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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ

Актуальность проблемы

Немногим более чем за десять лет, прошедших с момента 
создания первых каталитических иммуноглобулинов (абзимов) 
[Tramontano A. et al.; Pollack S. et al., 1986], были получены весьма 
важные результаты, касающиеся их взаимодействия с 
разнообразными субстратами, кинетических характеристик, 
особенностей получения, механизма действия и т.д. [Schultz P.G. & 
Lerner R.A., 1995; Paul S., et al., 1998; Xu J. et al., 1999; Yang P. et al., 
1999; Takahashi N., et al., 1999]. Сейчас область, находящаяся на 
стыке химии, биотехнологии и иммунологии -  абзимология -  
представляет собой новое весьма динамично развивающееся 
научное направление. Исследования по данной проблеме широко 
проводятся в США, странах ЕЭС, Израиле, России. Уже получены 
первые моноклональные и генно-инженерные каталитические 
антитела (АТ)-абзимы, пригодные для промышленного и 
медицинского применения [Paul S. et al., 1998; Sen S. et al., 1999].

Другая сторона обнаруженного явления -  абзимная активность, 
возникающая в живом организме -  только начинает изучаться. По 
мнению А.Я.Кульберга, 1999 г., "...распространенная идея о роли 
данных белков [иммуноглобулинов] только . как факторов 
поддержания иммунного гомеостаза во многом сузила поле 
проводимого исследования. Проблема не только не исчезла, но 
перешла в новую фазу развития на более глубокий биохимический 
и физико-химический уровень".

К настоящему времени доказано, что каталитические антитела 
могут закономерно возникать в ходе поликлонального иммунного 
ответа [Paul S. et al., 1989; Шустер А.М. с соавт., 1991; Stephens 
D.B. et al., 1998; Власов A.B. с соавт., 1999]. Нами в 1987 г. 
[Генералов И.И. с соавт., 1987] было впервые продемонстрировано 
появление абзимной активности при аутоиммунных 
патологических процессах и выдвинута гипотеза их 
антиидиотипического происхождения.

Исследования роли абзимной активности при патологии 
являются немногочисленными [Kalaga R. et al., 1995; Козырь А.В. с 
соавт., 1996; Барановский А.Г. с соавт., 1998; Сучков С.В. с соавт., 
2000]. В клиническом отношении наибольший интерес
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представляет изучение взаимосвязи поликлональной абзимной 
активности с патогенезом и клиническими проявлениями 
заболеваний, их лечением и возможным прогнозом. Тем не менее, 
до сих пор не проводилась единовременная комплексная оценка 
различных видов абзимной активности при аутоиммунных, 
онкологических, вирусных заболеваниях, не исследована 
патогенетическая роль абзимов, неясны дифференциально­
диагностические возможности их определения, не изучалось 
влияния лечения на абзимную активность.

Кроме того, такое исследование требует создания 
высокочувствительных методов определения каталитической 
активности, пригодных для оценки абзимного действия 
поликлональных иммуноглобулинов. В случае разработки 
чувствительных и воспроизводимых методов определения 
ферментативной активности их можно будет использовать и в 
других областях, например в микробиологии для экспресс-оценки 
каталитического действия микроорганизмов.

Содействовать решению указанных проблем и предназначено 
настоящее исследование.

Связь работы с крупными научными программами, 
темами

Работа проводилась в рамках темы кафедры микробиологии с 
курсом клинической аллергологии и иммунологии Витебского 
государственного медицинского университета "Разработка новых 
методов диагностики в иммунологии и бактериологии” №19974601 
(научный руководитель темы профессор Д.К.Новиков, 
ответственный исполнитель И.И.Генералов). Часть исследования 
была профинансирована Белорусским Республиканским Фондом 
фундаментальных исследований (БРФФИ) и проходила по гранту 
"Изучение каталитической активности комплексов поликлональных 
иммуноглобулинов с катионами металлов", договор №Б97-281 от 
1 марта 1998 г., завершен в марте 2000 года, заключитель­
ный отчет по гранту утвержден БРФФИ.
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Цель и задачи исследования

Целью настоящего исследования стала разработка 
методических подходов и проведение оценки абзимной активности 
препаратов IgG при аутоиммунных, вирусных и онкологических 
заболеваниях

Для достижения указанной цели были поставлены следующие 
задачи:

-  разработать метод очистки препаратов поликлональных IgG 
человека для последующей оценки их абзимной активности;

-  разработать методы определения ДНКазной, гиалуронидазной, 
БАПНА-амидазной и пероксидазной абзимной активности;

-  адаптировать разработанные методы для экспресс-определения 
ферментативной активности микроорганизмов (в частности -  
для идентификации штаммов золотистого стафилококка);

-  исследовать взаимодействие поликлональных IgG человека с 
катионами металлов и оценить влияние катионов на абзимную 
активность;

-  изучить параметры ДНКазной, гиалуронидазной, БАПНА- 
амидазной и пероксидазной абзимной активности препаратов 
IgG, выделенных от больных аутоиммунными, 
онкологическими и вирусными заболеваниями;

-  провести сопоставление уровней абзимной активности, 
выявленных при различных заболеваниях;

-  оценить влияние лечебных мероприятий на абзимную 
активность.

Объект и предмет исследования

Предметом исследования является абзимная активность IgG 
больных системной красной волчанкой (СКВ), ревматоидным 
артритом (РА), инфекционно-зависимой, атопической и смешанной 
формой бронхиальной астмы (БА), раком желудка, вирусными 
гепатитами В и С и практически здоровых лиц (доноров крови), а 
также ферментативная активность штаммов стафилококков.
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Объектом исследования являются сыворотки и 
иммуноглобулины G, полученные от данных пациентов и штаммы 
стафилококков, полученные от больных и носителей.

Методология и методы проведенного исследования

Работа выполнена на основе методологии медико­
биологического экспериментального и клинического исследования.

Использовались разработанные методы определения 
ферментативной активности, которые были сопоставлены с уже 
известными. Также в исследовании применялся разработанный 
метод очистки препаратов поликлональных IgG. Для оценки 
степени чистоты полученных препаратов ИГ использовали набор 
контрольно-аналитических методов: иммуноэлектрофорез,
электрофорез в полиакриламидном геле (ПАГ) в диссоциирующих 
условиях с последующим серебряным окрашиванием, агарозный 
электрофорез, гель-фильтрация и эксклюзионная высоко­
эффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ).

Исследование взаимодействия поликлональных IgG человека с 
катионами металлов проводили с помощью метода металло­
хелатной хроматографии (МХХ).

Определение штаммов бактерий проводили с помощью 
стандартных унифицированных способов, а также системы 
автоматической идентификации микроорганизмов.

Диагноз больных устанавливался согласно существующим 
критериям при помощи клинических, лабораторных и 
инструментальных методов исследования.

Статистическую обработку полученных данных осуществляли 
с применением компьютера Pentium 133 и пакетов прикладных 
статистических программ.

Научная новизна и значимость полученных результатов

i •

Впервые обнаружена абзимная активность при аутоиммунных 
состояниях и предложен антиидиотипический механизм для 
объяснения ее появления.

Разработан усовершенствованный комбинированный метод 
очистки поликлональных IgG человека, что привело к удешевлению 
и ускорению процесса очистки.
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Разработаны новые методы определения ферментов 
деполимеризующего (ДНКазного и гиалуронидазного) действия. Их 
оказалось возможным использовать как для оценки абзимной 
активности, так и для определения ферментативной активности 
других биологических материалов — сывороток, коммерческих 
препаратов ферментов, штаммов микроорганизмов.

При помощи нового метода определения ДНКазной активности 
разработана методика идентификации штаммов золотистого 
стафилококка.

Впервые проведена комплексная оценка взаимодействия 
поликлональных IgG человека с катионами металлов Cu(II), Ni(II), 
Co(II), Ca(II), Mg(II), Zn(II), Cr(III), Mn(II) с помощью метода 
металло-хелатной хроматографии.

Впервые показана возможность использования метода металло­
хелатной хроматографии для обогащения абзимно активных 
фракций препаратов поликлональных IgG.

Впервые проведено совместное изучение различных видов 
абзимной активности (ДНКазной, амидазной, гиапуронидазной и 
пероксидазной) при системной красной волчанке, ревматоидном 
артрите, различных формах бронхиальной астмы, раке желудка, 
вирусных гепатитах В и С.

Впервые проведена оценка влияния лечебных мероприятий 
(глюкокортикостероидной терапии при ревматических 
заболеваниях (РА и СКВ) и специфической иммунотерапии -  
аллергопрофилактики -  при атопической форме бронхиальной 
астмы) на абзимную активность.

Научная значимость результатов заключается в углублении 
понимания механизмов действия абзимно активных АТ, а также 
роли абзимной активности в возникновении и развитии 
патологических процессов. Полученные данные по влиянию 
специфической иммунотерапии на абзимную активность 
дополняют уже имеющиеся представления о механизме ее 
действия.

В работе намечены новые направления исследований 
поликлональной абзимной активности как для последующего 
биотехнологического применения, так и для клинических целей.
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Практическая значимость полученных результатов

Разработанные подходы к очистке и тестированию на 
активность препаратов поликлональных IgG человека создают 
возможности для определения абзимного действия в клинических 
условиях.

Использование разработанных методов выявления ДНКазной и 
гиалуронидазной ферментативной активности позволяет проводить 
быструю оценку продукции этих факторов патогенности у 
бактерий.

Разработанная методика высокодостоверной идентификации 
штаммов золотистого стафилококка ускоряет его определение на 1- 
2 суток в сравнении с унифицированным методом [154]. Такое 
усовершенствование является важным, так как S.aureus продолжает 
оставаться ведущим госпитальным и внегоспитальным 
возбудителем гнойно-воспалительных заболеваний и их 
осложнений. Методика проста в исполнении и может выполняться 
в микробиологических лабораториях любого уровня.

Определение некоторых видов абзимной активности может 
быть необходимым в клинических условиях для дифференциальной 
диагностики заболеваний. В частности, обнаружение ДНКазной 
активности препаратов IgG свыше 0,049-0,05 Ед позволяет 
дифференцировать аутоиммунный тиреоидит от других 
заболеваний щитовидной железы. Разработанный критерий 
предложено использовать в качестве дополнительного при 
установлении этого диагноза. Его применение обосновано не 
только при отсутствии возможности морфологической 
верификации заболевания биопсией щитовидной железы, но и при 
противоречивости результатов данного исследования.

Предложенный вариант обогащения абзимно активных 
фракций поликлональных IgG с помощью металло-хелатной 
хроматографии позволяет увеличивать удельную активность 
отдельных абзимных препаратов более чем в 100 раз, что может 
быть использовано в биотехнологии для очистки 
металлосодержащих поликлональных абзимов из общего пула 
иммуноглобулинов.

Полученные результаты по влиянию лечения на абзимную 
активность могут быть полезны для разработки патогенетических 
методов лечения аутоиммунных заболеваний.
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Разработана и утверждена к практическому использованию 
Министерством Здравоохранения Республики Беларусь инструкция 
на метод "Определение ДНКазной активности препаратов 
сывороточных IgG для иммунологической диагностики 
заболеваний щитовидной железы". Также составлены и утверждены 
к применению Министерством Здравоохранения Республики 
Беларусь методические рекомендации "Методы определения 
ферментативной активности микроорганизмов". В рекомендациях 
представлены разработанные автором методы определения 
'ДНКазной и гиалуронидазной активности микроорганизмов. На 
утверждении в Министерстве Здравоохранения находится 
инструкция на метод "Определение термонуклеазной активности 
золотистого стафилококка для его ускоренной идентификации".

Полученные данные о наличии у антител абзимной функции 
вошли в учебные издания "Пособие по иммунологии" и 
"Медицинская иммунология" (утверждено Министерством 
образования Республики Беларусь в качестве учебного пособия для 
студентов медицинских ВУЗов) -  авторы Д.К.Новиков, 
И.И.Генерапов, Н.В.Железняк, В.К.Окулич.

Результаты работы внедрены в ревматологическом и 
эндокринологическом отделении Витебской областной 
клинической больницы, Витебском областном эндокрино­
логическом диспансере, Витебской областной инфекционной 
клинической больнице, Республиканском научно-практическом 
центре “Инфекция в хирургии”, Республиканском липидном 
лечебно-диагностическом центре метаболической терапии, а также 
используются в учебном процессе на кафедре терапии ФПКС и 
кафедре микробиологии с курсом клинической аллергологии и 
иммунологии Витебского госмедуниверситета.

Получено 1 авторское свидетельство на изобретение -  
А.с. №1786071 СССР "Способ определения гиалуронидазной 
активности" (в соавторстве с Азаренком К.С.)

Получено 2 патента на изобретение Государственного 
патентного ведомства Республики Беларусь: патент №1066 РБ. 
"Способ определения ДНКазной активности" (в соавторстве с 
Азаренком К.С., Голубевой А.Г., Железняк Н.В., Коноревым М.Р.); 
патент №3205 "Способ очистки иммуноглобулинов класса G из 
сыворотки крови и устройство для аффинной хроматографии" (в 
соавторстве с Коноревым М.Р., Козловским И.В., Генераловой А.Г., 
Жильцовым И.В.)
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В Государственное патентное ведомство Республики Беларусь 
подано 2 заявки на изобретение "Способ определения госпитальных 
штаммов золотистого стафилококка" и "Способ идентификации 
золотистого стафилококка". В настоящее время проводится их 
экспертиза (получены приоритетные справки а19980227 от 10.03.98 
и а19980228 от 10.03.98).

Основные положения диссертации, выносимые на защиту

1. Разработаны методические подходы, позволяющие 
проводить оценку различных видов абзимной активности у 
здоровых лиц и больных аутоиммунными, онкологическими и 
вирусными заболеваниями.
2. Разработан новый метод экспресс-идентификации 
штаммов золотистого стафилококка. В сравнении с 
унифицированным метод сокращает идентификацию штаммов 
S.aureus на 24-48 часов. На модели дифференциации 
золотистого и эпидермального стафилококков показана 
возможность использования многомерных методов 
статистического анализа для компьютерной идентификации 
микробиологических таксонов.
3. Катионы металлов различаются по своей способности 
взаимодействовать с поликлональным IgG человека. Ионы Са, 
Mg, и Сг минимально задерживают IgG доноров при 
проведении металло-хелатной хроматографии. Остальные 
катионы по степени связывания IgG образуют ряд 
Cu(II)>Ni(II)>Zn(II)>Co(II)>Mn(II). Растворы аминокислот по 
эффективности элюции связавшихся с катионами IgG 
располагаются в ряду Цис>Гис>Глу>Арг. Лизин, триптофан и 
серин на связывание достоверно не влияют. Эти результаты 
способствуют целенаправленному получению поликлональных 
металлоабзимов.
4. Применение метода металло-хелатной хроматографии 
создает возможности для выделения каталитически 
обогащенных фракций из препаратов поликлональных 
абзимов. Силикагелевая матрица является дешевой и может 
быть использована многократно без снижения эффективности 
фракционирования.
5. Наибольшие уровни ДНКазной абзимной активности 
отмечаются при аутоиммунном тиреоидите, вирусных
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гепатитах В и С, системной красной волчанке, ревматоидном 
артрите. Выраженная БАПНА-амидазная абзимная активность 
отмечается при аутоиммунном тиреоидите, гиалуронидазная -  
при СКВ и ревматоидном артрите. Они достоверно превышают 
активность контрольной группы доноров крови. Пероксидазная 
абзимная активность больных аутоиммунными заболеваниями 
щитовидной железы превышает уровень контрольной группы, 
в других группах различий с контролем не обнаруживается. 
Полученные данные подтверждают возможность применения 
абзимной активности в качестве дополнительного критерия для 
дифференциальной диагностики патологических процессов.

Личный вклад соискателя 

Результаты работы получены автором самостоятельно.

Апробация результатов диссертации

Результаты работы были представлены на ежегодных научных 
сессиях Витебского государственного медицинского университета; 
Пленуме проблемной комиссии "Инфекция в хирургии" и 
Республиканском семинаре по внедрению достижений науки в 
практику здравоохранения 29-30 октября 1992 г.; II октября 1993 г., 
III съезде Белорусского научного общества иммунологов и 
аллергологов, Гродно, 1995; Central and Eastern European Conference 
on asthma, allergy and clinical immunology, 20-22.06.96,, 20-22.06.96, 
Lodz, Poland; I итоговой научно-практической конференции 
"Современные проблемы инфекционной патологии человека 
(эпидемиология, клиника, микробиология, вирусология и 
иммунология)", г.Минск, 8-9 апреля 1998 г.; International Medical 
Conference in Lublin,' Poland, April, 24-26, 1998; 1-й и 2-й 
Международной конференции и I-м съезде БААКИ "Клиническая 
аллергология и иммунология, иммунодиагностика и 
иммунореабилитация"; Витебск, Минск, 1995 и 1998 гг.; 9th 
European conference o f the Charite -  October 21я-24л, 1998", Berlin, 
1998; 8th International Symposium on Staphylococci and staphylococcal 
infections -  Aix-Les-Bains, France, 23-26 June, 1996; Second Central 
and East European Interasma Conference, Budapest, 1997; 13th 
European Immunology Meeting; June, 22-25, 1997, Amsterdam.
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Опубликованность результатов

Основные положения диссертации изложены в 56 научных 
работах, из них 1 монография, 17 статей в журналах, 15 статей в 
сборниках, 11 тезисов докладов и выступлений на конференциях, 6 
депонированных работ, 2 описания к патентам и 1 — к авторскому 
свидетельству, 1 методические рекомендации и инструкция на 
метод.

Всего опубликовано 387 страниц, из них личный вклад автора 
составляет 78%.

Часть результатов проведенных исследований находится в 
глобальной компьютерной сети Интернет. Материалы, 
представленные автором на 13th European Immunology Meeting; 
June, 22-25, 1997, Amsterdam, размещены на сайте http://www.hbz- 
nrw.de/elsevier/01652478/sz976812/ и зарегистрированы на 
поисковых системах Fast Search, Lycos; материалы, представленные 
на 9th European conference of the Charite находятся на сайте 
http://www.ukrv.de/esc/esc/1998/abs/mi/im3 5 .htm, зарегистрированы 
в поисковой системе Hotbot; статья в журнале "Becui Акадэмп 
навук БеларусГ' зарегистрирована на сайте http://www.ac.by/ 
publications/vesti/vbi99_l .html и отражена в поисковых системах 
AltaVista, Fast Search, Lycos.

Структура и объем диссертации

Работа построена и оформлена согласно "Инструкции по 
оформлению диссертации и автореферата", утвержденной ВАК 
Республики Беларусь от 24 декабря 1997 постановлением 
президиума ВАК №178.

Диссертация состоит из введения, общей характеристики 
работы, основной части, состоящей из 7 глав, заключения и 
приложения.

Полный объем диссертации составляет 218 страниц, из них 
объем, занимаемый иллюстрациями и таблицами составляет 36 
страниц.

В работе использовано 464 литературных источника, из них 
197 отечественных и 267 зарубежных.

http://www.hbz-nrw.de/elsevier/01652478/sz976812/
http://www.hbz-nrw.de/elsevier/01652478/sz976812/
http://www.ukrv.de/esc/esc/1998/abs/mi/im3
http://www.ac.by/
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ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Материалы и методы

В качестве клинического материала были использованы 
сыворотки и иммуноглобулины больных ревматоидным артритом 
(63 человека, из них 12 с серонегативной формой заболевания, 
остальные -  с серопозитивной), СКВ (20 человек), вирусными 
гепатитами В и С (39 человек), бронхиальной астмой (46 человек с 
инфекционно-зависимой и смешанной формой заболевания, 12 -  с 
атопической; в последней группе абзимную активность изучали до 
и после проведения курса специфической иммунотерапии (СИТ), 
раком желудка (48 человек), толстого кишечника (11 больных), 
прямой кишки (9 человек), легкого (10 больных), аутоиммунными и 
опухолевыми заболеваниями щитовидной железы (с диффузным 
токсическим зобом 34 человека, аутоиммунным тиреоидитом 36 
человек, 20 больных аутоиммунным тиреоидитом в сочетании с 
диффузным токсическим зобом, 16 больных подострым 
тиреоидитом, 13 больных узловым токсическим зобом, раком 
щитовидной железы 17 больных), а также контрольной группы 
практически здоровых лиц (доноры крови, 69 человек).

В качестве микробиологического материала были 
использованы штаммы стафилококков, выделенные от 
бактерионосителей (беременных, студентов и медицинского 
персонала), а также от больных гнойными хирургическими 
заболеваниями и их осложнениями. Чистые культуры были 
получены из Витебского городского центра гигиены, 
эпидемиологии и санитарии (168 штаммов) и Республиканского 
научно-практического центра "Инфекция в хирургии" (82 
культуры). Штаммы были идентифицированы согласно Приказа 
N535 М3 СССР от 22 апреля 1985 года. Идентификация 
клинических штаммов была подтверждена с помощью 
автоматизированной системы идентификации микроорганизмов 
АТВ Expression (Biomeriux, France).

Анализ чистоты выделения АТ проводился методами 
иммунодиффузии по Оухтерлони, иммуноэлектрофорезом 
собственно по Грабару-Уильямс [Фримель Г., 1987] и с окраской 
нитратом серебра [Зорин Н.А. с соавт., 1989], электрофорезом в 
полиакриламидном геле в диссоциирующих условиях с окраской 
Кумасси R250 и нитратом серебра [Остерман Л.А., 1981].
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Эксклюзионную хроматографию в диссоциирующих условиях 
(0,05М-0,1М глицин-HCl буфер, pH 2.8) проводили, используя 
колонки с матрицей Toyopearl HW-55.

Высокоэффективную жидкостную хроматографию препарата 
поликлонального IgG проводили, используя силикагелевую 
препаративную колонку Диасорб-400 Диол производства СП 
"Биохиммак" (Москва, МГУ) размерами 22.0x250 мм с гранулами 
11 мкм.

С целью дальнейшего анализа свойств выделенных ИГ их 
фрагментировали фермента папаином для получения Fab- и Fc- 
фрагментов. Предварительно проводили связывание папаина 
(производства Ferak, Berlin) с твердой фазой. Использовали 2 
методики -  посадку на гранулы Акрилекса Р-300 (Reanal) по 
методу, описанному Л.А.Остерманом, 1985 г., и на гранулы 
Диасорб-2000-ПА-НФЭ ("Биохиммак", МГУ, Москва).

Амидазную (аналог протеолитической) абзимную активность 
определяли, используя модифицированную методику Эрлангера с 
субстратом БАПНА. Способ был адаптирован для учета реакции на 
мультискане АИФ Ц01С.

Оксидоредуктазную (пероксидазную) активность оценивали с 
помощью модификации общепринятого способа [Егоров А.М. с 
соавт., 1991] определения пероксидазной активности.

ДНКазную абзимную активность подтверждали с помощью 
электрофореза образующихся олигомеров ДНК в агарозе с окраской 
бромистым этидием [Остерман Л.А., 1981]. Горизонтальный 
электрофорез проводили в системе буферов для регистрации 
продуктов полимеразной цепной реакции (ПЦР) по методике, 
прилагаемой к набору для ПЦР.

Для проведения металло-хелатной хроматографии (МХХ) 
очищенных препаратов IgG через колонки, заполненные ИДК- 
сорбентом, пропускались растворы солей металлов (хлориды или 
сульфаты) в концентрации 50 мг/мл до насыщения сорбента. 
Использовали растворы солей Си(П), Ni(II), Fe(II), Co(II), Ca(II), 
Mg(II), Zn(II), Сг(Ш), Mn(II). Элюцию фракций, связавшихся с 
сорбентом, проводили 0,1М раствором ЭДТА в 0,02М ФБР (pH 7.2). 
Для выявления аминокислот, через радикалы которых 
осуществляется связывание ионов Me с молекулами ИГ, была 
проведена конкурентная элюция ИГ с МХХ-колонки растворами 
аминокислот (аргинина, гистидина, триптофана, цистеина, лизина, 
серина и глутаминовой кислоты) в концентрации 5 мг/мл.
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Статистическую обработку полученных данных осуществляли 
параметрическими и непараметрическими методами одномерной 
статистики и методами многомерного статистического анализа. В 
последнем случае применяли множественный регрессионный, 
множественный дисперсионный, дискриминантный и кластерный 
анализы [Григорьев С.Г. с соавт., 1992; Дюк В., 1997].

Разработка методов определения ферментативной активности 
для оценки абзимного действия поликлональных IgG

В первую очередь требовалось разработать такой способ для 
определения ДНКазной активности. Это связано с тем, что абзимы 
с ДНКазным действием наиболее вероятно участвуют в патогенезе 
аутоиммунных заболеваний, что подтверждается многими 
исследованиями [Шустер А.М. с соавт., 1991; Козырь А.В. с соавт., 
1996; Канышкова Т.Г. с соавт., 1997]. Для оценки нуклеазной 
активности авторы применяли либо агарозный электрофорез 
(достаточно трудоемкая методика) либо дорогостоящий и сложный 
(но и сверхчувствительный) способ определения ДНКазной 
активности по изменению линейного дихроизма реакционной смеси 
[Якубовская Е.А. с соавт., 1996; Сучков С.В. с соавт., 2000]. Оба 
способа требовали также наличия особого субстрата -  
суперскрученной плазмидной ДНК.

Нам удалось разработать собственный метод оценки ДНКазной 
активности. Принцип метода основан на способности 2-этокси-6,9- 
диаминоакридина лактата (риванола) образовывать сгусток с ДНК 
обратно пропорционально деполимеризации нуклеиновой кислоты 
под действием фермента ДНКазы.

При проверке чувствительности предложенного способа при 30 
и 60 мин инкубации оказалось, что за 30 мин достоверно 
открывается до 0,04 Ед (10 нг) ДНКазы (по панкреатическому 
энзиму). За 1 час -  до 0,004-0,008 Ед (1-2 нг). Когда же инкубация 
была увеличена до суток, то чувствительность разработанного 
способа увеличилась более, чем на порядок.

В качестве метода сравнения был использован один из 
наиболее чувствительных способов оценки ДНКазной активности -  
вискозиметрия. Предлагаемый нами способ превосходил его по 
чувствительности более чем в 10 раз.
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При оценке специфичности способа было выявлено, что 
коэффициент линейной корреляции между оптической плотностью 
и содержанием фермента в пробе составил -0,96 (р=0,01), сила 
влияния содержания ДНКазы на оптическую плотность по 
результатам однофакторного дисперсионного анализа составила 
91,72% (р<0,01).

Была проведена оценка воспроизводимости предлагаемого 
метода (как опытных, так и контрольных проб). Коэффициент 
вариации контролей составил 2,93%. Коэффициент вариации 
ДНКазной активности внутри одного определения оказался равным 
7,08%. Коэффициент вариации ДНКазной активности между 
анализами составил 8,86% при коэффициенте вариации контролей 
3,46%. Полученные результаты свидетельствуют о высокой 
воспроизводимости и чувствительности метода.

Аналогично был разработан метод оценки гиалуронидазной 
активности (ГА) [Азаренок К.С., Генералов И.И., 1992]. В 
настоящем исследовании было продолжено усовершенствование 
методики определения ГА. Способ был модифицирован для 
массового определения гиалуронидазной активности 
биологических образцов (в первую очередь коммерческих 
препаратов фермента гиалуронидазы, штаммов микроорганизмов, а 
также сывороток). С этой целью была разработана новая методика 
учета реакции с помощью отечественного колориметра- 
мультискана АИФ ЦОЮ (НПО "Витязь", Республика Беларусь). Для 
этого после инкубации с ферментом и экстракции хромогена 
риванола из сгустка смесью 1М НС1 и концентрированной H2S04 
пробы вносили в стандартный планшет для ИФА и
фотометрировапи на мультискане (методика №10). Модификация 
метода оказалась удобной для массовых определений 
гиалуронидазной активности (одновременно можно учитывать 40 и 
более дублированных проб).

Основные параметры метода позволяли использовать его для 
определения гиалуронидазной абзимной активности. Кроме того, в 
разработанной методике можно было использовать любой субстрат 
— от высокоочшценного коммерческого препарата фирмы "Sigma" 
до препаратов, приготовленных самостоятельно. Метод оказался 
работоспособным в широком диапазоне pH (про крайней мере -  в 
пределах от 2.0 до 8.0 и более). Удалось расширить до 0,075-0,15М 
диапазон ионной силы, при которой возможна детекция. Это имеет
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определенное значение с учетом того, что активность энзима может 
увеличиваться при повышении содержания NaCl в среде.

Коэффициент корреляции между оптической плотностью 
образующихся сгустков и количеством вносимого фермента 
составил 0,96, поэтому метод достоверно отражает истинное 
содержание фермента в образцах. Сила . влияния количества 
фермента на оптическую плотность проб, определенная методом 
однофакторного дисперсионного анализа при учете реакции на 
АИФ Ц01 С, составила 93,89%. Коэффициент вариации метода 
составил 6-9% для опытных проб и 3-4% для контролей, что 
свидетельствует о высокой воспроизводимости реакции.

В целом разработка вышеуказанных методов создает 
возможности не только для оценки абзимной активности, но и для 
определения соответствующей энзимной активности в сыворотках 
больных и здоровых лиц, коммерческих препаратах ферментов, а 
также в штаммах микроорганизмов. Последняя, весьма важная 
практическая область применения разработанных способов требует, 
с одной стороны, их высокой чувствительности, а с другой -  
возможности одновременного скрининга большого числа культур.

Нами была изучена ДНКазная и гиалуронидазная активность 
стафилококков. С одной стороны, это обусловлено тем, что данные 
микроорганизмы по-прежнему остаются одними из ведущих 
возбудителей в структуре как больничных, так и внебольничных 
поражений инфекционной природы. С другой стороны,
стафилококки (в первую очередь -  S. aureus) проявляют 
выраженную ДНКазную и гиалуронидазную активность. Несмотря 
на увеличивающийся вес коагулазоотрицательных стафилококков в 
этиологии гнойно-воспалительных заболеваний и осложнений 
[Е.А.Акатова с соавт., 1993], золотистый стафилококк до 
настоящего времени является одним из ведущих причинных 
факторов возникновения данных процессов [Kluytmans J., 1996]. 
Последнее обстоятельство определяет несомненную практическую 
важность быстрой идентификации штаммов данного
микроорганизма.

При определении термостабильной нуклеазы (ТНКазы) у 
S.aureus и S.epidermidis оказалось, что разработанный способ 
позволяет достоверно различать данные виды стафилококков 
между собой -  коэффициент линейной корреляции между видом
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стафилококка и наличием термостабильной нуклеазы составил 
95,3% (р<0,001).

Кроме того, для дифференциации видов стафилококков был 
использован набор многомерных статистических методов. В 
частности, был проведен анализ диагностической значимости 
ферментов при дифференциации между S.aureus и S.epidermidis 
методом пошаговой регрессии. Оказалось, что тесной связью с 
видом стафилококка обладают ТНКаза (г=0,93, р<0,001),
плазмокоагулаза (г=0,91, р<0,001), лецитиназа (г=0,86, р<0,001). 
Совместное использование этих показателей может быть 
достаточным для построения модели дифференциации золотистого 
и эпидермального стафилококков.

Для дополнительного подтверждения модели был проведен 
кластерный анализ по одной из групп обследуемых (медработники) 
с целью отнесения выделенных у них стафилококков к 
соответствующему виду по изученным группам признаков. 
Результаты компьютерной идентификации (деление возбудителей 
на кластеры-таксоны) полностью совпали с эмпирически 
установленной видовой принадлежностью бактерий.

В целом полученные данные позволяют заключить, что 
разработанный нами метод определения нуклеазы микробов делает 
возможным упростить и ускорить идентификацию S.aureus. В 
сущности идентификацию возбудителя можно свести к посеву 
материала на желточно-солевой агар и последующему определению 
лецитиназы, плазмокоагулазы (в течение 4-6 часов) и ТНК-азы 
возбудителя (4 часа). Отсюда проведение идентификации занимает 
2-3 дня по сравнению с обычными 5-6 днями [Приказ N535 М3 
СССР, 1985]. Помимо этого, предлагаемый нами способ уменьшает 
расход субстрата (ДНК) в 2-3 раза. Проведенное исследование 
показало также возможность применения методов многомерного 
статистического анализа с применением компьютера для 
таксономической дифференциации микроорганизмов.

Микробиологические приложения разработанных методов 
были апробированы и на клиническом материале. Было проведено 
одновременное определение ДНКазной (ТНКазной) и
гиалуронидазной активности штаммов стафилококков, выделенных 
из клинических источников. ТНКазная активность продолжала 
оставаться одним из ведущих критериев при идентификации 
клинических штаммов S.aureus — коэффициент корреляции между 
видом стафилококка и ТНКазной активностью составил 0,929 при
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р<0,001. В свою очередь, гиапуронидазу продуцировало 98,44% 
штаммов золотистого стафилококка, из них более половины 
штаммов (38 из 64 -  59,38%) обладали высокой (свыше 25 баллов с 
учетом разведения культуры) гиалуронидазной активностью. Такая 
высокая активность в данной выборке, объясняется, вероятно, их 
клиническим происхождением -  подобные штаммы 
характеризуются максимальным уровнем продукции различных 
факторов патогенности, в том числе гиалуронидазы [Madler J.J. et 
al., 1976].

Суммируя все вышеизложенное, можно заключить, что 
высокая чувствительность и достаточная воспроизводимость 
разработанных методов делают возможным их использование в 
самых различных областях, и в том числе -  для оценки абзимной 
активности препаратов поликлональных иммуноглобулинов.

Особенности определения и параметры абзимной активности 
препаратов поликлональных IgG человека

Одним из наиболее существенных технических вопросов, 
возникающих при исследовании абзимной активности, является 
чистота получаемых препаратов абзимов, так как возможное 
наличие активных примесей ферментов даже в минимальном 
количестве в препарате иммуноглобулинов приведет к 
значительному искажению результатов и их неправильной 
интерпретации. Для оценки абзимной активности в настоящее 
время применяется целый набор методов. Наиболее 
распространенным способом очистки ИГ от примесей в этом случае 
является комбинирование анионообменной (DEAE) хроматографии 
и аффинной протеин G- (или реже -  протеин А) хроматографии 
[Paul S. etal., 1989 г.] Подобная комбинация обычно сочетается со 
вспомогательными методами (высаливанием, диализом и т.п.). 
Главным требованием является здесь использование способов 
очистки, базирующихся на разных принципах взаимодействия 
лигандов.

Мы разработали собственную методику получения препарата 
поликлонального IgG.

Она включает в себя обработку сыворотки крови раствором 
риванола, пропускание смеси через колонку с активированным
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углем для адсорбции риванола и удаления низкомолекулярных 
примесей, последующую DEAE-хроматографию, аффинную 
хроматографию на агарозе с протеином А и преципитацию IgG 
сульфатом аммония с последующими диализом.

Преимущества нашей комбинации методов очистки абзимов 
перед другими заключаются в следующем: 1) обработка риванолом 
и активированным углем в качестве начального этапа очистки 
приводит по данным электрофореза в ПАГ к получению исходно 
более чистого препарата IgG; 2) методика существенно 
экономичнее ранее использованных (вместо матрицы с протеином 
G использована протеин А-агароза российского производства, 
полученная из института им.Л.Пастера, г. С.-Петербург; она 
дешевле вышеупомянутой более чем в 10 раз); 3) отмена первого 
диализа (нет предварительного высаливания) ускоряет процедуру 
на сутки, уменьшает агрегацию ИГ и не требует перевода препарата 
в другой буферный раствор.

С помощью разработанных способов очистки ИГ и 
тестирования их на специфическую активность среди препаратов 
IgG, выделенных от больных и здоровых лиц, удалось обнаружить 
образцы, ускоряющие распад ДНК, гиалуроновой кислоты, 
субстрата протеолиза БАПНА, а также обладающие 
оксидоредуктазной (пероксидазной активностью).

То, что выявленная активность принадлежала препаратам ИГ, 
подтверждалось многими проведенными контрольными 
исследованиями.

Так, микробиологический контроль препаратов ИГ 
бактериальной контаминации не выявил.

При анализе степени чистоты полученных IgG с абзимной 
активностью при электрофорезе в ПАГ в диссоциирующих 
условиях с окраской нитратом серебра обнаруживалась либо 
полоса, соответствующая полной молекуле IgG, либо 2 полосы, 
соответствующие легким и тяжелым цепям (при электрофорезе в 
восстанавливающих условиях).

Иммуноэлектрофорез обнаруживал лишь 1 фракцию IgG в 
полученных образцах. Примесей других сывороточных белков не 
обнаруживалось.

Результаты гель-фильтрации и ВЭЖ-эксклюзионной 
хроматографии выявили 1 белковый пик, причем максимум



19

активности приходился на вершину пика. Это подтверждает 
принадлежность абзимной активности молекулам ИГ.

При обработке абзимов свободным протеином А оказалось, что 
пероксидазная активность полностью блокируется данным белком, 
тогда как другая (в частности ДНКазная) не изменяется. Это 
подтверждает предположение, что ДНКазная активность IgG 
связана с их Fab-участками, тогда как пероксидазная, вероятно, 
обусловлена Fc-фрагментами молекулы ИГ. Не исключается также, 
что существует несколько центров оксидоредуктазной активности в 
молекуле ИГ [И.М.Петяев с соавт., 1988].

Результаты экспериментов свидетельствовали, что удаление 
Fc-фрагментов из раствора не приводит к исчезновению ДНКазной, 
БАПНА-амидазной и гиалуронидазной активности IgG. Например, 
исходный препарат IgG обладал ДНКазной активностью, равной 
90,4 УЕ. Активность же Fab-фрагментов в соответствующей 
концентрации составила 79,62 УЕ, что свидетельствует лишь о 
некотором ее снижении после папаинизации. Активность Fab- 
фрагментов с гиапуронидазным действием была также сопоставима 
с исходным уровнем. Аналогично, активность Fab-фрагментов с 
БАПНА-амидазной активностью была равна 73% от исходной.

Адсорбция препаратов ИГ на сорбенте со стафилококковым 
протеином А выраженно (до 5-20% от исходной) снижала 
абзимную активность препаратов.

Проведенные дополнительные эксперименты выявили ряд 
особенностей абзимного действия поликлональных IgG.

Степень превращения всех субстратов, как и ожидалось, была 
пропорциональна концентрации ИГ, взятых в реакцию.

В свою очередь, кинетические кривые абзимных реакций 
продемонстрировали (по крайней мере в первые часы инкубации) 
линейный характер зависимостей, что свидетельствует об условиях 
насыщения абзима субстратом.

Необходимо отметить, что исходя из полученных нами данных, 
препараты, выделенные от разных больных с одной и той же 
патологией или даже у одного больного в разные сроки заболевания 
могли существенно отличаться по уровню активности. Кроме того, 
они по-разному реагировали на изменения внешних условий 
реакции (pH, ионной силы и т.д.).

При исследовании влияния теплового фактора на абзимные 
реакции оказалось, что температурный оптимум у различных
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реакций несколько отличается. Для препарата IgG с ДНКазной 
активностью оптимум совпадал с физиологическим и был равен 
37°С. При увеличении температуры инкубации до 56°С активность 
заметно снижалась. Эти результаты в целом подтверждаются 
данными других авторов по изучению термостабильности 
абзимных нуклеаз. В частности, при прогреве при 60°С IgG с 
РНКазным действием активность последних снижалась на 90% от 
исходной [Власов А.В. с соавт., 1999 г.].

Для БАПНА-амидазной активности картина была несколько 
иная. Наибольшая активность изученного препарата IgG 
наблюдалась при 41°С (выше, чем при 37°С).

Гиалуронидазная абзимная активность была максимальной при 
37°С. Тем не менее, она сохранялась и после прогревания при 56°С. 
Это не совпадает с действием микробных гиалуронидаз, которые в 
таких условиях полностью ингибируются.

Наконец, препарат пероксидазных абзимов был самым 
термостабильным, активность мало менялась с изменением 
температуры. Это может свидетельствовать о том, что данная 
активность связана с инвариантными участками молекул IgG и 
мало зависит от вариабельных участков. Вероятно, тепловые 
конформационные изменения также затрагивают эту активность в 
меньшей степени.

При анализ зависимости активности от pH между абзимами 
также были обнаружены отличия.

Препарат гиалуронидазных абзимов обладал широким 
оптимумом pH с максимумом в нейтральной зоне. Этот параметр 
сходен с pH действия микробных гиалуронатлиаз и совершенно не 
совпадает с оптимумом сывороточной лизосомальной и 
тестикулярной гиалуронидаз.

Схожим образом от pH зависел препарат абзимов с 
пероксидазным действием.

По данным литературы [Барановский А.Г. с соавт., 1998 г.], 
аналогичную зависимость от pH проявляют и ДНКазные абзимы: 
широкий диапазон pH со слабым максимумом при 7,0-8,0. Часть из 
выделенных нами препараты обладала подобным действием. 
Однако некоторые из них проявляли 2 оптимума действия -  
больший в слабощелочной зоне и меньший -  в слабокислой. Это 
подтверждает каталитическую гетерогенность абзимного препарата

Аналогичный профиль активности зарегистрирован и для IgG с 
БАПНА-амидазным действием -  ИГ были активны от кислой до
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слабощелочной среды с невыраженным максимумом в нейтральной 
зоне.

ДНКазная абзимная активность существенно снижалась после 
превышения некоторой пороговой концентрации NaCl в среде 
(около 0,05М и выше). Это свидетельствует о существенном вкладе 
ионных взаимодействий в связывание таких абзимов с субстратом. 
В свою очередь, для препаратов с пероксидазной и БАПНА- 
амидазной активностью данные взаимодействия имели меньшее 
значение -  с увеличением ионной силы активность снижалась менее 
выраженно.

Проведенные нами эксперименты продемонстрировали также, 
что при взаимодействии катионов металлов с препаратами 
поликлональных IgG возможна индукция или усиление их 
абзимной активности. Это • было особенно характерно для 
поликлональных ИГ больных аутоиммунными заболеваниями. 
Последнее представляется закономерным, поскольку при 
аутоиммунных заболеваниях (а также патологических процессах 
инфекционной и опухолевой природы) значительно увеличивается 
продукция аутоантител самых разных специфичностей, в том числе 
(как было нами выявлено) способных к взаимодействию с 
катионами металлов.

Взаимодействие катионов металлов с поликлональными IgG
человека и оценка их влияния на абзимную активность

С помощью многочисленных исследований на 
моноклональных АТ было показано, что абзимная активность АТ 
может возникать в результате связывания с антителами различных 
кофакторов и, в первую очередь -  катионов металлов [Iverson B.L., 
et al., 1990; Roberts V.A. et al., 1990].

После анализа результатов первичного скрининга абзимной 
активности нами была отобрана часть препаратов IgG для 
дальнейшего исследования их взаимодействия с катионами. В 
первую очередь были исследованы IgG, полученные от лиц без 
признаков аутоиммунной патологии (контрольная группа доноров 
крови).

После проведения МХХ было выявлено, что катионы металлов 
различаются по своей способности взаимодействовать с



поликлональными IgG доноров. Ионы Са, Mg, и Сг не связывали 
IgG доноров при металло-хелатной хроматографии. Отмечалась 
лишь небольшая задержка времени элюции ИГ в сравнении с 
выходом свободного объема. Напротив, другие катионы прочно 
фиксировали определенное количество IgG на ИДК-сорбенте. Так, 
43% от нагруженного IgG связывалось с ионами меди, 28,5% -  
никеля, 25,9% -  цинка, 17,64% -  кобальта, 11,76% -  марганца.

Данные об элюции IgG различными аминокислотами, 0,1 М 
глииин-НС1 буфером, pH 2.8 и раствором ЭДТА показали, что 100% 
связанного IgG элюируется раствором цистеина, 42,5% -  гистидина, 
1 1,9% -  глютаминовой кислоты. Другие аминокислоты (Arg, Тгр, 
Lys, Ser) весьма слабо влияли на связывание. Глицин-HCl буфер 
(0,1М, pH 2.8) и раствор ЭДТА элюировали весь связавшийся ИГ.

Были обнаружены определенные закономерности во 
взаимодействии абзимов с катионами металлов.

Получено, что ДНКазная актизность в большинстве случаев 
активируется катионами магния (“0,0+8,51%, п=30) и марганца 
(73,33+8,21%, п=30), а затем кальция (50,0+9,28%, п=30) (в 
некоторых пробах -  более чем на 70% от исходной), однако нами 
обнаружены IgG, активируемые катионами цинка, меди и никеля 
(реже всего).

Пероксидазная активность в большинстве случаев 
(приблизительно 80%) стимулируется катионами меди (II); в свою 
очередь, катионы магния обладали стимулирующим действием во 
всех исследованных случаях. Особенно это было заметно в пробах с 
невысокой исходной активностью. Кроме того, ионы Си (II) 
вызывают значительный спонтанный распад субстрата. Катионы же 
магния ускоряют распад перекиси водорода только совместно с 
абзимами (выделенными от различных больных).

Гиалуронидазная активность изученных абзимов была 
невелика, тем не менее она может быть активирована катионами 
марганца (58,82+12,3%, п=17), цинка (56,25+12,81%, п=16) и 
кальция (53,85+14,39%, п=13).

БАПНА-амидазная активность ИГ была наиболее вариабельна. 
Амидазная активность большей части проб мало менялась под 
действием катионов металлов. Можно отметить некоторое 
активирующее действие катионов кальция (в 38,1+10,86% случаев, 
п=21) и цинка (25,0+9,03%, п=24).

При анализе абзимной активности фракций IgG, имеющих 
разное сродство к МХХ-матрице оказалось, что для
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гиалуронидазной, а также БАПНА-амидазной активности не 
удалось обнаружить существенных отличий в абзимной активности 
между фракциями одного препарата IgG, различно
взаимодействующих с МХХ-матрицей.

Тем не менее оказалось, что для некоторых реакций (например 
пероксидазной) удельная пероксидазная активность фракций IgG 
значительно возросла. Это увеличение зависит от степени 
избирательности взаимодействия IgG с соответствующим
сорбентом. Если после сорбции на катионах меди удельная 
активность IgG увеличилась лишь в несколько раз для фракции IgG, 
задерживающейся на сорбенте (1,1 • 10~4УЕ/мкг IgG против 4,3*10'5 
УЕ/мкг для исходных нефракционировапных IgG), то для катионов 
магния удельная активность ИГ выросла на несколько порядков 
(1,04*10 “ УЕ/мкг IgG), причем "вся активность препарата IgG была 
связана именно с фракцией, задерживающейся на МХХ-сорбенте.

Мы продемонстрировали возможность обогащения (не менее, 
чем на 2 порядка) каталитически активных фракций 
иммуноглобулинов G путем их металлохелатной хроматографии на 
силикагеле с привитой иминодиуксусной кислотой, который может 
быть связан с катионами Cu(II), Ca(II), Mg(II), Zn(II), Mn(II) и 
потенциально многими другими. Методика является, несомненно, 
более дешевым вариантом обогащения каталитических 
поликлональных IgG в сравнении с аффинной хроматографией на 
сорбенте с привитым стабильным аналогом переходного состояния 
катализируемого субстрата, так как химически устойчивая МХХ- 
матрица может быть использована многократно без существенного 
снижения активности.

Оценка абзимной активности препаратов IgG при различных 
патологических состояниях

Проведенные нами эксперименты показали, что препараты IgG, 
выделенные из крови больных ревматоидным артритом, СКВ, 
различными формами БА, вирусными гепатитами и некоторыми 
формами онкологических процессов, способны проявлять 
абзимную активность, причем ДНКазная, БАПНА-амидазная и 
гиалуронидазная активность в большинстве случаев превышает 
таковую в контрольной группе доноров, а пероксидазная
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активность больных достоверно не отличается от активности 
контрольной группы, за исключением больных с патологией 
щитовидной железы. Сравнение уровней абзимной активности при 
различной патологии выявляет следующее: наиболее выраженно 
абзимное действие проявляется при аутоиммунных заболеваниях 
или болезнях, имеющих существенный аутоиммунный 
патогенетический компонент (см. Таблицу).

Наибольший уровень ДНКазной активности отмечается у 
больных аутоиммунным тиреоидитом, затем следуют больные 
вирусными гепатитами и больные системными аутоиммунными 
заболеваниями (РА и СКВ). ДНКазная активность пациентов с 
аутоиммунным тиреоидитом достоверно выше (р<0,001-0,05), чем в 
любой из других изученных групп больных.

Меньшая ДНК-азная активность отмечена при патологических 
процессах опухолевой природы (раке желудка и раке щитовидной 
железы).

Здесь следует обратить внимание еще на одно обстоятельство: 
и при вирусных гепатитах, и при аутоиммунном тиреоидите 
назначаемое лечение прямо не затрагивает иммунную систему 
(исключая терапию альфа-интерфероном при гепатитах). 
Глюкокортикоиды (ГКС) назначаются непостоянно и обычно в 
небольших дозировках. В свою очередь, при диффузных болезнях 
соединительной ткани (ДБСТ), особенно при СКВ, ГКС являются 
основой патогенетического лечения. Все шире их используют и в 
лечении РА [Грунина Е.А. с соавт., 2000]. Отсюда для исследования 
весьма трудно подобрать группу исходно не лечившихся больных с 
ДБСТ (особенно с прогрессирующими или тяжелыми формами).

Не исключается, что без лечения ГКС уровень ДНКазной 
абзимной активности у больных ДБСТ был бы значительно выше.

Промежуточный (и в целом невысокий) уровень ДНКазной 
активности зарегистрирован при онкологической патологии. 
Несколько более высокий уровень ДНКазной абзимной активности 
при раке толстого кишечника в сравнении с раком желудка и 
легкого позволяет предположить большее участие иммунных 
механизмов при этом виде опухоли.
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Таблица
Уровни абзимной активности поликлональных IgQ ПрИ изучаемых

'  заболеваниях

Изучаемые
заболевания

ДНКазная 
активность 
(УЕ/мг IgG)

БАПНА-
амндазная
активность

(пКат/мг
IgG)

Гиалуронидазная 
активность (УЕ/мг 

IgG)

Пероксид азнаи 
активность 
(ЕД/мг IgG)

Ревматоидный
артрит

(серопозитивный)

31,38+4,82 0,62+0,12 14,1+3,61

Ревлштоидный
артрит

(серонегативный)

27,65+8,45 0,68+0,19 9,81+3,34

СКВ 28,95+3,69 0.5+0.058 15,66+2.45 0,014±0,003
Бронхиальная

астма
29,42+4,61 0,6+0,20 11,19+1,93 0,015+0,0013

Вирусные
гепатиты

36,96+4,11 0,38+0,047 7,94+2,48

в т. числе ОГВ 38,46+6,39 0.39±0,06 7.18+4.1 -
в т. числе ХГС 35,79+7,84 0,44+0,11 9,84+3.44 -
Рак желудка 15,02+2,79 0,98+0,19 6.31+1.45 0,021+0,001

Болезни
щитовидной

железы

34,2±2,0 0,74±0,06 — 0,02+0,0002

в т. числе 
диффузный 

токсический зоб
28,1 ±2,7 0,54+0,08 • 0,018±0,0001

в т. числе 
аутоиммунный 

тиреоидит
53,6±4,6 1,01±0,15 - 0,023+0,001

в т.числе 
аутоиммунный 

тиреоидит в 
сочетании с 
диффузным 

токсическим зобом

36,3±5,3 0,75±0,14 - 0,0195±0,0003

в т. числе подострый 
тиреоидит 22,2+3,6 0,65+0,14 0,02±0,0003

в т.числе узловой 
токсический зоб

32,3±4,1 0,73+0,16 - 0,02+0,0005

в т. числе рак 
щитовидной железы

17,1+1,8 0,38±0,03 - 0,022±0,0003

Доноры крови 7,8±0,99 0,083±0,006 6,81±1.74 0,018±0,0001
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Наиболее отчетливо различия в уровнях ДНКазной абзимной 
активности проявляются при заболеваниях щитовидной железы, что 
позволило нам использовать этот критерий для их дополнительной 
дифференциальной диагностики (в частности при установлении 
диагноза аутоиммунного тиреоидита). Оказалось, что обнаружение 
ДНКазной активности IgG свыше 0,049-0,05 Ед позволяет 
Дифференцировать аутоиммунный тиреоидит от других 
заболеваний щитовидной железы.

Разработанный критерий предложено использовать в качестве 
дополнительного при установлении этого диагноза. Его 
применение обосновано не только при отсутствии возможности 
морфологической верификации заболевания биопсией щитовидной 
железы, но и при противоречивости результатов данного 
исследования. Все это подтверждает возможность применения 
абзимной активности для дифференциальной диагностики 
аутоиммунных заболеваний.

Обнаруженная гиалуронидазная активность, как и ожидалось, 
была самой высокой при изученных ревматических заболеваниях. 
Это представляется закономерным, так как поражение 
соединительно-тканного матрикса, синовиальных оболочек и 
эндотелия сосудов является ведущим в патогенезе диффузных 
болезней соединительной ткани. При других изученных 
заболеваниях она либо не выявлялась, либо оказывалась 
минимальной.

Наибольшая БАПНА-амидазная активность абзимов 
выявлялась при аутоиммунном тиреоидите (>1 пКат/мг IgG), затем 
следуют больные с раком желудка. Больные с 
органоспецифическими и органонеспецифическими
аутоиммунными заболеваниями проявляют БАПНА-амидазную 
абзимную активность IgG в диапазоне 0,5-0,6 пКат/мг IgG, однако 
различие данных между группами недостоверно. Еще ниже 
активность у больных вирусными гепатитами (0,35-0,45 
пКат/мг IgG).

Учитывая ранее сказанное, данный факт не является 
неожиданным -  белковые "забарьерные" АГ щитовидной железы (в 
первую очередь, тиреоглобулин и тйропероксидаза) являются 
мощными индукторами специфического иммунного ответа. Другие 
авторы также находили высокий уровень протеолитической 
активности АТ при данном заболевании [Li L. et al., 1995].



27

Сопоставимый уровень БАПНА-амидазной активности IgG 
был обнаружен у больных раком желудка.

При вирусной патологии (гепатитах) уровень БАПНА- 
амидазной активности оказался невысоким.

Что касается пероксидазной активности, то отсутствие 
различий между большинством групп больных и донорами вполне 
объяснимо с учетом принадлежности активности, вероятнее всего, 
Fc-фрагменту IgG. Это указывает на меньшую специфичность 
данной реакции. Тем не менее, у больных с аутоиммунной 
патологией щитовидной железы пероксидазная активность IgG 
была достоверно выше, чем у доноров. У таких больных она может 
возникать по уже упоминавшемуся антиидиотипическому 
механизму. В этом случае индуктором абзимогенеза может стать 
специфический эндоантиген щитовидной железы -  
тиропероксидаза.

Помимо параметров, связанных с самим заболеванием, на 
уровень абзимной активности достоверно влияет проводимое 
лечение.

В первую очередь это относится к терапии аутоиммунных 
заболеваний глюкокортикостероидами. В частности, при РА прием 
ГКС связан с достоверно более низким (р<0,05) уровнем ДНКазной 
абзимной активности (24.1+8.00 УЕ/мг IgG) в сравнении с группой 
больных, принимавших метотрексат (51.87+8.39 УЕ/мг IgG). С 
другой стороны, прием цитостатиков при РА подавлял другие виды 
активности (гиалуронидазную и БАПНА-амидазную) в сравнении с 
группами больных, лечившихся стероидами и нестероидными 
противовоспалительными препаратами (НПВП).

Эти результаты оказались сходными с данными наших 
экспериментов in vitro, где гидрокортизон значительно (на 90% и 
более) ингибировал абзимную ДНКазную реакцию, причем 
максимум эффекта приходился на концентрации препарата 150-200 
мкг/мл.

ГКС и цитостатики воздействуют на клетки иммунной системы 
независимо от их специфичности.

Другим же подходом к лечению является проведение 
аллерговакцинации (специфической иммунотерапии) при 
атопической бронхиальной астме. Она влияет на клоны клеток, 
ответственные за гиперчувствительность к конкретному аллергену.
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Оказалось, что после проведения курса СИТ происходит 
достоверное снижение БАПНА-амидазной абзимной активности 
препаратов IgG. До лечения она составляла 0,45+0,004 пКат/мг IgG, 
после лечения -  0,24+0,003 пКат/мг IgG (р<0,001). В свою очередь, 
при оценке протеолитической активности сывороток больных до и 
после СИТ достоверных различий обнаружено не было, причем 
общая протеолитическая активность сывороток после СИТ даже 
выросла. Полученные нами данные позволяют предположить 
возможное участие абзимов в процессе сенсибилизации организма 
при атопической форме БА. Проведенное же специфическое 
лечение (аллергопрофилактика) приводит к снижению абзимной 
активности.

Анализ связи абзимной активности с проявлениями 
заболеваний

Учитывая, что в норме абзимная активность весьма невелика, 
можно заключить, что она постепенно увеличивается по мере 
развития заболеваний, а, следовательно, отражает происходящие 
изменения (или непосредственно в них участвует).

Связи между абзимной активностью и различными сторонами 
развивающихся патологических процессов можно проследить, 
основываясь на данных проведенного корреляционного анализа.

При анализе таких отношений при ДБСТ обращает на себя 
внимание несколько обстоятельств. Во-первых, связь некоторых 
видов активности с концентрацией сывороточных ИГ была 
отрицательной (гГА igG-cb.B.igG=-0,46, р<0,05; гБАпна_18&-сыв.18м= -0 ,4 3 , 
р=0,08). Не исключено, что при обострении заболевания, 
сопровождающегося усиленной выработкой ИГ, происходит 
селекция высокоаффинных клонов, уже не обладающих 
каталитической активностью.

Во-вторых, анализ целой группы факторов позволяет 
выдвинуть предположение, что абзимная активность в целом ниже 
у больных с более тяжелым и длительным течением заболевания (в 
частности, ревматоидного артрита). На это указывают 
отрицательные связи между уровнем ревматоидного фактора и 
ДНКазной активностью (г=-0,56, р<0,05), гиалуронидазной
активности со стадией болезни и возрастом больных (г=-0,55, 
р=0,08), БАПНА-амидазной -  с формой болезни (г=-0,35, р<0,05).
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Это прослеживается также при анализе корреляций абзимной 
активности с симптомами поражения почек при РА — уровень 
лейкоцитов, белка мочи и мочевины сыворотки обратно связаны с 
уровнем БАПНА-амидазной абзимной активности (г=-0,4-0,5, 
р<0,01). Последнее представляется важным, т.к. амилоидоз почек 
является одним из наиболее тяжелых осложнений длительно 
протекающего ревматоидного артрита. Отсюда не исключается 
определенная защитная роль абзимов в этом процессе.

Обнаруженная взаимосвязь совпадает и с тем, что было 
выявлено при СКВ, однако отношения здесь были более сложными: 
БАПНА-амидазная и гиалурон идазная активность IgG 
отрицательно коррелировала с симптомами почечной 
дисфункции(г=-0,55-0,65, р<0,05), тогда как ДНКазная
положительно (г=0,4-0,6), что указывает на ее возможное участие в 
поражении почек при СКВ. Подтверждает это и ее положительная 
взаимосвязь с длительностью процесса (i=0,48, р<0,05).

Интересно, что сывороточная ферментативная активность 
демонстрировала обратную зависимость, причем не было 
достоверной корреляции между абзимной и сывороточной 
ферментативной активностью при ДБСТ.

При вирусных гепатитах выявленные тенденции также 
сохранились. Абзимная активность изменялась противоположно 
признакам, характеризующим поражение печени при ВГ. Особенно 
это было характерно для острого гепатита В -  найдена 
положительная корреляция, с уровнем протромбинового индекса 
(г=0,59; р<0,05), сильная положительная корреляция с уровнем 
альбумина (г=0,82; р=0,06), такая же, но обратная, с уровнем 
глобулинов (г=-0,94; р<0,05) и уровнем СОЭ (г=-0,76 при р<0,01).

В свою очередь, при хроническом гепатите С повышенный 
уровень абзимной активности был характерен для более молодых 
больных.

Однако подобные взаимоотношения были характерны не для 
всей изученной патологии. При бронхиальной астме наблюдались, в 
частности положительные связи БАПНА-амидазной активности IgG 
с показателями функции печени (АлАТ и уровнем билирубина, 
тимоловой пробы (г=0,4, р<0,01), а также с активностью процесса, 
хотя последняя связь была слабой и недостоверной (г=0,3, р=0,1).

Такие различия можно объяснить тем, что при БА абзимогенез 
индуцируется белковыми и/или нуклеопротеидными антигенами, 
отличными от АГ при тиреоидите, РА или СКВ. Это
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подтверждается работой [Paul S. et al., 1989], где протеолитические 
абзимы при БА были направлены к ВИЛ -  высокоактивному 
гормону с многообразной биологической активностью. Подобные 
АТ могут непосредственно участвовать в патогенезе заболевания.

При изучении многообразных связей абзимов с проявлениями 
заболеваний закономерно возникает вопрос: является ли абзимная 
активность лишь иллюстрацией, своеобразным отражением 
протекающих в организме процессов, или она имеет 
самостоятельное сано- или патогенетическое значение.

Безусловно, что оба варианта сосуществуют и не являются 
альтернативными, однако первый представляется весьма 
вероятным. Подтвердить же второй труднее. Однако существует 
ряд указаний на то, что при определенных условиях абзимная 
активность может иметь самостоятельное патогенетическое 
значение.

Нашими и другими исследованиями [Paul S. et al., 1989; Власов 
А.В. с соавт., 1999] показано, что весьма часто абзимная активность 
отличается от соответствующего действия природного фермента, и 
она может значительно увеличиваться после стимуляции 
индукторами [Stephens D.B. et al., 1998]. Все это может приводить к 
запуску патологического процесса.

Но не менее важным представляется возможное участие 
природных абзимов и в защитных (или компенсаторных) 
процессах. Такие предположения выдвигались уже неоднократно 
[Генералов И.И., Азаренок К.С, 1990; Кит Ю.Я. с соавт., 1995; 
Власов А.В. с соавт., 1999]. Нами получены данные о наличии 
обратных взаимосвязей между абзимной активностью и 
симптомами поражения внутренних органов (в первую очередь 
почек и печени) при ревматических болезнях и вирусных гепатитах. 
Эти результаты делают возможным предположение, что после 
начала патологического процесса происходит компенсаторное 
увеличение абзимной активности. Прямой защитный механизм 
абзимного действия прослеживается при СКВ (разрушение избытка 
эндогенной ДНК) или при вирусных гепатитах (гидролиз вирусной 
нуклеиновой кислоты).

Прогрессирование же патологического процесса приводит к 
поражению большинства внутренних органов, чему соответствует 
снижение абзимной активности. Почему оно происходит -  
вследствие ли развивающегося в ходе болезни вторичного
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иммунодефицита, или обусловлено проводимым лечением, или 
определяется образованием высокоаффинных, но некаталитических 
АТ -  все это, несомненно, может стать предметом для проведения 
дальнейших исследований.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные нами результаты исследований позволяют прийти 
к следующим основным выводам.

1. Иммуноглобулины класса G, выделенные от больных 
аутоиммунными, аллергическими и некоторыми вирусными 
заболеваниями, проявляют абзимную активность, уровень которой 
достоверно превышает значения контрольной группы доноров 
крови [1,2, 7, 9,16].

2. Разработаны методы оценки абзимного действия 
препаратов IgG человека. С этой целью проведена модификация 
способов определения гиапуронидазной [4, 20, 25, 26], БАПНА- 
амидазной и пероксидазной активности [13]. Разработан новый 
метод определения ДНКазной активности [6, 27], позволяющий 
обнаруживать до 0,005-0,01 Ед фермента в пробе при 
коэффициенте вариации 7-9% [3, 21,26, 32,41,42].

3. Методы определения гиалуронидазы и ДНКазы
адаптированы для экспресс-оценки продукции этих факторов 
патогенности штаммами микроорганизмов [4, 10, 23, 28, 31, 43, 46, 
48]. На основе нового метода определения нуклеазной активности 
бактерий разработан способ ускоренной идентификации штаммов 
золотистого стафилококка. Он сводится к посеву материала на 
желточно-солевой агар с последующим определением лецитиназы, 
плазмокоагулазы (в течение 4-6 часов) и ТНКазы возбудителя (4 
часа). В сравнении с унифицированным метод сокращает 
идентификацию штаммов S.aureus на 24-48 часов [29, 43, 49]. На 
модели дифференциации золотистого и эпидермального
стафилококков показана возможность использования многомерных 
методов статистического анализа для компьютерной 
идентификации микробиологических таксонов [8].

4. Разработан метод получения высокоочшценных 
препаратов поликлональных IgG из сыворотки крови человека,



32

позволяющий проводить дальнейшую оценку их абзимной 
активности [3, 5, 22]. Основные преимущества этого
комбинированного метода перед используемыми за рубежом 
заключаются в следующем: очистка с помощью риванола и 
активированного угля вместо предварительного высаливания 
приводит к получению исходно более чистого препарата IgG; 
способ более чем в 10 раз дешевле ранее использованных; отмена 
предварительного высаливания ускоряет процедуру с уменьшением 
агрегации препарата иммуноглобулина [13, 22, 44].

5. Обнаружено, что катионы металлов различаются по своей 
способности взаимодействовать с поликлональным IgG человека 
[30, 35, 51]. Ионы Са, Mg, и Сг практически не связывают IgG 
доноров при проведении металло-хелатной хроматографии. 
Остальные катионы по степени связывания IgG образуют ряд 
Cu(II)>Ni(II)>Zn(II)>Co(II)>Mn(II). Растворы аминокислот по 
эффективности элюции связавшихся с катионами IgG 
располагаются в ряду Цис>Гис>Глу>Арг [15, 33]. Лизин, триптофан 
и серин на связывание достоверно не влияют [12, 38, 40].

6. Установлено, что ДНКазная абзимная активность IgG 
наиболее часто активируется катионами магния (70,0+8,51%), 
марганца (73,33+8,21%,) и кальция. Обнаружены отдельные 
препараты абзимов, активируемых катионами цинка, меди и, реже 
всего, никеля. Пероксидазная абзимная активность более чем в 80% 
случаев стимулируется катионами меди (II) и магния. На БАПНА- 
амидазную и гиалуронидазную абзимную активность катионы 
изученных металлов оказывают слабое влияние [11,15,38].

7. Применение метода металло-хелатной хроматографии 
делает возможным фракционирование препаратов абзимов с 
получением каталитически обогащенных фракций. Для некоторых 
абзимных препаратов можно получить увеличение удельной 
каталитической активности более чем на 2 порядка [16, 38].

8. Часть препаратов IgG, выделенных из сывороток больных 
аутоиммунными, онкологическими и вирусными заболеваниями, 
обладает различной абзимной активностью, параметры которой 
являются вариабельными и зависят от источника получения IgG. 
ДНКазная абзимная активность зависит от ионной силы раствора, имеет 
температурный оптимум действия при 37°С. Некоторые из ДНКазных 
абзимов являются гетерогенными по активности, на что указывает 
отсутствие четко определенного оптимума pH. Гиалуронидазная 
абзимная активность обладает широким оптимумом pH с максимумом 
действия в нейтральной зоне. Сходным образом проявляют себя
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препараты IgG, обладающие БАПНА-амидазной и пероксидазной 
активностью [1, 3, 9, 19, 34, 39,45,47].

9. Установлено, что наибольшая ДНКазная абзимная 
активность препаратов IgG наблюдается при аутоиммунном 
тиреоидите, вирусных гепатитах В и С [53, 55] и диффузных 
болезнях соединительной ткани (системной красной волчанке и 
ревматоидном артрите [1, 7, 9, 36, 50, 54]). Сходным образом 
проявляется и БАПНА-амидазная абзимная активность. 
Обнаружение ДНКазной абзимной активности свыше 0.049-0.05 
Ед/мг IgG позволяет дифференцировать аутоиммунный тиреоидит 
от других заболеваний щитовидной железы. У практически 
здоровых лиц такая активность минимальна [17, 18, 24, 52, 56].

Гиалуронидазная активность IgG наиболее выражена при СКВ 
и ревматоидном артрите [2, 9, 37, 40], у больных аутоиммунными 
заболеваниями щитовидной железы она не выявлялась. 
Пероксидазная абзимная активность IgG больных аутоиммунными 
заболеваниями щитовидной железы была выше, чем у здоровых 
лиц, в других группах различий с контролем не обнаружено.

Под влиянием глюкокортикостероидов у больных ДБСТ и 
специфической иммунотерапии при атопической форме 
бронхиальной астмы происходит снижение активности абзимов [14, 
16, 17].

СПИСОК РАБОТ, ОПУБЛИКОВАННЫХ ПО ТЕМЕ 
ДИССЕРТАЦИИ

МОНОГРАФИЯ
1. Генералов И.И. Абзимная активность иммуноглобулинов,- 

Витебск, 2000.-150 с.

СТАТЬИ В НАУЧНЫХ И НАУЧНО-ПРАКТИЧЕСКИХ 
ЖУРНАЛАХ

2. Иммуноглобулины класса G с гиалуронидазной 
активностью и возможные механизмы их образования/ 
Азаренок К.С., Генералов И.И., Доценко Э.А., Окулич В.К.// 
Иммунология,-1989.-N 2.-С.15-17.



34

3. Ферментативная активность иммуноглобулинов и ее 
возможное клиническое значение/ Азаренок К.С., Генералов 
И.И., Окулич В.К., Мажитов Т.М./ Здравоохр. Казахстана.- 
1993 .-N5 .-С.26-27.

4. Азаренок К.С., Генералов И.И. Определение
гиалуронидазной активности методом риванолового сгустка// 
Кпин.лаб.диагн.-1994, N5.-C.40-42.

5. Конорев М.Р., Генералов И.И. Протеолитическая
активность иммуноглобулинов при заболеваниях желудка и 
двенадцатиперстной кишки// Здравоохр. Беларуси.-1994.-N3.- 
С.13-15.

6. Генералова А.Г., Генералов И.И. Оценка ДНКазной
активности методом риванолового сгустка// Клин.лаб.диагн.-
1997. -N11.-C.24, 33-34.

7. Генералов И.И., Новиков Д.К. Поликлональные
каталитические антитела и их возможное биологическое 
значение. Усп. совр. биол.-1998.-Т.118, вып.2.-С.178-193.

8. Идентификация Staphylococcus aureus путем определения 
нуклеазной активности и методов многомерного 
статистического анализа/ Генералова А.Г., Бержец В.М., 
Новиков Д.К., Генералов И.И.// Ж. микробиол., эпидемиол. и 
иммунобиол.-1998, No3.-C.6-I0,

9. Генералов И.И., Сидорская Е.В.. Абзимная активность 
препаратов IgG у больных ревматоидным артритом и 
системной красной волчанкой// Иммунология,-1998.-N3.-С.54- 
56.

10. Генералов И.И. Метод количественного определения 
гиалуронидазной активности стафилококков// Клин.лаб.диагн.-
1998. -N3.-C.36-38.

11. Ферментативная активность препаратов IgG при вирусных 
гепатитах/ Жильцов И.В., Генералов И.И., Доценко МЛ., 
Матвеев А.А.// Журн. микробиол., эпидемиол., иммунобиол — 
1998.-№4.-С.73-77.

12. Генералов И.И., Новиков Д.К., Жильцов И.В. 
Взаимодействие поликлональных IgG человека с катионами 
металлов// Весщ НАН РБ (серия б1ялапчных навук).-1999.- 
J61.-C.95-l 01.

13. BAPNA-amidase and peroxidase IgG activity o f patients with 
Helicobacter pylori. M.R.Konorev, I.I.Generalov, A.M.Litvjakov,



35

V.K.Okulich// Int.Rev. Allergol.Clin.Immunol. -  1999. -  Vol. 5, 
N4.-P.99-102.

14. Генералов И.И., Новиков Д.К. Изменение амидазной 
активности препаратов IgG у больных бронхиальной астмой до 
и после специфической иммунотерапии// Иммунопатология, 
аллергология, инфектология.-1999.-№1.-С. 119-125.

15. Усиление абзимной активности поликлональных IgG при 
взаимодействии их с катионами металлов/ Генералов И.И., 
Сидорская Е.В., Генералова А.Г., Жильцов И.В., Огрызко Н.Н., 
Адамович Л.А.// Иммунопатология, аллергология, 
инфектология.-2000.-№1 .-С. 40-43.

16. Генералов И.И. Комплексная оценка абзимной активности
поликлональных IgG при аутоиммунных, вирусных и 
онкологических заболеваниях// Иммунопатология,
аллергология, инфектология.-2000.-№3 .-С. 12-17.

17. Сидорская Е.В., Генералов И.И., Окороков А.Н. ДНКазная 
активность препаратов сывороточных IgG при заболеваниях 
щитовидной железы// Мед. новости.-2000.-№5.-С.72-74.

18. Сидорская Е.В., Генералов И.И., Окороков А.Н. 
Каталитическая активность препаратов IgG при заболеваниях 
щитовидной железы// Иммунопатология, аллергология, 
инфектология.-2000.-№1.-С. 57-61.

УЧЕБНОЕ ПОСОБИЕ
19. Медицинская иммунология/ Д.К.Новиков, И.И.Генералов, 

Н.В.Железняк, В.К.Окулич.-Минск, Витебск, 1998.-С.ЗЗ.

АВТОРСКИЕ СВИДЕТЕЛЬСТВА И ПАТЕНТЫ
20. СССР, МКИ С 12 Q 1/34. Способ определения 

гиалуронидазной активности/ Азаренок К.С., Генералов И.И. 
(СССР)-№ 4866804/13; Заявлено 17.09.90; Опубл. 07.01.93, 
Бюлл.№1// Изобретения и открытия.-1993 .-N1.

21. Пат. Cl BY, МПК С12 Ql/34, С12 N9/22. Способ 
определения ДНКазной активности/ Азаренок К.С., Генералов 
И.И., Голубева А.Г., Железняк Н.В., Конорев M.P.-N243A; 
Заявл. 06.04.1993; Опубл. 14.03.1996.// Афщыйны 
бюлетэнь/Дзярж.пат.ведамства Рэсп. Беларусь.-1996.-№3.

22. Пат. Cl BY, МПК 6G01N 33/48. Способ очистки 
иммуноглобулинов класса G из сыворотки крови и устройство 
для аффинной хроматографии/ Конорев М.Р., Генералов И.И.,



36

Жильцов И.В., Генералова A.r.-N3205; Заявл. 05.02.1996; 
Опубл. 30,12.1999// Аф1цыйны бюлетэнь/Дзярж.пат.ведамства 
Рэсп. Беларусь.-1999.-№4.

МЕТОДИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ
23. Методы определения ферментативной активности 

микроорганизмов: Методические рекомендации/ Витебск, гос. 
мед. ин-т.; Сост. КосинецА.Н., Генералов И.И., Генералова 
А.Г., Одинцова С.В., Сачек М.Г., Кочеровец В.И., Кирпиченок 
Л.Н. -Витебск, 1996.-13 с.

ИНСТРУКЦИЯ НА МЕТОД
24. Сидорская Е.В., Генералов И.И., Окороков А.Н. 

Определение ДНКазной активности препаратов сывороточных 
IgG для иммунологической диагностики заболеваний 
щитовидной железы: Инструкция на метод/ Витебск, гос. мед. 
ун-т.-Витебск, 2000,-11 с.

СТАТЬИ В СБОРНИКАХ
25. Генералов И.И., Азаренок К.С. Изучение реакции 

расщепления гиалуроновой кислоты под действием антител 
методом риванолового сгустка// Эндокринные и иммунные 
механизмы регуляции гомеостаза: Сб.ст.-Смоленск, 1991.-С.80- 
83.

26. Новые подходы к изучению клеточного и гуморального 
иммунитета/ Азаренок К.С., Окулич В.К., Шихолай П.С., 
Генералов И.И.// Заболевания органов брюшной полости: 
Сб.ст.-Смоленск, 1992.-С. 17-20,

27. К вопросу об определении эндонуклеазной активности/ 
К.С. Азаренок, И.И. Генералов, А.Г. Голубева, Н.В.Железняк, 
И.И.Шур, М.Р.Конорев// Роль наследственных факторов в 
патогенезе заболеваний человека: Сб. ст./ Вит. гос. мед. ин-т; 
Сост. 0.-Я.Л. Бекиш и др. -  Витебск, 1992.- С. 99-104.

28. Гиалуронидазная активность у микроорганизмов-
возбудителей . гнойно-воспалительных осложнений в
абдоминальной хирургии/ Азаренок К.С., Сачек М.Г., 
Генералов И.И., Косинец А.Н., Карлович Г. А., Верен штейн 
Т.Ф., Кунцевич С.В.// Заболевания органов брюшной полости: 
Сб.ст.-Смоленск, 1992.-С. 124-126.



37

29. Определение эндонуклеазной активности для 
дифференциальной диагностики стафилококков/ Генералов 
И.И., Голубева А.Г., Железняк Н.В., Беренштейн Т.Ф., 
Адамович Л.И.// Вопросы патогенеза и терапии инфекционных 
и паразитарных заболеваний: Сб.ст.-Витебск, 1993.-С.53-55.

30. Генералов И.И., Жильцов И.В. Комплексы 
иммуноглобулинов с металлами и их возможное 
биорегуляторное значение// Механизмы регуляции гомеостаза 
организма: Сб.ст.-Витебск, 1994.-С.З-5.

31. Голубева А.Г., Генералов И.И., Косинец А.Н. Изучение 
ферментов агрессии бактерий как определяющих 
патогенетических факторов при микробной инфекции// 
Механизмы регуляции гомеостаза организма: Сб.ст.-Витебск, 
1994.-С.121-123.

32. Способ определения ДНКазной активности
иммуноглобулинов/ Голубева А.Г., Генералов И.И., Конорев 
М.Р., Новиков Д.К.// Актуальные проблемы экологической и 
клинической иммунологии: материалы II Пленума
Белорусского научного общества иммунологов и аллергологов, 
20-21 октября 1993 г., Могилев, 2 часть.-Минск, 1995.-С.6-9.

33. Генералов И.И., Жильцов И.В. Каталитическая активность 
комплексов иммуноглобулинов с металлами// Актуальные 
проблемы экологической и клинической иммунологии: 
материалы П Пленума Белорусского научного общества 
иммунологов и аллергологов, 20-21 октября 1993 г., Могилев, 2 
часть.-Минск, 1995.-С.З-6.

34. Генералов И.И., Юпатов Г.И., Сапего Л.Г. 
Энзимоподобное действие иммуноглобулинов при 
бронхиальной астме// Иммунодиагностика и иммунотерапия: 
Труды 1-й Международной конференции: Сб.ст.-Витебск, 
1995 .-С. 17-20,

35. Жильцов И.В., Генералов И.И. Некоторые аспекты 
взаимодействия молекул иммуноглобулинов с ионами 
металлов// Актуальные проблемы медицины и фармации: 
Сб.ст.-Витебск, 1997.-С.З-5.

36. Сидорская Е.В., Генералов И.И. Абзимная активность 
иммуноглобулинов при системной красной волчанке (СКВ)// 
Актуальные проблемы медицины и фармации: Сб.ст.-Витебск, 
1997.-С.24-26.



38

37. Изучение гиалурон идазной активности иммуноглобулинов 
при ревматоидном артрите/ Генералов И.И., Железняк Н.В., 
Сапего Л.Г., Т.Н.Ворошилова, Г.А.Кардович, Т.Ф.Беренштейн, 
Т.М.Навойкова и др.// Труды 2-й Международной конференции 
и I съезда БААКИ "Клиническая аллергология и иммунология, 
иммунодиагностика и иммунореабилитация".-Минск, 1998.- 
С.139-143.

38. Генералов И.И. Взаимодействие поликлональных IgG 
человека с катионами металлов// Теоретические и практические 
вопросы медицины и фармации.-Витебск, 2000.-С. 105-108.

39. Генералов И.И. Оценка параметров абзимной активности 
поликлональных IgG человека// Патогенез, клиника, 
диагностика и фармакотерапия заболеваний человека: Труды 
сотрудников Витебского государственного медицинского 
университета.-Витебск, 2000.-С.11—14.

ДЕПОНИРОВАННЫЕ РАБОТЫ
40. Азаренок К.С., Генералов И.И. Гиалуронидазная 

активность иммуноглобулинов G и ее патогенетическая роль/ 
Витебский государственный медицинский институт.-Витебск, 
1989.-15 с.-Деп. во ВНИИМИ М3 СССР 9.08.89.-N Д-18245.

41. ДНКазная активность иммуноглобулинов/ Генералов И.И., 
Шур И.И., Железняк Н.В., М.Р.Конорев, А.Г.Голубева.; 
Витебский медицинский институт Минздрава Республики 
Беларусь.-Витебск, 1992.-5 с.-Деп. в ВИНИТИ 14.07.92., 
N2290-B92. // РЖ Иммунология. Аллергология. — 1992.

42. Усовершенствование способа определения активности 
ДНКазы/Азаренок К.С., Генералов И.И., Голубева А.Г., 
Н.В.Железняк, И.И.Шур, М.Р.Конорев; Витебский 
медицинский институт Минздрава Республики Беларусь.- 
Витебск, 1992.-4 с.-Деп. в ВИНИТИ 14.07.92.-N 2291-В92.

43. Определение дезоксирибонуклеазы стафилококков/ 
Азаренок К.С., Генералов И.И., Голубева А.Г., Н.В.Железняк, 
И.И.Шур, М.Р.Конорев; Витебский медицинский институт 
Минздрава Республики Беларусь.-Витебск, 1992.-4 с.-Деп. в 
ВИНИТИ 14.07.92.-N 2292-В92.

44. Генералов И.И., Карлович Г. А. Абзимы (обзор). 
Сообщение 1. Получение, свойства и применение антител, 
обладающих ферментативной активностью/ Витебский 
медицинский институт Минздрава Республики Беларусь.-



39

Витебск, 1993,- 19 с. -  Деп. в ВИНИТИ 31.08.93., N 2367-В93. 
(Ред. Ж. "Иммунология").

45. Генералов И.И., Карлович Г. А. Абзимы (обзор).
Сообщение 2. Роль каталитических антител в возникновении и 
развитии патологических процессов/ Витебский медицинский 
институт Минздрава Республики Беларусь.-Витебск, 1993.-14 
с.-Деп. в ВИНИТИ 31.08.93., N 2368-В93. (Ред.
Ж. "Иммунология").

ТЕЗИСЫ ДОКЛАДОВ И СТАТЕЙ
46. Этиологическая диагностика гнойных хирургических

инфекций по факторам агрессии и инвазии возбудителей/ 
Генералов И.И., Косинец А.Н., Железняк Н.В., Шур И.И., 
Карлович Г.А., Беренштейн Т.Ф., Кунцевич С.В.//
Профилактика и лечение гнойно-воспалительных осложнений 
в экстренной абдоминальной хирургии (Тезисы докладов 
Пленума проблемной комиссии "Инфекция в хирургии" и 
республиканского семинара по внедрению достижений науки в 
практик^' здравоохранения), 29-30 октября 1992 г.-Витебск, 
1992.-СЛ 31-133.

47. Generalov ГГ, Yupatov G.I. IgG abzyme activity of bronchial 
astma patients// Poster session abstracts: Central and Eastern 
European Conference on asthma, allergy and clinical immunology, 
20-22.06.1996.-Lodz, Poland.-1996.-P. 11.

48. Generalov I.I. Hyaluronidase activity of staphylococci// 
Programme and Abstracts-8th International Symposium on 
Staphylococci and staphylococcal infections. Aix-Les-Bains, 
France. 23-26 June, 1996.-Paris, 1996.-P.216

49. Staphylococcal DNase (TNase) determination using a new 
method of DNase activity detection/ Generalova A.G., Zeleznak 
N.V., Sidorskaya E.V., Generalov I.I.// Programme and Abstracts:- 
8th International Symposium on Staphylococci and staphylococcal 
infections. Aix-Les-Bains, France. 23-26 June, 1996,-Paris, 1996.- 
P.216.

50. Generalov I.I., Sydorskaya E.V. Abzyme activity in systemic 
lupus erythematosus (SLE) and rheumatoid artritis (RA)// Immunol. 
Lett.-1997.-Vol.56, №l-3-P.309.

51. Zhyltsov I.V., Generalov I.I. Interaction of human IgG with 
different metal cations// Immunol. Lett..-1997.-Vol.56, №1-3.- 
P.309.



40

52. Генералов И.И., Сидорская Е.В. Характеристика 
каталитической активности препаратов IgG при тиреоидной 
патологии и СКВ // Проблемы современной медицины и 
фармации: Тез. докл. 53-й науч. сессии ВГМИ / Вит. гос. мед. 
ин-т. -  Витебск, 1998 .-Ч .1 .-С . 105.

53. Жильцов И.В., Генералов И.И., Доценко М.Л. 
Ферментативная активность препаратов IgG у больных 
вирусными гепатитами // Проблемы современной медицины и 
фармации: Тез. докл. 53-й науч. сессии ВГМИ / Вит. гос. мед. 
ин-т. -  Витебск, 1998. -  4.1. -  С. 109.

54. Генералов И.И., Сидорская Е.В. Абзимная активность 
препаратов IgG у больных аутоиммунными заболеваниями// 
"Современные проблемы инфекционной патологии человека 
(эпидемиология, клиника, микробиология, вирусология и 
иммунология): Статьи и тезисы докладов I итоговой научно- 
практической конференции, г.Минск, 8-9 апреля 1998 года.- 
Мн., 1998.-С.438-439.

55. Zhyltsou I.V., Gueneralov I.I., Dotsenko M.L. Catalytic 
activity of IgG preparations at the patients with viral hepatites// 
International Medical Conference, Lublin, Poland, April, 24-26, 
1998.-Lublin, 1998.-P.109.

56. Sidorskaia E., Generalov I. New immunologic aspects of 
thyroid gland diseases: IgG catalytic activity in thyroid pathology 
and IgG nuclease activity inhibition by corticosteroids// 
International Medical Conference, Lublin, Poland, April, 24-26, 
1998.-Lublin, 1998.-P.54.



41

РЕЗЮМЕ
Генералов Игорь Иванович 

АБЗИМНАЯ АКТИВНОСТЬ ПРЕПАРАТОВ 
ПОЛИКЛОНАЛЬНЫХ IgG ЧЕЛОВЕКА: МЕТОДИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ 

К ИЗУЧЕНИЮ И ИХ ПРАКТИЧЕСКИЕ ПРИЛОЖЕНИЯ;
ОСОБЕННОСТИ ДЕЙСТВИЯ; КЛИНИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ

Ключевые слова: поликлональные IgG человека, абзимная
активность, определение ферментативной активности, идентификация 
S. aureus, катионы металлов, металло-хелатная хроматография

Предметом исследования явилась абзимная активность 
поликлональных IgG человека. Целью работы стала разработка 
методических подходов и проведение оценки абзимной активности IgG, 
выделенных от больных аутоиммунными, вирусными и опухолевыми 
заболеваниями.

В результате выполненных исследований была проведена 
адаптация методов определения ферментативной ДНКазной, 
гиалуронидазной, БАПНА-амидазной и пероксидазной активности для 
последующей оценки абзимного действия поликлональных IgG 
человека. Разработан метод экспресс-идентификации штаммов 
золотистого стафилококка. В сравнении с унифицированным он 
сокращает идентификацию штаммов S.aureus на 24-48 часов. 
Разработан метод получения препаратов поликлональных IgG человека, 
пригодных для определения их абзимной активности. С помощью 
разработанных методов проведена оценка абзимной активности 
поликлональных IgG у больных аутоиммунными, онкологическими и 
вирусными заболеваниями и в контрольной группе доноров крови.

Изучено влияние катионов металлов на абзимную активность. 
Обнаружено, что катионы металлов существенно различаются по своей 
способности взаимодействовать с поликлональным IgG. Применение 
метода металло-хелатной хроматографии делает возможным 
фракционирование препаратов абзимов с получением каталитически 
обогащенных фракций. При анализе уровней абзимной активности 
больных аутоиммунными, онкологическими и вирусными 
заболеваниями оказалось, что они превышают абзимную активность 
контрольной группы (доноров крови). Изучена связь абзимной 
активности с клинико-лабораторными проявлениями болезней.

Результаты работы используются в клинической иммунологии 
для диагностики аутоиммунных заболеваний, а также в клинической 
микробиологии для диагностики стафилококковых инфекций. Также 
они могут применяться в биотехнологии для получения препаратов 
поликлональных каталитических антител.
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SUMMARY

Generalov Igor Ivanovich
ABZYME ACTIVITY OF HUMAN POLYCLONAL IgG:

APPROACHES TO INVESTIGATION AND THEIR PRACTICAL
APPLICATIONS, PECULIARITIES OF ACTION AND CLINICAL

SIGNIFICANCE

Key words: human polyclonal IgG, abzyme activity, enzyme activity 
determination, S.aureus identification, metal cations, chelate chromatography

The subject o f investigation was abzyme activity of human polyclonal 
IgG. The main aim of the work consisted of the development of experimental 
approaches and consequent investigations of abzyme IgG activity. 
Immunoglobulins were derived from patients with different autoimmune, 
viral and cancer diseases.

As the result o f investigations the adaptation of enzyme DNAse, 
BAPNA-amidase, hvaluronidase and peroxidase determination methods for 
the following human polyclonal IgG abzyme activities estimation was carried 
out. The method of the express-identification of S.aureus was worked out. In 
comparison with unified method it accelerates S.aureus strains identification 
for 24-48 hours. Method of human polyclonal IgG purification for their 
abzyme activity determination was worked out as well. With the help of 
above mentioned methods estimation of human IgG abzyme activity was 
performed in patients and in control group of blood donors.

The influence of different metal cations to several abzyme activities was 
investigated. It was found, that metal cations differed strongly in their 
abilities to interact with polyclonal IgG. Using of metal-chelate 
chromatography method makes possible to fractionate abzyme preparations 
and to receive catalytically enriched immunoglobulin fractions.

The analysis of IgG abzyme activity levels of patients with autoimmune, 
viral and cancer diseases revealed that they exceeded significantly the same 
ones in healthy persons (blood donors control group). The correlation 
between abzyme activity and clinical and laboratory findings of diseases were 
studied as well.

The results o f the work are used in the field of clinical immunology for 
auto-immune diseases diagnostics and in clinical microbiology for 
staphylococcal infection determination. They also may be used in 
biotechnology for polyclonal catalytic antibodies design.
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Генерала^ Irap 1ванав1ч
АБ31МНАЯ АКТЫУНАСЦЬ ПРЭПАРАТАУ ПАЛ1КЛАНАЛЫ СЫХ 

ЧАЛАВЕЧЫХ IgG: МЕТАДЫЧНЫЯ ПАДЫХОДЫ ДА ВЫВУЧЭННЯI 
IX ПРАКТЫЧНЫЯ ПРЫКЛАДАНШ; АСАБЛ1ВАСЩ ДЗЕЯННЯ;

КЛ1Н1ЧНАЕ ЗНАЧЭННЕ

Ключавыя словы: пашкланальныя IgG чалавека, абз!мная
актыунасць, вызначэнне ферментатыунай актыунасщ, шэнтыфшащя 
S.aureus, кащены металау, метала-хелатная храматаграф1Я

Прадметам доследования з'явшась абз1мная актыунасць 
пал1кланальных IgG чалавека. Мэтт1 доследования стала распрацоука 
метадычных падыходау i вызначэнне абз!мнай актыунасщ 
палiK.iанальных IgG, атрыманых ад хворых на аута'шунныя, в1русныя i 
анкалапчныя захворванш.

Па выншах ажыццяуленых доследованияу была праведзена 
адаптацыя метадау вызначэння ферментатыунай ДНКазнай, 
пялуранщазнай, БАПНА-амщазнай i нераксщазнай актыунасщ дзеля 
наступнага вывучэння абз1мнага дзеяння палжланапьных IgG чалавека. 
Распрацаваны метад экспрэсчдэнтыфжацп штамау залащстага 
стаф!лакока. У параунанш з ушфжаваным метадам ен скарачае 
щэнтыфшащю штамау S.aureus на 24-48 гадзш. Распрацаваны метад 
ачыстю прэпаратау палжланальных IgG чалавека, падыходзячы да 
вызначэння ix абз!мнай актыунасщ. 3 дапамогай распрацаваных метадау 
праведзена даследаванне абз1мнай актыунасщ палжланальных IgG у 
хворых на аушмунныя, анкалапчныя i в1русныя захворванш.

Даследавана уздзеянне кащенау металау на абз1мную актыунасць i 
вызначэна, што яны значна адрозшваюцца па сваей здольнасщ 
рэагаваць з палжланальным IgG. Карыстанне метадам метала-хелатнай 
храматаграфп стварае магчымасщ да фракцыянавання прэпаратау 
абз1мау з атрыманнем каталпычна канцэнтраваных фракцый.

Праведзены анал13 узроуняу абз1мнай актыунасщ хворых на 
аута1мунныя, анкалапчныя i В1русныя захворванш вызначыу, што яны 
icTOTHa перавышаюць абз!мную актыунасць кантрольнай групы донарау 
крыв1. Вывучана сувязь абз1мнай актыунасщ з юпшчным1 i 
лабараторным1 параметрам! адзначаных вышэй хвароб.

ВынМ працы выкарыстоуваюцца у юпшчнай iMyHanorii 
(дыягносщка аута!мунных захворванняу) i у клппчнай мшраб1ялогп 
(дыягносщка стафшакокавых шфекцый). Таксама яны могуць быць 
скарыстаны у б!Ятехналогп з мэтай атрымання прэпаратау 
пал!кланальных кататтычных 1мунаглабулшау.
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