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В статье рассмотрены некоторые проблемы, встречающиеся при определении авидности двух-
валентных антител в эксперименте или же с помощью теоретических подходов для случаев, когда аф-
финность антител является известной. Показано, что для определения части двухвалентных анти-
тел, остающихся свободными в их смеси с избытком антигена, что требуются для оценки авидности, 
нужны методы, чувствительность которых заметно превосходит чувствительность ELISA. Ранее 
существовавшие теоретические подходы не позволяли оценить авидность двухвалентных антител 
по целому ряду причин. Однако в последние годы предложены методы, которые дают возможность 
оценить авидность антител или иных рецепторов, состоящих из двух связывающих центров, соединен-
ных гибким линкером известной длины. Таким образом, в настоящее время имеется возможность для 
определения авидности двухвалентных антител как в эксперименте, так и с помощью теоретических 
методов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: антитела, аффинность, авидность, ELISA.

В отличие от истинной аффинности («true 
affinity») антител разных классов, опре-
делить которую можно при помощи 

разнообразных экспериментальных подходов 
[1–5], проблема оценки авидности («functional 
affinity») двухвалентных антител (и, тем более, 
поливалентных антител) представляется весь-
ма непростой задачей. Она состоит в том, что 
эффективность связывания двухвалентных 
антител с поливалентным антигеном настоль-
ко велика, что в случае избытка антигена поч-
ти все антитела, имеющиеся в смеси с антиге-
ном, после достижения состояния равновесия 
в данной системе являются связанными с 
антигеном, и свободных антител практически 
нет. Точнее говоря, концентрация несвязан-
ных с антигеном антител настолько мала, что 
определить их концентрацию с помощью тра-
диционно используемых методов, например, 
ELISA, чрезвычайно трудно, а часть антител, 
связавшихся с антигеном, практически равно  
100%. Отсюда найти соотношение между ча-
стью связавшихся с антигеном и свободных 
антител бывает довольно трудно.

При теоретической оценке авидности 
двухвалентных антител обычно неизвестны 
многие параметры взаимодействия, от кото-
рых зависит эффективность связывания анти-
тел. В связи с этим исследователям приходится 

делать различные допущения, которые приво-
дят к значительной неопределенности или же 
неточности результатов, полученных при по-
мощи теории. Например, часто приходится 
предполагать, что гибкость полипептидной 
цепи в шарнирном участке антител является 
абсолютной и поэтому Fab-фрагменты анти-
тел, содержащие активные центры распозна-
вания антигена, согласно допущению могут 
абсолютно свободно двигаться вблизи Fc-
фрагмента антитела на расстоянии, ограни-
ченном только длиной полипептидной цепи 
в шарнирном участке [6–8]. Очевидно, что на 
самом деле полипептидная цепь в шарнирной 
области антител имеет определенную упру-
гость и для того, чтобы ее согнуть, требуется 
некоторая энергия, величина которой обычно 
неизвестна. Следовательно, допущение об аб-
солютной эластичности шарнирного участка 
антитела может стать источником заметной 
ошибки в расчетах константы равновесия для 
двухвалентного взаимодействия, т.е. в оценке 
авидности антител.

В настоящей статье рассматриваются не-
которые проблемы, связанные с эксперимен-
тальным измерением или же теоретической 
оценкой аффинности двухвалентных антител, 
а также обсуждаются возможные направления, 
которые могут позволить решить эту проблему.
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Результаты и обсуждение

Напомним, что термином «авидность», 
как и термином «аффинность», или «истин-
ная аффинность», обычно обозначают степень 
сродства взаимодействующих молекул (напри-
мер, рецептора с лигандом, антитела с анти-
геном). Однако термин «аффинность» приме-
няется для моновалентного взаимодействия, 
а термин «авидность» для двухвалентного и 
более (т.е. поливалентного) взаимодействия. 
Очень часто вместо термина «авидность» ис-
пользуют также термины «функциональная 
аффинность», «кажущаяся аффинность», или 
«эффективная аффинность» [9], однако в на-
стоящей статье мы будем в основном пользо-
ваться термином «авидность» для обозначения 
двухвалентного и поливалентного взаимодей-
ствия.

Несмотря на то, что попытки оценки 
авидности двухвалентных антител предпри-
нимались еще в начале 60-х годов прошлого 
столетия и были, как тогда считалось, успеш-
ными, однако в конце 90-х и начале 2000-х го-
дов появилась серия статей Mattes и др. [9–12], 
в которых авторы анализируют данную про-
блему и справедливо указывают на сложности 
и даже на ошибки в имевшихся ранее экспери-
ментальных попытках определить авидность 
двухвалентных антител. Прежде всего Mattes 
и др. [9–12] указывают на следующие требо-
вания, перечисленные ранее Mason и Williams 
(1986) [13], которые должны выполняться для 
того, чтобы термин «функциональная актив-
ность» был математически верным. 

Для этого:
1) график Скетчарда должен быть линей-

ным; 
2) должно достигаться динамическое рав-

новесие между связанными с антигеном и сво-
бодными антителами; 

3) аффинность, вычисленная с помощью 
графика Скетчарда, должна соответствовать 
аффинности, вычисленной из отношения кон-
стант скорости прямой, ka, и обратной, kd, 
реакции, т.е. Ka = ka/kd.

Как оказалось, указанные требования 
обычно не соблюдаются в экспериментах по 
оценке авидности двухвалентных антител. 
Проанализировав имеющиеся эксперимен-
тальные результаты, Ong и Mattes (1993) приш-
ли к следующим выводам. Во-первых, для 
концепции авидности отсутствует математиче-
ская основа. Например, в отличие от перечис-
ленных выше требований, экспериментальные 
данные, полученные при изучении связыва-
ния двухвалентных антител и поливалентно-

го антигена, обработанные соответствующим 
образом результаты не дают линейной зави-
симости, т.е. нельзя получить прямой линии 
на графике Скетчарда [14]. Отсюда авторы сде-
лали вывод, что применение термина «функ-
циональная аффинность» для характеристики 
двухвалентного связывания антител с поли-
валентным антигеном является ошибочным и 
даже неуместным.

Во-вторых, что особенно важно, вычис-
ляемые данные, касающиеся величины авид-
ности, очень часто зависят от эксперименталь-
ных условий, применявшихся при попытке 
оценки связывания двухвалентных антител, 
например, от концентрации обоих реаген-
тов или же от объема инкубационной среды 
[11]. На основании этого Ong и Mattes приш-
ли к выводу, что получаемые в эксперименте 
оценки авидности двухвалентных антител не 
имеют ничего общего с их объективной ха-
рактеристикой и могут быть названы скорее 
«псевдоаффинностью», а не авидностью или 
«функциональной аффинностью» [10–13].

В-третьих, во многих работах показано, 
что связывание двухвалентных антител с по-
ливалентным антигеном является практиче-
ски необратимым [15–18]. Это свидетельствует 
о том, что значение константы скорости дис-
социации (kd) для данной реакции или близко 
к нулю, или же равно нулю. Отсюда следует, 
что отношение ka/kd должно стремиться к бес-
конечности и отыскать с помощью этого отно-
шения величину аффинности взаимодействия, 
т.е. определить значение Ka = ka/kd, не пред-
ставляется возможным.

Позднее Mattes обращает внимание на тот 
факт, что в подавляющем большинстве кли-
нических исследований, в которых исполь-
зовались двух- или поливалентные антитела, 
как правило, указывалось значение истинной 
аффинности, но не функциональной аффин-
ности этих антител [12]. Как полагает автор, 
никакая величина не может быть использо-
вана в смысле значения функциональной аф-
финности антител для двухвалентного, а тем 
более для поливалентного связывания анти-
тел с антигеном, поскольку подобная вели-
чина только вводит в заблуждение и не дает 
абсолютно никакой информации об истинном 
процессе взаимодействия антител и полива-
лентного антигена.

Таким образом, на основании вышеизло-
женного упомянутые авторы считают, что в 
отличие от истинной аффинности, концепция 
авидности вообще не имеет под собой мате-
матической основы для описания поливалент-

математичне моделювання біохімічних процесів
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ного связывания, а такую величину как авид-
ность двухвалентных антител нет смысла даже 
пытаться определить. Каковы же причины 
того, что цитированные выше авторы весьма 
скептически относятся к самой идее оценки 
авидности двухвалентных антител с полива-
лентным антигеном? Чтобы понять эти при-
чины, нам необходимо рассмотреть некоторые 
аспекты имеющихся различий между монова-
лентным и поливалентным связыванием анти-
тел с антигеном.

Вначале рассмотрим более простую зада-
чу, а именно, как оценить константу равнове-
сия для реакции взаимодействия двух связан-
ных между собой рецепторов (в том числе и 
антител) с двумя несвязанными лигандами (в 
том числе с антигеном). Чтобы сделать это, на-
помним следующие важные моменты для сте-
хиометрии связывания поливалентным рецеп-
тором двух и более моновалентных лигандов. 
Подобную реакцию можно рассматривать как 
реакцию последовательного, обратимого при-
соединения к сайтам рецептора n отдельных 
лигандов. Если константа равновесия каждо-
го отдельного этапа связывания лиганда равна 
соответственно K1, K2 … Kn, то общая констан-
та равновесия (K) данной реакции равна про-
изведению всех констант равновесия для каж-
дого этапа, т.е. K = K1 × K2 … × Kn.

Важно также напомнить, что, согласно 
определению, константа равновесия монова-
лентного связывания рецептора с лигандом 
измеряется отношением концентрации образо-
вавшегося комплекса (с), к произведению кон-
центраций свободных сайтов связывания ре-
цептора (r-c), и концентрации лиганда (l-c), т.е.
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Из уравнения (1) видно, что размерность 
константы равновесия для реакции монова-
лентного связывания равна 1/(моль/л) или М-1. 
Следовательно, для n-валентного связывания 
моновалентных лигандов размерность кон-
станты равновесия будет равной М-n.

Теперь вернемся к рассмотрению реакции 
двухвалентного связывания. На рис. 1 пред-
ставлена схема реакции, где два различных 
рецептора, R1 и R2, объединенные в одну мо-
лекулу, связываются независимо друг от друга 
с соответствующими моновалентными лиган-
дами. Если известна константа аффинности 
для связывания для каждого из рецепторов 
(например, они равны K1 и K2), тогда схема 
процесса связывания может быть представлена 
уравнением:

R1 + R2 + 2L = R1L + R2 + L =
= R1L + R2 L,                                    (2)

а константа равновесия данного процесса бу-
дет равна произведению обоих констант, т.е. 
K = K1 × K2 [19–21]. Очевидно, что если K1 = K2, 
то для такого взаимодействия K = K1

2 = K2
2. 

Понятно также, что размерность константы 
равновесия данной реакции будет М-2.

Пусть теперь те же рецепторы, R1 и R2, 
жестко связанные между собой, могут взаи-
модействовать с теми же лигандами, которые 
также жестко связанными между собой. В 
этом случае данные структуры взаимодейству-
ют как единое целое по принципу «все или 
ничего» (рис. 2). Можно показать, что в этом 
случае константа равновесия реакции взаимо-
действия объединенного рецептора с лиган-
дом также будет равна произведению констант 
равновесия, свойственных для моновалентно-
го связывания каждого из рецепторов [19–21]. 
Однако в подобных случаях связывание объе
диненного рецептора и двухвалентного лиган-
да есть одноразовым актом, т.е. фактически 
это просто моновалентное связывание, хотя и 
более сложных по структуре молекул. В свя-
зи с этим размерность константы равновесия 
такой реакции будет не М-2, как это было для 
независимого связывания обоих лигандов и 
двухвалентного рецептора, а будет равной М-1.

Важно подчеркнуть, что это очень суще-
ственные различия величин констант равно-
весия для двух рассматриваемых случаев. 
Во-первых, хотя в обоих случаях численное 
значение констант равновесия равно произ-

Рис. 1. Схема реакции взаимодействия двухва-
лентного рецептора с моновалентными лиганда-
ми (соответственно треугольник и прямоуголь-
ник). Константы аффинности взаимодействия 
с данными лигандами соответственно равны K1 
и K2, а константа равновесия для данной реак-
ции – K = K1 × K2 М

-2
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ведению констант равновесия каждого из ре-
цепторов, т.е. K = K1 × K2, сравнивать их вели-
чины для обеих рассмотренных выше реакций 
не представляется возможным из-за различий 
в их размерности, т.к. в одном случае размер-
ность равна М-2, а во втором – М-1. Сравни-
вать эти величины нельзя, поскольку здесь мы 
имеем тот же случай, когда невозможно срав-
нивать значения, например, пяти метров, де-
сяти грамм или пятнадцати секунд.

Во-вторых, повышение эффективности 
связывания рецептора с лигандом, т.е. сдвиг 
в сторону увеличения концентрации образо-
вавшегося комплекса, значительно возрастает, 
когда взаимодействие обоих рецепторов с ли-
гандом происходит как единое целое по срав-
нению со случаем, когда лиганды не связаны 
друг с другом. Это происходит в связи с тем, 
что константа скорости реакции связывания 
жестко объединенных лигандов и двухвалент-
ных рецепторов является примерно такой же, 
как и для случая, когда лиганды не связаны 
друг с другом. А вот константа скорости распа-
да образовавшегося рецептор-лигандного ком-
плекса многократно уменьшается, поскольку 
для одновременного разрыва связи обоих сай-
тов рецептора и обоих лигандов нужна энер-
гия, равная суммарной энергии их связи, а 
подавляющее количество имеющихся лиганд-
рецепторных комплексов при физиологиче-
ских значениях температуры такой энергией, 
как правило, не обладают. В связи с этим ре-
акция двухвалентного рецептора с двух- или 
поливалентным лигандом становится практи-
чески необратимой.

Чтобы продемонстрировать различия 
между рассмотренными выше реакциями 
моновалентного и двухвалентного лиганд-ре-
цепторного взаимодействия, имеет смысл рас-
смотреть практический пример, в котором два 
рецептора с данной аффинностью связывают-
ся с поливалентным лигандом или как незави-
симые молекулы, или же наоборот, когда мо-
лекулы рецептора жестко объединены вместе, 

Рис. 2. Взаимодействие двухвалентного рецеп-
тора с соответствующими лигандами, которые 
жестко связаны друг с другом. Константа аф-
финности взаимодействия для такой реакции  
равна K = K1 × K2 М

-1

и их связывание с лигандом происходит как 
одномоментный процесс. Итак, предположим, 
что константа равновесия для моновалентного 
взаимодействия каждого из рецепторов явля-
ется очень низкой и равна, например, 1×106 М-1. 
Такая низкая константа аффинности нами вы-
брана специально для того, чтобы четче были 
видны различия между реакциями однова-
лентного и двухвалентного взаимодействия. 
Тогда, согласно сказанному выше, для монова-
лентного взаимодействия тех же реагентов, но 
в случае, когда они объединены в двухвалент-
ный рецептор и двухвалентный лиганд, кон-
станта равновесия будет равна 1×1012 М-1 [22].

Количество образовавшегося комплекса 
для обоих случаев легко рассчитать, используя 
уравнение:
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которое можно легко получить из уравнения 
(1). Используя уравнение (3), можно опреде-
лить, какая концентрация комплекса лиганд–
рецептор и какие концентрации свободных 
реагентов будут получены при достижении 
равновесия в обоих рассматриваемых реак-
циях, если имеются одинаковые начальные 
концентрации реагентов, а именно: 1×10-8 М, 
а их константы равновесия равны 1×106 М-1 и 
1×1012 М-1 соответственно. Результаты расчетов 
концентраций свободных реагентов и образо-
вавшихся комплексов для подобных реакций 
представлены на рис. 3.

Как видно из рисунка, в первом случае, 
когда молекулы лиганда (или рецептора) не 
связаны между собой и каждый из них спо-
собен отдельно связываться с сайтами двухва-
лентного рецептора (или лиганда), количество 
образовавшегося комплекса невелико и равно 
всего около 1% от концентрации имеющихся 
реагентов. Прямо противоположная ситуа-
ция наблюдается, когда молекулы лиганда (и 
рецептора) связаны жестко друг с другом и 
благодаря этому константа аффинности взаи
модействия возрастает до 1×1012 М-1. В этом 
случае ≈ 99% реагентов образуют комплекс, а 
в свободном состоянии находится всего ≈ 1% 
реагентов. Обратим внимание, что получается 
абсолютно идентичная ситуация, если эпито-
пы лигандов жестко соединены между собой, 
а сайты рецепторов не связаны друг с другом.

Рассмотрим ситуацию, которая более ти-
пична для реакции взаимодействия двухва-
лентных антител и моновалентного или по-
ливалентного антигена. Пусть аффинность 
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антител (т.е. константа моновалентного свя-
зывания) равна 1×109 М-1. В связи с тем, что 
паратопы антител связаны между собой не 
жестко, а с помощью гибкого линкера, то, со-
гласно экспериментальным данным [23–25], 
авидность взаимодействия таких антител с 
соответствующим поливалентным антигеном 
численно равна не произведению констант аф-
финности каждого из паратопов, а возрастает 
примерно в 100–1000 раз. Таким образом, кон-
станта равновесия для двухвалентного связы-
вания данных антител с антигеном будет до-
стигать от 1×1011 до 1×1012 М-1. 

Концентрация антител, обычно используе
мая в ELISA, равна около 1×10-10 М (в 0,1 мл 
раствора), а количество антигена, сорбирован-
ного в одной лунке микроплаты, равна при-
мерно 1×10-12 моль, причем весь этот антиген 
находится в контакте с 0,1 мл раствора анти-
тел. Это значит, что данная ситуация ана-
логична таковой, как если бы концентрация 
данного антигена в 0,1 мл раствора была рав-
на (1×10‑12 М)/0,0001 = 1×10-8 М. Для антител, 
аффинность которых равна K = 1×109 М-1, сде-
ланный с помощью уравнения (3) расчет коли-
чества моновалентных антител, связавшихся с 
сорбированным антигеном после достижения 
состояния равновесия и количества несвя-
занных антител, оставшихся в растворе, для 
подобных случаев дает следующие величины 
(табл. 1).

Как видно из табл. 1, при указанных па-
раметрах взаимодействия антител с антигеном 
и взятых для расчетов концентрациях реаген-
тов подавляющее количество антител свяжется 
с антигеном. Еще больше данная реакция бу-
дет сдвинута в сторону образования комплек-
са антиген–антитело, если авидность антител 
увеличится в 100 раз и достигнет величины 
1×1011 М-1 (табл. 2). При этом, как видно из та-
блицы, количество не связавшихся антител в 
данном случае обратно пропорционально ко-
личеству антигена, сорбированного на платах.

Таким образом, связывание с сорбирован-
ным антигеном двухвалентных антител, авид-
ность которых находится в пределах 1×1011–
1×1012 М-1, является реакцией, которую можно 
в первом приближении рассматривать как не-
обратимую. Очевидно также, что в случае уда-
ления из лунок микроплат раствора с не свя-
завшимися антителами и его заменой тем же 
раствором, но без антител, даже длительная 
инкубация приведет к столь малой десорбции 
ранее связавшихся антител (будет десорбиро-
вано примерно около 0,01%), что выявить ее 

Рис. 3. Зависимость между количеством обра-
зовавшегося лиганд-рецепторного комплекса и 
количеством свободного рецептора при дости-
жении равновесия в лиганд-рецепторной смеси 
для случаев, когда два рецептора жестко объе
динены в один двухвалентный рецептор или же 
эти рецепторы разделены. Расчеты выполнены 
с помощью уравнения (3) для следующих пара-
метров лиганд-рецепторного взаимодействия: 
K1 = K2 = 1×106 М-1; l = 1×10-8 М; r = 1×10-8 М. 
В случае, когда оба рецептора жестко связаны 
друг с другом, аффинность их взаимодействия с 
двух- или поливалентным лигандом возрастает 
до K1 = 1×1012 М-1

Т а б л и ц а  1 . Зависимость количества моновалентных антител, связавшихся с сорбированным на 
микроплате антигеном или оставшимися в растворе свободными после достижения равновесия, от 
количества сорбированного антигена. Расчеты сделаны с помощью уравнения (3) для антител, аффин-
ность которых равна 1×109 М-1
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5×10-13 1×10-10 83,01% 16,9%

1×10-12 1×10-10 90,8% 9,2%
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с помощью ELISA будет невозможно, хотя ме-
тод ELISA считается весьма чувствительным. 
Эти выводы находятся в полном соответствии 
с ранее полученными экспериментальными 
результатами многих авторов, которые обнару-
жили, что реакция связывания двухвалентных 
антител с поливалентным (или с сорбирован-
ным на платах) антигеном является практиче-
ски необратимой [15–18].

Отсюда следует, что в экспериментах Ong 
и Mattes [10] и Mattes [9, 11, 12] по исследова-
нию динамики диссоциации связанных с сор-
бированным антигеном двухвалентных анти-
тел авторы не случайно почти не выявили ее, 
поскольку они и не могли обнаружить замет-
ной диссоциации антител. То, что ими была 
обнаружена несколько более ощутимая диссо-
циация антител в первые несколько часов, чем 
впоследствии в течение суток, видимо, было 
обусловлено тем, что часть антител была свя-
зана с антигеном по той или иной причине не 
обоими, а только одним из паратопов (рис. 4). 
Возможные причины такого неполного двух-
валентного связывания антител с сорбирован-
ным антигеном более подробно обсуждались 
нами ранее [22].

Т а б л и ц а  2. Зависимость количества двухвалентных антител, связавшихся с сорбированным на 
микроплате антигеном или оставшимися в растворе свободными после достижения равновесия, от 
количества сорбированного антигена. Расчеты сделаны с помощью уравнения (3) для антител, авид-
ность которых равна 1×1011 М-1

Количество 
сорбированного 
антигена, моль

Исходная 
концентрация 
антител, М

Часть антител, 
связавшихся с 

антигеном

Часть антител, 
оставшихся 
свободными 

5×10-13 1×10-10 99,80% 0,020%

1×10-12 1×10-10 99,90% 0,010%

2×10-12 1×10-10 99,95% 0,005%

Таким образом, проведенные нами рас-
четы показывают, что использованный Ong и 
Mattes метод вряд ли мог привести к экспери-
ментальной оценке авидности двухвалентных 
антител, если их аффинность не являлась до-
статочно низкой, а была, как это бывает в боль-
шинстве случаев, близкой к 1×108–1×109 М -1. 
Тем не менее, это не значит, что реакция свя-
зывания двухвалентных антител с полива-
лентным антигеном является полностью не-
обратимой и оценка ее авидности совершенно 
лишена смысла, как это утверждают цитиро-
ванные авторы. Можно сделать вывод, что для 
экспериментальной оценки авидности анти-
тел следует использовать такие методы, чув-
ствительность которых позволяет оценивать 
концентрации антител, достигающие 0,01% и 
меньше от их исходной концентрации, при-
меняемой в соответствующих экспериментах. 
Такими методами являются, например, мето-
ды с радиоактивной меткой реагентов, или же 
следует применять иные методы со сходной 
чувствительностью. 

Другое направление подобных иссле-
дований, которое может привести к оценке 
авидности антител, это изучение динамики 

Рис. 4. Схема различных вариантов связывания двухвалентных антител с эпитопами антигена (1–8), 
сорбированного на платах или с эпитопами поливалентного антигена: A – полное, B – моновалентное, 
C – частичное двухвалентное
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диссоциации антител, ранее связавшихся с 
поливалентным антигеном, которую можно 
индуцировать с помощью растворов монова-
лентного антигена различной концентрации. 
В таких экспериментах рассматриваемая реак
ция будет в значительной степени сдвинута 
в сторону связывания антител с антигеном в 
растворе, и благодаря этому динамика диссо-
циации антител с поливалентного антигена 
может быть легко изучена, в том числе и с по-
мощью ELISA.

А теперь рассмотрим то, как авидность 
двухвалентных антител можно оценить с по-
мощью теоретических методов, если аффин-
ность антител заранее известна. Обычно в 
подобных работах используют следующий под-
ход. Поскольку структура и размеры антител в 
настоящее время хорошо известны [6], то рас-
сматриваются две последовательных реакции, 
в которых вначале происходит моновалентное 
связывание паратопа антитела и эпитопа анти-
гена, а потом происходит связывание второго 
паратопа с одним из доступных эпитопов по-
ливалентного антигена.

Рассмотрению этого вопроса посвящены 
многие работы [26–30], однако чаще всего в 
последние годы цитируют широко известную 
работу Crothers и Metzger (1972) [6]. В ней ав-
торы попытались развить теоретические под-
ходы для того, чтобы, зная аффинность иссле-
дуемых антител (т.е. константу равновесия для 
реакции моновалентного взаимодействия ан-
тител с антигеном), можно было оценить авид-
ность их взаимодействия с поливалентными 
антигенами. Авторам удалось развить общую 
теорию поливалентного взаимодействия меж-
ду антителами и антигенами, используя отно-
сительно несложный математический аппарат. 
В этой модели предполагается, что гибкость 
полипептидных цепей, которые связывают 
антигенраспознающие Fab-участки, является 
абсолютной. Предполагалось, что при отсут-
ствии стерических препятствий угол между 
Fab-фрагментами в данной модели может ва-
рьировать от 0 до π. 

Очевидно, что для реально существую
щих антител гибкость полипептидных це-
пей, связывающих антигенраспознающие 
Fab-участки, не является абсолютной, а ми-
нимальный и максимальный угол между Fab-
фрагментами имеет определенное значение для 
каждого типа антител и не достигает величи-
ны π. По-видимому, по этим причинам полу-
ченные с помощью теории Crothers и Metzger 
(1972) оценки авидности антител являются 
весьма далекими от реальных. Как указывают 

сами авторы в заключении упомянутой статьи, 
ими сделана только попытка сформулировать 
рациональный подход для изучения данного 
вопроса. Однако пока что этим путем невоз-
можно получить точные значения констант 
связывания, поскольку многие параметры ре-
акции взаимодействия антител с антигеном, 
в частности степень гибкости полипептидных 
цепей антител, связывающих Fab-участки, яв-
ляются неизвестными.

В связи с этим в последние годы появи-
лась серия работ, принадлежащих Zhou H-X 
[31–35], в которых автор попытался развить 
новую теорию обратимого связывания двух-
валентных рецепторов и двухвалентных или 
поливалентных лигандов. В этой теории рас-
сматриваются двухвалентные рецепторы, свя-
зывающие центры которых соединены гибким 
линкером известной длины и состоящим из 
известного количества аминокислотных остат-
ков. В свою очередь, данная теория Zhou ос-
нована на иной теории, а именно на теории, 
описывающей поведение червеобразной поли-
пептидной цепи в растворе [36, 37]. 

На основании статистической механи-
ки червеобразной полипептидной цепи Zhou 
получил уравнение (4), которое позволяет 
оценить так называемую эффективную кон-
центрацию (в молях) второго связывающего 
центра двухвалентного рецептора, когда пер-
вый связывающий центр уже обратимо со-
единился с эпитопом поливалентного лиганда 
[31–33]:
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где d0 – расстояние между связывающими 
центрами рецептора после их связывания с 
лигандом; b = 3,8 Å, т.е. это ближайшее рас-
стояние между углеродными атомами Сα–Сα 

полипептидной цепи; lp = 3 Å; lc = bL, где L – 
число аминокислотных остатков полипептид-
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ной цепи линкера, связывающего сайты ре-
цептора. 

Ранее было показано [31], что константа 
равновесия для реакции взаимодействия ре-
цептора с соответствующим лигандом (KA), 
при условии, что рецептор ограничен в своем 
движении линкером известной длины, равна

KA = K2 × p(d0),                                  (5)

где K2 – константа равновесия для реакции 
взаимодействия второго рецептора с лигандом 
для бимолекулярной реакции (т.е. когда лин-
кер отсутствует). 

Следовательно, зная величины K2 и p(d0), 
можно вычислить величину KA. Если величи-
на константы связывания первого рецептора и 
лиганда равна, например, K1, тогда константа 
связывания двухвалентного рецептора, у ко-
торого сайты связывания соединены гибким 
линкером, будет равна: 

K = K1 × KA = K1 × K2 × p(d0).               (6)

В том случае, если рассматривается взаи-
модействие не произвольно взятого рецептора, 
а двухвалентного антитела с поливалентным 
антигеном, то в этом случае, как известно, для 
обоих паратопов K1 = K2, откуда следует, что

K = K1
2 × p(d0).                                   (7)

Согласно данным Zhou, разработанный 
им подход позволяет теоретически вычислять 
константу связывания двухвалентных рецеп-
торов (у которых оба связывающих центра со-
единены между собой гибким линкером, т.е. 
полипептидной цепью) с соответствующим 
поливалентным лигандом, причем эти оцен-
ки, по данным авторов, хорошо согласуются с 
экспериментально полученными результатами 
[33–35]. 

Следует, однако, обратить внимание, что 
уравнение (4), дает приемлемые, проще гово-
ря, не являющиеся абсурдными результаты, 
только при достаточно больших значениях L, 
а именно, при L ≥ 7. При значениях L ≤ 7 урав-
нение (4) может давать значения p(d0) меньше 
нуля. Как показывают наши расчеты с исполь-
зованием уравнения (4), то, при каких именно 
значениях L (4, 5 или 6) получаются отрица-
тельные величины эффективной концентра-
ции одного из сайтов связывания рецептора, 
p(d0), зависит от величины d0 (рис. 5). Вместе 
с тем, очевидно, что поскольку величина p(d0) 
имеет размерность моль/литр, то ее значение 
не может быть меньше нуля. 

Рис. 5. Зависимость значений p(d0) от величины d0 при постоянных значениях остальных параметров: 
b = 3,8 Å; lp = 3 Å; lc = bL, L – число аминокислотных остатков полипептидной цепи линкера, свя-
зывающего сайты рецептора. Расчеты сделаны с помощью уравнения (4).  – d0 = 3,  – d0 = 17, 

 – d0 = 20,  – d0 = 22; А – значения p(d0 ) в логарифмической шкале; Б – те же величины p(d0 ), 
представленные в абсолютных значениях
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С чем может быть связана подобная за-
висимость значений p(d0) от величины d0? По 
всей видимости, если значение d0 превосхо-
дит длину полипептидного линкера, распо-
ложенного между сайтами связывания, тогда 
ни при каких условиях двухвалентное взаи-
модействие данного бивалентного рецептора и 
поливалентного лиганда произойти не может, 
и именно этот факт приводит, по-видимому, 
к получению абсурдных результатов при по-
мощи уравнения (4), т.е. к появлению отри-
цательных значений p(d0). Если это так, то 
рассматриваемая теория выглядит достаточно 
логичной, а основанный на ней подход явля-
ется весьма привлекательным, поскольку по-
зволяет решить довольно непростую задачу 
оценки авидности лиганд-рецепторного взаи-
модействия для двухвалентных рецепторов. 

Отметим, что данный подход, помимо са-
мого автора, уже начали использовать и дру-
гие исследователи [38]. Согласно их данным, 
рассмотренная теория позволила теоретиче-
ски оценить авидность взаимодействия двух-
валентных рецепторов и соответствующих 
лигандов. Таким образом, несмотря на все 
сложности, имеющиеся в решении данной 
проблемы, можно полагать, что как экспери-
ментальные, так и теоретические подходы в 
настоящее время позволяют как в эксперимен-
те, так и с помощью теоретических подходов 
оценить авидность двухвалентного связыва-
ния рецепторов (или антител) и соответствую-
щих поливалентных лигандов (или антигенов).

Авідність двовалентних 
антитіл. Проблеми її 
експериментального 
визначення і теоретичної 
оцінки

С. О. Бобровник, М. О. Демченко, 
С. В. Комісаренко

Інститут біохімії ім. О. В. Палладіна 
НАН України, Київ; 
e-mail: s-bobrov@bk.ru

В статті розглянуто деякі проблеми, що 
зустрічаються за визначення авідності двохва-
лентних антитіл в експерименті або за допо-
могою теоретичних підходів для тих випадків, 
коли афінність антитіл є відомою. Показано, 
що для вимірювання частини двовалентних 
антитіл, які залишаються вільними в їх суміші 
з надлишком антигену, що є необхідним для 
оцінки авідності, потрібно використовувати 
методи, чутливість яких значно перевищує 

чутливість ELISA. Раніше існуючі теоретичні 
підходи не дозволяли оцінити звідність двова-
лентних антитіл з цілої низки причин. Але в 
останні роки було запропоновано методи, що 
дають можливість оцінити звідність антитіл 
або інших рецепторів, які складаються із 
двох зв’язуючих центрів, з’єднаних між со-
бою гнучким лінкером відомої довжини. Та-
ким чином, зараз є всі можливості для виз-
начення авідності двовалентних антитіл як в 
експерименті, так і за допомогою теоретичних 
підходів.

К л ю ч о в і  с л о в а: антитіла, афінність, 
авідність, ELISA.

Avidity of bivalent antibodies. 
Problems of its experimental 
determination and theoretical 
evaluation

S. A. Bobrovnik, M. A.Demchenko, 
S. V. Komisarenko

Palladin Institute of Biochemistry, National 
Academy of Sciences of Ukraine, Kiyv;

e-mail: s-bobrov@bk.ru

S u m m a r y

Some problems of experimental determina-
tion or theoretical evaluation of antibody avidity 
are considered. It was shown that in order to de-
termine the fraction of nonoccupied antibodies in 
their mixture with the excess of the corresponding 
antigen which is required to estimate avidity the 
methods should be used which are more sensitive 
than ELISA. The available methods did not al-
low determining the avidity of bivalent antibodies 
because of many reasons. However, in the recent 
years new methods were suggested that make it 
possible to evaluate the avidity of bivalent antibod-
ies and that of the receptors which consist of two 
binding sites connected by a flexible linker of the 
known length. Thus, there are all possibilities now 
for determining the avidity of bivalent antibodies 
in experiments or by theoretical methods.

K e y  w o r d s: antibodies, affinity, avidity, 
ELISA.
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