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Получены конъюгаты N-оксисукцинимидного эфира Рd(II)копропорфирина I с ферритинспецифичны-
ми моноклональными антителами субкласса IgG2a, в одностадийной реакции конъюгирования, с антигенс-
вязывающией активностью, увеличенной в 3–7 раз. Двухфазная зависимость функциональной активности 
конъюгатов от глубины модификации свидетельствует о наличии двух популяций модифицируемых ами-
ногрупп. Модификация более доступных из них приводит к функциональной активации молекулы IgG. По-
казаны преимущества в связывании с антигеном модифицированных моноклональных антител HSF 102 по 
сравнению с нативными моноклональными антителами.

Conjugates of Pd (II) coproporphyrin I N-hydroxysuccinimide ester with ferritin-specific monoclonal antibodies 
of the IgG2a subclass were obtained in a one-step conjugation reaction, with antigen-binding activity increased by 
3–7 times. The two-phase dependence of the functional activity of the conjugates on the depth of modification 
indicates the presence of two populations of modified amino groups. Modification of the more accessible ones leads 
to functional activation of the IgG molecule. Advantages in binding to an antigen of modified monoclonal antibodies 
HSF 102 compared to native monoclonal antibodies are shown.
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Одним из наиболее чувствительных методов люминесцентного иммуноанализа является метод, в котором 
используются ковалентно связанные с антителами или антигенами порфириновые соединения, в качестве которых 
используют различные типы флуоресцирующих порфиринов. Особое внимание на сегодняшний день уделяются 
группе копропорфиринов. Эти порфирины водорастворимы, имеют достаточно высокий квантовый выход флуо-
ресценции (до 0,2), разнесенные по длинам волн более чем на 180 нм области возбуждения (380–420 нм) и излу-
чения (600–640 нм) и флуоресценции, позволяют получить довольно высокую чувствительность иммуноанализа.

Существование длительной люминесценции палладий-копропорфирина со временем затухания 1,2·10-3 с по-
зволяет использовать его в иммунолюминесцентном анализе с временным разрешением при чувствительности 
определения иммунологических компонентов до 10-12 М. 

Ранее предложенные методы получения подобных конъюгатов требовали двухстадийной реакции конъю-
гирования с активацией порфиринов на первой стадии и сопровождались значительным снижением функцио-
нальной активности антител. Целью данной работы было получить металлопорфириновые конъюгаты антител 
с неизмененной функциональной активностью в одностадийной реакции конъюгирования

С помощью метода химической модификации антител, основанного на количественном присоединении мо-
лекул N-оксисукцинимидного эфира Pd(II)-копропорфирина I к моноклональным антителам HSF 102, были полу-
чены специфические порфириновые конъюгаты с глубиной модификации равной 0,7; 1,0; 1,7; 2,4; 3,7 молеку-
лы модификатора на молекулу белка.

Палладий-копропорфириновые коньюгаты моноклонального антитела HSF 102, с глубиной модификации 
1,0 (Рис. 1) показали превышение параметров аффинности в 7 раз по сравнению с немодифицированным мАТ 
HSF 102.

Увеличение глубины модификации моноклональных антител палладий-копропорфирином до 1,7 также 
привело к активации способности полученных коньюгатов связывать антиген (Рис. 2). При этом данный пара-
метр превысил показатели нативных моноклональных антител в 4,8 раза.
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Рис. 1 – Определение параметров связывания антигена нативными и модифицированными Pd(II) 
копропорфирином моноклональными антителами HSF 102. Глубина модификации мАТ HSF102-PdCP – 1.0

Рис. 2 – Определение параметров связывания антигена нативными и модифицированными Pd(II) 
копропорфирином моноклональными антителами HSF 102. Глубина модификации мАТ HSF102-PdCP – 1.7

При использовании в конкурентном анализе коньюгатов HSF102-PdCP с глубиной модификации 2,4 (Рис. 3) 
концентрация полумаксимального ингибирования связывания была в 5 раз ниже у коньюгата чем у нативного ан-
титела, что свидетельствует о 5-кратном возрастании способности порфиринового коньюгата связывать антиген. 

Коньюгаты мАТ HSF 102 с наибольшей глубиной модификации, равной 3,7 (Рис. 4), также показали в конку-
рентном анализе увеличение антигенсвязывющей способности в 4,6 раза по сравнению с нативным мАТ HSF 102.

В работе К. Смит и ее соавторов было установлено, что порфириновые контьюгаты моноклональных антител 
с глубиной модификации от одной до трех молекул порфирина на молекулу белка, обладают повышенной анти-
генсвязывающей активностью, но увеличение этого параметра было не столь значительным.

По данным Chrysovalanto Staneloudi и соавт. порфириновые коньюгаты моноклональных антител с глубиной 
модификации от 0,67 до 2 проявляли повышенную способность связывать антиген, повышение глубины модифи-
кации до 4–5 приводило к снижению биологической активности коньюгатов.

Данные исследования согласуются также с результатами работы Н. Малатести и соавт. в которых описыва-
ется отсутствие потери антигенсвязывающей активности порфириновых конъюгатов моноклональных антител 
по сравнению с нативными антителами. Антигенсвязывающую активность в данной работе измеряли методом 
цитофлуориметрии. 

В работах С. Банфи и соавт. упоминается об не уступающих фототоксических эффектах порфириновых конъ-
югатов моноклональных антител по сравнению с другими фотосенсибилизаторами, использующихся в фотодина-
мической терапии, но при этом конъюгаты порфиринов с моноклональными антителами значительно повышали 
специфичность действия по сравнению с теми же современными фотосенсибилизаторами. 
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Рис. 3 – Определение параметров связывания антигена нативными и модифицированными Pd(II) 
копропорфирином моноклональными антителами HSF 102. Глубина модификации мАТ HSF102-PdCP – 2.4

Рис. 4 – Определение параметров связывания антигена нативными и модифицированными Pd(II) 
копропорфирином моноклональными антителами HSF 102. Глубина модификации мАТ HSF102-PdCP – 3.7

Анализируя полученные результаты, следует отметить двухфазную зависимость активности антител от глу-
бины модификации с максимумом эффекта активации при модификации одной аминогруппы моноклонального 
антитела HSF102.

Превышение оптимальной глубины модификации не дает обычные эффекты снижения антигенсвязываю-
щей активности. Такая зависимость свидетельствует как о наличии более чем одного фактора, определяющего 
функциональные эффекты модификации молекулы иммуноглобулина, так и о возможном существовании двух 
популяций модифицируемых аминогрупп белка. 

Модификация палладий-копропорфирином более доступных аминогрупп на поверхности белка приводит 
к функциональной активации всей молекулы IgG, связывание же модификатора со второй популяцией амино-
групп вызывает инактивирующий эффект.

Перспективы данного метода модификации моноклональных антител определяются возможностью повыше-
ния специфичности различных веществ, используемых в иммунофлуоресцентных и иммунофосфоресцентных 
методах иммуноанализа, а также имеют значительный потенциал в качестве фотосенсибилизатора для фотодина-
мической терапии при лечении злокачественных новообразований. 

Фотодинамическая терапия становится все более эффективным методом лечения опухолей, но часто ограни-
чивается побочными эффектами. Эта проблема решается путем конъюгирования фотосенсибилизатора с опухо-
леспецифическими моноклональныими антителами, которые в свою очередь повышают специфичность самого 
фотосенсибилизатора и позволяет не воздействовать на окружающие опухоль ткани. Также при использовании 
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порфириновых конъюгатов с моноклональными антителами и радиоктивными металлами можно использовать 
для лечения опухолей, путем выборочного облучения необходимых малигнизированных тканей.

Таким образом с использованием твердофазного конкурентного иммунохимического анализа определены 
константы взаимодействия полученных палладий-порфириновых конъюгатов с антигеном и установлено, что 
параметры антигенного связывания всех конъюгатов превосходят параметры взаимодействия с антигеном натив-
ных моноклональных антител HSF 102 в 4–7 раз. 

Определена оптимальная глубина модификации моноклональных антител при использовании данного моди-
фикатора, которая составляет 1 молекулу модификатора на одну молекулу иммуноглобулина.

Полученные модифицированные N-оксисукцинимидным эфиром Рd(II)копропорфирина I антитела, пред-
ставляют собой иммунохимические реагенты с антигенсвязывающией активностью, увеличенной в результате 
возрастания конформационной подвижности всей молекулы антитела.

Функциональная активация антител при их модификации наилучшим образом отвечает целям получения 
порфириновых конъюгатов антител с максимальной иммунореактивностью и дает значительные преимущества 
при биомедицинском использовании таких конъюгатов.
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Ведущей причиной смерти человека во всем мире является атеротромбоз различной локализации. Клю-
чевым моментом в борьбе с данной патологией является назначение антиагрегантов. Данные лекарственные 
средства отличаются между собой по механизму ингибирования активности тромбоцитов. Прасугрел - анта-
гонист класса тиенопиридинов, является сильным ингибитором активации и агрегации тромбоцитов, опос-
редованной тромбоцитарными АДФ-рецепторами класса P2Y12.

The leading cause of human death throughout the world is atherothrombosis of various localization. The key 
point in the fight against this pathology is the appointment of antiplatelet agents. These drugs differ from each other 
in the mechanism of inhibiting platelet activity. Prasugrel, an antagonist of the thienopyridine class, is a potent 
inhibitor of platelet activation and aggregation mediated by platelet ADP receptors of the P2Y12 class.
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Антиагреганты – лекарственные средства, препятствующие тромбообразованию за счет уменьшения функ-
циональной активности тромбоцитов.


