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По данным ВОЗ, число лиц, употребляющих 
наркотики, в мире составляет более 210 млн. 
чел, что соответствует 3% из 7 млрд. населения 
земного шара, подавляющее большинство –  око-
ло 80%, составляют больные с зависимостью от 
опиатов [1]. Сравнительно недавно стали иссле-
довать возможности иммунотерапии – вакци-
нации больных с целью лечения наркотической 
зависимости. Перспективным направлением 
является использование в качестве иммуногенов 
антиидиотипических (вторичных) антител [2, 3]. 
При разработке антиидиотипической вакцины 
от опиатов нами были использованы первичные 
моноклональные антитела МАт1 к 3-кар бок си-
ме тиль но му (КММ) и 6-геми сук ци ниль ному 
(ГСМ) производным морфина.

Целью работы явилось получение Ат2 анти-
тел лошади к двум производным морфина на 
основе МАт1 антител, индукция Ат3 иммун-
ного ответа в ксеногенных системах – кроли-
ки, мини-свиньи, а также оценка антигенных 
и биологических свойств Ат2 и Ат3 антител.
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На основе первичных мышиных моноклональных (МАт1) антител к двум производным мор-
фина –  3-карбоксиметильному (КММ) и 6-гемисукцинильному (ГСМ) были получены лошади-
ные антиидиотипические антитела (Aт2). Иммунизация кроликов и мини-свиней Aт2 антителами 
приводила к образованию третичных антител (Aт3). Установлено, что Ат2 антитела обладают мор-
финоподобными свойствами –  стимулируют синтез ДНК в клетках глиобластомы человека линии 
T98G, экспрессирующих на мембране значительное количество опиоидных рецепторов. Добавле-
ние в систему in vitro Ат3 антител приводило к отмене стимулирующего эффекта.

Ключевые слова: антиидиотипические антитела, иммуноферментный анализ, клеточная куль-
тура глиобластомы человека линии T98G, моноклональные, производные морфина, синтез ДНК

DOI: 10.31857/S102872210006436-4



РОССИЙСКИЙ ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЖУРНАЛ, 2019, том 13 (22), №2

Особенности биологических свойств 163

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Поликлональные антиидиотипические анти-
тела лошади к двум производным морфина были 
выделены методом аффинной хроматографии на 
CNBr-сефарозе 4В по модифицированной нами 
методике [4] из сыворотки крови лошади, им-
мунизированной суммарным препаратом МАт1 
(клоны К11 и Г1) в дозе 20 мкг/кг по схеме: в/м 
инъекция с полным адъювантом Фрейнда (Sigma 
Aldrich), через 14 дней п/к инъекция с неполным 
адъювантом Фрейнда в область шейных лимфо-
узлов и через 60 дней в/в введение 2 мг препарата 
МАт1 в 2 мл физиологического раствора. Анти-
генные свойства Ат2 антител проверяли с помо-
щью «прямого» и «сэндвич» методов ИФА с ис-
пользованием меченных пероксидазой хрена 
(Sigma Aldrich) Ат1 кроличьих антител к тем же 
производным морфина. В качестве положитель-
ного контроля в реакции использовали конъю-
гат 2-p-карбокси-фенилазометильного произ-
водного морфина с лизоцимом (ФАМ-лиз). Ат3 
иммунный ответ изучали на кроликах породы 
Новозеландский белый и мини-свиньях Свет-
логорской популяции. Титр Ат3 антител в сыво-
ротках крови определяли с помощью непрямого 
метода ИФА, используя в качестве антигена на 
твердой фазе ФАМ-лиз. Для оценки Ат2 анти-
тел по способности проявлять морфиноподоб-
ные свойства in vitro, была использована куль-
тура глиобластомы человека линии Т98G с ярко 
выраженной экспрессией опиоидных рецепто-
ров. Биологический эффект Ат2 и Ат3 антител 
в широком диапазоне доз (от 0,39 до 25 мкг на 
1 мл полной питательной среды ‒ ППС) прове-
ряли по их способности влиять на синтез ДНК 
в культуре клеток в сравнении с действием мор-
фина и налоксона, обладающих агонистическим 
и антагонистическим действием по отношению 
к μ-опиатным рецепторам. Культивирование 
клеток и постановку экспериментов проводили 
в 96-луночных плоскодонных планшетах, как 
было указано ранее в статье [5]. Интенсивность 
биологического эффекта антител и ПАВ оце-
нивали по активности синтеза ДНК в клеточ-
ных культурах, которую измеряли по скорости 
включения метил-3Н1-тимидина во вновь синте-
зируемую ДНК и выражали в импульсах в мин 
(имп/мин).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В результате иммунизации лошади МАт1 
антителами к двум производным морфина была 
получена антиидиотипическая сыворотка с ти-

тром –  10–5. Аффинная очистка Ат2 антител на 
иммуносорбенте СNBr-сефароза 4В + Ат1 сви-
ньи к тем же производным морфина позволила 
избавиться от балластных антител к Fc-фраг-
мен ту мыши. Проверка антигенных свойств аф-
финных Ат2 антител лошади с помощью прямо-
го метода ИФА показала, что они положительно 
реагируют с меченными ферментом Ат1 антите-
лами кролика, аналогично антигену ФАМ-лиз. 
В сыворотках крови кроликов и мини-свиней, 
иммунизированных антиидиотипическими ан-
тителами к производным морфина, были опре-
делены титры третичных антител. Так, титр Ат3 
в сыворотке кролика на 45-й день от начала им-
мунизации составил 1,5×10–3, у мини-свиньи –  
3×10–3. Для оценки действия широкого диапа-
зона доз Ат2 антител (0,39–25 мкг в 1 мл ППС) 
и агониста опиоидных рецепторов – морфина 
показали, что Ат2 антитела лошади активируют 
синтез ДНК в культуре клеток T98G аналогич-
но действию морфина. Пик усиления эффек-
та синтеза ДНК морфином наблюдался при 
дозе 6,25 мг/мл и был равен 2214,7±194 про-
тив 1167,8±100,3 имп/ мин в культуре без вне-
сения морфина, в то время как при действии 
Ат2 антител этот эффект наблюдался при дозе 
3,125 мкг/ мл и был менее выражен (2028,2± 
206 имп/ мин). При одновременном введении 
налоксона с морфином или Ат2 антителами 
в культуры клеток T98G было установлено, что 
налоксон полностью блокирует не только сти-
мулирующий эффект синтеза ДНК в культурах 
T98G, вызванный морфином, но и полностью 
устраняет эффект стимуляции, вызванный Ат2 
антителами при всех исследованных концен-
трациях препаратов. Тестирование кроличьих 
и свиных Ат3 антител в разработанной нами 
системе показало, что они, независимо от видо-
вой принадлежности, отменяют стимулирующее 
действие морфина на синтез ДНК в клетках, 
т. е. обладают Ат1-по доб ны ми свойствами, что 
было показано ранее при тестировании первич-
ных антител к КММ и ГСМ.

Таким образом, полученные нами поликло-
нальные Ат2 могут рассматриваться как имита-
тор морфина для индукции Ат1-подобного им-
мунного ответа.
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The horse anti-idiotypic antibodies (Ab2) were obtained on the base of 2 mouse monoclonal anti-
bodies (mAb) specifi c for two morphine derivatives  – 3-0-carboxymethyl (CMM) and 6-hemisucci-
nyl (GSM). Immunization of rabbits and mini-pigs with Ab2 led to the formation of tertiary antibodies 
(Ab3). It was found that Ab2 antibodies have morphine-like properties, i. e. stimulate DNA synthesis 
in cultured human glioblastoma cells of the T98G line, which expresses a signifi cant amount of opioid 
receptors on cell membrane. The addition of Ab3 antibodies to the System in vitro led to the abolition of 
the stimulating eff ect.

Key words: anti-idiotypic antibodies, enzyme linked immunoassay, cell culture of human glioblastoma 
T98G line, monoclonal antibodies, morphine derivates, DNA synthesis


