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Ранее было показано, что в отличие от канонических протеаз абзимы против основного белка миелина
(ОБМ) из крови пациентов с рассеянным склерозом и системной красной волчанкой (СКВ) эффективно
расщепляют только ОБМ, а антитела (АТ) против интегразы (ИН) из крови ВИЧ7инфицированных боль7
ных специфически гидролизуют только ИН. В данной работе все сайты эффективного гидролиза 257звен7
ного олигопептида (ОП25), соответствующего ОБМ, анти7ИН антителами (IgG и IgM) были идентифици7
рованы сочетанием методов обращенно7фазовой и тонкослойной хроматографий, а также масс7спектро7
метрии. Показано, что последовательности ОР25 и других неспецифических олигопептидов (ОП), расщеп7
ляемых анти7ОБМ абзимами, частично гомологичны нескольким фрагментам полной последовательности
ИН. Последовательности олигопептидов ИН, расщепляемые анти7ИН абзимами, гомологичны несколь7
ким фрагментам ОБМ, но анти7ОБМ абзимы не способны эффективно гидролизовать ОП, соответствую7
щие ИН. Выявлены общие черты сайтов расщепления ОП25 и других ОП анти7ОБМ и анти7ИН абзимами.
Проведен анализ литературных данных по гидролизу специфических и неспецифических белков и олиго7
пептидов абзимами против разных белков7антигенов. Совокупность этих данных свидетельствует о том, что
короткие ОП, включая ОП25, взаимодействуют в основном с легкими цепями поликлональных АТ, которые
обладают низкими сродством и специфичностью по отношению к субстрату по сравнению с интактными
АТ. Однако анти7ИН АТ в настоящее время, по7видимому, являются единственным примером абзимов,
способных высокоэффективно (в течение нескольких часов, а не суток) гидролизовать самые разные оли7
гопептиды. Обсуждаются возможные причины эффективного гидролиза чужеродных олигопептидов анти7
ИН абзимами ВИЧ7инфицированных больных.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ВИЧ7инфицированные больные, каталитические антитела против вирусной интег7
разы, интеграза, основной белок миелина, гидролиз пептидов основного белка миелина.

В последние годы в литературе достаточно
подробно описаны искусственные каталитичес7
ки активные антитела (абзимы) против переход7
ных состояний различных химических реакций

(ссылки в [1]), в частности, природные абзимы,
гидролизующие ДНК, РНК, полисахариды, олиго7
пептиды (ОП) и белки из крови пациентов с раз7
личными аутоиммунными заболеваниями (АИЗ)
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(системная красная волчанка (СКВ), тиреоидит
Хашимото, полиартрит, рассеянный склероз
(РС), астма, ревматоидный артрит и др.) и неко7
торыми вирусными инфекциями, которые соп7
ровождаются нарушением иммунного статуса
(гепатиты, ВИЧ7инфекция, клещевой энцефа7
лит) (ссылки в [2–6]). У здоровых доноров и
больных многими другими заболеваниями с
незначительными аутоиммунными реакциями
накопления абзимов не наблюдается, образуют7
ся антитела (АТ) с низкими каталитическими
активностями, которые невозможно достоверно
детектировать с помощью существующих мето7
дов [2–6]. Кроме классических функций АТ, аб7
зимы могут играть как положительную, так и от7
рицательную роль, вызывая специфические
процессы и клинические проявления при раз7
личных аутоиммунных состояниях, включая
ВИЧ7инфекцию [2–6].

ВИЧ71 является этиологическим агентом
чрезвычайно опасного заболевания человека –
СПИД [7]. Цикл репликации ВИЧ71 включает
процесс обратной транскрипции вирусной РНК с
последующей интеграцией образующейся ДНК
в хозяйский геном [8]. Обратную транскрипцию
катализирует ретровирусная РНК7зависимая
ДНК7полимераза (обратная транскриптаза, ОТ)
[9, 10]. Репликация ретровирусов зависит от эф7
фективности процесса интеграции двухцепо7
чечной ДНК ретровирусного генома в ядерный
геном клетки хозяина [8]. Стадия интеграции
катализируется вирусным ферментом интегра7
зой (ИН) [11]. ИН и ОТ являются важнейшими
«мишенями» для подавления развития ВИЧ.

Кровь ВИЧ7инфицированных больных со7
держит АТ ко многим различным как вирусным
белкам (ОТ и ИН), так и белкам человека [5, 12,
13]. В первом сообщении о том, что кровь ВИЧ7
инфицированных больных содержит ДНК7гид7
ролизующие АТ не было приведено доказатель7
ства, а именно, проверки известных жестких
критериев отнесения активности непосред7
ственно иммуноглобулинам [14]. Позже был
проведен детальный анализ и показано, что
ДНКазная активность действительно является
собственным свойством антител ВИЧ7инфици7
рованных больных [15]. Недавно было показа7
но, что препараты IgG и IgM из крови ВИЧ7ин7
фицированных пациентов после аффинной хро7
матографии на сорбентах с иммобилизованны7
ми ОТ, ИН, ЧСА и казеином гидролизуют толь7
ко соответствующий субстрат, но не другие бел7
ки [16–20]. Длительная инкубация ИН с IgG7
или IgM7абзимами, обладающими высокой
протеолитической активностью, приводит к об7
разованию большого числа пептидов различной
длины, включая короткие ОП [19]. Сорок сай7

тов расщепления ИН абзимами ВИЧ7инфици7
рованных больных, определенные MALDI
масс7спектрометрией, локализованы в основ7
ном в семи известных иммунодоминантных
последовательностях ИН [19]. Два 207звенных
ОП, соответствующих иммуногенным последо7
вательностям ИН, содержали 9–10 кластеризо7
ванных мажорных, умеренных и минорных сай7
тов расщепления [19, 20]. Показано, что в об7
щем пуле IgG и IgM крови ВИЧ7инфицирован7
ных больных только специфические анти7ИН
АТ способны гидролизовать интактные глобу7
лярные молекулы вирусной интегразы.

Рассеянный склероз – это хроническое ауто7
иммунное демиелинизирующее заболевание
центральной нервной системы, ведущее к раз7
личным нервным и психиатрическим наруше7
ниям [21]. Его этиология остается неясной, и
признанной теорией патогенеза РС основная
роль в разрушении миелина отводится воспале7
нию, связанному с аутоиммунными реакциями
[21]. Последние исследования показали, что в
патогенезе РС важную роль играют В7клетки и
ауто7АТ против аутоантигенов миелина, вклю7
чая основной белок миелина (ОБМ) [21–23].
Недавно показано, что ОБМ7гидролизующая
активность является собственным свойством
препаратов IgG, IgM и IgA из крови пациентов с
РС [24–26], и определены специфические сайты
расщепления абзимами ОБМ [27].

Полиэтиологический и полисиндромный
характер аутоиммунного диффузного заболева7
ния системной красной волчанкой приводит к
разнообразным проявлениям этой патологии с
различными биохимическими, иммунологичес7
кими и клиническими параметрами [28]. Инте7
ресно, что СКВ и РС демонстрируют некоторое
подобие медицинских, биохимических и имму7
нологических характеристик развития этих за7
болеваний. Например, у 50% пациентов с СКВ
развиваются нейропсихиатрические расстрой7
ства, которые ведут к негативному прогнозу
(ссылки в [21]). СКВ, возможно, в большей сте7
пени, чем какое7либо другое системное воспа7
лительное заболевание, преимущественно зат7
рагивает центральную нервную систему и мозг,
вызывая психические расстройства [21]. Нара7
ботка разнообразных ауто7АТ, возможно, связа7
на с дефектным функционированием апоптоти7
ческих клеток. 

АТ7опосредованное разрушение нервных
клеток и реологические нарушения позволяют
предположить два принципиальных механизма
повреждения тканей [21]. Взаимодействие меж7
ду этими процессами, основными наследствен7
ными факторами, их модификация гормонами,
а также осложнение многими вторичными фак7
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торами может объяснить широкий спектр осо7
бенностей развития РС и СКВ. Для СКВ и РС
выявлено несколько общих, характерных для
обеих патологий, параметров, включая появле7
ние бляшек в мозге [21].

Как недавно показано, титры АТ против ос7
новного белка миелина у пациентов с СКВ в 4,2
раза выше, чем у здоровых доноров, но в 2,1 ра7
за ниже, чем у больных с РС [4]. При этом абзи7
мы крови пациентов с СКВ и РС обладали оди7
наковыми каталитическими активностями. По7
казано, что IgG и/или IgM при СКВ и РС эф7
фективно гидролизуют ДНК, РНК и полисаха7
риды [1–4], а также ОБМ [24–27]. Электрофо7
ретически и иммунологически гомогенные пре7
параты IgG из крови больных СКВ и РС после
аффинной хроматографии на сефарозе с иммо7
билизованным ОБМ (ОБМ7сефароза) специфи7
чески гидролизовали только ОБМ, а не другие
тестируемые белки [29]. Показано, что анти7
ОБМ7абзимы крови больных СКВ и РС гидро7
лизуют ОБМ по одним и тем же сайтам [27,
30–34]. При СКВ и РС анти7ОБМ абзимы могут
атаковать ОБМ миелино7протеолипидной обо7
лочке аксонов. Показано, что стандартное лекар7
ство при РС – копаксон (Copaxone) является
специфическим ингибитором ОБМ7гидролизу7
ющей активности абзимов [27]. Следовательно,
ОБМ7гидролизующие абзимы могут играть важ7
ную негативную роль в патогенезе РС и СКВ.

Ранее было показано, что анти7ИН7абзимы
ВИЧ7инфицированных больных эффективно
гидролизуют двадцатиодномерный олигопеп7
тид, соответствующий одной из четырех имму7
ногенных последовательностей ОБМ [33]. Оста7
валось не ясным, является ли это случайным
феноменом, особенностью АТ против ИН, или
следствием частичной гомологии аминокислот7
ных (АК) последовательностей этих белков и
достаточно ли частичной гомологии для эффек7
тивного гидролиза олигопептидов анти7ИН7аб7
зимами ВИЧ7инфицированных больных. Для
получения ответа на этот вопрос в данной рабо7
те был проведен анализ гидролиза двадцати пя7
тизвенного олигопептида (ОП25) ОБМ, соответ7
ствующего другой иммуногенной последова7
тельности ОБМ, с помощью анти7ИН7абзимов
из крови ВИЧ7инфицированных пациентов.
Для анализа были использованы MALDI масс7
спектрометрия, обращенно7фазовая (ОФХ),
тонкослойная (ТСХ) и аффинная хроматогра7
фии. Кроме того, были проведены анализ гомо7
логии АК7последовательностей интегразы ВИЧ
и ОБМ, сравнение данных гидролиза глобуляр7
ных интактных ОБМ человека и ИН ВИЧ, а так7
же гидролиза их ОП анти7ОБМ7 и анти7ИН7аб7
зимами.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Реактивы, доноры и пациенты. Все использо7
ванные реактивы были фирмы «Sigma» (США)
или «Pharmacia» (Швеция). Гомогенная интег7
раза ВИЧ71 была получена согласно [35]. ИН7
сефароза была приготовлена с использованием
BrCN7сефарозы в соответствии со стандартным
протоколом производителя.

Кровь была взята у 10 здоровых доноров и 24
ВИЧ7инфицированных пациентов (18–40 лет,
мужчины и женщины), включая 16 человек со
стадией пре7СПИД и 8 – со стадией генерализо7
ванной лимфоаденопатии; диагноз поставлен в
соответствии с классификацией Centers for Disease
Control and Prevention (США, http://www.cdc.
gov/hiv/); была протестирована специфическая
ИН7гидролизующая активность всех препара7
тов АТ, согласно [17, 18]. В настоящей работе
были использованы несколько описанных ранее
препаратов каталитически активных IgG и IgM
ВИЧ7инфицированных пациентов для изучения
гидролиза ОБМ и его пептидов. Протокол забо7
ра крови соответствовал рекомендациям регио7
нального комитета по этике человека (Комитет
по этике НГМУ, Россия) в соответствии с Хель7
синскими рекомендациями комитета по этике.

Очистка антител. Электрофоретически гомо7
генные препараты IgG и IgM были получены из
крови здоровых доноров и ВИЧ7инфицирован7
ных больных с помощью последовательных аф7
финной хроматографией белков плазмы крови
на протеин А7сефарозе и последующей высоко7
эффективной гель7фильтрацией на колонке с
Superdex 200 HR 10/30 («GE Healthcare», США),
как описано в [17, 18]. 

Плазму крови получали путем добавления к
крови (5 мл) цитрата натрия (4%, 1/4 часть объ7
ема крови), клетки удаляли центрифугировани7
ем. Плазму крови наносили на колонку с проте7
ин А7сефарозой (5 мл), уравновешенную TBS7
буфером (0,15 М NaCl, 20 мМ Tris7HCl, рН 7,5).
Затем колонку промывали этим же буфером до
нулевой оптической плотности. Неспецифичес7
ки aдсорбированные белки элюировали тем же
буфером, содержащим 1%7ный Triton X7100 и
0,5 М NaCl. Затем колонку промывали TBS и АТ
(суммарную фракцию – IgG + IgA + IgM) элю7
ировали 50 мМ глицин7HCl7буфером, рН 2,6.
Суммарную фракцию АТ собирали в охлажден7
ную пробирку, содержащую 50 мкл 0,5 М Tris7
HCl, рН 9,0. Затем раствор дополнительно нейт7
рализовали до нейтрального значения рН и диа7
лизовали против 10 мМ Tris7HCl, рН 7,5, содер7
жащего 0,1 М NaCl. 

IgM были отделены от IgA и IgG высокоэф7
фективной гель7фильтрацией суммарной фрак7
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ции АТ на колонке с Superdex 200 HR 10/30,
уравновешенной буфером 50 мM Tris7HCl,
pH 7,5, содержащим 0,3 M NaCl согласно [17,
18]. Затем проводили тестирование протеолити7
ческой активности препаратов IgG и IgM. Ана7
лиз специфического гидролиза ИН только абзи7
мами из крови ВИЧ7инфицированных больных,
которые использованы в данной работе, был
описан ранее [17, 18].

Для анализа усредненных характеристик
протеолитических поликлональных АТ была
приготовлена эквимолярная смесь электрофо7
ретически гомогенных препаратов IgG (IgGmix)
и IgM (IgMmix) с различной, но относительно
высокой, активностью из крови семи ВИЧ7ин7
фицированных пациентов. Препараты индиви7
дуальных IgG и IgM, использованные для полу7
чения IgGmix и IgMmix, описаны ранее [33] и их
некоторые характеристики приведены ниже. В
контрольных экспериментах была использована
смесь из равных количеств препаратов IgG (hd7
IgGmix) и IgM (hd7IgMmix) из крови семи здоро7
вых доноров.

Препараты IgGmix и IgMmix (ВИЧ7инфициро7
ванных пациентов) подвергали аффинной хро7
матографии на колонке с ИН7сефарозой (1 мл),
уравновешенной буфером 50 мM Tris7HCl,
pH 7,5, содержащим 0,1 M NaCl, как описано
ранее [33]. После нанесения колонку промыва7
ли тем же буфером до нулевой оптической плот7
ности. IgG или IgM элюировали сначала гради7
ентом концентрации NaCl (0,2–2,0 M), а затем
раствором 3 M NaCl (AТsalt) и, наконец, буфером
40 мM глицин7HCl, pH 2,6 (АТacid). Все фракции
АТ были диализованы против буфера 50 мM
Tris7HCl, pH 7,5, и затем сконцентрированы.
После каждой стадии очистки концентрацию во
фракциях измеряли по методике Бредфорда, ис7
пользуя стандартную калибровку, построенную
с использованием БСА.

Тестирование протеолитической активности АТ.
Реакционная смесь (10–20 мкл) для анализа
гидролиза олигопептидов содержала: 50 мM
Tris7HCl, pH 7,5, 30 мM NaCl, 0% –2,0 мМ ОП и
0,01–0,03 мг/мл IgGmix или IgMmix, разделенных
на ИН7сефарозе (или 0,2 мг/мл hd7IgGmix или
hd7IgMmix). Смеси инкубировали 1–24 ч при 37°.
В качестве субстрата был использован неспеци7
фический Х7ОП25 (Х7AQGTLSKIFKLGGRDS7
RSGSPMARR), соответствующий одной из им7
муногенных последовательностей ОБМ челове7
ка, в котором было обнаружено несколько сай7
тов специфического расщепления этого белка
IgG7абзимами [27, 29–34]. Этот ОП на N7конце
содержал флуоресцентный остаток 67О7(кар7
боксиметил)флуоресцеин этиловый эфир (Х). В
качестве контроля были использованы ОП, со7

ответствующие двум иммуногенным последова7
тельностям ИН ВИЧ (ин7ОП1 и ин7ОП2), кото7
рые содержали несколько сайтов специфичес7
кого расщепления ИН7абзимами ВИЧ7инфи7
цированных пациентов [19, 20].

Продукты гидролиза Х7ОП25 (0,5–2 мкл ре7
акционной смеси) анализировали тонкослой7
ной хроматографией на пластинках с Kiesel7
gel 60 F254, используя систему: уксусная кисло7
та–n7бутанол–Н2О (1 : 4 : 5). Далее пластинки
были высушены и сфотографированы. Для
оценки относительной интенсивности флуорес7
центных пятен после ТСХ использовали конт7
рольные ОП, инкубированные без АТ. Об ин7
тенсивности расщепления Х7ОП25 судили по
уменьшению (в %) флуоресценции исходного
Х7ОП25 и накоплению новых флуоресцирую7
щих продуктов. Сумма интенсивностей флуо7
ресценции негидролизуемого ОП и всех образу7
ющихся фрагментов расщепления была принята
за 100%.

В некоторых экспериментах продукты рас7
щепления специфического Х7ОП25 сначала бы7
ли разделены с помощью обращенно7фазовой
хроматографии (ОФХ) на колонке (4,6 × 250 мм)
с сорбентом Nucleosil C718 с использованием
0,05%7ной трифторуксусной кислоты и гради7
ента ацетонитрила (0–80%). Относительное ко7
личество образовавшихся продуктов расщепле7
ния было рассчитано по их флуоресценции.
Флуоресценцию возбуждали при 320 нм, а эмис7
сию определяли при 490 нм. Фракции различ7
ных пиков были собраны, упарены до мини7
мального объема, продукты гидролиза анализи7
ровали с помощью ТСХ (см. выше) и MALDI
масс7спектрометрии (см. ниже).

Анализ АТ�зависимого гидролиза олигопепти�
дов методом MALDI масс�спектрометрии. Во всех
случаях продукты гидролиза Х7ОП25 анализи7
ровали MALDI7TOF масс7спектрометрией с ис7
пользованием системы Reflex III («Bruker», Гер7
мания), снабженной азотным лазером (337 нм)
(VSL7337 ND, «Laser Science», США), с продол7
жительностью импульса 3 нс. В качестве матри7
цы был использован насыщенный раствор циано7
47гидрокоричной кислоты в смеси 0,1%7ного
ацетонитрила и трифторуксусной кислоты (1 : 2).
К 1 мкл реакционной смеси, содержащей гидро7
лизованный ОП до или после разделения про7
дуктов гидролиза с помощью ОФХ или ТСХ, до7
бавляли 1 мкл 0,2%7ной трифторуксусной кис7
лоты и 1 мкл матрицы, затем 1 мкл конечной
смеси наносили на мишень для MALDI масс7
спектрометрии, мишень высушивали на возду7
хе. Калибровка MALDI спектров была проведе7
на с использованием стандартных наборов бел7
ков и олигопептидов (I и II, «Bruker Daltonic»,
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Германия) в качестве внешних и внутренних
стандартов. 

Анализ типа протеолитической активности аб�
зимов. Для анализа типа протеолитической ак7
тивности IgGmix и IgMmix согласно работам [17,
18] препараты этих АТ (0,5 мг/мл) преинкубиро7
вали 30 мин при 25° с одним из специфических
ингибиторов классических протеаз различного
типа: йодацетамидом (4 мМ), пепстатином А
(50 мкМ), AEBSF (0,15 мМ) или ЭДТА (50 мМ).
Затем аликвоты (2 мкл) этих смесей добавляли в
стандартную реакционную смесь (20 мкл), содер7
жащую 0,3 мг/мл ИН, 50 мМ Tris7HCl, рН 7,5,
30 мМ NaCl [17, 18]. Далее продукты реакции
анализировали с помощью Ds7Na7электрофоре7
за в 12%7ном ПААГ. Эффективность гидролиза
ОБМ оценивали по убыли белкового субстрата в
исходной полосе ИН по сравнению с контролем
(инкубация ИН без АТ) с помощью компьютер7
ной программы Gel7Pro Analyzer, версия 3.1. Да7
лее рассчитывали уменьшение активности АТ (в
%), инкубированных с указанными специфи7
ческими ингибиторами, по сравнению с АТ ин7
кубированными без них.

Анализ гомологии. Гомологию (% идентич7
ных аминокислотных остатков (АК)) последо7
вательностей олигопептидов, ОБМ и интегразы
ВИЧ анализировали с помощью программы
lalign (http://www.ch.embnet.org/software/LALIGN_
form.html). Эта программа позволяет находить в
анализируемых последовательностях не только
идентичные АК, но и остатки с близкими физи7
ко7химическими свойствами. Поиск идентич7
ных и близких по свойствам АК основан на ма7
тематическом алгоритме, описанном в работе
[36].

Статистический анализ. Полученные резуль7
таты представлены как среднее значение ± сред7
нее отклонение как минимум трех независимых
экспериментов. Ошибка приведенных значений
не превышала 7–12%.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Характеризация абзимов. Электрофоретичес7
ки гомогенные препараты IgG и IgM были полу7
чены из крови здоровых доноров и ВИЧ7инфици7
рованных больных с помощью аффинной хрома7
тографии белков плазмы крови на протеин А7се7
фарозе [17, 18]. IgM были отделены от IgA и IgG
путем высокоэффективной гель7фильтрации
суммарной фракции АТ [17, 18]. Затем проводи7
ли тестирование протеолитической активности
препаратов IgG и IgM. Специфический гидро7
лиз ИН только абзимами из крови ВИЧ7инфи7
цированных больных был описан ранее [33].

В данной работе для анализа усредненных
характеристик антител были использованы те
же самые смеси равных количеств гомогенных
препаратов IgG (IgGmix) и IgM (IgMmix) из крови
семи ВИЧ7инфицированных пациентов, а также
семи здоровых доноров (hd7IgGmix и hd7IgMmix),
которые описаны в работе [33]. Затем IgGmix и
IgMmix, обладающие сродством к ИН, были раз7
делены аффинной хроматографией на сефарозе
с иммобилизованной ИН согласно [33]. Для
дальнейших исследований были использованы
фракции IgGmix и IgMmix, элюированные с ИН7
сефарозы раствором 3 M NaCl (АТsalt) и кислым
буфером с рН 2,6 (АТacid). Для исключения воз7
можности присутствия следов канонических
протеаз очищенные препараты IgGmix и IgMmix,
элюированные солью и кислым буфером, были
разделены с помощью Ds7Na7электрофореза в
ПААГ в невосстанавливающих и восстанавлива7
ющих условиях. Затем была оценена протеоли7
тическая активность во фракциях, соответству7
ющих экстрактам мелких кусочков геля (2–3 мм)
по аналогии с работами [17–20]. ИН7гидролизу7
ющая активность антител ВИЧ7инфицирован7
ных больных была обнаружена в невосстанавли7
вающих условиях только в зонах геля, соответ7
ствующих положению интактных IgGmix (150 кДа),
а в восстанавливающих условиях только в зоне
изолированных легких цепей IgGmix и IgMmix

(интактные IgM с мол. массой 970 кДа не входят
в гель). Таким образом, эти данные (в совокуп7
ности с отсутствием активности у препаратов
hd7IgGmix и hd7IgMmix здоровых доноров) явля7
ются прямым доказательством того, что все пре7
параты IgGmix и IgMmix из крови ВИЧ7инфици7
рованных пациентов, очищенные на ИН7сефа7
розе, не содержали примесей канонических про7
теаз. Кроме того, по аналогии с работами [17–20,
33], было показано, что, в отличие от канони7
ческих протеаз, препараты IgGmix и IgMmix, очи7
щенные на ИН7сефарозе, специфически гидро7
лизуют только глобулярную интегразу, но не
другие исследованные глобулярные белки: бы7
чий сывороточный альбумин, лактоферрин и ка7
зеин из женского молока, яичный лизоцим, p66
обратную транскриптазу ВИЧ71), а также ОБМ.

АТ�зависимый гидролиз олигопептидов. Ранее
было показано, что IgGmix и IgMmix из крови
ВИЧ7инфицированных пациентов гидролизуют
интактную ИН, ее 207мерные ОП и короткие
неспецифические три7 и тетрапептиды и 217мер7
ный ОП (Х7ОП21), соответствующий ОБМ
[17–20, 33, 34]. Сначала было показано, что ан7
ти7ИН АТ гидролизуют Х7ОП25, соответствую7
щий ОБМ человека, в то время как АТ здоровых
доноров этот ОП не расщепляли (рис. 1, б; до7
рожка К3). Для детального анализа гидролиза
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Х7ОП25 анти7ИН7абзимами были использованы
IgG(salt)mix, IgM(salt)mix, IgG(acid)mix и IgM(acid)mix, элю7
ированные с ИН7сефарозы соответственно 3М
NaCl и кислым буфером.

MALDI масс�спектрометрический анализ гид�
ролиза Х�ОП25. Результаты, представленные на
рис. 1, демонстрируют, что практически полный
гидролиз специфического Х7ОП25 анти7ИН
IgG(acid)mix абзимами после 24 ч инкубации дает
два основных, один минорный и несколько сла7
бо флуоресцирующих ОП. Только с помощью
ТСХ (рис. 1, б) невозможно было однозначно
идентифицировать АК7последовательности про7
дуктов гидролиза, так как их подвижность на
пластинке зависит от многих факторов, включая
количество АК остатков, относительную гидро7
фобность, природу концевых АК7остатков и др.
Для идентификации основных сайтов IgG7зави7
симого протеолиза Х7ОП25 продукты гидролиза
были проанализированы с помощью трех мето7
дов: ОФХ (рис. 1, а), ТСХ (рис. 1, б) и масс7
спектрометрии (рис. 1, в–д). Видно, что два ос7
новных продукта являются 47 и 57звенными
ОП, и один минорный – 67звенный ОП (рис. 1).
Интересно, что только 47 и 57звенные ОП обра7
зуются сразу после начала гидролиза Х7ОП25 и
остаются основными продуктами вплоть до
полного расщепления ОП. Следует обратить
внимание, что, согласно данным ОФХ (очень
маленькие пики, например, рис. 1, а) и ТСХ
(очень слабые пятна, рис. 1, б), конечная реак7
ционная смесь содержала несколько Х7ОП в
очень маленьких количествах (~0,5%). Такие
следовые продукты гидролиза не принимали в
расчет при дальнейшем анализе результатов.

Стандартный MALDI7TOF спектрометри7
ческий анализ является полуколичественным
методом и дает в основном информацию только
о молекулярных массах анализируемых соеди7
нений. В некоторых случаях для дополнитель7
ной идентификации продуктов расщепления
Х7ОП25 с помощью масс7спектрометрии были
проанализированы соединения, соответствующие
различным пятнам продуктов после ТСХ. Приб7
лизительное относительное содержание Х7ОП
различной длины в конечной реакционной смеси
оценивали, принимая в расчет соотношение от7
носительной флуоресценции соответствующих пя7
тен после ТСХ (рис. 1, б): 47звенный ОП > 57звен7
ный ОП � 67звенный ОП > все едва видимые, не
идентифицированные продукты (табл. 1).

Можно было предположить, что абзимы,
элюируемые с ИН7сефарозы раствором NaCl и
кислым буфером, будут обладать различной спе7
цифичностью при гидролизе Х7ОП25. Поэтому
дополнительно были проанализированы про7
дукты гидролиза Х7ОП25 препаратами IgG(salt)mix.

На профиле ОФХ было выявлено семь основ7
ных и семь очень маленьких пиков флуоресцент7
ных продуктов гидролиза Х7ОП25 (рис. 2, а).

Продукты всех пиков после ОФХ были про7
анализированы с помощью ТСХ (рис. 2, б) и
масс7спектрометрии (например, рис. 2, в и г).
Видно, что некоторые пики после ОФХ, соглас7
но данным ТСХ, содержат несколько продуктов
гидролиза. Это значит, что некоторые индиви7
дуальные продукты гидролиза Х7ОП25 могут
элюироваться с сорбента различными концент7
рациями ацетонитрила. Реакционная смесь со7
держала Tris7HCl и трифторуксусную кислоту,
которые могут взаимодействовать с положи7
тельно и отрицательно заряженными АК7остат7
ками продуктов гидролиза Х7ОП25. Кроме того,
нельзя исключить, что некоторые продукты ОП
могут образовывать межпептидные комплексы.
Образование многочисленных продуктов гидро7
лиза Х7ОП25 приводит к элюции одних и тех же
продуктов различными концентрациями ацето7
нитрила. Продукты гидролиза Х7ОП25 были иден7
тифицированы с использованием трех различ7
ных методов: ОФХ, ТСХ и MALDI масс7спект7
рометрии. Относительное содержание Х7ОП раз7
личной длины в конечной реакционной смеси бы7
ло оценено, принимая в расчет соотношение от7
носительной флуоресценции соответствующих
пятен после ТСХ (рис. 2, б): 57звенный ОП > 47звен7
ный ОП > 67звенный ОП � 77звенный ОП ≈ 87звен7
ный ОП ≈ 97звенный ОП � 217звенный ОП �
� 187звенный ОП ≈ X � 27звенный ОП (табл. 2).

Иммунная система сначала продуцирует
IgM, а позже IgG [1]. Нельзя было исключить,
что IgM и IgG могут обладать различной субстрат7
ной специфичностью. Сначала нами был прове7
ден анализ продуктов гидролиза Х7ОП25 препа7
ратом IgM(acid)mix, элюированным с ИН7сефаро7
зы с помощью 3 M NaCl как описано выше для
препаратов IgG (рис. 3; табл. 3). Оценено от7
носительное содержание продуктов гидролиза
Х7ОП: 47звенный ОП � 57звенный ОП � 67звен7
ный ОП � 87звенный ОП � 97звенный ОП ≈
≈187звенный ОП � 77звенный ОП � 127звенный
ОП ≈ 217звенный ОП ≈ 117звенный ОП ≈ 107звен7
ный ОП ≈ 27звенный ОП ≈ X (табл. 3).

Затем были оценены продукты гидролиза
Х7ОП25 препаратом IgM(salt)mix (рис. 4; табл. 4).
Относительное содержание продуктов гидроли7
за Х7ОП25 уменьшалось в следующем порядке:
5– ≈ 4– � 6– � 7– � 8– � 21– � 9– � 10– � 18– ≈
≈ 1– ≈ 11– ≈ 27звенный ОП ≈ X (табл. 4).

Эти данные указывают в пользу того, что
специфические фракции IgG и IgM с разным
сродством к ИН могут содержать абзимы, кото7
рые отличаются по эффективности гидролиза
олигопептидов по разным сайтам их расщепления.
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Рис. 1. Профиль ОФХ продуктов глубокого гидролиза Х7ОП25 (24 ч) анти7ИН7абзимами фракции IgG(acid)mix (а) и анализ
продуктов гидролиза Х7ОП25, соответствующих пикам ОФХ (а), с помощью ТСХ (б) и масс7спектрометрии (в–д): (–) –
относительная флуоресценция (а). Номера дорожек на пластине ТСХ (б) соответствуют номерам пиков ОФХ (а); дорож7
ка РС – конечная реакционная смесь; дорожки К1 и К2 – Х7ОП25, инкубированный в отсутствие АТ и до инкубации, со7
ответственно; дорожка К3 – Х7ОП25, инкубированный с IgG здорового донора; дорожка К4 – свободная флуоресцентная
метка Х; на графиках (в–д) представлены спектры MALDI: в – исходный Х7ОП25 (m/z = 3082,0); г – продукты пика 1 (а);
д – конечная реакционная смесь до ее разделения на фракции
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Недавно было показано, что анти7ОБМ IgG
и IgM из крови пациентов с РС [24–26] и СКВ
[29, 30] эффективно гидролизуют только глобу7
лярный ОБМ, и анти7ИН IgG и IgM из крови
ВИЧ7инфицированных больных эффективно
гидролизуют только интактную глобулярную
ИН [17–20]. Эти абзимы не расщепляли другие
исследованные глобулярные белки. Препараты
IgG и IgM из крови здоровых доноров не гидро7
лизовали ОБМ [24–26, 29, 30] или ИН [17–20].
Сайты расщепления ОБМ абзимами РС и СКВ
[27, 29–32], также как и гидролиза ИН антите7
лами ВИЧ7инфицированных больных [19], оп7
ределенные с помощью масс7спектрометрии,
локализованы соответственно в четырех и семи
известных иммунодоминантных последователь7
ностях ОБМ и ИН.

Следует отметить, что сначала для иденти7
фикации сайтов гидролиза ОБМ были исполь7
зованы только крупные пептиды, которые обра7
зовались после АТ7зависимого гидролиза интакт7
ного глобулярного ОБМ за короткое время ин7
кубации (рис. 5, в) [27]. Было обнаружено шесть

основных сайтов расщепления, расположенных
в четырех иммуногенных последовательностях
ОБМ. В то же время нами было показано, что
длительная инкубация ОБМ с АТ из крови боль7
ных РС и СКВ (48–72 ч), особенно с абзимами с
высокой протеолитической активностью, ведет
к образованию коротких и очень коротких бел7
ковых фрагментов [29, 30]. Подобная ситуация
наблюдалась для анти7ИН7абзимов из крови
ВИЧ7инфицированных больных при гидролизе
вирусной интегразы [19]. Это могло означать,
что общий пул различных антител может содер7
жать субфракции АТ против одного из белков,
например ОБМ или ИН, которые не могут гид7
ролизовать чужеродные глобулярные белки, но
способны гидролизовать специфические белки7
антигены и их фрагменты с различной эффек7
тивностью, по крайней мере, по нескольким
сайтам.

В ряде работ было показано, что короткие
неспецифические ОП могут быть субстратами
абзимов, которые на уровне глобулярных бел7
ков специфически гидролизуют только белки7
антигены. Антитиреоглобулин IgG с протеоли7
тической активностью эффективно гидролизо7
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417,0

775,13

888,29

975,36

–

3081,84

Таблица 1. Данные анализа молекулярных масс и относительного количества флуоресцирующих ОП, образующихся пос7
ле инкубации Х7ОП25 с анти7ИН7абзимами IgG(acid)mix по данным ОФХ, ТСХ и MALDI масс7спектрометрии (рис. 1)

Молекулярная масса, 

Да (отношение масса/заряд 

H+7формы)

* Общее количество продуктов гидролиза принято за 100%; каждая величина рассчитана как среднее по данным трех
экспериментов ТСХ. 

** Исходный Х7ОП25 содержал флуоресцентную метку Х.  
*** Номера пиков, содержащих основную часть продукта, отмечены жирным шрифтом, а номера пиков, содержащих этот
же ОП, как минорный продукт, даны в скобках. 
§ Одни и те же продукты гидролиза Х7ОП25 в пиках после ОФХ (рис. 1, а) были выявлены не только MALDI масс7спект7
рометрией, но также с помощью ТСХ (рис. 1, б). РеС отражает наличие флуоресцирующего пятна этого продукта в общей
конечной реакционной смеси, анализируемой с помощью ТСХ (рис. 1, б), и пиках ОФХ (рис. 1, а).
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Рис. 2. Профиль ОФХ продуктов глубокого гидролиза Х7ОП25 анти7ИН7абзимами фракции IgG(salt)mix (а) и анализ про7
дуктов гидролиза Х7ОП25, соответствующих пикам ОФХ (а) с помощью ТСХ (б) и масс7спектрометрии (в–д): (–) – от7
носительная флуоресценция (а). Номера дорожек на пластине ТСХ (б) соответствуют номерам пиков ОФХ (а); дорожка
РС – конечная реакционная смесь; дорожки К1 и К2 – Х7ОП25, инкубированный в отсутствие АТ и до инкубации, соот7
ветственно; дорожка К3 – свободная флуоресцентная метка Х. На панели в представлены спектры MALDI продуктов
пика 2 (а), на панели г – сигналы ОП, элюированных в двух основных и нескольких минорных пиках между пиками 4 и
7 (а); д – пептиды конечной реакционной смеси до ее разделения на фракции
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вал не только тиреоглобулин, но также Pro7Phe7
Arg7метилкумаринамид (МКА) по связи Arg–МКА
со значительно меньшими сродством и эффек7
тивностью, чем тиреоглобулин [37]. Препараты
IgG из крови пациентов с ревматоидным артри7
том также проявляли Pro7Phe7Arg7МКА7гидро7
лизующую активность [38]. Белки Бенс7Джонса
расщепляли несколько различных МКА7пепти7
дов [39].

Ранее было показано, что анти7ИН7абзимы
ВИЧ7инфицированных пациентов эффективно
(за 0,5–3 ч инкубации) гидролизуют различные
не только специфические ОП, соответствующие

иммуногенным последовательностям вирусной
ИН, но и неспецифические три7 и тетрапептиды
[19, 20, 34]. Кроме того, анти7ИН7абзимы эф7
фективно гидролизовали 20–257мерные олиго7
пептиды, соответствующие иммуногенным пос7
ледовательностям обратной транскриптазы
ВИЧ [34] и один 217мерный ОП, соответствую7
щий одной из иммунодоминантных последова7
тельностей ОБМ человека [33]. Следует подчерк7
нуть, что анти7ОБМ7абзимы из крови больных
РС и СКВ неспособны эффективно гидролизо7
вать неспецифические три7 и тетрапептиды, а
также 20–257мерные олигопептиды, соответству7
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Таблица 2. Данные анализа молекулярных масс и относительного количества флуоресцирующих ОП, образующихся пос7
ле инкубации Х7ОП25 с анти7ИН7абзимами IgG(salf)mix по данным ОФХ, ТСХ и MALDI масс7спектрометрии (рис. 2)

Молекулярная масса, 

Да (отношение масса/заряд 

H+7формы)

* Общее количество продуктов гидролиза принято за 100%; каждая величина рассчитана как среднее по данным трех
экспериментов ТСХ. 

** Исходный Х7ОП25 содержал флуоресцентную метку Х.  
*** Номера пиков, содержащих основную часть продукта, отмечены жирным шрифтом, а номера пиков, содержащих этот
же ОП, как минорный продукт, даны в скобках. 
§ Одни и те же продукты гидролиза Х7ОП25 в пиках после ОФХ (рис. 2, а) были выявлены не только MALDI масс7спект7
рометрией, но также с помощью ТСХ (рис. 2, б). РеС отражает наличие флуоресцирующего пятна этого продукта в общей
конечной реакционной смеси, анализируемой с помощью ТСХ (рис. 2, б), и пиках ОФХ (рис. 2, а).
t Все основные и минорные пики между 47м и 77м, включая 57й и 67й (рис. 2, а).
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Рис. 3. Профиль ОФХ продуктов глубокого гидролиза Х7ОП25 анти7ИН7абзимами фракции IgM(acid)mix (a) и анализ про7
дуктов гидролиза Х7ОП25, соответствующих пикам ОФХ (a) с помощью ТСХ (б) и масс7спектрометрии (в–д): (–) – флу7
оресценция в относительных единицах (а). Номера дорожек на пластине ТСХ (б) соответствуют номерам пиков ОФХ (а);
дорожка РС – конечная реакционная смесь; дорожки К1 и К2 – Х7ОП25, инкубированный в отсутствие АТ и до инкуба7
ции соответственно; дорожка К3 – Х7ОП25, инкубированный с IgG здорового донора. На графиках (в–д) представлены
спектры MALDI масс7спектрометрии: в, г – продукты пиков 4 и 6 (а); д – пептиды конечной реакционной смеси до ее
разделения на фракции
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ющие ОТ и ИН вируса иммунодефицита; замет7
ный гидролиз мог быть достигнут только после
4–6 дней инкубации [30, 31]. В настоящей рабо7
те мы попытались провести анализ возможных
причин значительных различий гидролиза гло7
булярных белков, относительно коротких и
длинных специфических и неспецифических
олигопептидов специфическими антителами
против различных белков.

Одной из возможных причин эффективного
гидролиза анти7ИН7абзимами Х7ОП25 мог
быть высокий уровень гомологии между после7

довательностями, эффективно расщепляемыми
анти7ИН7 и анти7ОБМ7абзимами. Поэтому
представлял интерес анализ возможных разли7
чий в сайтах расщепления Х7ОП25 анти7ОБМ7
и анти7ИН7абзимами, а также анализ возмож7
ной гомологии последовательностей олигопеп7
тидов, расщепляемых анти7ОБМ7 и анти7ИН7
абзимами, между собой и с полными последова7
тельностями ОБМ и ИН.

На рис. 5, а суммированы данные по гидро7
лизу Х7ОП25 (сайтам расщепления) с помощью
четырех препаратов анти7ИН7абзимов. Видно,
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рассчитанная

417,0

616,97

775,13

888,29

975,36

1104,54

1217,7

1364,87

1494,05

1607,21

1664,26

2323,94

2565,18

3081,84

Таблица 3. Данные анализа молекулярных масс и относительного количества флуоресцирующих ОП, образующихся пос7
ле инкубации Х7ОП25 с анти7ИН7абзимами IgG(acid)mix по данным ОФХ, ТСХ и MALDI масс7спектрометрии (рис. 3)

Молекулярная масса, 

Да (отношение масса/заряд 

H+7формы)

* Общее количество продуктов гидролиза принято за 100%; каждая величина рассчитана как среднее по данным трех
экспериментов ТСХ. 

** Исходный Х7ОП25 содержал флуоресцентную метку Х.  
*** Номера пиков, содержащих основную часть продукта, отмечены жирным шрифтом, а номера пиков, содержащих этот
же ОП, как минорный продукт, даны в скобках. 
§ Одни и те же продукты гидролиза Х7ОП25 в пиках после ОФХ (рис. 3, а) были выявлены не только MALDI масс7спект7
рометрией, но также с помощью ТСХ (рис. 3, б). РеС отражает наличие флуоресцирующего пятна этого продукта в общей
конечной реакционной смеси, анализируемой с помощью ТСХ (рис. 3, б), и пиках ОФХ (рис. 3, а).
t Все основные и минорные пики между 47м и 77м, включая 57й и 67й (рис. 3, а).
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Рис. 4. Профиль ОФХ продуктов глубокого гидролиза Х7ОП25 анти7ИН7абзимами фракции IgM(salt)mix (а) и анализ про7
дуктов гидролиза Х7ОП25, соответствующих пикам ОФХ (а) с помощью ТСХ (б) и масс7спектрометрии (в–д): (–) – от7
носительная флуоресценция (б). Номера дорожек на пластине ТСХ (б) соответствуют номерам пиков ОФХ (а); дорожка
РС – конечная реакционная смесь; дорожки К1 и К2 – Х7ОП25, инкубированный в отсутствие АТ и до инкубации, соот7
ветственно; дорожка К3 – свободная флуоресцентная метка Х. На графике в представлены в относительных единицах
(ОС) спектры MALDI масс7спектрометрии продуктов пика 1 (а); г – сигналы ОП пика 6 (а); д – пептиды конечной реак7
ционной смеси до ее разделения на фракции. В целом сайты расщепления Х7ОП25 и Х7ОП21 АТ против ОБМ и ИН
сгруппированы в два кластера (рис. 5), имеющих высокий уровень гомологии с ин7ОП1 и ин7ОП2 (рис. 7)
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что глубокий гидролиз этого ОП IgG(acid)mix (24 ч)
приводит к образованию двух основных и одно7
го минорного ОП: 47звенный ОП > 57звенный
ОП > 67звенный ОП (табл. 1). В начальный пе7
риод гидролиза обнаруживались только 47звен7
ный и 57звенный ОП. Подобная закономерность
наблюдалась и для IgG(salt)mix (рис. 2; табл. 2). В
то же время в последнем случае обнаружены до7
полнительные продукты расщепления: 77, 87, 97,
187 и 217звенный олигопептиды. В случае пре7
паратов IgM(acid)mix и IgM(salt)mix было обнаружено
больше сайтов расщепления Х7ОП25, чем для

препаратов IgG(acid)mix и IgG(salt)mix. IgM(acid)mix гид7
ролизовал Х7ОП25 с образованием дополни7
тельно 117, 127, 187 и 217звенные Х7ОП. В случае
IgM(salt)mix 117 и 127звенные ОП не образуются, но
образуется 107звенный ОП (рис. 5, а; табл. 3 и 4).
В целом в совокупности все анти7ИН7абзимы
гидролизовали Х7ОП25 по 9 кластеризованным
сайтам, начиная с 47го (Thr7Leu) до 127го (Gly7
Gly) АК7остатка ОП725 (рис. 5, б, нижняя стро7
ка). Еще два сайта расщепления ОП соответ7
ствовали положениям 18 (связь Ser–Gly) и 21
АК остатка (связь Ser–Pro). Следует отметить,
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775,13
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Таблица 4. Данные анализа молекулярных масс и относительного количества флуоресцирующих ОП, образующихся пос7
ле инкубации Х7ОП25 с анти7ИН7абзимами IgG(salt)mix по данным ОФХ, ТСХ и MALDI масс7спектрометрии (рис. 4)

Молекулярная масса, 

Да (отношение масса/заряд 

H+7формы)

* Общее количество продуктов гидролиза принято за 100%; каждая величина рассчитана как среднее по данным трех
экспериментов ТСХ. 

** Исходный Х7ОП25 содержал флуоресцентную метку Х.  
*** Номера пиков, содержащих основную часть продукта, отмечены жирным шрифтом, а номера пиков, содержащих этот
же ОП, как минорный продукт, даны в скобках. 
§ Одни и те же продукты гидролиза Х7ОП25 в пиках после ОФХ (рис. 4, а) были выявлены не только MALDI масс7спект7
рометрией, но также с помощью ТСХ (рис. 4, б). РеС отражает наличие флуоресцирующего пятна этого продукта в общей
конечной реакционной смеси, анализируемой с помощью ТСХ (рис. 4, б), и пиках ОФХ (рис. 4, а).
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Рис. 5. Сайты расщепления белков и олигопептидов трипсином и абзимами. Для всех последовательностей показаны все
мажорные (жирные стрелки), умеренные (ромбы) и слабые (короткие стрелки) сайты расщепления. Сайты гидролиза
олигопептида ОБМ Х7ОП25 с помощью двух препаратов IgG и двух препаратов IgM абзимов из крови ВИЧ7инфициро7
ванных больных, идентифицированные сочетанием методов ОФХ, ТСХ и масс7спектрометрией показаны на панели (а).
Сайты расщепления ОП кластеризованы в двух в некоторой степени удаленных друг от друга фрагментах последователь7
ностей (показано скобками). На панели б показаны четыре сайта расщепления трипсином последовательности ОП25 в
составе глобулярного интактного ОБМ и один сайт гидролиза ОБМ, соответствующий последовательности ОП25 в на7
чальный момент инкубации ОБМ с анти7ОБМ7абзимами из крови больных РС и СКВ; сайты расщепления Х7ОП25 ан7
ти7ОБМ7абзимами больных РС и СКВ, а также все сайты расщепления Х7ОП25 анти7ИН IgG и IgM абзимами при ВИЧ7
инфекции; в – сайты расщепления последовательности ОП21 трипсином, один сайт гидролиза ОБМ, соответствующий
последовательности ОП21 в начальный момент инкубации ОБМ с анти7ОБМ7абзимами из крови больных РС и СКВ; все
сайты гидролиза Х7ОП21 IgG и IgM анти7ОБМ7антителами [30], а также все сайты гидролиза Х7ОП21 IgG и IgM анти7
ИН7антителами из крови ВИЧ7инфицированных больных [33]. Для анализа сайтов расщепления ОП21 и ОП25 исполь7
зованы препараты IgGmix и IgMmix, описанные в работе [33]

а

б

в
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что образование только основных продуктов
глубокого гидролиза Х7ОП25 наблюдали и пос7
ле короткого времени инкубации (1–3 ч).

Было проведено сравнение паттернов гидро7
лиза олигопептида Х7ОП25 трипсином (сайты
расщепления трипсином вычислены теорети7
чески, рис. 5, б, строка первая), анти7ОБМ7ан7
тителами из крови больных РС и анти7ИН7аб7
зимами ВИЧ7инфицированных больных, а так7
же гидролиза глобулярного ОБМ анти7ОБМ7
антителами пациентов с РС и СКВ (рис. 5, в).
Оказалось, что один из сайтов расщепления
Х7ОП25 анти7ИН АТ совпадал с одним из пяти
возможных сайтов расщепления ОП трипсином
(рис. 5, б, строки первая и четвертая).

Для абзимов больных РС ранее был иденти7
фицирован основной сайт АТ7зависимого рас7
щепления последовательности ОП25 в составе
интактного ОБМ, которому соответствует обра7
зование 107мерного ОП (рис. 5, б, строка вто7
рая) [27]. Анти7ОБМ7антитела не гидролизова7
ли Х7ОП25 ни по сайтам трипсинолиза, ни с об7
разованием 107мерного ОП (рис. 5, б, строка
третья). Анти7ИН7абзимы не расщепляли Х7ОП25
по трем из пяти трипсин7зависимых сайтов, но
гидролизовали с низкой эффективностью связи
Lys–Ile и Lys–Leu с образованием 77 и 107звен7
ных ОП (рис. 5, б).

Несколько сайтов расщепления в первом клас7
тере TLSKIFKLGG олигопептида Х7ОП25 оказа7
лись одинаковыми, как для анти7ОБМ7абзимов
(рис. 5, б, строка третья), так и для анти7ИН7ан7
тител (рис. 5, б, строка четвертая). Кроме того, в
обоих случаях расщепление TLS7последователь7
ности приводило к образованию 47 и 57звенных
олигопептидов, которые являлись основными
продуктами гидролиза. Однако, в отличие от ан7
ти7ОБМ АТ, анти7ИН7абзимы не имели сайтов
расщепления в первом кластере Х7ОП25, соот7
ветствующих образованию 17, 27 и 37звенных
ОП. Во втором кластере, соответствующем об7
разованию 187 и 207мерных продуктов в случае
анти7ИН7абзимов (рис. 5, б, строка четвертая),
этих продуктов не было при расщеплении ОП
анти7ОБМ7абзимами (строка третья). 

На рис. 5, в приведены ранее опубликован7
ные данные по гидролизу Х7ОП21 трипсином
(строка 1), анти7ОБМ АТ пациентов с РС и СКВ
(строка 2), а также анти7ИН IgGmix и IgMmix аб7
зимами ВИЧ7инфицированных больных (стро7
ка 3), которые были использованы ранее [33] и в
данной работе. Кроме того, на рис. 5, в (строка 4)
приведены данные по гидролизу Х7ОП21 анти7
ОБМ7абзимами из крови больных СКВ [31].
Видно, что один из двух возможных сайтов рас7
щепления Х7ОП21 трипсином совпадает с сай7
том расщепления АК последовательности ОП21

в составе интактного ОБМ на ранних стадиях
гидролиза этого белка анти7ОБМ АТ из крови
пациентов с РС и СКВ (сравни строки 1 и 2). Ес7
ли сайты расщепления Х7ОП25 анти7ОБМ АТ и
анти7ИН7абзимам очень похожи, но все же раз7
личаются (рис. 5, б), то в случае Х7ОП21 они
практически (за исключением одного сайта) сов7
падают (рис. 5, в, ср. строки 3 и 4).

Согласно литературным данным, в ИН ВИЧ
есть 7 иммуногенных АК7последовательностей,
включающих остатки 5–22 (ИАП1), 14–35
(ИАП2) [40], 58–141 (ИАП3), 141–172 (ИАП4),
248–264 (ИАП5) [41], 208–228 (ИАП6) и
251–271 (ИАП7) [42] (рис. 6). В данной работе
мы впервые провели анализ гомологии последо7
вательностей ОП25 и ОП21 с таковой для ИН
(рис. 6). 

Оказалось, что оба олигопептида (ОП25 и
ОП21) на 28–40% гомологичны 10 фрагментам
полной последовательности ИН. На рис. 6 при7
ведены данные только для 6 из 10 фрагментов
ИН гомологичных ОП25 и ОП21; некоторые
АК7остатки полностью совпадали (отмечены
звездочкой), в то время как другие имели хоро7
шее соответствие структурных и физико7хими7
ческих свойств (отмечены двоеточием). Инте7
ресно, что ОП25 и ОП21 сами в заметной степе7
ни гомологичны, 28,6% (рис. 7).

Как было показано в работе [34], анти7ИН7
абзимы эффективно расщепляют олигопепти7
ды, соответствующие сайтам расщепления ви7
русной обратной транскриптазы, АТ против
этого белка из крови ВИЧ7инфицированных
больных. Таким образом, не исключено, что
частичной гомологии и структурного подобия
АК между последовательностями различных ОП
и последовательностями ИН, содержащими АТ7
зависимые сайты расщепления, может быть
достаточно для их эффективного расщепления
неспецифических ОП анти7ИН7абзимами. 

Согласно литературным данным, в ОБМ
есть четыре иммуногенные АК7последователь7
ности, включающие остатки 11–32 (ИАП1),
83–99 (ИАП2), 111–129 (ИАП3), 145–170
(ИАП4) [27] (рис. 6). Интересно, что 207мерные
олигопептиды ин7ОП1 и ин7ОП2, соответствую7
щие иммуногенным последовательностям ИН,
которые содержат сайты АТ7зависимого рас7
щепления, также частично гомологичны (20–50%)
некоторым фрагментам ОБМ. На рис. 7 приве7
дено только по четыре из семи в разной степени
гомологичных фрагментов ОБМ и ин7ОП. Кро7
ме того, два фрагмента по четыре звена ин7ОП1
и ин7ОП2 имеют 50%7ную гомологию (рис. 7).

В целом сайты расщепления Х7ОП25 и Х7ОП21
АТ против ОБМ и ИН сгруппированы и два клас7
тера (рис. 5), имеющих высокий уровень гомо7
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Рис. 6. Полные АК последовательности ОБМ человека и интегразы ВИЧ71. Подчеркнуты фрагменты четырех и семи из7
вестных иммунодоминантных последовательностей соответственно ОБМ и ИН, а также показано положение последова7
тельностей пептидов ОП25 и ОП21 в полной последовательности ОБМ (обозначения приведены на рисунке). а – Данные
гомологии олигопептидов ОП25 (а) и ОП21 (б) с различными фрагментами последовательности интегразы ВИЧ; приве7
дены данные гомологии для шести из десяти фрагментов белковых последовательностей. Идентичные аминокислотные
остатки (а.о.) обозначены звездочкой (*), а.о. с близкими физико7химическими свойствами – двоеточием (:)

а

б
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Рис. 7. Данные гомологии олигопептидов ин7ОП1 и ин7ОП2 с различными фрагментами полной последовательности
ОБМ человека (приведены данные гомологии для четырех из семи фрагментов белковых последовательностей) между
олигопептидами ИН (ин7ОП1 и ин7ОП2) и ОБМ (ОП21 и ОП25), гидролизуемыми абзимами против этих белков, а также
между собой ин7ОП1 – ин7ОП2 и ОП21–ОП25. Идентичные аминокислотные остатки (а.о.) обозначены звездочкой (*),
а.о. с близкими физико7химическими свойствами – двоеточием (:)
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логии с ин7ОП1 и ин7ОП2 (рис. 7); полная
идентичность АК7остатков варьирует от 25 до
46,2% (рис. 7). Аналогичного рода частичная го7
мология (18–50% идентичности АК7остатков)
наблюдается и для некоторых фрагментов пос7
ледовательности ОБМ и ОП, соответствующи7
ми расщепляемым последовательностям интег7
разы ВИЧ (ин7ОП1 и ин7ОП2, рис. 7). Однако,
с нашей точки зрения, вопрос о факторах, важ7
ных для расщепления чужеродных ОП абзима7
ми, может быть гораздо более сложным. Поми7
мо полной идентичности АК7остатков последо7
вательностей важную роль для эффективного
гидролиза может играть пространственная
структура олигопептидов, которая зависит не
только от полного совпадения некоторых АК,
но и наличия в анализируемых последователь7
ностях других АК с близкими физико7химичес7
кими свойствами. Если учесть два этих фактора,
то схожесть анализируемых последовательнос7
тей гораздо выше. Например, для случая 18%
идентичности АК (отмечены на рис. 7 звездоч7
кой) с учетом АК с близкими физико7химичес7
кими свойствами (отмечены на рис. 7 двоеточи7
ем) процент сходства общих физико7химичес7
ких параметров ОП достигает 71%, а для ОП, де7
монстрирующих 46–50% идентичных АК –
75–88% близости физико7химических свойств
этих последовательностей.

Тем не менее, в случае абзимов против дру7
гих белков, кроме ИН, частичной гомологии и
структурного сходства последовательностей мо7
жет быть недостаточно для эффективного гид7
ролиза чужеродных ОП. Так, эффективного рас7
щепления пептидов ИН и ОТ анти7ОБМ7абзи7
мами не наблюдается [31, 33, 34]. Следователь7
но, можно предположить, что в случае каких7то
АТ (типа абзимов против ИН) частичная гомо7
логия и общее сходство в структуре последова7
тельностей может играть существенную роль в
расщеплении «чужеродных» пептидов, а для
других – нет.

Интересен вопрос: почему абзимы очень
специфичны к глобулярным белкам, но многие
из них способны эффективно расщеплять нес7
пецифические три7 и тетрапептиды [34, 37–39].
Известно, что каталитические центры протео7
литических абзимов обычно локализованы в ва7
риабельной части легкой цепи, в то время как
тяжелая цепь отвечает за специфическое узнава7
ние антигена и увеличение сродства антигена к
АТ. Так, c использованием Ds7Na7электрофоре7
за (диссоциирующие условия, в присутствии
ДТТ) и геля, содержащего полимеризованный
субстрат, локализация активного центра на лег7
ких цепях показана для ДНК7 и РНК7гидроли7
зующих АТ из крови больных различными ауто7

иммунными [43–45], бактериальными и вирус7
ными заболеваниями [46, 47], женского молока
[48] и крови аутоиммунных мышей [49]. С по7
мощью Ds7Na7электрофореза в диссоциирую7
щих условиях с последующим анализом актив7
ности элюатов большого числа фрагментов геля
локализация активного центра на легких цепях
была показана для АТ гидролизующих ОБМ
[29], интегразу ВИЧ71 [17, 18], олигосахариды
[50] и АТР [51]. Кроме того, было показано, что
моноклональные легкие цепи активны в гидро7
лизе ДНК [52, 53], вазоактивного нейропептида
[54], протромбина [55], бета7амилоида [56], хе7
мокинового рецептора CCR75 [57], gp120 белка
ВИЧ71 [58], пептида гепатита С [58] и белков
Helicobacter pylori [60]. Интактные глобулярные
белки обычно взаимодействуют с обеими цепя7
ми иммуноглобулинов, обеспечивая, таким об7
разом, специфическое узнавание белка и его
расщепление [1–6]. Сродство коротких ОП,
включая 20–257звенные олигопептиды [27, 34,
39, 61, 62], а также короткие олигонуклеотиды
[52, 53] к интактным абзимам и отдельным лег7
ким цепям АТ примерно в 100–1000 раз ниже,
чем к соответствующим им глобулярным белкам
и протяженным нуклеиновым кислотам. Следо7
вательно, три7, тетрапептиды и более длинные
ОП (и короткие олигонуклеотиды) могут взаи7
модействовать с легкой цепью независимо от
тяжелой. Поэтому, в зависимости от АК7после7
довательности гидролиз ОП может быть менее
специфичным или полностью неспецифичным.
Более того, сайты гидролиза в случае глобуляр7
ных белков могут быть детерминированы их
специфическим взаимодействием с тяжелыми
цепями. Активные центры легких цепей могут
гидролизовать глобулярные белки по тем свя7
зям, которые оказываются сближенными с эти7
ми центрами в результате специфических взаи7
модействий глобулярных белков с тяжелыми це7
пями. В пользу этого указывают данные по от7
личию в сайтах расщепления глобулярных бел7
ков и олигопептидов. Как видно из рис. 5, число
сайтов расщепления ОП, соответствующих гид7
ролизуемым последовательностям глобулярных
белков, намного больше (ср. строку 2 со строка7
ми 3 и 4 (б), а также строку 2 со строкой 3 (г)).
При этом в случае олигопептидов гидролиза по
сайтам расщепления глобулярных белков может
и не быть (рис. 5; ср. строку 2 со строкой 3 (б))
или мажорный сайт расщепления в случае ОБМ
анти7ОБМ7антителами (строка 2, рис. 5, б) мо7
жет быть минорым при расщеплении ОП (стро7
ка 4, рис. 5, б). Это свидетельствует о существен7
ных различиях во взаимодействии АТ с теми же
самыми последовательностями на уровне глобу7
лярных белков и олигопептидов. Следует подчерк7
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нуть, что абзимы расщепляют ОП не по всем
пептидным связям. В то же время кластерное
расположение большого числа сайтов гидролиза
олигопептидов (рис. 5) может указывать в поль7
зу образования нескольких альтернативных
комплексов с легкими цепями с предпочтитель7
ными последовательностями олигопептидов.
Интересно, что в случае АТ7зависимого гидро7
лиза ОП не наблюдается какой7либо ярко выра7
женной специфичности, характерной для трип7
сина и химотрипсина; абзимы в большей степе7
ни похожи на эластазу, расщепляющую белки по
самым разным АК7последовательностям. 

При наличии описанной выше взаимной го7
мологии между расщепляемыми последователь7
ностями ИН и ОБМ, анти7ИН7абзимы эффек7
тивно расщепляют ОП, соответствующие ОБМ,
а анти7ОБМ7антитела практически не активны
в отношении олигопептидов ИН. В то же время
сродство одних и тех же коротких ОП к анти7
ИН и к анти7ОБМ7абзимам сопоставимо [20,
31–34]. Следовательно, нельзя исключить, что
как и в случае канонических ферментов [63, 64],
при близком сродстве разных лигандов к актив7
ным центрам важную роль в катализе антитела7
ми может играть эффективность стадии взаим7
ной конформационной адаптации лиганда и аб7
зима. После связывания с легкой цепью, эффек7
тивному расщеплению, скорее всего, могут под7
вергаться только те короткие ОП, которые спо7
собны изменять свою конформацию до опти7
мальной для катализа.

Как указано выше, ранее было выявлено 40
сайтов расщепления ИН, локализованных в се7
ми известных иммунодоминантных последова7
тельностях ИН [19]. Интересно, что каждый ин7
дивидуальный препарат АТ ВИЧ7инфициро7
ванных пациентов демонстрировал специфи7
ческое соотношение сайтов гидролиза в различ7
ных иммунодоминантных последовательностях,
а некоторые препараты АТ гидролизовали ИН
только в ограниченном наборе сайтов некото7
рых из них [19]. На рис. 8 в качестве примера
приведены данные по различию в сайтах рас7
щепления ИН в случае трех индивидуальных
препаратов анти7ИН7абзимов, которые проана7
лизированы ранее в работе [19] и использованы
в данной работе для получения IgGmix. Видно,
что IgG1, IgG6 и IgG7 расщепляют ИН по соот7
ветственно 35, 28 и 6 сайтам, некоторые из кото7
рых являются присущими только отдельным из
этих препаратов абзимов. Подобная ситуация
может иметь место и для АТ против других бел7
ков и, возможно, что в определенной степени
особенности абзимов против одного и того же
белка могут зависеть от заболевания. Так, нап7
ример, поликлональные анти7ОБМ7абзимы из

крови больных РС являются в основном сери7
новыми протезами, поскольку активность 12 пре7
паратов более эффективно подавляется после их
инкубации с PMSF (в среднем на 84,5 ± 10,5%),
но не с ЭДТА (в среднем на 15,8 ± 3,5%) [29]. В
то же время пул 12 препаратов АТ из крови па7
циентов с СКВ в основном содержит абзимы с
металл7зависимой протеазной активностью;
ЭДТА подавляет их активность в среднем на
76,3 ± 11,7%, а PMSF только на 20,9 ± 14,0%
[29]. Поэтому не было неожиданностью, что че7
тыре препарата IgGmix и IgMmix (ВИЧ7инфици7
рованных пациентов) с разным сродством к
ОБМ демонстрировали заметные различия в
гидролизе Х7ОП25.

Изученные абзимы с протеолитической ак7
тивностью являются в основном сериновыми
протеазами, и их активность существенно сни7
жается при инкубации со специфическими ин7
гибиторами сериновых протеаз PMSF и/или
AEBSF. К этим абзимам относятся IgG, гидро7
лизующие вазоактивный интестинальный пеп7
тид, тиреоглобулин, протромбин и белковый
фактор VIII из крови аутоиммунных больных
[38, 55, 65, 66], казеин7гидролизующие АТ из
молока человека и из крови ВИЧ7инфициро7
ванных пациентов [67], а также IgM, гидролизу7
ющие белок gp120 ВИЧ, из крови ВИЧ7инфи7
цированных больных [68]. Кроме того, было по7
казано, что небольшие фракции IgG и IgM из
крови пациентов с РС и СКВ обладают не толь7
ко сериноподобной, но и металл7зависимой
протеазной активностью [24, 25, 29–31]. 

Анти7ИН АТ из крови ВИЧ7инфицирован7
ных больных являются особыми абзимами. Спе7
цифические ингибиторы сериновых протеаз ин7
гибировали препараты ИН7гидролизующих IgG
и IgM только у 20% ВИЧ7инфицированных
больных, и активность была невысокой или сов7
сем низкой [17, 18]. Например, AEBSF ингиби7
ровал активность IgG у двух из 10 пациентов
(снижение составляло 42 и 49%). Общие пулы
IgG и IgM у пяти пациентов из 10 содержали АТ
с металл7зависимой активностью; для соответ7
ствующих 5 препаратов добавление ЭДТА при7
водило к снижению активности от 0 до 98%. В
двух из 10 препаратов активность IgG подавля7
лась специфическими ингибиторами кислых
протеаз (снижение – от 0 до 59%). Йодацетамид,
специфический ингибитор тиоловых протеаз,
обычно несущественно влиял на активность
протеолитических абзимов описанных выше
(�3–7% ингибирование [17, 18] и ссылки в них).
Поэтому оказалось полной неожиданностью,
что ИН7гидролизующая активность в 100% пре7
паратах абзимов ВИЧ7инфицированных боль7
ных ингибировалась йодацетамидом на 12–98%
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в двух случаях. Таким образом, в среднем для 10
исследованных препаратов IgG трипсин7подоб7
ная протеолитическая активность не была ос7
новной в случае анти7ИН7абзимов и уменьша7
лась в следующем порядке: тиоловая > метал7
лопротеазная > кислая � серин7подобная [18].
Аналогичная ситуация наблюдалась для анти7ИН
IgM антител [17]. 

Было детально проанализировано действие
нескольких специфических ингибиторов протеаз
на препараты IgG и IgM в параллельных экспе7
риментах. Например, активность одного из пре7
паратов IgM значительно ингибировалась четырь7
мя специфическими ингибиторами: 46 ± 5% с
помощью AEBSF; 88 ± 9% пепстатином A,
64 ± 4% в присутствии EDTA и 91 ± 10% йодаце7
тамидом [17]. В целом, в отличие от известных
абзимов с протеолитической активностью, ак7
тивность 50–60% препаратов IgG и IgM крови
ВИЧ7инфицированных больных подавлялась
четырьмя различными специфическими ингиби7

торами сериновых, кислых, металл7зависимых и
тиоловых протеаз [17, 18]. Таким образом, мож7
но предположить, что иммунная система неко7
торых ВИЧ7инфицированных пациентов может
индуцировать образование анти7ИН7абзимов со
сложной структурой активного центра, включа7
ющего АК7остатки, типичные для четырех раз7
личных типов протеаз. 

Мы оценили с использованием параллель7
ных экспериментов относительное понижение
ИН7гидролизующей активности IgGmix и IgMmix,
использованных в данной работе, после их ин7
кубации с AEBSF, ЭДТА, пепстатином A и йода7
цетамидом. Было показано, что IgGmix теряет
свою активность после инкубации с любым из
этих ингибиторов; наблюдалось следующее по7
нижение активности: серин7подобная актив7
ность (на 9 ± 0,7%), кислая протеазная актив7
ность (на 12 ± 0,7%), металлопротеазная актив7
ность (на 35 ± 2%), тиол7зависимая активность
(на 69 ± 4%). Относительный процент ингиби7

Рис. 8. Сравнение сайтов расщепления интегразы ВИЧ (указаны стрелками) индивидуальными препаратами анти7ИН7
абзимов из крови трех ВИЧ7инфицированных больных [19]
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рования этого препарата IgGmix с помощью че7
тырех ингибиторов хорошо согласуется со сред7
ними значениями указанных выше величин для
ранее исследованных 10 индивидуальных пре7
паратов IgG. Близкие значения по ингибирова7
нию четырьмя специфическими ингибиторами
были получены в случае IgMmix: AEBSF (6 ± 1%),
пепстатин A (20 ± 2%), ЭДТА (44 ± 3%) и йода7
цетамид (80 ± 4%).  

Таким образом, трипсин7подобная протео7
литическая активность не является основной в
случае анти7ИН7абзимов, и большинство инди7
видуальных препаратов вообще не обладают
этой активностью [17, 18]. Анти7ИН7абзимы,
скорее всего, способны гидролизовать Х7ОП25
в дополнительных сайтах по сравнению с анти7
ОБМ7антителами благодаря их активностям,
подобным кислым, металл7зависимым и осо7
бенно тиоловым протеазам; разные монокло7
нальные АТ, входящие в состав суммарных пу7
лов каждого ВИЧ7инфицированного пациента,
могут обладать различной субстратной специ7
фичностью.

В целом эффективное расщепление специ7
фической ИН и ее ОП, Х7ОП25, Х7ОП21 олиго7
пептидов ОБМ, а также неспецифических ди7,
три7 и тетрапептидов анти7ИН7абзимами ВИЧ7
инфицированных пациентов может быть след7
ствием сочетания нескольких факторов: частич7
ной гомологии последовательности аминокис7
лот и структурным сходством ОП с нескольки7
ми фрагментами ИН; взаимодействия только
легкой цепи абзимов с этими ОП, сродство ко7
торой существенно ниже по сравнению с глобу7
лярным белком, а также вероятности меньшей
специфичности анти7ИН7абзимов за счет про7
явления ими четырех различных протеолити7
ческих активностей.
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It was shown previously that unlike canonical proteases, abzymes against myelin basic protein (MBP) from the blood
of patients with multiple sclerosis and systemic lupus erythematosus are effectively cleaved only MBP, while antibod7
ies (Abs) against the integrase (IN) from the blood of HIV infected patients specifically hydrolyze only IN. In this
work all sites of effective hydrolysis of 257mer oligopeptide (OP25) of MBP by anti7IN antibodies (IgG and IgM) were
identified by a combination of reversed7phase, thin layer chromatography and mass spectrometry. It is shown that
amino acid sequence of OP25 and other oligopeptides (OPs) hydrolyzed by anti7MBP abzymes are partially homol7
ogous with several fragments of the complete sequence of IN. The IN oligopeptide sequences cleavable by anti7IN
abzymes are homologous with several fragments of MBP, but anti7MBP abzymes cannot effectively hydrolyze OPs
corresponding to IN. The general features of the cleavage sites of OP25 and other oligopeptides hydrolyzed by anti7
MBP and anti7IN abzyme are revealed. The analysis of literature data on the hydrolysis of specific and nonspecific
proteins and oligopeptides by abzyme against different protein antigens was carried out. All the data together suggest
that short OPs, including OP25, mainly interact with light chains of Abs, which have lower affinity and specificity
toward to the substrate as compared with intact Abs. However, anti7IN Abs are currently the only example of abzymes
capable of hydrolyzing a variety of nonspecific oligopeptides with high efficiency. Possible reasons for the efficient
hydrolysis of foreign oligopeptides by anti7IN abzyme from HIV7infected patients are discussed.

Key words: HIV7infected patients, catalytic antibodies against viral integrase, integrase, myelin basic protein, hydrol7
ysis of peptides of myelin basic protein


