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Описторхоз антигеніне телімді моноклоналды  
антиидиотиптік антиденелердің иммунды химиялық сипаттамасы

Мақалада описторхоз антигеніне телімді моноклоналды антиидиотиптік антиденелердің иммунды химиялық 
қасиеттерін зерттеу нәтижелері келтірілген. Моноклоналды антиидиотиптік антиденелер өзінің иммунды 
химиялық қасиеттері жағынан барлық талаптарға сай келеді және описторхоз антигенінің «ішкі сипаты» бола 
алатындықтан оларды биологиялық қауіпсіз балау және дауалау препараттарын әзірлеуде қолдануға болады.
Түйін сөздер: Описторхоз, антиидиотиптік антидене, моноклоналды антидене, балау, иммунды ферменттік 
талдау.
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Иммунохимическая характеристика моноклональных антиидиотипических антител  

специфичных к антигенам описторхоза
 
Целью настоящей работы явилось определение возможности использования антиидиотипов в качестве анти-
гена в ИФА при серологических исследованиях на описторхоз. Для этого проводилась работа по определению 
иммунохимических свойств АИАТ. Результаты исследований свидетельствуют о возможности использования 
АИАТ гибридомы 4H10 в качестве антигена при разработке иммунологических тестов для диагностики опи-
сторхоза.
Ключевые слова: описторхоз, диагностика, экскреторно-секреторный антиген, иммуноферментный анализ, ги-
бридома, моноклональные антитела, антиидиотипические антитела.

G.S. Ramazanova, Zh.A. Suranshiev, Sh.S. Serikova 
Immunochemical characterization of monoclonal anti-idiotypic antibodies specific  

to antigens opisthorchiasis

Great interest is the use of "internal image" of the antigen, i.e. anti-idiotypic antibodies (AIAB) against Fab-antibody 
fragments that are specific to ES-AG epitopes.
 The aim of this research was to determine the possibility of using anti-idiotypes as an antigen in ELISA for serological 
diagnosis of Opisthorchiasis. 
To do this, were conducted determine immunochemical properties of anti-idiotype antibodies. 
The results of research suggest the possibility of using Hybridomas 4H10 as an antigen in the development of 
immunoassays for the diagnosis of Opisthorchiasis.
Key words: opisthorchiasis, diagnostics, excretory-secretory antigen, enzyme immunoassay, hybridoma, monoclonal 
antibodies, anti-idiotypic antibodies.

Әлемде шамамен 45 млн. адам Opistorchis 
felineus және басқа да бауыр трематодалары-
мен (Opistorchis viverrini и Clonorchis sinensis) 
жұқтырылған. Олар клиникасы және патогенезі 
бойынша ұқсас ауруларды туғызады [1]. Бұдан 
басқа описторхоздың гепатобилиарлы жүйедегі 
қатерлі ісік ауруларының пайда болуына әсер 
ететіні анықталған [2,3,4].

Описторхоз – табиғи ошақты антропозо-
онозды гельминтоз. Аурудың қоздырғышы 
адамның, иттің, мысықтың, кейбір терісі бағалы 
аңдардың – түлкі, көгілдір түлкі, бұлғын, дала 
күзені, қара күзен, су тышқаны – өт жолдары 
мен өт қалтасында, кейде ұйқы безі түтіктерін 
мекендейтін сорғыш құрт – Opistorchus felineus. 
Бұл гельминт жабайы шошқада табылған. 
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Лабораториялық жануарлардан қоян мен теңіз 
шошқасы да зақымданады. Аталған хайуанаттар 
мен адам трематоданың ақтық иелері болып са-
налады [5].

Қазақстанда адамдардың описторхозбен 
ауруы ТМД елдері арасында жоғары орын ала-
ды. Бұл аурумен күресу шаралары жүйесіндегі 
негізгі рольді аурудың уақытындағы диагности-
касы болып табылады. Описторхоз диагности-
касында қолданылатын әдістердің нәтижелілігі 
(дуоденалдық сұйықтықты және копроовоско-
пия) біршама төмен. Описторхозға диагноз қоюда 
иммунды диффузиялық реакция (ИДР) және 
бейтараптаушы гемагглютинация реакциясы 
(БГАР) қолданылады. Бұл тест-жүйелер аурудың 
ерте сатысындағы ақпараттың анықталуын, 
яғни паразиттен жұмыртқа бөлінбей тұрғандағы 
кезеңде жақсы жұмыс істейді. Бірақ аурудың со-
зылмалы жағдайларында нәтижелілігі төмен бо-
лып келеді. Бұдан басқа, бұлар еңбекті көп қажет 
етіп, жаппай скрининг жасауда көп қолданысқа 
иеленбеген. Осыған байланысты, иммунды 
ферменттік талдау (ИФТ) негізінде әзірленген 
диагностикалық тест-жүйелердің болашағы 
белгілі. Описторхоздың серологиялық диагно-
стикасында оңтайлы антиген ретінде экскретор-
лы-секреторлы антиген (ЭС-АГ) қолданылады. 
Өкінішке орай, бұл антигенді пайдаланатын 
ИФТ тест-жүйелерің тиімділігі шамалы, себебі 
паразиттің стандартталған метаболитін бөліп 
алу көптеген қиындықтарды туғызады. Осыған 
байланысты, антигеннің «ішкі ортасына», яғни 
(ЭС-АГ) эпитоптарына телімді антиденелердің 
Fab-фрагменттеріне қарсы антиидиотиптік ан-
тиденелерге (АИАД) үлкен қызығушылық туып 
отыр. Антиидиотиптік антиденелердің иммунды 
химиялық сипаттамасы, олардың иммуногендік 
белсенділігі, молекулалық салмағы, ақуыз кон-
центрациясы, класы, антигенмен байланы-
су константасы алынатын өнімнің сапасына 
тікелей байланысты.

Зерттеу жұмыстарының басты мақсаты 
ИФТ-да антиген ретінде қолдануға болатын 
Opisthorchis felineus ЭС-АГ эпитопына телімді 
антиидиотиптік антиденелердге иммунды 
химиялық сипаттама беру болып табылды.

Зерттеу материалдары мен әдістері
Зерттеу жұмыстарын орындау кезінде 

Opisthorhis felineus экскреторлы-секреторлы 
антигеніне қарсы моноклоналды антиденелердің 
Fab-фрагментіне телімді 4H10 гибридті штамы 

көлемі 50 мл полистеролды матрацтарда өсірілді 
[6]. Құрамында антиидиотиптік антиденелері 
бар культуралдық сұйықтық бөлек флакондарға 
құйылып алынды. Гибридті жасушалардың 300 
мл супернатанты көлемі 10 мл мөлшерге дейін 
ПЭГ-де концентрацияланды. Ақуыз концентра-
циясы Бредфорд әдісімен айқындалды. 

4H10 гибридті штамының моноклоналды 
антиидиотиптік антиденелердің препаративті 
мөлшерін in vivo жағдайында жинап алу үшін 
BALB/c тышқандары қолданылды [7]. 

Моноклоналды антиидиотиптік антидене- 
лердің белсенділігі мен телімділігі ИФТ-дың 
жанама қойылымы арқылы тексерілді [8]. 

Антиидиотиптік антиденелердің класын 
анықтау үшін тышқандардың IgM, IgA, IgG1, 
IgG2a, IgG2b, IgG3 иммуноглобулиндеріне 
қарсы монотелімді қан сарысулары пайда-
ланылды («Sigma» АҚШ). Моноклоналды 
антиидиотиптік антиденелердің класы ИДР 
және ИФТ әдістерімен анықталды. ИФТ реакци-
ясында 1:1000 сұйылтымындағы IgM, IgA, IgG1, 
IgG2a, IgG2b, IgG3 иммуноглобулин изотиптері 
0,01 мл мөлшерінде планшет ұяшықтарына 
енгізіліп, +4°C температурада 18 сағат бойы 
инкубацияланды. Фосфатты тұз ерітіндісімен 
3 рет шайылған соң планшет ұяшықтарына 
антиидиотиптік антиденелердің 0,005 мг/мл 
мөлшерінде енгізіліп, 1 сағат 37ºC-ге қойылды. 
Инкубация уақыты өткен соң переоксидазасы-
мен таңбаланған тышқан антиденелеріне қарсы 
алынған қоянның иммуноглобулиндері (конъю-
гат) енгізілді [9]. 

10% және 12%-ды полиакриламидті гелін- 
дегі электрофорезі жүргізіліп, полиакриламидті 
гельдегі ақуыз фракцияларын иммундыхимиялық 
жолмен нитроцеллюлозды мембранаға көшіру 
жұмыстарында – иммуноблотинг әдісі пайда-
ланылды. Иммуноблотинг жұмысын жүргізу 
барысында Opisthorchis felineus ЭС-АГ-мен 
иммунделген иттің тазартылған қан сарысуы 
мен 4В3D9 моноклоналды антиденелері пай-
даланылды. Моноклоналды антиидиотиптік 
антиденелердің антигенмен байланысу 
беріктілігі J.Beatty et al. тәсілімен анықталды 
[10,11]. 

Зерттеу нәтижелері мен тұжырымы
4H10 гибридті жасушалары сиыр ұрығының 

қан сарысуы қосылған RPMI-1640 қоректік ор-
тасында өсірілді. Супернатант тазартылғаннан 
кейін ондағы ақуыз концентрациясы 0,03-0,06 
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Иммуноглобулин изотиптері 1-IgA; 2-IgG1; 3-IgG2a; 4-IgG2b; 5-IgG3; 6-IgM. 
 

1 сурет – 4H10 гибридті жасуша штамының моноклоналды антиидиотиптік  
антиденелердің класын радиалды иммундық диффузия реакциясында анықтау нәтижесі 

 
 

1 кесте – 4Н10 гибридті жасуша штамының моноклоналды антиденелерінің класын иммунды ферменттік 
талдау реакциясында анықтау нәтижесі 
 

Иммуноглобулиндер изотипі ИФТ оптикалық тығыздығы, нм 
IgM 1,305±0,070 
IgA 0,03±0,002 
IgG1 0,041±0,004 
IgG2a 0,045±0,006 
IgG2b 0,124±0,023 
IgG3 0,043±0,009 

Ескерту – Аталмыш тәжірибе 5 рет жүргізіліп, кестеде көрсеткіштің М+m көрсеткіштері келтірілген 
 

мг/мл-ден 2 мг/мл-ге жетті. Аталмыш гибридті 
жасушалар 7-10 тәулік бұрын 2,4,10,14 – те-
траметилпентадеканмен егілген BALB/c 
тышқандарының құрсақ қуысында өсіріліп, 
жалпы мөлшері 15 мл болатын асцит сұйықтығы 
жинап алынды. Асцит сұйықтығынан моно-
клоналды антиидиотиптік антиденелер ам-
моний сульфатының қаныққан ерітіндісімен 
тұндырылған соң, фосфатты тұз ерітіндісінде 
бірнеше рет диализдеу арқылы тазартылды. 
Тазартылғаннан кейінгі ақуыз концентрациясы 
4 мг/мл құрады.

Иммунды ферменттік талдау арқылы ас-
цит сұйықтығындағы Opistorchus felineus-
тің антигендеріне телімді моноклоналды 
антиидиотиптік антиденелерінің титрі 1:800 
және 1:1200 көрсетті, ал өсінді сұйықтығында 
1:8 болды.

Антиидиотиптік антиденелердің класын 
анықтау ИДР әдісімен тышқандардың IgM, IgA, 
IgG1, IgG2a, IgG2b, IgG3 иммуноглобулиндеріне 

қарсы монотелімді қан сарысуын қолдану 
арқылы жүзеге асырылды. Аталмыш 
тәсілдің нәтижелері 4H10 штамы өндіретін 
антиидиотиптік антиденелердің IgM класына 
жататындығы дәлелденді (1-сурет).

4H10 гибридті жасушалар штамының моно-
клоналды антиидиотиптік антиденелер класын 
иммунды ферменттік талдау реакциясында 
анықтау нәтижесінде IgM, IgA, IgG1, IgG2a, 
IgG2b, IgG3 иммуноглобулиндерінің изотиптері 
бекітілген планшет ұяшықтарында, гибридті 
жасуша штамы түзетін антиидиотиптік антиде-
нелер IgM класына жататын иммуноглобулин-
дермен әрекеттесті (1-кесте).

Кесте деректері бойынша, 4H10 гибридті жа-
сушалар штамы өндіретін антиидиотиптік анти-
денелер IgM класына жататыны анықталды. 

4H10 штамы өндіретін антиидиотиптік 
антиденелердің гомогенділігін 0,1% натрий до-
децилсульфаты қосылған 12% полиакриламидті 
геліндегі электрофорез әдісімен анықталды.
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4H10 гибридті жасуша штамы өндіретін 
антиидиотиптік антиденелердің қандай 
эпитоптарға бағытталғанын анықтау үшін 12%-
ды полиакриламидті геліндегі фракцияларды 
иммунды химиялық жолмен қатты фазаға – 
нитроцеллюлозалық мембаранаға көшіріп, одан 
әрі иммунды ферменттік талдау жүргізілді. ИФТ 
барысында 4H10 гибридті жасушалар штамы 
өндіретін телімді антиидиотиптік антиденелер 
Opisthorchis felineus ЭС-АГ-мен иммунделген 
иттің тазартылған қан сарысуымен және 4В3D9 
моноклоналды антиденелермен байланысқа 
түсетіні анықталды. Нитроцеллюлозалық 
мембранада пайда болған жолақша, 
алынған гибридті жасушалар штамы түзетін 
антиидиотиптік антиденелердің 4В3D9 моно-
клоналды антиденелердің описторхоз антиген 
эпитоптарына бағытталғандығын айқындады. 

Антиидиотиптік антиденелердің антигенмен 
байланысу беріктілігін анықтау үшін иммунды 
ферменттік талдаудың жанама әдісі пайдаланыл-
ды. Планшет позитивті сарысуымен сенсибили-
зацияланып, 18 сағатқа +4ºC-ге тоңазытқышқа 

қалдырылды. Кейін оны фосфатты тұз 
ерітіндісімен 3 рет шайып, асцит сұйықтығын 
0,010 мг/мл және 0,005 мг/мл ерітіндісінен ба-
стап титрленді. 

Зерттеу нәтижелері бойынша қорыта 
айтқанда, гибридомдық технология әдісімен 
Opistorchus felineus антигендеріне бағытталған 
4H10 гибридті жасушалар штамы өндіретін 
телімді антиидиотиптік антиденелердің 
молекулалық салмағы анықталып, олардың 
IgM класына жататындығы айқындалды. Соны-
мен қатар, бұл антиидиотиптік антиденелердің 
антигенмен әрекеттесу константасы 2,6х10-
9М шамасында болды. Яғни, 4H10 штамының 
гибридті жасушаларының өндіретін моно-
клоналды антиидиотиптік антиденелері өзінің 
иммунды химиялық қасиеттері жағынан 
барлық талаптарға сай келеді және описторхоз 
антигенінің «ішкі сипаты» бола алатындықтан 
оларды иммунологиялық балау және дауалау пре-
параттарын әзірлеуде қолдануға болатындығы 
айқындалды.
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