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Аннотация

Из сыворотки крови больных системной красной волчанкой (СКВ) получено четы-
ре субфракции антител к нативной ДНК класса IgG, различающихся по сорбции на
ДЭАЭ-целлюлозе и проявляющих различное сродство к аффинному сорбенту – натив-
ной ДНК-целлюлозе. Показано, что ДНК-гидролизующие антитела к нативной ДНК
являются металлозависимыми эндонуклеазами, вносят в ДНК преимущественно одно-
цепочечные разрывы и проявляют активность в широком диапазоне значений рН. Ус-
тановлено, что гидроксил-радикал при СКВ не влияет или ингибирует термостабиль-
ную ДНК-гидролизующую активность антител к нативной ДНК в отличие от термола-
бильной ДНКазной активности сывороточных нуклеаз, которая активируется под дей-
ствием гидроксил-радикала. Для ДНК-гидролизующей активности антител к нативной
ДНК характерен непроцессивный механизм действия.

Введение

В исследованиях последнего двадцатилетия открыта новая функция анти-
тел (АТ) – способность катализировать различные биохимические реакции, т. е.
выступать в роли биологических катализаторов [1–3]. По аналогии с энзимами
такие АТ были названы абзимы (от англ. antibody enzyme) или каталитические
АТ. Согласно сложившимся представлениям, наличие в крови абзимов являет-
ся четким признаком протекания в организме аутоиммунных процессов.

Системная красная волчанка (СКВ) – одно из наиболее тяжелых аутоим-
мунных воспалительных заболеваний соединительной ткани неясной этиоло-
гии. По данным 2002 г. в мире 1 человек из 2000 страдает СКВ. Начало заболе-
вания приурочено к возрасту от 10–15 до 40–50 лет и до 90% всех больных вол-
чанкой страдают женщины. СКВ часто прогрессирует с поражением ряда орга-
нов, что и является причиной смерти в течение 10 лет с момента установления
диагноза у 28% больных. Повышенная настороженность в отношении слабо-
выраженных форм СКВ привела во всем мире к увеличению числа сообщений
об этом заболевании [4].

Характерным признаком СКВ является высокий уровень содержания в сы-
воротках крови больных по сравнению с нормой АТ к нативной ДНК (нДНК)
класса IgG, определение титра которых имеет важное прогностическое и диаг-
ностическое значение. Среди этих АТ к нДНК были обнаружены АТ, которые
обладают ДНК-гидролизующей активностью [5].

Изучению как ДНК-связывающих, так и ДНК-гидролизующих АТ посвя-
щено большое количество работ. Многими исследователями признается тот



ДНК-ГИДРОЛИЗУЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ АНТИТЕЛ К ДНК 137

факт, что именно IgG к нДНК ответственны за развитие заболевания, тогда как
относительно роли ДНК-гидролизующих АТ к ДНК однозначного ответа нет.
Механизмы реализации патологических свойств абзимов к ДНК и их клиниче-
ское значение пока остаются невыясненными. До сих пор среди исследовате-
лей нет единого мнения о происхождении, свойствах, структуре, механизмах
действия, биологической роли АТ к нДНК при СКВ, в том числе обладающих
нуклеазной активностью. Все полученные данные (иммунохимические, фер-
ментативные свойства АТ) говорят в пользу того, что популяция IgG-АТ к
нДНК гетерогенна, однако о составе этих фракций среди авторов также нет
общего мнения.

Целью настоящей работы явилось изучение ДНК-гидролизующей активно-
сти антител к нативной ДНК у больных системной красной волчанкой.

1. Материалы и методы

В работе использовали орто-фенилендиамин, агарозу NA (“Pharmacia”,
Sweden); ДНК из эритроцитов цыплят (“Reanal”, Hungari); твин-20 (“Merch”,
BRD); коньюгированные с пероксидазой хрена диагностические антитела про-
тив IgG человека (коньюгат) (“Вектор-Best”, Новосибирск); этидий бромид
(Koch-Light, England). Остальные реагенты были квалификации ос. ч.

Сыворотки крови 7-и первично выявленных больных СКВ, находящихся в
острой фазе с различной степенью тяжести заболевания и на момент забора
крови не получавших лечения преднизолоном (5 женщин в возрасте от 17 до 52
лет и 2 мужчин – 48 и 62 года), были получены из стационаров г. Казани. В ка-
честве контроля использовали сыворотки крови клинически здоровых по меди-
цинским показаниям доноров.

ДНК плазмиды pBR-322 была выделена из клеток E. coli НВ-101 и очищена
методом щелочной экстракции с последующей гель-фильтрацией на сефарозе
4B. Качество плазмидной ДНК на каждой стадии выделения и очистки оцени-
вали спектрофотометрически и электрофоретически [6, 7].

Выделение из сыворотки крови субфракций АТ к нДНК класса IgG
проводили по ранее разработанной методике [8]. Все стадии очистки АТ прово-
дили при +4°С в холодильной камере MiniColdLab (LKB, Sweden) с использо-
ванием стерильных буферных растворов, приготовленных на деионизованной
воде. Все собранные субфракции АТ концентрировали струей воздуха, диали-
зовали против 10 мМ трис-HCl-буфера, рН 7.5, в течение 48 ч при +4°С с пе-
риодической сменой буфера и спектрофотометрически рассчитывали концен-
трацию белка.

ДНК-гидролизующую активность АТ к ДНК оценивали по превращению
суперскрученной ДНК плазмиды pBR-322 в кольцевую и линейную формы.

Зависимость ДНК-гидролизующей активности АТ от состава инкубацион-
ной среды изучали, варьируя рН реакционной смеси (от 5.0 до 9.8) и концен-
трации различных ионов двухвалентных металлов.

Гидролиз плазмидной ДНК pBR-322 антителами к ДНК сывороток крови
здоровых и больных СКВ людей, после обессоливания, ионообменной и аф-
финных хроматографий осуществляли в реакционной смеси, содержащей
25 мМ трис-HCl-буфера, рН 7.5, 5 мМ MgCl2 (или 25 мМ трис-HCl-буфера, рН
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7.5, 50 мМ NaCl, 5 мМ MgCl2, 0.5 мМ ЭДТА) 20–75 мкг/мл плазмидной ДНК
pBR-322 (содержащей 60–80% суперскрученной формы ДНК). Реакцию начи-
нали добавлением АТ (в различных вариантах): а) до конечной концентрации
белка 0.01–0.5 мг/мл, прогретого при +57°С в течение 45 мин. или не подвер-
гавшегося такому воздействию; б) 0.04–0.1 мг/мл АТ к нДНК; в) двухэтапным
внесением АТ к нДНК через определенные временные интервалы, и г) одно-
временным внесением IgG-АТ к нДНК с конечными концентрациями в смеси
0.08–0.15 мг/мл.

Во время инкубации при +37°С из реакционных смесей отбирали аликвоты
по 10 мкл через фиксированные временные интервалы в течение 1–24 ч, кото-
рые моментально замораживали для предотвращения дальнейшего гидролиза.

Значения величин кинетических параметров реакции гидролиза плаз-
мидной ДНК pBR-322 антителами к ДНК (Vmax, KM, kcat, kcat/КМ) определяли
графическими методами [9, 10] с использованием программы Prism 4. Началь-
ные скорости гидролиза ДНК определяли методом электрофореза в агарозном
геле. Для оценки приблизительной максимальной концентрации абзимов к
ДНК в общем пуле препаратов субфракций АТ к нДНК использовали кинети-
ческие методы, предложеные K. Brocklehurst и др. [11, 12].

Оценку влияния активных форм кислорода (АФК) на ДНК-гидролизую-
щую активность АТ к ДНК проводили в реакционной смеси, содержащей: 25 мМ
трис-HCl-буфер, рН 7.5, 5 мМ MgCl2, 20 мкг/мл плазмидной ДНК pBR-322. Ре-
акцию начинали добавлением АФК (7.0 мкМ Н2О2, 0.4 мкМ аскорбата, 1.25 мкМ
Fe(II), 2.5 мкМ ЭДТА), 0.1 мг/мл препаратов АТ к нДНК. Во время инкубации
при +37°С из реакционных смесей отбирали аликвоты по 10 мкл в определен-
ные временные интервалы в течение 1–20 ч и добавляли перехватчик электро-
нов – K3Fe(CN)6 – до концентрации 0.5 мМ. Влияние АФК на взаимодействие
АТ с ДНК исследовали методом иммуноферментного анализа (ИФА), где в ка-
честве антигенов использовали: нДНК из эритроцитов цыплят, дДНК, полу-
ченную методом тепловой денатурации, и нДНК, модифицированную АФК
(АФК-ДНК) [13, 14]. Препараты АТ вносили в лунки планшета с адсорбиро-
ванными ДНК и в одном из вариантов к нДНК одновременно с АТ вносили
АФК. Планшет интенсивно встряхивали на качалке в течение 1–2 мин. и далее
реакцию ИФА проводили по схеме в модификации, предложенной Л.И. Сатта-
ровой и др. [15].

Оценку результатов гидролиза плазмидной ДНК pBR-322 осуществляли
методами: электрофореза в 0.7%-ном агарозном геле с окрашиванием ДНК
этидий бромидом и получением денситограмм, используя программу Scion
Image 4.0.2 (beta).

2. Результаты и обсуждение

Выделение и очистку АТ к нДНК класса IgG из сывороток крови проводи-
ли согласно схеме, представленной на рис. 1.

Все полученные препараты субфракций АТ к нДНК обладали термоста-
бильной ДНК-гидролизующей активностью. Таким образом, оптимизирован-
ный нами метод выделения АТ к нДНК класса IgG из сыворотки крови боль-
ных с дебютом СКВ позволил получить препараты четырех субфракций IgG к



ДНК-ГИДРОЛИЗУЮЩАЯ АКТИВНОСТЬ АНТИТЕЛ К ДНК 139

нДНК, проявляющих сродство к аффинному сорбенту нДНК-целлюлозе, обла-
дающих ДНК-гидролизующей активностью, гетерогенных по заряду и разли-
чающихся по сорбции на ДЭАЭ-целлюлозе.

КРОВЬ

СЫВОРОТКА

(NH4)2SO4

ГЕЛЬ-ФИЛЬТРАЦИЯ
НА АКРИЛЕКСЕ Р-6

ИОНООБМЕННАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ
НА ДЭАЭ-ЦЕЛЛЮЛОЗЕ

посадка препарата                       градиентная элюция

    ФРАКЦИЯ I      ФРАКЦИЯ II

АФФИННАЯ ХРОМАТОГРАФИЯ
НА нДНК-ЦЕЛЛЮЛОЗЕ

         элюция     элюция элюция                  элюция
         NaCl            Gly pH2.3                    NaCl                      Gly pH2.3

СУБФРАКЦИИ АНТИТЕЛ К нДНК

Рис. 1. Схема выделения и очистки АТ к нДНК из сыворотки крови

Несмотря на достаточно жесткие условия выделения АТ к нДНК, мы учи-
тывали потенциальную возможность совыделения незначительных количеств
ферментов с исследуемыми АТ, поэтому все последующие исследования про-
водили после преинкубации АТ при +57°С в течение 45 мин. Наше внимание
привлек тот факт, что некоторыми авторами было обнаружено снижение ак-
тивности ДНКазы I в сыворотке крови больных СКВ [16, 17]. С другой сторо-
ны, ДНКазная активность полученных препаратов IgG-АТ к нДНК сохранялась
после всех стадий очистки. Если принять во внимание эти факты, то можно
предположить, что полученные препараты АТ к нДНК свободны от сывороточ-
ных нуклеаз, и ДНКазная активность АТ полностью определяется их собствен-
ной гидролитической функцией.

При изучении ДНКазной активности полученных субфракций АТ к нДНК
класса IgG (влияние состава реакционной среды и условий инкубации) были
выявлены некоторые отличия между АТ и от свойств сывороточных ДНКаз,
описанных в литературе. Известно, что ДНКазы проявляют активность при рН
7.3–7.6 для ДНКазы I, а ДНКазы крови II – 5.2 [18]; ионы металлов по активи-

Ia Iб IIа IIб
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рующему влиянию на активность ДНКазы I можно расположить в следующий
ряд: Mn2+>Со2+>Mg2+ [19, 20].

АТ к нДНК полученных субфракций проявляли активность в широком диа-
пазоне значений рН, т. е. ДНК-гидролизующая активность АТ не зависит от рН
инкубационной среды. Тем не менее, для АТ к нДНК субфракции Iб можно от-
метить увеличение ДНКазной активности при рН около 6.6 и 7.4, а для АТ из
фракции II – при рН около 7.4 с незначительными максимумами активности в
низкой и высокой области спектра рН. Полученные данные могут указывать на
то, что субфракции АТ к нДНК, в свою очередь, гетерогенны, и отличия могут
быть связаны со строением антигенсвязывающего центра АТ, а также ДНК-
гидролизующие АТ к нДНК не только термостабильны, но и устойчивы к не-
специфической денатурации при воздействии рН.

Все исследованные ионы металлов ускоряли АТ-зависимое расщепление
ДНК, но в разной степени. Установлено, что ионы Мg2+ (и меньше Мn2+) акти-
вируют гидролиз плазмидной ДНК pBR-322 антителами, полученными из
фракций I и II в концентрации 5 и 10 мМ соответственно. Однако увеличение
концентрации ионов Mg2+ и Мn2+ до 10 мМ ингибирует активность АТ суб-
фракции Iб. Ионы Zn2+ и Ca2+ слабо активируют гидролиз ДНК антителами.
Увеличение концентрации Ca2+ приводит к ингибированию реакции, катализи-
руемой антителами из фракции I, однако ускоряют гидролиз ДНК антителами
подфракции IIа аналогично ионам Mn2+. Возможно, что в ДНКазной активно-
сти АТ имеет место нуклеофильная атака гидроксил-ионом, активируемым ио-
нами Мg2+. Однако максимальную активность в реакции гидролиза суперскру-
ченной ДНК проявляли АТ к нДНК всех субфракций в присутствии ионов Co2+.
Аналогичных результатов в литературе не описано, что, возможно, связано с
отсутствием подобных исследований. Обнаруженный эффект косвенно указы-
вает на то, что в ДНКазной активности АТ класса IgG также может иметь место
нуклеофильная атака гидроксил-ионом, только активируемым ионами Со2+.

В литературе накапливаются данные о повышенном содержании в различ-
ных органах и тканях у больных СКВ АФК, которые так же, как и АТ к нДНК,
могут принимать участие в развитии патологического процесса [21–23]. По-
этому мы провели оценку влияния АФК на активность АТ к нДНК и ДНКаз
сывороток крови больных СКВ.

При исследовании влияния АФК (гидроксил-радикала, что было установ-
лено экспериментально) на ДНКазную активность сывороток крови больных
СКВ без температурной преинкубации было установлено, что АФК активиру-
ют расщепление суперскрученной ДНК сывороточными ДНКазами. Однако, в
зависимости от пациента, АФК или ингибировали, так как содержание супер-
скрученной ДНК было больше по сравнению с вариантом гидролиза ДНК ан-
тителами без АФК, или не влияли на активность АТ, так как отличий от ре-
зультатов ДНКазной активности АТ без добавления АФК не наблюдалось.

Из литературы известно, что в сыворотке крови больных СКВ снижена ак-
тивность ДНКазы I, поэтому можно предположить, что АФК-зависимое повы-
шение активности ДНКаз может выступать как компенсаторный механизм низ-
кой активности сывороточных ДНКаз. ДНКазы в организме выполняют ряд
функций,   в  том  числе  инициации  апоптоза,  поэтому  наблюдаемый  эффект
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Рис. 2. Зависимость уровня ответа реакции ИФА фракций IgG, полученных из двух
сывороток СКВ после инообменной хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе, от АФК.

*нДНК – модифицированная АФК. **АФК вносили одновременно с АТ.

влияния АФК может способствовать появлению большого количества апопто-
тических клеток. Так, показано, что у больных СКВ скорость апоптоза лимфо-
цитов, нейтрофилов, эндотелиальных клеток выше, чем у здоровых людей, и
коррелирует с активностью заболевания и уровнем АТ к нДНК [24, 25]. Лока-
лизованные на мембране апоптотических клеток нуклеосомы могут выступать
в качестве аутоантигена, приводящего к гиперпродукции АТ к ДНК, которые
могут обладать нуклеазной активностью.

Особое внимание обращает на себя обнаруженный нами факт, что гидро-
ксил-радикал ингибировал как связывание с нДНК в реакции ИФА (рис. 2), так
и ее гидролиз антителами к нДНК из фракции I (АТ с основными свойствами)
(рис. 3). Обнаружено, что при увеличении времени инкубации суперскручен-
ной ДНК pBR-322 с АТ субфракции Iа более 6 ч наблюдается уменьшение гид-
ролиза суперскрученной формы ДНК приблизительно на 5%, по сравнению с
вариантом, где АФК не были добавлены. При инкубации ДНК с АТ субфрак-
ции Iб уже через 3 ч заметно уменьшение активности АТ к нДНК и к оконча-
нию инкубации (15 ч) разница в количестве кольцевой ДНК между вариантами
с добавлением АФК и без составила приблизительно 10.5%. В отличие от АТ
из фракции I, АФК не влияли на катализ и взаимодействие АТ с нДНК из
фракции II (АТ с кислыми свойствами), и в некоторых случаях в реакции ИФА
даже отмечалось незначительное увеличение взаимодействия АТ с нДНК. Од-
нако остается неясным механизм влияния АФК на взаимодействие и гидролиз
ДНК антителами, так как подобных исследований в мире не проводилось. Вы-
явленные нами эффекты, возможно, обусловлены тем, что АФК являются регу-
ляторами активности антител, модифицируя белковую молекулу, или непо-
средственно вмешиваются во взаимодействие АТ с ДНК, но не влияют на мо-
лекулу ДНК. Такое предположение подкрепляется тем, что уровень ответа АТ
к нДНК обеих фракций при взаимодействии с АФК-модифицированной ДНК в
реакции ИФА выше, чем с нДНК. Различный эффект влияния АФК на актив-
ность АТ, вероятно, обусловлен тем, что мы исследовали отдельные субфрак-
ции АТ к нДНК.

                ФРАКЦИЯ I                ФРАКЦИЯ II

Антигены:
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Рис. 3. Влияние АФК на ДНКазную активность антител к ДНК субфракций Iа (а) и IIа
(б): одновременное внесение АТ и АФК – (3, ◆) суперскрученная ДНК, (2, ■) кольце-
вая ДНК; ДНК, инкубированная с АТ без добавления АФК – (4, ◊) суперскрученная
ДНК, (1, □) кольцевая ДНК

Для более полной характеристики ДНК-гидролизующей активности АТ к
нДНК исследовали кинетические параметры гидролиза плазмидной ДНК pBR-
322 антителами четырех субфракций. У всех исследованных препаратов АТ ве-
личины КМ изменялись в основном от 10–8 до 10–7 М, что на несколько поряд-
ков меньше величины KM для известных ДНКаз человека [18], близкой к зна-
чению для некоторых рестриктаз (например, для EcoRI, RsrI и др.) [19] и зна-
чению КМ для ДНК-абзимов, полученных другими авторами.

Таким образом, сродство IgG с ДНКазной активностью к ДНК очень высо-
ко и характерно для взаимодействий «антиген-антитело». Тем не менее, АТ из
фракции I характеризуется большим значением КМ, чем АТ из фракции II, и КМ

АТ подфракции Iа выше, чем подфракции Iб. Следует обратить внимание на то,
что, несмотря на близкие значения КМ, эти субпопуляции АТ отличаются по
способности их вытеснения с аффинной матрицы различными элюентами. Ве-
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роятно, эти субпопуляции АТ к нДНК различаются силой электростатического
и гидрофобного взаимодействий с нДНК-целлюлозой. Однако скорости гидро-
лиза (Vmax ~ 0.02–0.48 нМ/мин.), константы скорости (kcat ~10–3 мин.–1) и эффек-
тивности гидролиза (kcat/КМ ~10–6–10–5 нМ–1мин.) были на несколько порядков
меньше, чем ДНКазы, EcoRI и даже некоторых описанных абзимов к ДНК, но в
то же время сопоставимыми с таковыми для некоторых из описанных ранее
абзимов [26, 27]. Необходимо отметить определенную условность приведен-
ных значений kcat и kcat/КМ, поскольку в их определении использовали макси-
мальное рассчитанное содержание абзимов к ДНК в полученных поликлональ-
ных препаратах АТ к нДНК, которое составило приблизительно 1.74–24.88%,
так как в настоящее время не известен метод разделения ДНК-гидролизующих
и ДНК-связывающих АТ без каталитической активности. Вероятно, содержа-
ние каталитически активных IgG в полученных поликлональных препаратах
АТ к нДНК может быть значительно меньше. Следовательно, реальная эффек-
тивность гидролиза ДНК антителами может быть выше.

Таким образом, анализ литературных данных и полученных нами результа-
тов свидетельствует о том, что реакцию гидролиза катализируют АТ и в реак-
ции расщепления ДНК АТ разных субфракций больных СКВ существенно от-
личаются от ДНКаз человека.

При сравнении кинетики гидролиза суперскрученной ДНК антителами к
нДНК разных субфракций выявлены некоторые сходства и различия между
ними. Субфракции АТ к нДНК характеризуются продолжительным временем
реакции гидролиза ДНК – 12–15 ч (рис. 4, внесение одной порции АТ одновре-
менно). При дальнейшей инкубации достоверных количественных конформа-
ционных изменений ДНК не происходит. Исследуемые субфракции АТ к ДНК
класса IgG не гидролизуют всю суперскрученную ДНК даже при длительной
инкубации АТ с ДНК в течение 22 ч и более. Вероятно, АТ к ДНК являются
эндонуклеазами и проводят однонитевые разрывы в суперскрученных молеку-
лах ДНК, переводя их в открытые кольцевые молекулы, которые устойчивы к
дальнейшему действию АТ, так как накопления линейных форм ДНК не про-
исходит. Из литературы известно, что АТ, как и ферменты, являются конфор-
мационно активными и их взаимодействие с ДНК протекает по механизму ин-
дуцированного соответствия [28, 29]. Возможными конформационными изме-
нениями можно объяснить продолжительный период гидролиза суперскручен-
ной молекулы ДНК плазмиды pBR-322 антителами к ДНК при СКВ.

Антитела субфракций Iа и IIа, полученные элюцией с нДНК-целлюлозы
буфером с 1 М NaCl, гидролизуют суперскрученную ДНК более активно, чем
АТ субфракций Iб и IIб, которые были элюированы с аффинного сорбента гли-
цин-НСl c рН 2.3, что приводит к накоплению в продуктах реакции кольцевой
формы ДНК на 13–15% больше. Инкубация плазмидной ДНК с АТ субфракций
Iа и Iб (рис. 4), внесенными в два раза большей концентрации (внесение двух
порций АТ одновременно), приводит к увеличению гидролиза молекул супер-
скрученной ДНК с переходом в кольцевую форму. Однако для АТ к нДНК суб-
фракций IIа и IIб подобного эффекта не обнаружено (рис. 4, б).
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Рис. 4. Кинетические кривые гидролиза плазмидной ДНК pBR-322 антителами к ДНК
субфракции Iа (А) и IIа (Б): внесение одной порции АТ одновременно – (4, ◇) супер-
скрученная ДНК, (3, □) кольцевая ДНК; поэтапное внесение двух порций АТ (стрелкой
указано время повторного введения антител в инкубационную среду) – (6, ◆) супер-
скрученная ДНК, (1, ■) кольцевая ДНК; внесение двух порций АТ одновременно – (5, ●)
суперскрученная ДНК, (2, ○) кольцевая ДНК

Учитывая, что в проведенных исследованиях АТ к ДНК не гидролизуют
всю суперскрученную ДНК, провели повторное добавление в реакционную
среду равной порции IgG-АТ к нДНК через 15 ч инкубации (поэтапное внесе-
ние двух порций АТ). Как видно из графиков, повторное внесение АТ в инкуба-
ционную среду приводит к дополнительному уменьшению количества супер-
скрученной ДНК и увеличению количества открытой кольцевой формы, и этот
эффект сильнее даже при сравнении с результатами гидролиза ДНК антитела-
ми, внесенными в инкубационную среду в начале эксперимента в той же сум-
марной концентрации (внесение двух порций АТ одновременно). Однако если
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для субфракций Iа и Iб повторное внесение АТ приводит к полному гидролизу
суперскрученной ДНК через 6 и 9 ч инкубации соответственно, то для АТ к
нДНК субфракций IIа и IIб наблюдается увеличение гидролиза суперскручен-
ной ДНК только на 4–10.5% через 1 ч после добавления второй порции АТ, и
дальнейшая инкубация не приводит к изменениям в содержании конформаций
плазмидной ДНК.

Обнаруженные эффекты необычной кинетики гидролиза ДНК антителами
к нДНК при СКВ позволили предположить, что АТ с ДНКазной активностью
обладают непроцессивным характером действия.

Наибольшую активность проявляли препараты абзимов к ДНК из фракции I.
Эти АТ субфракции Iа и Iб имеют высокое значение изоэлектрической точки
(pI 7.16–8.3) и, вероятно, за счет электростатических сил могут взаимодейство-
вать с ДНК. Вопрос о заряде патологических АТ к нДНК остается спорным,
тем не менее, в литературе сложилось общее мнение о том, что патологические
IgG к нДНК являются положительно заряженными антителами. Данные лите-
ратуры свидетельствуют о том, что в большинстве случаев каталитически ак-
тивные центры различных абзимов расположены в вариабельной части легких
цепей Ig [27, 30, 31]. У многих АТ, связывающихся с ДНК, способность взаи-
модействовать с ДНК присуща тяжелой цепи [32, 33]. Возможно, что в актив-
ном антигенсвязывающем центре абзимы имеют два центра: первый – «якорная
площадка», которая обуславливает специфичность взаимодействия АТ с моле-
кулой нДНК, и второй – активный центр, ответственный за проявление энзима-
тической активности. Однако, в отличие от ферментов, после акта гидролиза
фосфодиэфирной связи ДНК не происходит освобождения АТ от молекулы
ДНК.

Большинство авторов придерживается мнения о том, что патологические
АТ к нДНК класса IgG обладают широкой перекрестной реактивностью. Одна-
ко в некоторых исследованиях было отмечено, что не всегда перекрестно реа-
гирующий антиген ингибирует связывание АТ с ДНК [34, 35]. Эти данные да-
ют возможность предположить, что перекрестное взаимодействие АТ с разны-
ми антигенами может происходить на различных участках антигенсвязываю-
щего центра. Именно наличием двух центров взаимодействия АТ с ДНК, нахо-
дящихся на различных участках молекулы IgG, можно объяснить наблюдаемый
нами непроцессивный характер действия АТ к ДНК, когда после акта гидроли-
за фосфодиэфирной связи молекула АТ остается связанной с нДНК.

Гетерогенность АТ может быть связана с происхождением абзимов к ДНК:
препараты могут содержать как абзимы антиидиотипической природы к актив-
ным центрам ферментов (нуклеаз, топоизомераз), так и ДНК-гидролизующие
АТ к нуклеиновым кислотам и их комплексам. Принимая во внимание полу-
ченные результаты и литературные данные, можно высказать предположение
о том, что разные субпопуляции АТ к нДНК с ДНК-гидролизующей активно-
стью могут иметь разное происхождение и выполнять разные функции, кото-
рые могут зависеть от окружающих условий. Так как при СКВ снижена актив-
ность сывороточных ДНКаз, то, вероятно, некоторые из них могут выполнять
компенсаторную функцию, взяв на себя роль нуклеаз. АТ могут выполнять ме-
таболическую и защитную функции в организме при СКВ. Абзимы к ДНК мо-
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гут участвовать в утилизации нуклеосомной ДНК апоптозных клеток после их
поглощения макрофагами. Учитывая тот факт, что АТ могут проникать в клет-
ку и ядро, абзимы могут участвовать в процессах репликации, репарации и ре-
комбинации ДНК. Не исключено, что в отличие от обычных ферментов, при-
родные абзимы могут быть антителами с уникальным гидролитическим цен-
тром.

Выводы

1. Из сыворотки крови больных системной красной волчанкой выделены
четыре субфракции антител к нативной ДНК класса IgG, проявляющих различ-
ное сродство к аффинному сорбенту нативной ДНК-целлюлозе, обладающих
термостабильной ДНК-гидролизующей активностью и различающихся по
сорбции на ДЭАЭ-целлюлозе.

2. ДНК-гидролизующие антитела к нативной ДНК являются металлозави-
симыми эндонуклеазами, вносят в ДНК преимущественно одноцепочечные
разрывы и проявляют активность в широком диапазоне значений рН. Констан-
ты ферментативной реакции антителами к нативной ДНК (KM 10–8–10–7 М) на
несколько порядков меньше величины KM для известных ДНКаз человека.

3. Термостабильная ДНК-гидролизующая активность антител к нативной
ДНК не изменяется или ингибируется под действием гидроксил-радикала в от-
личие от термолабильной ДНКазной активности сывороточных нуклеаз, кото-
рая активируется гидроксил-радикалом.

4. ДНК-гидролизующая активность антител к нативной ДНК характеризу-
ется непроцессивным механизмом действия, т. е. после разрыва фосфодиэфир-
ной связи антитело остается связанным с ДНК.

5. В активном антигенсвязывающем центре ДНК-гидролизующие антитела
имеют два участка: первый – «якорная площадка», которая обуславливает спе-
цифичность взаимодействия антител с молекулой ДНК, и второй – активный
центр, ответственный за проявление ферментативной активности.

Summary

T.A. Nevzorova, V.G. Vinter. Examination of the DNA-hydrolyzing activity of the anti-
bodies to DNA.

From the blood serum of patients with systemic lupus erythematosus (SLE) four sub-
fraction of antibodies to native DNA of IgG were obtained. They are differed by the absor-
ption on the DEAE-cellulose and display different affinity for the sorbent – native DNA-cel-
lulose. We showed that the DNA-hydrolyzing antibodies to native DNA are the metal-depen-
dent endonucleases, they introduce in DNA predominantly single-chain breaks and manifest
activity over a wide range of the values of pH. We established that the hydroxyl radical with
SLE does not influence or inhibits the thermostable DNA-hydrolyzing activity of antibodies
to native DNA in contrast to the thermolabile DNase activity of serum nucleases, which is ac-
tivated under the action of hydroxyl radical. The DNA-hydrolyzing activity of antibodies to
native DNA is characterized by the non-processive mechanism of action.
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