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На основi комплексної характеристики мо-
ноклональних антитiл до IgM людини 

розроблено iмуноферментний набiр для кiль-
кiсного визначення сумарних IgM-антитiл iз 
високою аналiтичною чутливiстю. Динамiч-
ний дiапазон розробленого iмуноферментно-
го аналiзу складає 2 порядки (11-3200 нг/мл). 
Показники варiабельностi є допустимими для 
даного методу. Жоден iз дослiджуваних бiлкiв 
сироватки (IgG, IgA, IgE людини, альбумiн) не 
впливає на визначення тест-концентрацiї (100 
нг/мл) IgM людини. 
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ВСТУП
Визначення концентрацiї iмуноглобулiнiв 

дозволяє оцiнити потенцiал гуморальної iмун-
ної вiдповiдi без урахування антигенної спе-
цифiчностi [1]. Пiдвищення концентрацiї IgM 
може спостерiгатися при низцi iнфекцiйних за-
хворювань (вiруснi, внутрiшньоутробнi, раннi 
бактерiальнi та паразитарнi, гострi та хронiч-
нi гнiйнi iнфекцiї), аутоiмунних станах (рев-
матоїдний артрит), хронiчних захворюваннях 
гепатобiлiарної системи, ентеропатiях, мно-
жиннiй мiєломi IgM-типу, макроглобулiнемiї 
Вальденстрема тощо. Набута недостатнiсть 
IgM-антитiл може бути викликана цитоток-
сичною та променевою терапiєю, спленекто-
мiєю, гастроентеропатiєю та опiками, лiмфома-
ми. Вроджена недостатнiсть iмуноглобулiну М 
спостерiгається при хворобi Брутона (агамма-
глобулiнемiї) [2] .

Найчастiше концентрацiю iмуноглобулiнiв 
визначають методами нефелометрiї чи тур-

бiдiметрiї [3, 4]. Однак цi методи недостатньо 
чутливi для контролю продукцiї й визначення 
рiвня секрецiї iмуноглобулiнiв В-клiтинами, 
наприклад, у культурi лiмфоцитiв з метою ди-
ференцiального дiагнозу первинних iмунодефi-
цитiв або оцiнки ступеня вторинних iмуноде-
фiцитiв, обумовлених низьким рiвнем антитiл. 
Iмуноферментний метод характеризується ви-
сокою чутливiстю, яка й необхiдна для таких 
дiагностичних завдань. Таким чином, перед 
нами постало завдання по розробцi високочут-
ливого iмуноферментного аналiзу (IФА) для 
кiлькiсного визначення IgM людини. Дана за-
дача може бути вирiшена при використаннi 
надчутливих бiологiчних реагентiв, якими є 
моноклональнi антитiла (МКАТ). 

Метою дослiдження було на основi комплек-
сної характеристики моноклональних антитiл до 
IgM людини розробити iмуноферментний набiр 
для кiлькiсного визначення сумарних IgM-анти-
тiл iз високою аналiтичною чутливiстю. 

МАТЕРIАЛИ ТА МЕТОДИ 
ДОСЛIДЖЕННЯ

Процедура непрямого ТIФА. Сорбцiю IgМ i 
Fc-фрагментiв проводили в 0,05 М карбонат-
бiкарбонатному буферi (рН 9,6) протягом ночi 
при 4°С в концентрацiї 5 i 2,5 мкг/мл вiдповiд-
но. Для вiдмивання використовували фосфат-
но-сольовий буфер з додаванням 0,05% твiн-
20 (ФСБТ), рН 7,2-7,4. Планшет iнкубували 1 
год при 37°С i потiм вiдмивали. Для виявлення 
зв’язаних антитiл використовували кон’югат 
козячих антитiл до iмуноглобулiнiв мишi з пе-
роксидазою хрону (ПХ), який iнкубували 1 год 
при кiмнатнiй температурi. Планшет тричi вiд-
мивали ФСБТ i один раз водою. Як субстрат 
використовували 0,003% розчин перекису вод-
ню в 0,15 М цитратному буферi, рН 5,0, а як хро-
моген — 3,3',5,5'-тетраметилбензидину (ТМБ). 
Пiсля зупинення реакцiї вимiрювали оптичну 
густину (ОГ) при довжинi хвилi 450/620 нм.
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Конкурентний ТIФА. Дану модифiкацiю 
аналiзу використовували для встановлення 
епiтопної специфiчностi отриманих МКАТ. 
IgМ людини сорбували в 0,05 М карбонат-бi-
карбонатному буферi в концентрацiї 5 мкг/мл 
на планшети для ТIФА. Планшет iнкубували 
протягом ночi при 4°С та вiдмивали ФСБТ. В 
усi лунки планшета вносили дослiджуваний 
пероксидазний кон’югат МКАТ. Пiсля чого в 
лунки рiзних рядiв для конкуренцiї вносили 
МКАТ iнших клонiв у рiзних концентрацiях: 
починали з 0,4 мг/мл та кожний наступний 
раз розводили вдвiчi. Як контроль використо-
вували рiзницю значення ОГ кон’югата МКАТ 
та ОГ аналiзу при конкуренцiї однойменних 
МКАТ. Подальшу процедуру проводили як для 
непрямого ТIФА.

Визначення афiнностi антитiл. Константу 
афiнностi МКАТ визначали методом iнгiбуван-
ня [5]. Рiзнi концентрацiї IgM (вiд 10-9 до 10-6 
моль/л) змiшували зi зразками культуральних 

рiдин, що мiстять МКАТ. Проiнкубованi зраз-
ки (1 год. при 37°С) переносили в планшет, по-
передньо сенсибiлiзований IgM людини. Далi 
здiйснювали процедуру непрямого ТIФА. Як 
контроль використовували зразки культураль-
них рiдин, що попередньо не iнкубували з IgM.

Визначення iзотипу МКАТ. Iзотип отрима-
них моноклональних антитiл визначали з ви-
користанням стандартного набору для iзотипу-
вання ISO-2 («Sigma», США). 

Синтез пероксидазних кон’югатiв. 
Кон’югування МКАТ з ПХ проводили в ма-
совому спiввiдношеннi антитiл до фермен-
та 2:1 методом перiодатного окислювання за 
P.Tijssen [6] iз модифiкацiями. ПХ («Sigma», 
США) розчиняли в 0,1 М бiкарбонатному бу-
ферi (рН 8,3) до концентрацiї 15 мг/мл i дода-
вали рiвний об’єм водного розчину перiодату 
натрiю з концентрацiєю 14 мМ. Для окислю-
вання ПХ сумiш iнкубували 2 год. при кiмнат-
нiй температурi. Отриманий розчин окисленої 

ТАБЛИЦЯ 1
Узагальнена характеристика МКАТ до IgМ людини

№ Назва 
МКАТ

Опитчна густина*  
у ТIФА Iзотип Титр у культуральнiй 

рiдинi
Константа афiнностi 

Ка, 10�  моль/л
Епiтоп, до якого 

спрямовано антитiло

Короткострокова схема iмунiзацiї
1 111A4 2,324 IgG2b 1:800 10,0 А1

2 111C2 2,660 IgG2b 1:1000 10,0 А1

3 111C9 2,785 IgG2a 1:500 14,0 А1

4 112C5.2 3,201 IgG2b 1:1000 5,0 А1

5 112G9 2,004 IgG2b 1:1000 5,0 А2

6 112H12 2,998 IgG1 1:1000 10,0 А2

7 113F8 3,012 IgG2b 1:800 5,0 А1

8 114B8 2,825 IgG2b 1:1000 5,0 А2

9 114G10 2,431 IgG1 1:1000 5,0 А3

10 116A2 3,021 IgG2b 1:800 5,0 А3

11 116C4 3,010 IgG1 1:800 5,0 А2

12 117B5 3,003 IgG2b 1:800 5,0 А3

Довгострокова схема iмунiзацiї
13 121В8 3,032 IgG1 1:800 10,0 В2

14 124E7. 3,058 IgG3 1:500 10,0 В1

15 125B5 2,506 IgG2b 1:500 5,0 В1

16 125C2 3,012 IgG1 1:1000 5,0 В2

17 125C8 2,639 IgG3 1:500 5,0 С

18 126B10 2,432 IgG2a 1:500 5,0 С

19 126G6 2,603 IgG1 1:1000 5,0 В1

20 127E9. 2,962 IgG2b 1:500 5,0 С

21 127H9 2,622 IgG1 1:500 10,0 В1

Примiтка: у таблицi наведено середнi значення ОГ та константи афiнностi при тестуваннi супернатантiв гiбридом у чотирьох 
повторностях (р<0,05).
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ПХ змiшували з розчином антитiл, попередньо 
вiддiалiзованих проти 0,1 М карбонатного бу-
фера (рН 9,2). Сумiш переносили в хроматог-
рафiчну колонку i додавали 1/3 частину сухого 
сефадексу G-25, iнкубували 3 год. при кiмнат-
нiй температурi. Розчин кон’югата елюювали з 
колонки i додавали 1/20 об’ємну частину вод-
ного розчину NaBH4 (5 мг/мл). Для зупинки 
реакцiї сумiш залишали на 30 хв. при кiмнат-
нiй температурi, додавали ще 3/20 частини роз-
чину NaBH4, iнкубували 60 хв. Отриманий роз-
чин пероксидазного кон’югата МКАТ дiалiзом 
переводили в 0,02 М фосфатний буфер з 0,15 
М NaCl.

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛIДЖЕННЯ  
ТА Їх ОБГОВОРЕННЯ

Для вирiшення поставленої задачi необхiд-
но було отримати набiр МКАТ до IgM людини 
та провести комплексне дослiдження бiологiч-
них властивостей МКАТ. МКАТ отримували 
за двома схемами iмунiзацiї — коротко- та дов-
гостроковою. Докладно данi дослiдження опи-
сано в наших попереднiх роботах [7, 8], а їх уза-
гальненi результати наведенi в табл. 1. 

При дослiдженнi отриманих МКАТ у складi 
дiагностичних наборiв для виявлення специфiч-
них IgM було отримано наступнi результа-
ти. Була доведена можливiсть використання 
кон’югатiв двох МКАТ у складi тест-систем 
для дiагностики цитомегалiї (кон’югат 112H12-
HRP) й Епштейн-Барр вiрусної iнфекцiї (сумiш 
кон’югатiв 112H12-HRP i 125С2-HRP), також 
трьох МКАТ у складi iмуносорбенту тест-на-
борiв для дiагностики токсоплазмозу, крас-
нухи та урогенiтального хламiдiозу (антитiла 
112С5.2), а також вiрусу простого герпесу (ан-
титiла 125В5 та 126G6).

На наступному етапi роботи проводили пiд-
бiр пари МКАТ для так званої IgM-«пастки» 
(модифiкацiя IФА). За даними епiтопного кар-

тування А та В, МКАТ розпiзнають найбiльш 
вiддаленi епiтопи. За результатами вивчен-
ня властивостей МКАТ в IФА для визначення 
специфiчних IgM антитiла епiтопу А1 (111С2, 
112С5.2) та епiтопу В1 (125В5, 126G6) засвiдчи-
ли кращi результати при використаннi у складi 
iмуносорбента, а епiтопу А2 (112Н12, 116С4) та 
епiтопу В2 (125С5) — у складi iмунофермент-
ного кон’югата. Отже, МКАТ епiтопiв А1-В2 та 
В1-А2 являють собою найбiльш вiрогiдну «сен-
двiч»-комбiнацiю для конструювання неконку-
рентного IФА. Для встановлення оптимальної 
орiєнтацiї МКАТ у тест-системi антитiла епi-
топiв А1, В1 тестувалися у виглядi iмуносор-
бенту, а епiтопiв А2, В2 — у виглядi пероксидаз-
них кон’югатiв (табл. 2). Сорбцiйно-детекцiйна 
здатнiсть рiзних пар МКАТ корелювала iз їх 
афiннiстю й була максимально вираженою для 
високоафiнних моноклональних антитiл 125В5 
i 112Н12. Дана пара МКАТ використовувалася 
для подальших дослiджень.

Пiсля встановлення оптимальної конфiгу-
рацiї МКАТ у «сендвiч»-IФА проводилася оп-
тимiзацiя умов постановки аналiзу: встанов-
лення робочих концентрацiй моноклональних 
антитiл та iмуноферментного кон’югата, часу 
та умов постановки, об’єму зразка та складу ре-
акцiйного буфера. Фiнальний протокол, наве-
дений нижче, є результатом проведеної роботи 
та являє собою оптимiзований варiант «сенд-
вiч»-IФА щодо якого визначалися аналiтичнi 
характеристики. 

Протокол «сендвiч»-варiанта ТIФА. МКАТ, 
специфiчнi до IgМ людини, сорбували в 0,02 М 
карбонат-бiкарбонатному буферi в концентра-
цiї 2 мкг/мл на 96-лунковi планшети для ТIФА. 
Планшет iнкубували протягом 12 год. при 4°С, 
потiм тричi вiдмивали ФСБТ та витримували в 
розчинi БСА (10 мг/мл у ФСБ) 1 год. при 37°С. 
Пiсля чотирьохкратної вiдмивки ФСБТ лун-
ки планшета заповнювали 100 мкл реакцiйного 
буфера (0,05 М трис-HCl буфер, рН 8,0, 0,15 М 

ТАБЛИЦЯ 2
Ефективнiсть визначення IgM моноклональними антитiлами рiзних епiтопiв у «сендвiч»-варiантi 

IФА

Кон’югат
Сорбцiя

Епiтопи i МКАТ
В2 А2

12�С2 112Н12 116С�

Епiтопи i МКАТ
А1

112С2 1,644 1,152 0,512
112С5.2 1,533 1,093 0,215

В1
125В5 0,882 1,832 1,645
126G6 0,230 1,742 1,604

Примiтка: у таблицi наведено середнi значення оптичної густини при постановцi IФА зi зразком IgM (20 нг/мл) у чотирьох пов-
торностях; р<0,05.
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NaCl, 5 мМ ЕДТА, 0,5 мг/мл БСА, 0,2% Tween-
20, 25 мкг/мл мишиних МКАТ, неспецифiчних 
до IgМ людини [9]), що мiстить 500 нг/мл мi-
чених ПХ МКАТ до IgМ людини. Далi у лун-
ки вносили по 20 мкл контрольних зразкiв IgM, 
стандартизованих вiдносно препарату IgM лю-
дини та дослiджуваних зразкiв сироваток кровi 
людини, попередньо розведених реакцiйним 
буфером 1:1000. Планшети iнкубувалися 2 год. 
при температурi 37°С при постiйному встру-
шуваннi та вiдмивалися 4 рази. Подальшу про-
цедуру проводили як i для непрямого ТIФА. 
Концентрацiя IgM людини розраховувалась за 
допомогою калiбрувального графiка стандарт-
них (контрольних) зразкiв. Якщо концентрацiя 
IgM у зразку перевищувала значення 3,2 мг/
мл, дослiджуваний зразок необхiдно повтор-
но проаналiзувати з додатковим розведенням  
у 2-4 рази.

На наступних етапах дослiдження проводи-
ли визначення границi чутливостi, динамiчного 
дiапазону, варiабельнiсть, специфiчнiсть (пере-
хресну реактивнiсть) розробленого IФА. 

Для визначення границi чутливостi спер-
шу було встановлено середнє значення (М±m) 
нульового стандарту (фоновий сигнал) при 20 
постановках IФА, яке склало 0,032±0,004. Гра-
ниця чутливостi розраховувалася за калiбру-
вальним графiком як концентрацiя IgM, при 
якiй оптична густина рiвна (М±2m)*ОГ нульо-
вого стандарту (0,040) й склала 11 нг/мл. Та-
ким чином, розроблений IФА характеризу-
вався чутливiстю, що на порядок перевищує 
методи нефелометрiї та турбiдiметрiї (близько 
50 нг/мл).

Пiсля вiднiмання ОГ нульового зразка вiд 
значень ОГ стандартiв IgM була отримана 

лiнiйна стандартна крива до 3200 нг/мл, що об-
межена граничним значенням ОГ (>2,5) (рис. 
1). Таким чином, динамiчний дiапазон склав 2 
порядки (11-3200 нг/мл). Такий динамiчний 
дiапазон вимагає попереднього розведення си-
роватки/плазми кровi та iнших бiологiчних рi-
дин при постановцi аналiзу. 

На рiвнi стандартiв IgM тест-система засвiд-
чила допустимi показники варiабельностi вихо-
дячи iз величини коефiцiєнтiв варiацiї в рамках 
однiєї постановки (intra-CV=4,8±2,0%) й мiж 
постановками (inter-CV=5,3±2,2%). Значення 
intra-CV та inter-CV стабiлiзуються в середнь-
ому дiапазонi концентрацiй IgM (20-320 нг/мл) 
та дещо завищенi в районi крайових концентра-
цiй iмуноглобулiну (0-20 нг/мл), що вказує на 
найбiльшу роздiльну здатнiсть тесту при виз-
наченнi концентрацiй IgM починаючи iз 20 нг/
мл. Визначення концентрацiй IgM вище 320 
нг/мл характеризується максимальною ста-
бiльнiстю (intra-CV=0,6%, inter-CV=2,1%), що 
додатково свiдчить про те, що верхнє обмежен-
ня динамiчного дiапазону у розробленому IФА 
не пов’язано з насиченням дiлянок зв’язування 
МКАТ, а обумовлено можливостями фотомет-
ричного методу детекцiї. 

Як вiдомо, перехресна реактивнiсть одно-
го або двох МКАТ, на основi яких розробле-
но IФА, iз структурно близькими з IgM бiлка-
ми боже бути причиною хибнонегативних або 
хибнопозитивних результатiв вiдповiдно. Для 
встановлення факту перехресної реактивностi 
iмуноглобулiни iнших класiв (IgG, IgA, IgE 
людини) та альбумiн у концентрацiї 1 мкг/мл 
додавали до реакцiйної сумiшi IФА з вiдомою 
концентрацiєю IgM (100 нг/мл), та їх ефект 
визначали як ефективнiсть визначення (%) вi-
домої концентрацiї IgM людини (рiзниця ре-
зультатiв визначення концентрацiї IgM зразкiв 
iз концентрацiєю 100 та 0 нг/мл, що наведена у 
вiдсотках). 

ТАБЛИЦЯ 3
Перехресна реактивнiсть «сендвiч»-IФА  

з бiлками сироватки кровi людини

Бiлок  
(1 мкг/мл)

IgM Виявлення, 
%0 нг/мл 100 нг/мл

IgG, людини 0 100,1 100,1
IgA людини 0 102,1 102,1
IgE людини 0 100,5 100,5
Альбумiн 0 100,2 100,2

Примiтка: у таблицi наведено середнi значення визначення 
концентрацiї IgM при постановцi IФА у присутностi iнших 
бiлкiв у шести повторностях; р<0,05.

Рис. 1. Стандартна крива «сендвiч»-IФА (– –) й рiвень варiа-
бельностi визначення стандартних концентрацiй IgM в однiй 
постановцi (Intra-CV; – –) та мiж постановками (Inter-CV;  
– –).
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Як свiдчать данi табл. 3, жоден iз дослiджу-
ваних бiлкiв сироватки не впливав на визна-
чення тест-концентрацiї IgM людини. Таким 
чином, розроблений «сендвiч»-IФА не виявляв 
перехресної реактивностi з iншими бiлками си-
роватки. 

ВИСНОВКИ
1. За результатами комплексної характе-

ристики моноклональних антитiл до IgM лю-
дини було доведено, що антитiла епiтопiв 
А1-В2 та В1-А2 являють собою найбiльш вiро-
гiдну «сендвiч»-комбiнацiю для конструюван-
ня неконкурентного iмуноферментного аналi-
зу. Сорбцiйно-детекцiйна здатнiсть рiзних пар 
моноклональних антитiл корелює з їх афiннiс-
тю. Найбiльш вираженi сорбцiйно-детекцiйнi 
властивостi мають високоафiннi моноклональ-
нi антитiла 125В5 i 112Н12.

2. Розроблений набiр для кiлькiсного визна-
чення сумарних IgM-антитiл характеризував-
ся чутливiстю, яка на порядок перевищує ме-
тоди нефелометрiї та турбiдiметрiї (50 нг/мл). 
Динамiчний дiапазон розробленого iмунофер-
ментного аналiзу склав 2 порядки (11-3200 нг/
мл). Показники варiабельностi — величини ко-
ефiцiєнтiв варiацiї в рамках однiєї постанов-
ки (intra-CV = 4,8±2,0%) й мiж постановками 
(inter-CV = 5,3±2,2%) — є допустимими для 
даного методу. Жоден iз дослiджуваних бiлкiв 
сироватки (IgG, IgA, IgE людини, альбумiн) не 
впливає на визначення тест-концентрацiї (100 
нг/мл) IgM людини. 
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А.Ю.Галкин, А.М.Дуган. Разработка им-
муноферментного набора для количественно-
го определения общего IgM человека. Киев, Ук-
раина. 

Ключевые слова: IgM человека, моноклональ-
ные антитела, иммуноферментный анализ, коли-
чественное определение.

На основе комплексной характеристики моно-
клональных антител к IgM человека разработан 
иммуноферментный набор для количественного 
определения суммарных IgM-антител с высокой 
аналитической чувствительностью. Динамичес-
кий диапазон разработанного ИФА составляет 2 
порядка (11-3200 нг/мл). Показатель вариабель-
ности является допустимым для данного метода. 
Ни один из исследуемых белков сыворотки (IgG, 
IgA, IgE человека, альбумин) не влияет на опреде-
ление тест-концентрации (100 нг/мл) IgM чело-
века. 

O.Yu.Galkin, O.M.Dugan. Development of im-
munoassay kit for quantitative determination of 
total human IgM. Kyiv, Ukraine.

Key words: human IgM, monoclonal antibodies, 
ELISA, assay.

Based on the complex characteristics of monoclo-
nal antibodies to human IgM enzyme immunoassay kit 
for quantitative determination of total IgM-antibod-
ies with high analytical sensitivity has been developed. 
Dynamic range of the developed ELISA is 2 orders 
(11-3200 ng/ml). Performance variability are valid 
for this method. None of the serum proteins (human 
IgG, IgA, IgE, albumin) has not affected the determi-
nation of test concentration (100 ng/ml) human IgM. 
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