñîêî¿ ³ìóíîãåííîñò³ ³ ñóì³æí³ åï³òîïè á³ëüø íèçüêî¿ ³ìó-
íîãåííîñò³, äîçâîëÿº ïåðåäáà÷àòè ñïðÿìîâàíèé õàðàêòåð ãåíåðàö³¿ àíòèò³ë
äî öèõ ÅÐ ç ð³çíèì ñòóïåíåì ðåàë³çàö³¿. Äëÿ öüîãî ìîæå áóòè äâ³ ïðè÷èíè.
Ïî-ïåðøå, ç ïðèâîäó ñòðóêòóðíèõ îáìåæåíü, ÔÍÏ ìàº ëèøå òðè êîíôîð-
ìàö³éíî-ñò³éêèõ ä³ëÿíêè, äî ÿêèõ ìîæëèâà ãåíåðàö³ÿ âèñîêîàô³ííèõ àí-
òèò³ë, ³ ïî-äðóãå, ç ïðèâîäó ôóíêö³îíàëüíèõ îáìåæåíü, ìîëåêóëà ÔÍÏ
ì³ñòèòü òðè ä³ëÿíêè, ó ðàç³ çâ�ÿçóâàííÿ ÿêèõ äîñÿãàºòüñÿ éîãî íåéòðàë³çà-
ö³ÿ, òîáòî ñàìå åôåêò íåéòðàë³çàö³¿ ÔÍÏ âèñòóïàº ôàêòîðîì ñåëåêö³¿ åï³-
òîïíî¿ ñïåöèô³÷íîñò³ àíòè-ÔÍÏ àíòèò³ë. Ïðè âèâ÷åíí³ çàëåæíîñò³ íåéòðà-
ë³çóþ÷î¿ àêòèâíîñò³ ìîíîêëîíàëüíèõ àíòèò³ë â³ä ¿õ àô³ííîñò³ òà åï³òîïíî¿
ñïåöèô³÷íîñò³ áóëî âñòàíîâëåíî, ùî âèñîêîàô³íí³ àíòèò³ëà (³ç Ka>109 ìîëü-1)
êîæíîãî ÅÐ º íåéòðàë³çóþ÷èìè, ïðè÷îìó ó ìåæàõ êîæíîãî ÅÐ íåéòðàë³çó-
þ÷à àêòèâí³ñòü îêðåìèõ àíòèò³ë çíèæóºòüñÿ ïðè çíèæåíí³ ¿õ àô³ííîñò³ ñàìå
äî ïîâíî¿ âòðàòè åôåêòó íåéòðàë³çàö³¿ ïðè àô³ííîñò³ íèæ÷å â³ä ïåâíîãî
ð³âíÿ (äèâ. òàáë. 1). Íà ö³é ï³äñòàâ³ ïðàâîì³ðíî ñòâåðäæóâàòè, ùî ãåíåðà-
ö³ÿ àíòè-ÔÍÏ àíòèò³ë ïðîòè îêðåìèõ ÅÐ âèçíà÷àºòüñÿ ¿õ ïîòåíö³éíîþ çäàò-
í³ñòþ íåéòðàë³çóâàòè á³îëîã³÷íó àêòèâí³ñòü ÔÍÏ, àëå âíàñë³äîê íåäîñòàò-
íüî¿ àô³ííîñò³ äåÿêèõ àíòèò³ë, öåé åôåêò ïðîÿâëÿºòüñÿ íå çàâæäè.

Íàÿâí³ñòü íåéòðàë³çóþ÷èõ àíòè-ÔÍÏ àíòèò³ë ð³çíî¿ åï³òîïíî¿ ñïåöèô³÷-
íîñò³ âêàçóº íà ìîæëèâ³ñòü ³ñíóâàííÿ ð³çíèõ ìåõàí³çì³â íåéòðàë³çàö³¿ ÔÍÏ.
Òèïîâèì º êîíêóðåíòíèé ìåõàí³çì, êîëè àíòèò³ëà ðîçï³çíàþòü åï³òîïè, ðîç-
òàøîâàí³ â ìåæàõ ÐÇÄ ³ éîãî åêðàíóâàííÿì áëîêóþòü çâ�ÿçóâàííÿ ÔÍÏ ç
ÔÍÏ-Ð. Ìîæëèâèì º òàêîæ àëîñòåðè÷íèé ìåõàí³çì, êîëè àíòèò³ëà, çâ�ÿçó-
þ÷è ÐÇÄ-íåçàëåæí³ åï³òîïè, ïðîâîêóþòü êîíôîðìàö³éí³ çì³íè ÐÇÄ ³ òà-
êèì ÷èíîì â³äì³íÿþòü âçàºìîä³þ ÔÍÏ ç ÔÍÏ-Ð. Äëÿ âèçíà÷åííÿ öèõ
ìåõàí³çì³â ïðîâîäèëîñÿ êàðòóâàííÿ ÐÇÄ â³äíîñíî åï³òîï³â íåéòðàë³çóþ÷èõ
ìîíîêëîíàëüíèõ àíòèò³ë ç âèêîðèñòàííÿì ïðåïàðàò³â ð55 ³ ð75 ðîç÷èííèõ
ÔÍÏ-Ð (ðÔÍÏ-Ð). Âñ³ íåéòðàë³çóþ÷³ àíòèò³ëà íåçàëåæíî â³ä åï³òîïíî¿
ñïåöèô³÷íîñò³ ïîâí³ñòþ áëîêóâàëè çâ�ÿçóâàííÿ ÔÍÏ ç ðÔÍÏ-Ð. Îäíàê
êîìïëåêñè ÔÍÏ ç ðÔÍÏ-Ð çâ�ÿçóâàëèñÿ ÅÐ-À ³ ÅÐ-Â, àëå íå ÅÐ-Ñ àíòè-
ò³ëàìè (òàáë. 2). Íà ö³é ï³äñòàâ³ ìîæíà ñòâåðäæóâàòè, ùî ÅÐ-Ñ ðîçòàøîâà-
íèé â ìåæàõ ÐÇÄ, ³ íåéòðàë³çóþ÷³ ÅÐ-Ñ àíòèò³ëà áëîêóþòü ÔÍÏ çà äîïî-
ìîãîþ êîíêóðåíòíîãî ìåõàí³çìó, òîä³ ÿê ÅÐ-À/Â àíòèò³ëà, ó çâ�ÿçêó ç
ÐÇÄ-íåçàëåæíîþ ëîêàë³çàö³ºþ â³äïîâ³äíèõ åï³òîï³â, íåéòðàë³çóþòü ÔÍÏ
àëîñòåðè÷íî. Ð³çíèé õàðàêòåð íåéòðàë³çàö³¿ ÔÍÏ ó ÅÐ-Ñ ³ ÅÐ-À/Â àí-
òèò³ë òàêîæ ï³äòâåðäæóºòüñÿ íàñòóïíèìè ñïîñòåðåæåííÿìè: íåéòðàë³çóþ÷à
àêòèâí³ñòü ÅÐ-Ñ àíòèò³ë ç�ÿâëÿºòüñÿ ïðè àô³ííîñò³ áëèçüêî 108 ìîëü-1, òîä³
ÿê äëÿ íåéòðàë³çóþ÷èõ ÅÐ-À/Â àíòèò³ë íåîáõ³äíà àô³íí³ñòü íå ìåíøå í³æ
109 ìîëü-1 (äèâ. òàáë. 1); ïðè çá³ëüøåíí³ àô³ííîñò³ ÅÐ-Ñ àíòèò³ë, ¿õ íåéò-
ðàë³çóþ÷à àêòèâí³ñòü çðîñòàº ïðÿìî ïðîïîðö³éíî (r = 0,99; p<0,001), òîä³
ÿê äëÿ ÅÐ-À/Â àíòèò³ë öÿ çàëåæí³ñòü ìàº íåïðîïîðö³éíèé õàðàêòåð; íå
çâàæàþ÷è íà ï³äâèùåí³ âèìîãè äî àô³ííîñò³, ò³ëüêè àëîñòåðè÷í³ ÅÐ-À àí-
òèò³ëà äîñÿãàþòü ìàêñèìàëüíîãî ð³âíÿ íåéòðàë³çàö³¿ ÔÍÏ.

Âèÿâëåííÿ êîîïåðàö³éíèõ ìîíîêëîíàëüíèõ àíòèò³ë ïðîâîäèëîñÿ íà
åòàï³ åï³òîïíîãî êàðòóâàííÿ. Êðèòåð³ºì êîîïåðàòèâíîñò³ áóëî ï³äâèùåííÿ
çâ�ÿçóâàííÿ ÔÍÏ ïåðøèìè ìîíîêëîíàëüíèìè àíòèò³ëàìè ïðè íàÿâíîñò³

Ôóíêö³îíàëüí³ âëàñòèâîñò³ êîîïåðàö³éíèõ ìîíîêëîíàëüíèõ àíòèò³ë
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äðóãèõ á³ëüøå í³æ â 1,5 ðàçà (>150% êîíòðîëüíîãî çâ�ÿçóâàííÿ). Áóëî
âñòàíîâëåíî, ùî ìîíîêëîíàëüí³ àíòèò³ëà, ñïðÿìîâàí³ äî À1 ³ Ñ1 åï³òîï³â,
ìàþòü âçàºìîï³äñèëþþ÷å çâ�ÿçóâàííÿ ÔÍÏ ³ ñêëàäàþòü ãîëîâíó êîîïåðà-
ö³éíó ïàðó. Åôåêò êîîïåðàö³¿ òàêîæ â³äì³÷àâñÿ ì³æ À2 ³ Â1 àíòèò³ëàìè, àëå
÷åðåç ºäèí³ àíòèò³ëà ñåðåäíüî¿ àô³ííîñò³, ùî ïðåäñòàâëÿþòü À2 åï³òîï (5Å12),
öåé âàð³àíò ââàæàâñÿ íå³ñòîòíèì (äèâ. òàáë. 1). Ïðè àíàë³ç³ êîîïåðàö³éíèõ
ïàð, ÿê³ ñêëàäàëèñü ³ç îêðåìèõ À1 ³ Ñ1 àíòèò³ë, â³äì³÷àëîñü ¿õ ðîçä³ëåííÿ
íà ïåðâèíí³ òà âòîðèíí³ çàëåæíî â³ä çäàòíîñò³ ³íäóêóâàòè àáî ïðîÿâëÿòè
ï³äñèëåíå çâ�ÿçóâàííÿ ÔÍÏ â³äïîâ³äíî. Ó òàêîìó âàð³àíò³ êîîïåðàö³¿
íàéá³ëüø â³ðîã³äíèì º êîíôîðìàö³éíèé ìåõàí³çì àäàïòàö³¿, êîëè çâ�ÿçóâàí-
íÿ ïåðâèííèõ àíòèò³ë ³íäóêóº êîíôîðìàö³éí³ çì³íè ìîëåêóëè ÔÍÏ, ùî
ïðèçâîäÿòü äî á³ëüø âèã³äíî¿ åêñïîçèö³¿ åï³òîï³â âòîðèííèõ àíòèò³ë [7,12].
Îñê³ëüêè À1 ³ Ñ1 àíòèò³ëà ïðåäñòàâëåí³ ÿê ïåðâèííèìè òàê ³ âòîðèííèìè
Àò, à òàêîæ âðàõîâóþ÷è ìàêñèìàëüíó ³ìóíîãåíí³ñòü À1 ³ Ñ1 åï³òîï³â, ïðà-
âîì³ðíî ñòâåðäæóâàòè, ùî ïî-ïåðøå, À1 ³ Ñ1 åï³òîïè º êîíôîðìàö³éíîçà-
ëåæíèìè, òîáòî çâ�ÿçóâàííÿ îäíîãî åï³òîïà âèêëèêàº êîíôîðìàö³éí³ çì³íè
ó ä³ëÿíö³ ëîêàë³çàö³¿ ³íøîãî, ³ ïî-äðóãå, ïåðåâàæíà ãåíåðàö³ÿ àíòèò³ë äî
öèõ åï³òîï³â â³äîáðàæàº ïðîöåñ ïðèîðèòåòíî¿ ñåëåêö³¿ êîîïåðàö³éíèõ

Ì.Î. Âîäÿíèê òà ³í.

Òàáëèöÿ 2.  Êàðòóâàííÿ ðåöåïòîðçâ�ÿçóþ÷î¿  ä³ëÿíêè (ÐÇÄ) ÔÍÏ

     ÅÐ-À 1À6* 61,0 ± 5,7 65,5 ± 3,8
5N* 80,9 ± 4,3 66,0 ± 8,5
5À5* 41,6 ± 4,1 53,2 ± 6,3
5Å12 56,2 ± 2,1 40,5 ± 8,1
2Í5 37,6 ± 5,8 34,9 ± 6,3

(55,5 ± 17,2) (52,0 ± 14,2)

     ÅÐ-B 1G10* 80,8 ± 4,2 80,7 ± 6,3
5A12* 33,0 ± 5,3 40,8 ± 4,9
3Å9 23,2 ± 3,2 48,4 ± 8,3
7Í9 19,3 ± 4,5 39,3 ± 7,8

(39,0 ± 28,4) (52,3 ± 19,3)

     ÅÐ-Ñ E64* 7,8 ± 1,8 11,1 ± 3,6
F74* 7,9 ± 1,4 11,3 ± 4,7
C83* 7,3 ± 1,8 8,6 ± 2,4
F35* 7,9 ± 1,8 8,0 ± 2,6
D12* 7,8 ± 0,8 8,1 ± 1,6
Å18 4,7 ± 1,4 5,4 ± 1,9
G77 3,1 ± 0,4 3,8 ± 1,2

(6,6±1,9) (8,0 ± 2,7)

     ÐÇÄ ð55 ðÔÍÏ-Ð 5,9 ± 1,7 6,6 ± 1,9
ð75 ðÔÍÏ-Ð 6,1 ± 4,5 7,6 ± 3,5

(6,0 ± 0,1) (7,1 ± 0,7)

Ïðèì³òêà. Äàí³ äëÿ êîæíîãî ìîíîêëîíàëüíîãî àíòèò³ëà ïðåäñòàâëåí³ ó âèãëÿä³ çàëèø-
êîâîãî ïðîöåíòà (%) ñîðáö³¿ ÔÍÏ ïðè íàÿâíîñò³ êîíêóðóþ÷èõ ð55 ³ ð75 ðÔÍÏ-Ð â³äíîñíî
çíà÷åíü êîíòðîëüíî¿ ñîðáö³¿ (100%) áåç êîíêóðóþ÷èõ êîìïîíåíò³â; ó äóæêàõ âêàçàíî
ñåðåäíº çíà÷åííÿ ïî åï³òîïí³é ãðóï³; (*) � íåéòðàë³çóþ÷³ àíòèò³ëà.

Åï³òîïíèé
ðåã³îí

Ìîíîêëîíàëüí³
àíòèò³ëà

Çâ�ÿçóâàííÿ ÔÍÏ ïðè íàÿâíîñò³ ðÔÍÏ-Ð, %

ð55 ðÔÍÏ-Ð ð75 ðÔÍÏ-Ð
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àíòèò³ë, ÿê³ çàáåçïå÷óþòü êîíôîðìàö³éíó äåôîðìàö³þ ÔÍÏ.  Âèõîäÿ÷è ³ç
ôóíêö³îíàëüíèõ õàðàêòåðèñòèê êîîïåðàö³éíèõ àíòèò³ë, ìîæíà ïîÿñíèòè
çíà÷åííÿ öüîãî ôåíîìåíó. Çà íàëåæí³ñòþ äî ÅÐ-À ³ ÅÐ-Ñ, êîîïåðàö³éí³ À1
³ Ñ1 àíòèò³ëà ïðåäñòàâëÿþòü äâà òèïè íåéòðàë³çóþ÷èõ àíòèò³ë: àëîñòåðè÷í³
³ êîíêóðåíòí³. Òîìó ¿õ êîîïåðàòèâí³ñòü ìîæå ìàòè çíà÷åííÿ äëÿ á³ëüø åôåê-
òèâíî¿ íåéòðàë³çàö³¿ ÔÍÏ. Ï³äòâåðäæåííÿì öüîãî º ñèíåðã³÷íà íåéòðàë³çà-
ö³ÿ ÔÍÏ, ùî ñïîñòåð³ãàëàñÿ ëèøå ó ñóì³ø³ À1 ³ Ñ1 àíòèò³ë, àëå íå áóäü-
ÿêèõ îäíîåï³òîïí³õ àíòèò³ë àáî ð55 ³ ð75 ðÔÍÏ-Ð (òàáë. 3).

Ôóíêö³îíàëüí³ âëàñòèâîñò³ êîîïåðàö³éíèõ ìîíîêëîíàëüíèõ àíòèò³ë

Âèñíîâêè

Ïðè âèêîðèñòàíí³ ñêðèí³íã-òåñòó íà êîîïåðàö³éíå çâ�ÿçóâàííÿ ÔÍÏ
áóëî îòðèìàíî ³ îõàðàêòåðèçîâàíî êîîïåðàö³éí³ àíòè-ÔÍÏ ìîíîêëîíàëüí³
àíòèò³ëà. Âèÿâëåíî, ùî îñíîâíó êîîïåðàö³éíó ïàðó ñêëàäàþòü íåéòðàë³çó-
þ÷³ àíòèò³ëà àëîñòåðè÷íîãî ³ êîíêóðåíòíîãî òèïó. ¯õ ñï³ëüíå âèêîðèñòàííÿ
çàáåçïå÷óº ñèíåðã³÷íó íåéòðàë³çàö³þ ÔÍÏ êîìïëåìåíòàðíèì ïîºäíàííÿì
àëîñòåðè÷íî¿ òà êîíêóðåíòíî¿ íåéòðàë³çàö³¿. Íà ö³é ï³äñòàâ³ âïåðøå ñòâåðä-
æóºòüñÿ, ùî ãåíåðàö³ÿ êîîïåðàö³éíèõ àíòèò³ë ìàº ñïðÿìîâàíèé õàðàêòåð
äëÿ íàéá³ëüø åôåêòèâíî¿ íåéòðàë³çàö³¿ ÔÍÏ.

Àâòîðè âèñëîâëþþòü ùèðó ïîäÿêó ïðîôåñîðîâ³ David Wallach (Weizmann Institute of
Science, Rehovot, Israel) çà ëþá�ÿçíå íàäàííÿ ïðåïàðàò³â ð55 ³ ð75 ðÔÍÏ-Ð.

Òàáëèöÿ 3. Ñèíåðã³÷íà íåéòðàë³çàö³ÿ ÔÍÏ êîîïåðàö³éíèìè À1 ³ Ñ1 ìîíîêëîíàëüíè-
ìè àíòèò³ëàìè

Ïðèì³òêà. Íåéòðàë³çóþ÷èé åôåêò ñóì³ø³ êîìïîíåíò³â (ñòîâá÷èê 1+2) â äîñë³ä³ (ñïîñòå-
ðåæóâàíèé) ïîð³âíþâàâñÿ ç ðîçðàõîâàíèì ð³âíåì àääèòèâíîãî åôåêòó, âèõîäÿ÷è ³ç àê-
òèâíîñò³ êîæíîãî êîìïîíåíòó îêðåìî (ñòîâá÷èêè 1 ³ 2); (*) � ð<0,001.

Êîìïîíåíò Ð³âåíü íåéòðàë³çàö³¿ ÔÍÏ, ìîëÿðíèé íàäëèøîê
1 + 2 (50/50)

àäèòèâíèé ñïîñòåðåæóâàíèé(n=6)(n=6)1 2
1 2

ÐÇÄ ÐÇÄ
p55 p75 221 ± 15 514 ± 26 367 ± 13 364 ± 23

Ñ1 Ñ1
E64 F74 24,9 ± 3,1 32,7 ± 3,9 28,8 ± 3,1 28,6 ± 3,1

A1 A1
5A5 1A6 175 ± 26 4,4 ± 0,5 89,9 ± 12,7 91,2 ± 12,6

C1 A1
E64 5A5 24,9 ± 3,1 175 ± 26 100,2 ± 13,3 52,2 ± 7,5*

C1 A1
E64 1A6 24,9 ± 3,1 4,4 ± 0,5 14,6 ± 1,8 7,6 ± 1,1*
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FUNCTIONAL PROPERTIES OF COOPERATIVE MONOCLONAL
ANTIBODIES AGAINST HUMAN TUMOR NECROSIS FACTOR

The panel of 23 newly produced monoclonal antibodies (mAbs) against human tumor
necrosis factor (TNF) was examined for enhanced or cooperative TNF binding. Epitopic
mapping revealed a preferential mAb generation against two epitopes designed as A1
and C1. Both A1 and C1 mAbs have neutralizing activity and display remarkable
property to bind TNF synergistically comprising a pair of cooperative mAbs. C1
epitope resides within the TNF receptor-binding site (RBS) and responsible for
generation of competitive neutralizing mAbs that block TNF activity by direct RBS
masking. RBS-distal A1 epitope represents allosteric neutralizing mAbs that block
TNF activity by conformational RBS changes. Combination of A1 and C1 mAbs
resulted in synergistic TNF neutralization through complementary effect of competitive
and allosteric TNF blocking mechanisms. Generation of cooperative Abs may have
significance to achieve the most efficient neutralization of protein antigens with an
intolerable functional activity in vivo.

Institute of Pediatrics, Obstetrics and Gynecology, Academy of Medical
Sciences of Ukraine, Kiev
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