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РЕЗЮМЕ
ДНК-гидролизующие аутоантитела (аутоАТ) или ДНК-абзимы выявляются при аутоиммунной 
патологии в клинике и эксперименте. В работе представлена технология экспресс-скрининга 
сывороток крови на наличие ДНК-абзимов и сравнительное исследование уровней ДНК-гид- 
ролизующей активности аутоАТ у больных с различными формами системной (органонеспеци­
фической) и органоспецифической аутоиммунной патологии. Установлено, что в крови клини­
чески здоровых доноров, как правило, ДНК-абзимы IgG-изотипа отсутствуют. Наиболее часто 
ДНК-абзимы определяются у больных системной красной волчанкой (СКВ) и ревматоидным 
артритом (РА), реже - у больных с органоспецифическими формами аутоиммунных нарушений. 
Полученные данные свидетельствуют в пользу гипотезы об аутоиммунном происхождении 
ДНК-абзимов IgG-изотипа и указывают на возможность их использования в клинйческой прак­
тике для мониторинга активности заболевания при СКВ и РА.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  ДНК-абзимы, аутоиммунитет, аутоантитела.

Введение.
Помимо аутоантител (аутоАТ) с известными патоген­

ными идиотипами, в последние годы значительное внима­
ние уделяется природным аутоАТ, в том числе аутоАТ с ка­
талитической активностью или абзимам, обнаруживаемым 
в крови больных с различными аутоиммунными заболева­
ниями.

Первые сведения об абзимах появились в литературе в 
конце 80-х годов, однако их физиологическая роль и био­
логический смысл каталитической активности остаются до 
сих пор не выясненными [7,15,16,17,19]. Некоторые абзи- 
мы способны проявлять каталитические свойства по отно­
шению к различным по природе субстратам и могут быть 
задействованы в лизисе тканей в ходе развития аутоиммун­
ного воспаления [5,13,18,20].

К настоящему времени охарактеризовано несколько 
групп природных абзимов, среди которых обоснованный 
интерес представляют аутоАТ с протеолитической активно­
стью (протеоабзимы) и аутоАТ с ДНК-гидролизующей ак­
тивностью или ДНК-абзимы [1,2,14,23].

В последнее время изучение патогенетической роли и 
клинической значимости ДНК-абзимов стало предметом 
пристального внимания в силу того, что каталитический 
потенциал ДНК-абзимов может оказаться важным сероди­
агностическим признаком заболеваний аутоиммунной при­
роды [6]. Так, для больных системной красной волчанкой 
(СКВ) и лимфопролиферативными заболеваниями харак­
терным является присутствие в крови ДНК-связывающих 
аутоАТ двух изотипов -IgG и IgM, отличающихся специ­
фичностью, степенью авидности и связывающими характе­
ристиками [8,9,10]. В повседневной клинической практике 
ДНК-абзимы, обладающие аналогично ДНК-связывающей
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аутоАТ специфичностью в весьма широких пределах, со­
храняют на определенном промежутке времени своего рода 
"функциональный нейтралитет, ускользая" от внимания 
клинициста [22, 25, 26].

Необходимость понимания клинической значимости 
ДНК-абзимов при системных аутоиммунных заболеваниях 
определила актуальность настоящих исследований.

Задача работы состояла в разработке экспресс-метода 
скрининга серийных образцов крови на наличие ДНК-аб­
зимов и сравнительное исследование их распространенно­
сти и возможной клинической значимости при различных 
аутоиммунных заболеваниях в клинике и эксперименте.

Материалы и методы.
Сыворотки 120 больных СКВ, 72 ревматоидным артри­

том (РА), 82 системной склеродермией (ССД), 60 дискоид- 
ной красной волчанкой (ДКВ), 88 очаговой склеродермией 
(ОСД) и 198 аутоиммунным увеитом (АУ) получены из 
МОНИКИ, НИИ ревматологии РАМН, ЦВКГ им. Виш­
невского МО РФ, ГКБ N3 г. Астрахани, Национального 
института глаза (NEI, NIH, Бетезда, США) и МНИИ ГБ 
им. Гельмгольца. Контролем служили сыворотки 128 кли­
нически здоровых доноров (Табл.).

СКВ диагностировали согласно критериям Американ­
ской Ревматологической Ассоциации (ARA) 1982 г. [24]. 
Диагноз РА ставился также в соответствии с критериями 
ARA [11,21]; группу сравнения составили больные с ОСД, 
ДКВ и АУ.

В качестве экспериментальных моделей в работе ис­
пользованы аутоиммунные мыши инбредных линий MRL- 
lpr/lpr, NZB/NZW FI, SJL/J и неаутоиммунные мыши ли­
нии BALB/c, по 15 мышей в каждой группе. Мыши, ис­
пользованные в экспериментах, содержались в стерильных 
условиях, минимизирующих контакт иммунной системы 
хозяина с внешними антигенами (Specific Pathogen-Free 
Status).

Скрининг образцов крови на наличие ДНК-абзимов 
проводили методом аффинной сорбции на парамагнитных 
гранулах ("Dynal", Норвегия) или гранулах протеин - А се- 
фарозы 6МВ ("Pharmacia", Швеция), покрытых стрептави- 
дином с использованием биотинилированных античелове­
ческих или антимышиных АТ.

ДНК-гидролизующую активность ДНК-абзимов анали-
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Таблица 1.
Средние уровни ДНК-гидролизующей и цитотоксической 

активности ДНК-абзимов у больных с системными 
аутоиммунными заболеваниями

Рис. 1. Схема процедуры аффинной сорбции 
для экспресс-скрининга образцов крови 

на наличие ДНК-абзимов.

N
Диапазон колебаний активности

Группы обсле­
дованных

ДНК 
гидролизу­

ющей 
(М +т), уел. ед.7)

Цитотоксической 
(М±т), усл.ед. М8

СКВ1 120 775±699** 10-5+ Ю-4***

РА2 72 105±49* 10-4±10-2**

ССД3 82 0,04±0,01* В пределах фона

ДКВ4 60 25±12* 10-з±Ю-2**

ОСД5 88 0,02±0,01* В пределах фона

АУ6 198 18±10* 10-з±10-2**

Клинически
здоровые
доноры 128 0,03±0,01** В пределах фона

Примечание: 1) СКВ, системная красная волчанка; 2) РА, рев­
матоидный артрит; 3) ССД, системная склеродермия; 4) ДКВ, дис- 
коидная красная волчанка; 5) ОСД, очаговая склеродермия; 6) АУ, 
аутоиммунный увеит; 7) за 1 уел. ед. ДНК-гидролизующей активно­
сти принимали полное превращение ссДНК в циркулярную или ли­
нейную форму в течение 10 часов инкубации с антителами в усло­
виях, описанных ранее [16, 22, 29]; 8) в качестве показателя цито­
токсической активности ДНК-абзимов использовали минимальную 
концентрацию ДНК-абзимов (в молях) в инкубационной смеси, 
при которой обеспечивается цитотоксический эффект в отношении 
клеток-мишеней линии L929, как описано ранее [14, 16]. Различия 
между показателями в группах больных и клинически здоровых до­
норов статистически достоверны* - р<0,001; ** - р<0,05; *** - 
р<0,01).

зировали путем слежения за превращением плазмидной су- 
перспирализованной (сс) ДНК в циркулярную или линей­
ную формы, используя для визуализации результатов элек­
трофорез фрагментов ДНК в агарозном геле. Перспектив­
ные образцы сывороток, проявляющие ДНК-гидролизую- 
щую активность, анализировали далее количественно мето­
дом линейного дихроизма [12]. За одну условную единицу 
(уел. ед.) ДНК-гидролизующей активности принимали пол­
ное превращение ссДНК в циркулярную или линейную 
форму в течение 10 часов после инкубации с ДНК-абзима- 
ми.

Статистическую обработку полученных результатов 
проводили с использованием критерия Стъюдента t.

Результаты и их обсуждение.
Уровень природных ДНК-связывающих аутоАТ в крови 

клинически здоровых доноров и неаутоиммунных мышей 
линии BALB/c относительно низкий [4,19]. Невысокой яв­
ляется и доля ДНК-абзимов среди суммарного пула сыво­
роточных иммуноглобулинов [6,14]. В этой связи необходи­
мость в разработке процедуры определения в сыворотках 
каталитической активности ДНК-абзимов, свободной от 
следов нуклеаз, является крайне актуальной при манипуля­
циях с большими объемами образцов.

Суть разработанной для скрининга процедуры аффин­
ной сорбции в том, что из образовавшихся и изолирован­
ных из реакционной смеси аффинных комплексов между 
ДНК-абзимами сыворотки и индикаторными биотинили- 
рованными АТ к фрагментам ДНК-абзимов, последние вы- 
свобождаюся в раствор, в котором определяют каталитиче­
скую активность (рис. 1).

В соответствии с разработанным протоколом проводи­
ли сравнительное исследование ДНК-абзимов при различ­
ных аутоиммунных заболеваниях, для чего в соответствую-

Рис. 2. Анализ ДНК-гидролизующей активности 
аутоантител, выделенных из крови больной СКВ 

в соответствии с протоко-лом аффинной сорбции.

1 2 3 4 5 6 7 8

1 и 2 - контроль отсутствия нуклеазной активности в 
промывочном буфере и в растворе глицин-НС1, pH 7,5, со­
ответственно; 3 - релаксация ссДНК после инкубации с 1 
мкг исходного препарата ДНК-абзимов; 4 - маркерная 
плазмида в трех формах (сверхспирализованнаяая, линей­
ная, кольцевая); 5 и 6 - контроль отсутствия нуклеазной 
активности на последнем этапе промывки с адсорбцией 
IgG на антителах к к- и I -цепям, соответственно; 7 и 8 - 
восстановление ДНК-гидролизующей активности антител 
после диссоциации комплексов антител с к- и А,-цепями, 
соответственно.

щих образцах крови определяли наличие ДНК-связываю­
щих аутоАТ и ассоциированную с ними ДНК-гидролизую- 
щую активность. Представленные на рис. 2 результаты 
эксперимента иллюстрируют присутствие ДНК-абзимов в 
образцах крови от больной СКВ, выделенных методом аф­
финной сорбции.

Из результатов скрининга, суммированных на рис. 3,А 
следует, что ДНК-связывающие аутоАТ и ассоциированная 
с ними ДНК-гидролизующая активность наиболее часто 
выявлялись у больных СКВ (около 70%); реже всего - у 
больных склеродермией. Больные РА заняли в этом ряду 
промежуточное положение (18%).

Сравнительный анализ каталитической активности ау­
тоАТ среди обследованных нозологий показывает, что 
ДНК-абзимы наиболее активны у больных СКВ (рис. ЗВ).

обработка гранул 
раствором гли- 
цин-НС1, pH 2,6

связывание гранул с 
магнитным 

стендом для сепара-

Парамагнитные гранулы, 
покрытые стрептавидином

Биотинилирован- 
ные антитела 

против Ь-цепи 
человека

Наличие в реакци­
онной смеси нукле­
азной активности
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Рис. 3. ДНК-абзимы при различных формах аутоиммунной патологии.

А. Распространенность ДНК-абзимов у больных с различными аутоиммунными заболеваниями (А-I) и аутоиммунных мышей 
различных генетических линий (A-II)

В. Каталитическая активность ДНК-абзимов у больных с различными аутоиммунными заболеваниями (В-I) и аутоиммунных 
мышей различных генетических линий (B-II)
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Заметную активность, хотя и порядком ниже, проявляют 
ДНК-абзимы при РА; еще ниже - у больных ДКВ и АУ.

Среди экспериментальных моделей высокая частота об­
наружения ДНК-абзимов (более 90%) отмечена у мышей 
линии MRL-lpr/lpr с волчаночноподобным синдромом; ре­
же всего ДНК-абзимы выявлялись у неаутоиммунных мы­
шей линии BALB/c (рис. З.А-И).

Наибольший уровень каталитической активности среди 
экспериментальных моделей обнаружен у аутоиммунных 
мышей линии MRL-lpr/lpr; минимальный - у неаутоиммун­
ных мышей линии BALB/c (рис. З.В-И).

Таким образом, наивысшая и чаще всего определяемая 
каталитическая активность ДНК-абзимов была характерна 
для тех форм аутоиммунной патологии, в патогенезе кото­
рых ДНК-связывающие аутоАТ играют ключевую роль.

Полученные на клиническом и экспериментальном ма­
териале данные свидетельствуют в пользу ранее выдвину­
той гипотезы аутоиммунного происхождения ДНК-абзимов 
IgG-изотипа и позволяют предположить, что механизм об-
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разования ДНК-абзимов этого класса, по крайней мере для 
СКВ и РА, сходен. Важным итогом является также то, что 
при системных аутоиммунных заболеваниях содержание 
ДНК-абзимов в кровотоке и их каталитическая активность 
значительно выше, чем при органоспецифической аутоим­
мунной патологии.

Предложенный метод скрининга позволяет анализиро­
вать большое количество образцов крови на наличие ДНК- 
гидролизующих аутоАТ, что представляется важным при 
проведении дифференциальной диагностики, а сам метод 
может быть использован для создания библиотек ДНК-аб- 
зимов с последующим анализом их структуры.

Не исключено, что в будущем ДНК-абзимы как новое 
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DNA-abzymes enzymes in autoimmune diseases in clinic and experiment
T.E. Naumova, O.M. Durova, A.G. Gabibov, Z.S. Alekberova, S.V. Suchkov
DNA-hydrolyzing autoantibodies (AAB) or DNA-abzymes can be found in autoimmune diseases in 
clinic and experiment. Technology of serum express screening for presence of DNA abzymes is 
described. Comparative study of DNA-hydrolising activity in patients with different forms of systemic 
and organ-specific autoimmune diseases was performed. Blood of clinically healthy donors was usually 
free of IgG DNA-abzymes. DNA-abzymes were most often revealed in patients with systemic lupus ery­
thematosus (SLE) and rheumatoid arthritis (RA) less often in patients with organ-specific forms of 
autoimmune disturbances. The results of the study confirm the hypothesis of autoimmune origin of IgG 
DNA abzymes and demonstrate the possibility to use them in clinical practice for monitoring to disease 
activity in SLE and RA.
Key words: DNA- abzymes, autoimmunity, autoantibodies




