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При системных аутоиммунных заболеваниях выявляются аутоантитела про-
тив многих белков и рибонуклеопротеидов — компонентов аппарата трансля-
ции. Ранее нами было сообщено о выявлении аутоантител против серил-тРНК 
синтетазы у больных системной красной волчанкой и ревматоидным артритом. 
В данной работе нами охарактеризованы аутоантитела против другого компо-
нента аппарата трансляции — тирозил-тРНК синтетазы. В то время как по-
ликлональные антитела ингибировали аминоацилирующую активность фермен-
та до 30% базового уровня, аутоантитела из аутоиммунных сывороток акти-
вировали фермент до 280 % базового уровня, чего не наблюдалось для других 
исследованных в этом направлении аминоацил-тРНК синтетаз. Обсуждаются 
возможные причины подобного феномена. 

Введение. Аминоацил-тРНК синтетазы (АРСазы, КФ 6. 1. 1) образуют 
самую многочисленную группу ферментов, участвующих в реализации 
генетической информации. Они играют ключевую роль в биосинтезе белка, 
катализируя высокоспецифическое формирование аминоацил-тРНК [1, 2]. 
Удивительное сочетание единства функций (активация аминокислот и 
перенос их на специфичные тРНК) с разнообразием размеров (от 40 до 
300 к Да) и субъединичного строения (а г , а2-> а ф т и а4-типы), описанные 
неканонические функции некоторых синтетаз [3 ] и широкое распределение 
их не только в цитоплазме, но и в ядре эукариотической клетки вызвало в 
последнее время волну повышенного интереса исследователей [4, 5]. 

Клеточная биология и клеточная физиология синтетаз эукариот прак-
тически не изучены: это обусловлено, в первую очередь, несовершенством 
и неразвитостью методов детального изучения функционирования и значе-
ния эукариотических АРСаз in vivo. Нам кажется весьма перспективным 
исследование белоксинтезирующего аппарата клетки с применением комп-
лексного подхода — разумного сочетания молекулярно-биологических, био-
химических и иммуно-химических методов. Неоценимым инструментом 
исследований здесь являются аутоантитела, возникающие как при аутоим-
мунных патологиях против собственных антигенов, так и существующие у 
здоровых особей (так называемые natural antibodies — NAA). Последние 
данные о свойствах NAA [6 ], отличных от таковых у антител, получаемых 
иммунизацией подопытных животных (известных как provocate antibodies), 
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а также новые представления о природе антигенносте и иммуногенности 
компонентов клетки и организма позволяют более корректно экстраполиро-
вать данные, полученные с помощью NAA, на условия in vivo [7, 8]. 

Аутоантитела к АРСазам (антисинтетазы) впервые описаны у больных 
полимиозитом/дерматомиозитом (ПМ/ДМ) и миозит-ассоциированным 
синдромом [9, 10]. Наиболее часто встречались аутоантитела к гистидил-
тРНК синтетазе (>30 % пациентов), реже — к другим синтетазам [10]. 
Описаны свойства аутоантител к треонил-, аланил-, изолейцил- и глицил-
тРНК синтетазам при ПМ/ДМ [11—14], есть сообщение об обнаружении 
аутоантител против фенил аланил-, триптофанил- и тирозил-тРНК синтетаз 
у пациентов с системной красной волчанкой (СКВ) и ревматоидным 
артритом (РА), хотя детально их свойства исследованы не были [15]. 

В последнее время нами проводятся интенсивные исследования аутоан-
тителогенеза против синтетаз двух основных структурных классов: тирози-
новой (I класс) и сериновой (II класс) при системных аутоиммунных 
заболеваниях. Ранее были изучены некоторые характеристики эукариотиче-
ской тирозил-тРНК синтетазы (КФ 6. 1. 1. 1) на примере ТирРС печени 
быка с помощью поликлональных и моноклональных антител, полученных 
нами, а также иммунологический перекрест ТирРС у представителей 
различных таксонов про- и эукариот [16]. В данной работе представлены 
результаты исследования влияния аутоантител к ТирРС, очищенных из 
сывороток пациентов с СКВ и РА, на ферментативную активность антигена 
в реакции аминоацилирования. 

Материалы и методы. Функционально активную протеолитически мо-
дифицированную форму тирозил-тРНК синтетазы (Мг 2 х 39 кДа) получали 
по методу [17] с некоторыми модификациями, используя фракционирова-
ние белков 50 %-м раствором ПЭГ-6000 («Ferak», ФРГ); хроматографию 
полученного осадка (6—9 %) осуществляли на ДЭАЭ-целлюлозе 
«Whatman» (Англия) в трис-НС1-буфере, рН 7,9; фосфоцеллюлозе в калий-
фосфатном буфере, рН 6,8; гепаррн-сефарозе в трис-НС1-буфере, рН 7,5. 
Тирозил-тРНК синтетазную активность определяли по начальной скорости 
образования аминоацил-тРНК [17]. 

Чистоту полученного белка контролировали электрофоретически в ПА-
АГ по методу Лэммли [18] в денатурирующих условиях. 

Исследовали 10 сывороток крови больных РА, 17 — СКВ и 10 — от 
здоровых доноров, любезно предоставленные Институтом кардиологии им. 
Стражеско Минздрава Украины (Киев). 

Наличие аутоантител в сыворотках крови определяли методом твердо-
фазного иммуноферментного анализа (ELISA) [20]. 

Контрольными антигенами Служили миозин и актин сердца человека, 
полученные нами по описанному методу [19], ДНК спермы лосося 
(«Sigma», USA) и гаптен тринитрофенол — TNP («Sigma»). 

Иммуноферментный анализ. Антиген сорбировали на 96-луночные 
планшеты в концентрации 10 мкг/мл в PBS-буфере (0,05 М Na-фосфат, 
0,15 М NaCl, рН 7,3) в течение 14 ч при температуре 4 °С или 2 ч при 
37 °С. ELISA проводили по описанному методу [20]. В качестве блокирую-
щего буфера использовали PBS с 0,1 %-м Tween-20 и 0,5 %-й желатиной 
(PBS-T-Gel). 

Оптическую плотность при длине волны 405 нм измеряли на спектро-
фотометре «Multiscan» фирмы «Titertek» (Англия). В качестве проявляюще-
го агента использовали биотинилированные иммуноглобулины козы против 
иммуноглобулинов классов IgG и IgM человека и конъюгат авидин — 
пероксидаза («Amersham», Англия). Для контроля неспецифической сорб-
ции использовали сывороточный альбумин человека (ЧСА) («Sigma»). 

Данные по ELISA обсчитывали, как описано [20]. 
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Выделение аутоантител методом аффинной хроматографии. Аффин-
ную колонку готовили следующим образом: аффигель-10 (0,5 мл суспензии) 
помещали в бюхнеровскую воронку и последовательно промывали 2-пропа-
нолом, водой и 0,1 М раствором NaHC03, рН 8,6. Белок диализовали в 
течение ночи против этого же раствора, затем смешивали с аффигелем в 
соотношении 1:1 (по объему), ставили на качалку на 15—20 ч для 
связывания белка с носителем. Для блокирования свободных сайтов сорбент 
промывали последовательно 0,2 М раствором этаноламина, а затем PBS, рН 
7,2. Концентрация иммобилизованного антигена 1 мг/мл геля. 

Сыворотки, имеющие наиболее высокий титр аутоантител, разбавляли 
раствором PBS до суммарной концентрации белка 8—9 мг/мл и наносили 
на аффинную колонку по циклу в течение ночи. Емкость аффинной 
колонки — 60—70 мг суммарного белка сыворотки в 1 мл сорбента. Колонку 
промывали последовательно пятью объемами PBS с 0,5 М NaCl, 10 
объемами PBS, фракции элюировали 0,2 М глицином, рН 2,5, нейтрализуя 
немедленно 2 М раствором трис-HCl, рН 10,0. Фракции объединяли и 
диализовали в течение ночи против раствора PBS, рН 7,3, с одновременным 
концентрированием (PBS с 10 % ПЭГ-20000). 

Чистоту полученных аутоантител контролировали электрофорезом по 
Лэммли, а их специфичность — методом ELISA. 

Получение поликлональных антител и их аффинная очистка. Кроли-
ков иммунизировали высокоочшценным препаратом ТирРС по методу [21 ] 
с некоторыми модификациями. Одному кролику вводили 50 мкг фермента 
в полном адъюванте Фрейнда. Через 8 недель кроликов повторно иммуни-
зировали тем же количеством антигена, спустя 4 недели в третий раз 
вводили 100 мкг фермента в PBS-буфере. На 8-й день после третьей 
иммунизации проверяли титр сыворотки крови кроликов на содержание 
специфических антител к ТирРС методом ELISA. Фракцию иммуноглобу-
линов получали из антисыворотки троекратным последовательным высали-
ванием насыщенным раствором сульфата аммония до 50 % насыщения. 
Осадок диализовали против PBS и очищали на аффинной колонке по 
вышеописанному методу. 

Влияние аутоантител на ферментативную активность ТирРС в 
реакции аминоацилирования. Высокоочищенный препарат фермента 
(ТирРС, 1 мкг) инкубировали (15 мин, 20 °С) с варьирующими количест-
вами аутоантител, аффинно очищенных из сывороток пациентов с СКВ и 
РА. Объем смеси 20 мкл. Затем добавляли смесь для аминоацилирования до 
конечного объема 0,1 мл и инкубировали 3 мин при 37 °С (условия, 
оптимальные для ТирРС в реакции аминоацилирования). Антитела предва-
рительно диализовали против калий-фосфатного буфера, поскольку PBS 
снижает активность ТирРС. Состав смеси для аминоацилирования: 100 мМ 
трис-HCl, рН 8,0, 4 мМ MgCl2, 2 мМ АТФ, 200 мкг суммарной дрожжевой 
тРНК («Boehringer», ФРГ), 18 мкМ [14С]-Тир. Реакцию останавливали 
добавлением 100 мкл холодной 10 %-й ТХУ. Пробы наносили на фильтры 
GF/C («Whatman»), промывали холодной 5 %-й ТХУ, подсушивали и 
просчитывали включение метки в толуольном сцинтилляторе на жидкост-
ном счетчике «Rack Beta» («LKB», Швеция). Положительным контролем 
служили пробы фермента, инкубированные со смесью для аминоацилирова-
ния в отсутствие аутоантител. Для контроля на специфичность влияния 
аутоантител пробы инкубировали с аутоантителами против СерРС, аффин-
но очищенными из сывороток пациентов с СКВ и РА, влияющими на 
ферментативную активность СерРС при аминоацилировании. Отрицатель-
ный контроль — пробы аутоантител, инкубированные со смесью для амино-
ацилирования ТирРС без фермента. В качестве контрольных антигенов 
использовали СерРС печени быка, выделенную нами по методу [22 ] и ЧСА. 
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Рис. 1. Иммунореактивность 
сывороток крови больных 
системными аутоиммунными 
заболеваниями (системная 
красная волчанка и ревмато-
идный артрит) против 
ТирРС, определяемая в ре-
акции ELISA 

Рис. 2. Определение имму-
нореактивности антител 
против ТирРС: 1 — поли-
клональные моноспецифи-
ческие антитела; 2, 3 — аф-
финно очищенные аутоан-
титела против ТирРС и 
СерРС соответственно 

Результаты и обсуждение. На рис. 1 и 2 представлены данные, 
характеризующие иммунореактивность сывороток пациентов с СКВ и РА 
против ТирРС в реакции ELISA по отношению к уровню иммунореактив-
ности здоровых доноров. Предварительно нами были определены концент-
рации IgG и IgM во всех исследуемых сыворотках [25]. Так как уровень 
иммунного ответа против ТирРС не зависел от относительного содержания 
IgG и IgM, можно считать, что выделенные нами аутоантитела против 
ТирРС являются высокоспецифичными по отношению к исследуемому 
антигену. 
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По данным ELISA, наибольший титр аутоантител к ТирРС содержали 
сыворотки №-№ 9 и 15 больных СКВ и № 2 — РА, из которых методом 
аффинной хроматографии аутоантитела были очищены для дальнейших 
исследований. Аффинно очищенные аутоантитела принадлежали к IgG-ти-
пу. 

Поликлональные и аутоантитела очищали методом аффинной хрома-
тографии на синтезированной нами колонке. На рис. 2 приведены резуль-
таты сравнительного иммунотитрования моноспецифических (аффинно очи-
щенных поликлональных антител) и аутоантител, аффинно очищенных по 
ранее описанному методу. Из них следует, *їто аутоантитела (рис. 2, б) 
обладают более низкой аффинностью, чем поликлональные антитела (рис. 
2, а ), что согласуется с литературными данными о природе и свойствах 
аутоантител. 

Влияние антител на функциональную активность ТирРС в реакции 
аминоацилирования. На рис. 3 представлена зависимость активности ТирРС 
в реакции аминоацилирования от концентрации вносимых в инкубацион-
ную смесь аффинно очищенных ауто- и поликлональных антител. Афинно 
очищенные поликлональные антитела (рис. 3, кривая 2) ингибировали 
действие ТирРС в реакции аминоацилирования (30,2 % остаточной актив-
ности при концентрации антител 300 мкг/мл), что совпадает с литератур-
ными данными о влиянии поликлональных антител на энзиматическую 
активность других синтетаз в реакции аминоацилирования [23, 24 ]. Непол-
ное ингибирование ферментативной активности исследуемого антигена мо-
носпецифическими антителами даже при большом их избытке можно 
объяснить, исходя из свойств provocated antibodies и autoantibodies [7, 8]. 
Поскольку поликлональные антитела направлены преимущественно против 
детерминант линейного типа функционально несущественных доменов ан-
тигена, то и влияние их на ферментативную активность исследуемых 
антигенов (в нашем случае ТирРС) проявляется в неполном ингибировании 
аминоацилирующей активности. 

Аутоантитела, аффинно очищенные из сывороток пациентов с РА и 
СКВ, оказывали активирующее действие на реакцию аминоацилирования 
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(рис. 3, кривая /). Чтобы исключить предполагаемое энзиматическое 
действие аутоантител, их инкубировали в смеси без фермента, что дало 
отрицательный результат — аминоацилирования не происходило. Из лите-
ратуры известен ряд аутоантител против аминоацил-тРНК синтетаз, обла-
дающих ингибирующим действием на соответствующий фермент (His-,Thr-, 
Ala-, SerRS) [11—14, 25]. В данном случае аутоантитела оказывали 
противоположное действие, подобных примеров не встречалось ни для одной 
из описанных антисинтетаз. Данный феномен можно объяснить исходя из 
того, что все описанные антисинтетазы иммунопреципитировали одну или 
более изоакцепторных тРНК из лизата клеток HeLa. Это свидетельствует о 
связи селектированных тРНК с антигенами. В большинстве случаев аутоан-
титела не реагируют с этими тРНК прямо, хотя взаимодействуют с 
аминоацил-тРНК синтетазами даже при удалении тРНК [12]. Вероятно, 
иммунопреципитация тРНК является непрямым результатом связывания 
синтетазных белков, которые высокоаффинны к их специфичным тРНК. С 
другой стороны, на примере аутоантител к AlaRS и тРНК^ показано, что 
все тестированные анти-AlaRS сыворотки реагировали со сходным участком 
тРНК (от 7 до 12 пар оснований), включая антикодон [13]. Но после 
удаления аутоантител к тРНК^ оставшиеся тРНК были способны иммуноп-
реципитировать AlaRS, но не тРНК, что может служить индикатором 
реакции на тРНК-связующий сайт. Вероятно, аутоантитела способны защи-
щать тРНК-связующие сайты и могут увеличивать аффинность тРНК к 
синтетазе. Это может быть одним из возможных объяснений активирующего 
влияния аутоантител к тирозил-тРНК синтетазе на ее ферментативную 
активность в реакции аминоацилирования. Но в этом случае нам предстоит 
выяснить природу данных аутоантител, так как подобный феномен возмо-
жен, скорее всего, если данные аутоантитела имеют антиидиотипическую 
природу [26 ]. 

Исследуемые антитела — natural antibodies, которые взаимодействуют в 
организме с огромным количеством собственных компонентов, формируют 
при этом экстенсивные иммунные цепи. Через эти цепи NAA вовлекаются 
во множественные взаимодействия с молекулами и клетками, участвующи-
ми в общем гомеостазе организма. 

Пока неясно, играют ли аутоантитела к синтетазам при системных 
аутоиммунных заболеваниях патологическую роль, но выяснение механиз-
ма формирования этих аутоантител было бы важным для понимания 
этиологии и патогенеза названных заболеваний. 

Л. Л. Сидорик, М. В. Роднін, Л. О. Савинська, Т. О. Рибкінська, О. Т. Рожко, О. I. Корнелюк, 
Г. X. Мацука 

Аутоантитіла до тирозил-тРНК синтетази модулюють її аміноацилюючу активність 

Резюме 

При системних аутоіммунних захворюваннях виявляються аутоантитіла проти багатьох біл-
ків та рибонуклеопротеїдів — компонентів апарату трансляції. Раніше нами було повідомлено 
про виявлення аутоантитіл проти серил-тРНК синтетази у хворих на системну червону вовча-
нку та ревматоїдний артрит Уданій роботі нами виявлено аутоантитіла проти іншого компо-
ненту аппарату трансляції — тирозил-тРНК синтетази. У той час як поліклональні антитіла 
пригнічували аміноацилюючу активність ферменту до ЗО % від базового рівня, аутоантитіла з 
аутоімунних сироваток мали активуючий вплив на фермент до 280 % від базового рівня, чого не 
спостерігалося для інших досліджених у цьому напрямі аміноацил-тРНК синтетаз. Обгово-
рюються можливі причини цього феномену. 
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АУТОАНТИТЕЛА К ТИРОЗИЛ-тРНК СИНТЕТАЗЕ 

L. L. Sidorik, N. V. Rodnin, L. A. Savinskaya, Т. A. RibkinskatO. Т. Rozhko, A. I. Korneliuk, 
G. Я. Matsuka 

Autoantibodies directed against tyrosyl-tRNA synthetase modulate its aminoacylating activity 

Summary 

The autoantibodies directed against many proteins and ribonucleoproteids, the components of translation 
apparatus, have been detected at several systemic autoimmune diseases. Earlier we revealed the autoan-
tibodies against seryl-tRNA synthetase in the blood sera of patients with systemic lupus erythematosus and 
rheumatoid arthritis. In the present paper we report about the autoantibodies directed against tyrosyl-tRNA 
synthetase, the other tra nslation apparatus component. While the polyclonal antibodies inhibited the 
aminoacylating activity ofTyrRS down to 30 % the autoantibodies from autoimmune sera activated it up to 
280 % that hasn't been observed for any other synthetase. The possible reasons of this phenomenon are 
discussed. 
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