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Из сыворотки крови больных системной красной волчанкой последовательными хроматографиями 
на колонках с протеин-А-сефарозой и DEAE-сорбентом получен электрофоретически гомогенный 
препарат IgG (препарат 1). Из этого препарата хроматографией на колонке с АТР-сефарозой 
выделена фракция IgG (препарат 2), обладающая сродством к AT Р. При инкубации препаратов 1 
и 2 с [у-Ъ2Р]АТР наблюдалось образование низкомолекулярных 32Р-меченных продуктов. В составе 
этих продуктов обнаружены фосфолипиды, образующие шесть фракций при разделении двухмерной 
тонкослойной хроматографией. В присутствии липидов фосфорилирования IgG в исследуемых 
препаратах не отмечено. После удаления липидов гель-фильтрацией в буфере, содержащем 5 % 
диоксана, происходит фосфорилирование И- и L-цепей IgG. Добавление в реакционную среду, 
содержащую 0,018 мкМ [у- 2Р]АТР, J мкМ «холодного» АТР увеличивало включение 32Р в Н-цепи 
IgG. 

Введение. Известно, что в организме людей при
сутствуют иммуноглобулины, обладающие сродст
вом к собственным антигенам (белкам, липидам, 
нуклеиновым кислотам). Такие иммуноглобулины 
получили название аутоантител (аАТ) [1, 2 ] . В 
небольшом количестве аАТ присутствуют у здоро
вых людей (в норме), но их концентрация сущест
венно возрастает при аутоиммунных заболеваниях 
[2, 3 ] . К ним относят и аАТ, способные катализи
ровать химические превращения антигенов, — 
«природные» абзимы, или каталитически активные 
антитела [4] . Наиболее изученными абзимами яв
ляются аАТ с пептид- и протеин-гидролизующей 
активностью, обнаруженные в крови больных аст
мой и аутоиммунным тиреоидитом [5 ] , а также 
аутоантитела с Д Н К - и РНК-гидролизующей ак
тивностью, выявленные у больных системной крас
ной волчанкой (СКВ) [6] . Недавно установлено, 
что в молоке здоровых рожениц присутствуют им-
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муноглобулины (IgG и s lgA), способные гидролизо-
вать Д Н К и АТР [7—9] . Помимо гидролизующих 
аАТ, в молозиве и молоке обнаружены секретор
ные иммуноглобулины класса A (slgA) со сродст
вом к А Т Р , обладающие протеинкиназной активно
стью (sIgA-абзимы) [10] . При очистке slgA-абзи-
мов нами выделены комплексы slgA с липидами 
[11, 12] и было показано, что при инкубации этих 
комплексов с [у - 3 2 Р]АТР происходит образование 
фосфолипидов [11 ], что указывает на липидкиназ-
ную активность slgA [12] . Гель-фильтрация препа
ратов slgA в присутствии 5 % диоксана приводила 
к разрушению комплексов и стимуляции протеин
киназной активности иммуноглобулинов [11 ]. 

По характеру сродства к антигенам (АТР, 
казеину, фосфолипидам) sIgA-абзимы близки по 
своим свойствам к антифосфолипидным аутоанти-
телам [13] . 

Известно, что антифосфолипидные аутоанти
тела в значительном количестве присутствуют в 
крови больных СКВ [2, 3 ] . Не исключено, что, по 
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крайней мере, некоторая часть этих аутоантител 
может обладать фосфотрансферазной активностью. 

Целью нашей работы было изучение фосфо
трансферазной (липидкиназной и протеинкиназ-
ной) активности препаратов IgG, выделенных из 
сыворотки крови больных СКВ. 

Материалы и методы. Образцы сыворотки кро
ви больных СКВ женщин любезно предоставлены 
М. А. Сартаковой (Институт клинической иммуно
логии СО РАМН, Россия). Антитела выделяли 
хроматографией сыворотки на колонке, содержа
щей протеин-А-сефарозу («Sigma», США), согласно 
работе [7] . Фракцию IgG дополнительно очищали 
ионообменной хроматографией на колонке с Frac-
togel TSK DEAE-650 (M), как описано в работе [9 ]. 
В результате очистки получен электрофоретически 
гомогенный препарат IgG (препарат 1). Для выде
ления аАТ, обладающих сродством к АТР, исполь
зовали АТР-сефарозу, синтезированную иммоби
лизацией (8-аминооктил)-у-амида АТР на сефаро-
зу, активированную бромцианом по методу Д. В. 
Семенова (НИБОХ СО РАН, Россия). Хроматогра
фию проводили согласно работе [10] . Для этого 
препарат 1 диализовали против 20 мМ трис-НС1, 
рН 6,8, 3 мМ MgCl 2 . Диализат , содержащий 7 мг 
белка, наносили на колонку с АТР-сефарозой 
(3 мл) , уравновешенную буфером для диализа, и 
промывали колонку тем же буфером. Белки элюи-
ровали линейным градиентом концентрации NaCl 
(0—0,5 М). Фракции белков диализовали против 
20 мМ трис-HCl, рН 7,5, 50 мМ NaCl, 3 мМ MgCl 2 

(препарат 2). 
Фосфотрансферазную активность препара

тов IgG определяли согласно работе [11 ]. Для этого 
отбирали аликвоты, содержащие 30 мкг белка, и 
инкубировали с 30 мкКи [у - 3 2 Р]АТР («Биосан», 
Россия) в течение 30 мин при температуре 37 °С. 
Реакцию останавливали, добавляя равный объем 
20 %-й ТХУ. Осадок промывали ацетоном и рас
творяли в буфере, содержащем 2 % SDS, 50 мМ 
трис-HCl, рН 6,8, и 10 % глицерина. Продукты 
фосфорилирования разделяли SDS-электрофорезом 
в градиенте концентрации ПААГ (7—20 %) [14]. 
Гели окрашивали Кумасси R-250, высушивали и 
авторадиографировали. 

Наличие 32 Р-меченных липидов в составе про
дуктов фосфорилирования препаратов определяли 
по [11]. Для этого кислотонерастворимые осадки 
фосфорилированных препаратов IgG промывали 
ацетоном и высушивали. Липиды экстрагировали в 
буфере, содержащем хлороформгметанол (2:1), и 
разделяли тонкослойной хроматографией (ТСХ) на 
пластинах Kieselgel 60 («Мегск», Германия) в сис
теме хлороформ:метанол:7 М N H 4 O H (60:35:5). 

Для более детального изучения состава Р-мечен
ных фосфолипидов экстракты разделяли двухмер
ной ТСХ, где в первой мере использовали систему 
хлороформ:метанол:вода (10:10:3), а во второй — 
хлороформ:метанол:7 М N H 4 O H (60:35:5). Пласти
ны высушивали и авторадиографировали. 

Протеинкиназную активность IgG определя
ли после удаления из препаратов AT липидов. Для 
этого препарат 1 подвергали гель-фильтрации на 
колонке с сорбентом Fractogel TSK HW-55 (F) 
(185 мм) в буфере, содержащем 0,15 М NaCl, 
20 мМ трис-HCl, рН 7,5, 5 % диоксана. Фракцию 
IgG диализовали против 20 мМ трис-HCl, рН 7,5, 
50 мМ NaCl, 3 мМ MgCl 2 и инкубировали с 
30 мкКи [у - 3 2 Р]АТР (0,018 мкМ) в течение 30 мин 
(37 °С) в присутствии 1 мкМ АТР («Sigma») или 
без него. Реакцию останавливали добавлением рав
ного объема 20 %-й ТХУ. Осадок промывали аце
тоном и разделяли SDS-электрофорезом в 12 %-м 
ПААГ. Гели окрашивали Кумасси R-250, высуши
вали и авторадиографировали. 

Результаты и обсуждение. СКВ является од
ним из наиболее распространенных хронических 
аутоиммунных заболеваний, при этом до 80 % 
больных составляют женщины. Для этой болезни 
характерно наличие в крови больных высоких тит
ров аутоантител к двухцепочной Д Н К (анти-ДНК 
аАТ) , ядерным белкам, фосфолипидам [2, 3 ] . Ус
тановлено, что в пуле анти-ДНК аАТ больных 
СКВ присутствуют IgG, обладающие способностью 
гидролизовать Д Н К (ДНК-гидролизующие абзимы) 
[4, 6 ]. Абзимы с аналогичной активностью были 
обнаружены также в молоке здоровых по медицин
ским показаниям рожениц [7, 8 ]. Ранее нами 
показано, что, кроме абзимов с нуклеазной актив
ностью, в молозиве и молоке присутствуют секре
торные иммуноглобулины класса А (sIgA-абзимы), 
обладающие фосфотрансферазной (протеин- и ли
пидкиназной) активностью [10—12, 15]. Принимая 
во внимание широкое разнообразие аАТ, возника
ющих при СКВ, мы предположили, что абзимы с 
фосфотрансферазной активностью могут присутст
вовать и в сыворотке крови больных СКВ. 

Для проверки этого предположения из сыво
ротки крови больных СКВ хроматографией на про
теин-А-сефарозе выделяли фракцию IgG. Для уда
ления возможных примесей фракцию дополнитель
но очищали ионообменной хроматографией на 
DEAE-сорбенте [8, 9 ] . В результате получены 
препараты аАТ, содержащие более 90 % IgG (рис 
1, б, дорожка У). Поскольку абзимы с фосфотранс
феразной активностью обладают сродством к АТР 
[10] , то в дальнейшем препараты IgG подвергали 
хроматографии на колонке с АТР-сефарозой. Обна-
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Рис. 1. Хроматография IgG препарата 1 на колонке с АТР-се-
фарозой и электрофоретический анализ продуктов фосфорили
рования фракций: а — профиль элюции белков с колонки (пик 
/ — IgG, не обладающие сродством к сорбенту; пик 2 — IgG, 
элюированные с сорбента линейным градиентом NaCl); б — 
SDS-электрофорез в градиенте концентрации ПААГ (7—20 %) 
продуктов фосфорилирования (У—3 — гель, окрашеный Кумас
си R-250; 4—6 — радиоавтограф геля; 7, 4 — исходный препа
рат IgG (препарат 1); 2, 5 — фракция IgG, не обладающая 
сродством к АТР-сефарозе (пик 1)\ 5, 6 — IgG со сродством к 
АТР-сефарозе (пик 2) ; слева указаны значения молекулярных 
масс белковых маркеров) 

ружено, что основное количество IgG не связыва
лось с АТР-сефарозой (рис. 1, а ) . Лишь небольшая 
часть аАТ связывалась с сорбентом и элюировалась 
линейным градиентом NaCl (рис 1, а). Анализ 
профиля элюции показал, что IgG выделенной 
фракции обладают низким сродством к АТР-сефа
розе в отличие от sIgA-абзимов молока, для кото
рых характерно высокое сродство к этому сорбенту 
[10, 13]. После инкубации фракций с [у - 3 2 Р]АТР 
и электрофоретического разделения продуктов фос
форилирования в исходном препарате иммуногло
булинов и во фракции IgG, обладающей сродством 
к АТР, были обнаружены низкомолекулярные 3 2 Р -

меченные продукты (рис. 1, б, дорожки 4, 6). В 
составе фракции IgG, не обладающей сродством к 
АТР, фосфорилированного продукта было сущест
венно меньше (рис 1, б, дорожка 5) . При этом ни 
для одной из фракций не выявлено фосфорилиро
вания иммуноглобулинов (р ис 1, б). 

В дальнейшем мы предприняли попытку уста
новить природу 3 2 Р-меченных продуктов. Посколь
ку электрофоретическая подвижность этих продук
тов была близка по подвижности к 3 2 Р-меченным 
фосфолипидам, образующимся при инкубации пре
паратов slgA молока человека с [у- 3 2 Р ]АТР 111, 
12, 15], то не исключено, что обнаруженные ра
диоактивные продукты могли также содержать 
фосфолипиды. Для проверки этого предположения, 
фракции иммуноглобулинов инкубировали с [у-
3 2 Р ] А Т Р и белки осаждали 10 % ТХУ. Осадок 
промывали ацетоном и липиды экстрагировали 
смесью хлороформ.метанол (2:1). После разделения 
экстракта ТСХ обнаружены три фракции 3 2 Р - м е -
ченных фосфолипидов с Rf 0,22; 0,45; и 0,59 (рис. 
2, а ) . При этом существенная часть радиоактивных 
продуктов не разделялась в использованной нами 
системе и оставалась в месте нанесения образца. 

Затем, чтобы детальнее проанализировать со
став экстракта, мы использовали двухмерную ТСХ. 
Для более полного разделения липидов в первом 
направлении продукты разделяли в системе хлоро-
форм:метанол:вода (10:10:3) согласно работе [16]. 
Во втором направлении продукты разделяли в сис
теме для анализа фосфолипидов [11 ]. В результате 
такого разделения обнаружены девять фракций 
радиоактивно меченных фосфолипидов, из которых 
шесть являются мажорными (р и с 2, б). Из пол
ученных результатов следует, что в препаратах 
IgG происходит фосфорилирование липидов в при
сутствии [у- 3 2 Р ]АТР. Поскольку выделенные пре
параты состоят из IgG (рис 1), то наиболее веро
ятно, что липиды присутствуют в составе этих 
препаратов в виде иммунных комплексов. Ранее 
подобные комплексы выявлены нами в составе 
препаратов slgA, обладающих фосфотрансферазной 
активностью [11] . Гель-фильтрация препаратов 
slgA в растворах, содержащих 5 %-й диоксан, 
разрушала эти иммунные комплексы, после чего 
slgA приобретали способность к аутофосфорилиро-
ванию в присутствии [ у - 3 2 Р ] А Т Р [11, 15]. Не 
исключено, что аналогичным свойством могут об
ладать и препараты IgG, выделенные из крови 
больных СКВ. Для проверки этого предположения 
препарат IgG подвергали гель-фильтрации в при
сутствии 5 %-го диоксана. В результате разделения 
получен очищенный от липидов препарат IgG (рис. 
3) , который в дальнейшем использовали для иссле-
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В результате работы нами установлено, что в 
крови людей, больных СКВ, присутствуют IgG, 
обладающие сродством к АТР. Эти аутоантитела 
выделяются из сыворотки крови совместно с липи-
дами и, по-видимому, образуют с ними иммунные 
комплексы. В составе комплексов происходит фос-
форилирование липидов в присутствии [у- 3 2 Р]АТР, 
что указывает на липидкиназную активность IgG. 
Разрушение иммунных комплексов и удаление ли
пидов приводит к фосфорилированию полипепти
дов IgG с наибольшим включением 3 2 Р в Н-цепи 
иммуноглобулинов. 

Подобные свойства характерны также и для 
ранее обнаруженных нами в молоке человека slgA-
абзимов. Кроме подобия свойств, эти аАТ обладают 
и существенными различиями. В первую очередь, 
аАТ — носители фосфотрансферазной активности в 
молоке и сыворотке, представлены разными изоти-
пами (slgA и IgG). Кроме этого, IgG больных СКВ 
обладают более низким сродством к АТР-сефарозе 

Рис. 2. Анализ Р-меченных липидов методом тонкослойной 
хроматографии на пластине Kieselgel 60 (радиоавтограф пла
стин) : а — одномерная ТСХ 3 2 Р-липидов в системе хлоро-
форм:метанол:7 M N H 4 O H (60:35:5) (7 — исходный препарат 
IgG; 2 — IgG со сродством к АТР-сефарозе); б — двухмерная 
ТСХ 3 2 Р-липидов (в первой мере — разделение в системе хло
роформ .метанол: вода (10:10:3), во второй — в системе хлоро
форм: метанол: 7 M N H 4 O H (60:35:5)) . Стрелками указаны на
правления хроматографии; горизонтальная стрелка — первая 
мера; вертикальная стрелка — вторая мера; С — место нанесе
ния образца; Ф—фронт элюента 

дования протеинкиназной активности. Ранее нами 
установлено, что добавление 1 мкМ АТР в реакци
онную среду, содержащую [у - 3 2 Р]АТР, существен
но увеличивало фосфорилирование sIgA-абзимов 
[11, 15]. В связи с этим реакцию фосфорилирова-
ния IgG проводили с добавлением или без добавле
ния в реакционную среду АТР . Обнаружено, что в 
отличие от неочищенных от липидов препаратов 
аАТ, где фосфорилирования IgG не наблюдалось 
(рис 1, дорожки 4—6), очищенные от липидов IgG 
обладали способностью к аутофосфорилированию в 
присутствии [у - 3 2 Р]АТР (рис. 3, дорожка 3) . При 
этом включение 3 2 Р происходило как в тяжелые 
(Н), так и в легкие (L) цепи иммуноглобулинов. 
Добавление в реакционную среду 1 мкМ «холодно
го» АТР существенно увеличивало фосфорилирова
ние Н-цепей IgG (рис. 3, дорожка 4), что также 
характерно и для sIgA-абзимов [11, 15] . 

Рис. 3. Гель-фильтрация препарата 1 и фосфорилирование 
фракции IgG. Разделение проводили на колонке Fractogel TSK 
HW-55 (F) (185 мм) в 0,15 M NaCl, 20 мМ трис-HCl, рН 7,5, 5 
%-й диоксан. Фракцию IgG инкубировали в присутствии 0,018 
мкМ [ у - 3 2 Р ] А Т Р с добавлением 1 мкМ АТР или без него. На 
вставке приведен электрофоретический анализ продуктов фос
форилирования: 7, 2 — гель, окрашенный Кумасси R-250; 3 , 
4 — радиоавтограф геля; 1,3 — IgG + [ у - 3 2 Р ] А Т Р ; 2, 4 — IgG + 
+ [у- Р] АТР + АТР. Я и L — соответственно тяжелые и легкие 
цепи IgG 
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по сравнению с sIgA-абзимами молока. 2 Р-мечен-
ные фосфолипиды, образующиеся при фосфорили-
ровании препаратов slgA и IgG, значительно отли
чаются по подвижности при разделении одномер
ной ТСХ. Сложный состав 3 2 Р-меченных фосфо
липидов, образующихся в результате липидкиназ-
ной активности препаратов IgG из крови больных 
СКВ, не позволяет в настоящее время корректно 
их классифицировать. Поскольку ранее обнаруже
но, что, по крайней мере, часть липидов в препа
ратах slgA может быть компонентом липопротеи-
новых комплексов молока [15] , то не исключено, 
что и липиды, обнаруженные в препаратах IgG 
больных СКВ, имеют аналогичное происхождение. 

Yu. Ya. Kit, V. A. Kovaleva, V. A. Richter 

Phosphotransferase activity of IgG preparations from blood serum of 
humans with lupus erythromatosis pathology 

Summary' 

This article evidences that phosphotransferase activity is associated 
with IgG fraction from blood serum of humans with lupus erythro
matosis pathology. Polyclonal IgG (f. 1) was purified by sequential 
chromatography on protein-A-sepharose and DEAE-Fractogel. The 
IgG fraction (f. 2) possessing affinity to ATP was obtained by 
chromatography of f 1 on ATP-^pharose. Phosphorylation of f. 1 
and f 2 in the presence of [y- PJATP caused the formation of 

P-labeled low-molecular-weight non-protein proajicts detected by 
SDS-electrophoresis. These products contained P-labeled phos
pholipids which formed 6 fractions upon separation by the two-
dimensional TLC. The IgG polypeptides phosphorylation was not 
observed. After removal of the lipids by gel-filtration in the buffer 
containing 5 % dioxan, the phosphorylation of H- and L-chains of 
IgG has been detected. Addition of 1 ATP to the reaction 
medium containing 0,018 fiM [у- P] ATP, increased inclusion of 

P in the H-chain of IgG. We assume, that IgG-abzymes having 
phosphotranspherase activity may be present in blood of humans 
with lupus erythromatosis patology. 

Ю. Я. Кіт, В. А. Ковальова, В. A. Pixmep 

Фосфотрансферазна активність препаратів IgG з сироватки 
крові хворих на системний червоний вовчак 

Резюме 

З сироватки крові хворих на системний червоний вовчак 
послідовними хроматографіями на колонках з протеїн-А-сефа-
розою та DEAE-сорбентом отримано електрофоретично го
могенний препарат IgG (препарат 1). З цього препарату 
хроматографією на колонці з АТР-сефарозою виділено фрак
цію IgG (npetiapam 2), яка мала спорідненість до АТР. При 
інкубуванні препаратів 1 і 2 з [у- Р]АТР спостерігалося 
утворення низькомолекулярних Р-мічених продуктів. У скла
ді останніх виявлено фосфоліпіди, які утворювали шість 
фракцій при розділенні двовимірною тонкоиіаровою хроматог
рафією. За присутності ліпідів фосфорилювання IgG у дослід
жуваних препаратах не виявлено. Після видалення ліпідів 
гель-фільтрацією в буфері, який містив 5 % діоксану, відмі
чено фосфорилювання Н- та L-ланцюгів IgG. Додавання до 

реакційної суміиіі, що містила 0,018 мкМ^[у- PJATP, 1 мкМ 
«холодного» АТР збільшувало включення "Р у II-ланцюги IgG. 
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