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В ажкі метали, свинець і

кадмій, відносяться до не�

безпечних забруднювачів довкілля,

які негативно впливають на  здо�

ров'я людини [1, 2]. Тривалий кон�

такт з даними металами та їх надход�

ження  в організм, навіть у малих

концентраціях, призводить до

пригнічення імунітету, зниження

опору  інфекціям, розвитку

алергічної, автоімунної та онко�

логічної патології [3,4].  З літератури

[5�7] відомо, що свинець і кадмій

справляють токсичну дію на імунну

систему організму,  проте механізми

імунотоксичності до кінця не з'ясо�

вані. Відомо, що свинець  і кадмій

відносяться до високотоксичних от�

рут, які здатні блокувати реактивні

(сульфгідрильні, карбоксильні та

фосфатні) групи біополімерів, у то�

му числі білків, нуклеїнових кислот,

ферментів [8]. При надходженні в

організм метали приєднуються до

білків сироватки крові (альбумін,

трансферин, лактоферин), які ма�

ють особливе значення в їх транс�

портуванні, елімінації  та механізмі

токсичної дії [8].  За даними авторів

роботи [9],  до білків плазми крові,

які здатні приєднувати і транспорту�

вати катіони металів, відносяться

також імуноглобуліни (Ig). Імуног�

лобуліни  представлені п'ятьма  кла�

сами (G, M, A, D і Е), серед яких  Ig

G складають 75% від загальної кіль�

кості. Важливою властивістю IgG є

вища порівняно з IgМ активність

щодо більшості хімічних речовин,

які є гаптенами. Як антитіла Ig ви�

конують антигензв'язуючу та ефек�

торну функцію, що спрямовані на

елімінацію чужорідного антигену з

організму [10,11].

За будовою імуноглобуліни класу

G — це глікопротеїни з молекуляр�

ною масою ∼150 кДа, що мають в ос�

нові чотирьохланцюгову мономерну

структуру і складаються з двох іден�

тичних важких (Н) та двох ідентич�

них легких (L) ланцюгів, які з'єднані

дисульфідними зв'язками (рис.1).

Легкий ланцюг має молекулярну ма�

су 20�25 кДа і сформований з двох

доменів — одного варіабельного (VL)

і одного константного (СL). Важкий

ланцюг має молекулярну масу 50�55

кДа і складається з одного варіабель�

ного  (VH) і трьох константних до�

менів (CH1, CH2, CН3). Між доме�

нами CH1 та CH2 знаходиться так

звана шарнірна область, яка забезпе�

чує гнучкість молекули IgG [11]. 

Враховуючи структурні особли�

вості будови молекули IgG, а також

те, що свинець і кадмій є тіоловими

отрутами,  можна припустити, що

дані метали   будуть взаємодіяти з

сульфгідрильними групами даного

білка і, таким чином, впливати на

його функцію.

Метою роботи було дослідження

впливу ацетату свинцю і сульфату

кадмію на імуноґлобулін сироватки

крові людини в модельних умовах in

vitro за допомогою методу MALDI�

TоF мас�спектрометрії.  Завдяки

своїй інформативності, точності та

високій  продуктивності  MALDI�

TоF (Matrix Assisted Laser

Desorption/Ionization Time of Flight)

мас�спектрометрія  є  одним із су�

часних методів дослідження високо�

молекулярних біологічних сполук,

включаючи протеїни, нуклеїнові

кислоти, ліпіди, олігосахариди [12].

Метод базується на матрично акти�

вованій лазерній десорбційній

іонізації з часо�перольотним

аналізатором. Можливість іден�

тифікувати протеїни за допомогою

MALDI�ToF мас�спектрометрії зу�

мовила  розвиток протеоміки і нині

використовується як один з голов�

них її інструментів. Вона також

успішно застосовується для

дослідження білок�білкових

взаємодій, секвенування та вивчен�

ня модифікацій протеїнів та нук�

леїнових кислот [13].

Матеріали і методи дослідження
Для досліджень в даній роботі

використовували препарат �іму�

ноґлобулін людини нормальний

(виробник "Біотек", Харків,) та солі

металів: ацетат свинцю й сульфат

кадмію (хч, ГОСТ 4456�75).  Мас�

спектри імуноґлобуліну вимірювали

на приладі Autoflex II — (Bruker).

Дослідження проведені із застосу�

ванням  матриці сінапової кислоти

[Sinapic Acid (SA), Fluka]. Аналізу

піддавали  сумарні  спектри пози�

тивних іонів, які  одержували шля�

хом накопичення 600 одинарних

спектрів. 

Приготування розчину імуноґло+
буліну та солей металів.

Препарат імуноґлобуліну розво�

дили деіонізованою водою  у

співвідношенні 1:100. Розчини

(0,01М; 0,001М) ацетату свинцю та

сульфату кадмію готували розчи�

ненням відповідних наважок солей

у  деіонізованій воді.   До 0,1 мл роз�

веденого  імуноґлобуліну додавали

0,1 мл розчину солі металу, інкубу�

вали 2 год при кімнатній темпера�

турі й потім змішували з матрицею

SA. В якості контролю був викорис�

таний розведений  імуноглобулін.

Приготування матриці SA
Матрицю SA готували наступ�

ним чином: 12 мг SA розчиняли в 1
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Рис.1. Схематичне зображення
молекули IgG  [11] 
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мл суміші вода�ацетонітрил 1:1,

потім розчин інкубували 10 хв за

температури 30°С в ультразвуковій

бані до повного розчинення кислоти

[14]. Матрицю змішували з аналітом

(імуноґлобулін + солі металів) у

співвідношенні 1:1 та наносили на

стандартну сталеву підкладку. Після

співкристалізації матриці з аналітом

підкладку розміщували в робочій зоні

мас�спектометра. Дослідження про�

водили у масовому діапазоні 19�

300 кДа.

Результати  та їх обговорення 
За результатами досліджень мас�

спектр препарату імуноґлобуліну

людини складався з декількох 

піків: ~ 148 кДа, що відповідає моле�

кулярному іону молекули  IgG;  ~125

кДа, що відповідає молекулі IgG без

одного легкого ланцюга; ~100 кДа,

який можна  розглядати як масу мо�

лекули  IgG, що втратила два легких

ланцюга. А також піки з меншими

масами: ~ 74 кДа, що відповідає

з'єднаним Н� і L�ланцюгам,  та  ~ 47

кДа � важкому і  ~23кДа — легкому

ланцюгам. Слід відзначити, що от�

риманий мас�спектр нормального

імуноглобуліну людини та його

інтерпретація збігається з даними

інших авторів  [12,14]. Після інку�

бації імуноґлобуліну з розчином

ацетату свинцю у концентрації 10�3

М  зміни мас відповідних піків у по�

зитивному  мас�спектрі не спос�

терігались у порівнянні з контро�

лем. При збільшенні концентрації

ацетату свинцю на порядок  до 10�2

М виявлялось підвищення масового

значення молекулярного іону іму�

ноґлобуліну та фрагменту, який

відповідає  молекулі IgG без легкого

ланцюга, на молекулярну масу од�

ного атому свинцю. Фрагмент  мо�

лекули  IgG, що за мас�спектром

втратив два легких ланцюга, збіль�

шив свою масу на два атоми свинцю

(табл. 1).

Аналогічна інкубація імуноґло�

буліну людини з розчином сульфату

кадмію викликала більш виразні

зміни у його мас�спектрі.

Приєднання іонів  металу до фраг�

ментів імуноґлобуліну відбувалось

вже при концентрації  сульфату

кадмію 10�3 М. Найбільш активне

приєднання кадмію (5 атомів) відбу�

валось  до фрагменту IgG  з масою

близько 125 кДа. Два атоми кадмію

приєднувалися до цільної молекули

імуноґлобуліну та до його HL комп�

лексу,  один атом металу — до важ�

кого ланцюга IgG. При підвищенні

експозиційної концентрації сульфа�

ту кадмію до 10�2 М  виявлялось

суттєве збільшення масового зна�

чення  імуноґлобуліну людини, як

цілої молекули, так і її фрагментів,

окрім легкого ланцюга.

Інкубація імуноглобуліну люди�

ни з розчинами оцтової та сірчаної

кислот у відповідних концентраціях

(0,01 М; 0,001 М) не призводила до

значущих змін у його мас�спектрах.

Таким чином, отримані резуль�

тати дозволяють припустити, що

атоми кадмію більш активно

приєднувались до молекули IgG  та

його фрагментів, ніж атоми свинцю.

Свинець приєднувався головним

чином до фрагментів імуноґло�

буліну з більшою молекулярною ма�

сою, тоді як атоми кадмію

взаємодіяли практично з усіма фраг�

ментами досліджуваного білка 

(рис. 2а, б).

Наявність різних піків в мас�

спектрах  контрольного і дослідних

зразків дозволяє припустити, що ут�

ворення фрагментів молекули іму�

ноґлобуліну з різною масою теоре�

тично може відбуватися  двома шля�

хами (рис.3).         Перший — поділом

молекули IgG навпіл з утворенням

фрагментів масою близько 75 кДа з

подальшою їх фрагментацією на

важкі та легкі ланцюги. Якщо у

досліджуваній системі відбувався

такий напрямок фрагментації, то на

отриманих мас�спектрах ми б спос�

терігали наявність піків близько 150

кДа, 75 кДа, 50 кДа та 25 кДа,

відповідно. Другий —  полягає у то�

му, що спочатку від молекули IgG

відокремлюється легкий ланцюг,  а у

подальшому може бути втрачено ще

один легкий або важкий ланцюги. У

цьому випадку на мас�спектрі мож�

на спостерігати маси, що дорівню�

ють близько  150 кДа,  125 кДа,  100

кДа, 75 кДа, 50 кДа та 25 кДа.

Аналіз отриманих мас�спектрів

IgG людини показав, що більш

вірогідним є саме другий шлях фраг�

ментації. Підтвердженням даного

припущення є наявність у спектрі

Дослідна проба/
кількість приєднаних

атомів металу
Масові значення фрагментів імуноглобуліну, кДа

IgG (контроль) 147910 124686 100700 73882 47090 23273

IgG+Pb 10 �3М 147900 124675 100775 73924 47110 23278

Pb 0 0 0 0 0 0

IgG+Pb 10�2М 148123 125000 101108 74000 47177 23297

Pb 1 1 2 0 0 0

IgG+ Cd 10 �3М 148147 125297 100726 74101 47204 23273

Cd 2 2 0 2 1 0

IgG+ Cd 10�2М 149051 125964 100823 74605 47351 23256

Cd 10 11 1 6 2 0

Таблиця 1 

Масові значення фрагментів імуноглобуліну IgG до та після інкубації з ацетатом
свинцю та сульфатом  кадмію

Рис.2. Мас�спектри імуноґлобуліну  людини 
а) контроль (верхній спектр) та після 2�х год експозиції  з 0,01 М 

розчином  ацетату свинцю (нижній спектр);
б)  контроль (верхній спектр) та після 2�х год експозиції  з 0,01 М   

розчином  сульфату кадмію  (нижній спектр)
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досліджуваного імуноглобуліну

піків масою 125 кДа та 100 кДа. Про�

те не слід виключати, що перший

шлях також може мати місце.

Співставлення мас�спектрів конт�

рольних і дослідних проб імуногло�

буліну людини дозволяє констатува�

ти, що інкубація його з розчинами

солей свинцю та кадмію в умовах in

vitro призводила до пригнічення

інтенсивності  піків та змін у їх

співвідношеннях (табл. 2).

Якщо порівняти відношення

інтенсивності піків, зокрема, масою

150 кДа до 125 кДа, то можна при�

пустити, що наявність металів в

дослідній пробі у порівнянні з

деіонізованою водою  в контролі

приводить до зменшення фрагмен�

тації імуноґлобуліну, тобто

стабілізації молекули. Свідченням

стабілізації або зміцнення зв'язків

між важким та легким ланцюгами

імуноґлобуліну є  збільшення вели�

чини відношення піків, що

відповідають масам 150 кДа до 25

кДа та  75 кДа до 25 кДа.  З даних,

представлених в таблиці 2 слідує, що

більшу активність у стабілізації мо�

лекули IgG виявляли іони кадмію.

Результати дослідження дозволяють

припустити,  що ефект стабілізації

молекули IgG за рахунок приєднан�

ня іонів металів (особливо у

варіабільній частині) може впливати

на функціональну активність іму�

ноґлобуліну, а саме на його реак�

тивність до утворення комплексів

Аг�Ат.

Паралельні дослідження  імуног�

лобуліну людини (нативного  і  після

інкубації з солями  металів) в реакції

радіальної імунодифузії Манчіні по�

казали, що діаметр кільця пре�

ципітації після інкубації з ацетатом

свинцю  майже не змінювався, а з

сульфатом кадмію зменшувався при

збільшення концентрації металу у

розчині. Отже, ці дані можуть свідчи�

ти про те, що конформаційні зміни

IgG, які виникають при взаємодії з

солями  металів, можуть впливати на

розміщення антигенних детермінант

на поверхні глобули та їх доступність

для розпізнавання і зв'язування спе�

цифічними антигенами. 

В наших попередніх роботах по�

казано, що отруєння тварин ацета�

том свинцю підвищувало вміст цир�

кулюючих імунних комплексів в си�

роватці крові, а сульфатом  кадмію

— навпаки знижувало їх рівень [15,

16]. Тобто дані метали виявляли

протилежний ефект на формування

імунних комплексів. З літератури

[17] відомо, що зменшення форму�

вання імунних комплексів відбу�

вається за рахунок впливу кадмію

на гідродинамічні властивості ан�

титіл. Досліджено, що експозиція

свинцем та кадмієм  у працюючих

викликала зменшення кількості

CD4+ (Т� хелперів) та рівня спе�

цифічних антитіл (IgG і IgM),

підвищуючи сприйнятливість їх ор�

ганізму до різних інфекційних хво�

роб [18�20]. У  осіб, які були експо�

новані свинцем і кадмієм після

щеплення до дифтерії та правцю,

визначались  низькі титри захисних

антитіл [21]. 

Таким чином, наведені дані літе�

ратури та власних досліджень

свідчать про порушення формуван�

ня гуморальної імунної відповіді під

впливом важких металів — свинцю і

кадмію.

Рис.3. Схема фрагментації молекули імуноґлобуліну G за даними  
MALDI�TоF мас�спектрометрії

Досліджу=
вана проба

Співвідношення величин інтенсивності піків з відповідними
масовими значеннями 

150 кДа :

125 кДа

150 кДа:

100 кДа

150 кДа :

75 кДа

150 кДа:

25 кДа

150 кДа:

50 кДа

75 кДа :

25 кДа

IgG контроль 4,4 3,4 2,4 1,3 1,5 0,6

IgG + Pb 6 4,9 2,4 5,3 5,6 2,2

IgG + Cd 6,5 6,1 2,7 10,2 15,9 3,7

Таблиця 2 

Співвідношення величин  інтенсивності  піків у мас=спектрах IgG після інкубації
з 0,01 М розчином ацетату свинцю та сульфату кадмію 
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Висновки:
1. Отримані мас�спектри імуногло�

буліну людини дозволяють конс�

татувати, що свинець і кадмій

здатні приєднуватися до молеку�

ли IgG та впливати на процеси

іоноформування в системі "іму�

ноґлобулін�солі металів". 

2. Атоми кадмію  виявили більшу

активність до імуноґлобуліну

людини, ніж атоми свинцю, що

може  свідчити про  більшу

спорідненість останніх  до

сульфгідрильних груп білка.  

3. Атоми кадмію проявляли також

більшу активність у стабілізації

молекули IgG, що може вплива�

ти на його функцію і здатність до

утворення імунних комплексів. 

4. Конфірмаційні зміни молекули

імуноглобуліну за дії  свинцю і

кадмію  можуть впливати на

формування гуморального

імунітету, зокрема на утворення

імунних комплексів АГ�АТ. 

И.М.Трахтенберг, Т.Ю. Громовой,  В.А. Покровский, 
Н.Н. Дмитруха, Г.В. Шевченко

ИССЛЕДОВАНИЕ ВЛИЯНИЯ СВИНЦА И КАД�
МИЯ НА ИММУНОГЛОБУЛИН G  ЧЕЛОВЕКА

ПО ДАННЫМ  MALDI�TOF МАСС�СПЕКТРО�
МЕТРИИ

Исследовано  влияние  свинца и кадмия на  иммуноглобулин

G человека с помощью MALDI�TOF спектрометрии. Инкубация

иммуноглобулина  с расстворами солей металлов  in vitro приво�

дила к снижению  интенсивности пиков в масс�спектрах даного

белка. Полученные данные показали, что атомы металлов спо�

собны присоединяться к молекуле  Ig G и его фрагментам (легким

и тяжелым цепям). Кадмий проявлял большую активность к  Ig G,

чем свинец,  что  может указывать на более высокую реактивность

относительно сульфгидрильних групп. Атомы кадмия оказывали

также большее влияние на  процесс стабилизации молекулы Ig G,

следствием  которого может быть изменение функциональной

активности и способности Ig G к образованию иммунных комп�

лексов.

I.M.Trakhtenberg, T.Yu. Gromovoy,  V.A. Pokrovskiy, 
N.N. Dmytrukha, G.V. Shevchenko

RESEARCH OF LEAD AND CADMIUM  INFLU�
ENCE ON HUMAN IMMUNOGLOBULIN G  BY

MALDI�TOF MASS�SPECTROMETRY

The  influence of lead and cadmium on human immunoglobulin G by

MALDI�TOF mass�spectrometry was investigated. Incubation of

immunoglobulin  with metals in vitro resulted in inhibition of intensivity

of mass�spectrum pikes. Findings showed that the metal atoms are able to

join with Ig G molecule and its fragments (light and heavy chains). It was

shown that cadmium had higher activity to bind to Ig G than lead.  This

fact reflected  the cadmium high affinity for sulfhydryl groups.  The cad�

mium had also greater influence on the stabilization of Ig G molecule,

that can affect functional activity and ability of Ig G to form the immune

complexes.
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