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Электрофоретически и иммунологически гомогенные препараты IgG антител были вы-
делены из плазмы крови 18 больных шизофренией (ШЗ) и 14 здоровых доноров аффинной 
хроматографией на Protein G-Sepharose с последующей высокоэффективной гель-филь тра-
ци ей. Впервые проведено сравнение Н2О2-зависимой пероксидазной и Н2О2-независимой 
оксидоредуктазной активностей препаратов поликлональных IgG больных ШЗ и здоровых 
доноров в окислении 3,3’-диаминобензидина. Все препараты IgG больных ШЗ и здоровых 
доноров обладали этими активностями, но величины кажущихся значений kcat варьирова-
ли в очень широком диапазоне (16,2-355,8 мин–1). В среднем скорость окисления субстрата 
в присутствии Н2О2 из плазмы крови больных ШЗ и здоровых доноров была в 1,3-1,5 раз 
выше, чем в отсутствие Н2О2. Различие между средними пероксидазной (1,8 раз) и оксидо-
редуктазной (1,5 раз) активностями IgG из плазмы крови больных ШЗ и здоровых доноров 
было статистически достоверным (р = 0,008). При этом, коэффициент корреляции перок-
сидазной и оксидоредуктазной активностей антител больных ШЗ оказался существенно 
выше (0,664), чем для здоровых доноров (0,27). Обсуждается возможная биологическая 
роль и природа происхождения абзимов с окислительно-восстановительными функциями. 
Кровь здоровых доноров и больных различными аутоиммунными заболеваниями обычно 
содержит абзимы с амилазной и АТРазной активностями. В случае 18 больных ШФ амилаз-
ная активность обнаружена только у IgG антител одного больного, но и все 18 препаратов 
были неактивными в гидролизе АТР.
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ста новительные активности, амилазная и АТРазная активности
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ВВЕДЕНИЕ

Кроме канонических ферментов различны-
ми каталитическими функциями могут обла-
дать некоторые иммуноглобулины (Ig), кото-
рые получили название абзимов (для обзора см. 
[1-7]). Искусственные абзимы получают путем 
иммунизации животных химически стабиль-
ными аналогами переходных состояний хими-
ческих реакций, которые используют в качестве 
гаптенов [1]. Молекулы некоторых пептидов, 
белков, нуклеиновых кислот и полисахари-
дов в живых организмах в свободном состоя-
нии или в комплексах с белками могут в той 
или иной степени имитировать переходные 
состояния химических реакций и, как след-
ствие, индуцировать наработку абзимов [1]. 
В настоящее время доказано существование 
природных IgG и/или IgA и IgM абзимов па-
циентов с рядом аутоиммунных заболеваний 
(АИЗ) и вирусных патологий [1-7]. Эти аб-
зимы гидролизуют белки и пептиды: вазоак-
тивный нейропептид (астма) [8], тиреоглобу-
лин (тиреоидит Хашимото и ревматоидный 
артрит) [9, 10], протромбин (множественная 
миелома)  [11], белковый фактор VIII (гемофи-
лия) [12] и основной белок миелина (рассеян-
ный склероз (РС) [13-15] и системная красная 
волчанка (СКВ) [16-18]). IgG, IgM и IgA анти-
тела гидролизуют обратную транскриптазу 
и интегразу ВИЧ-инфицированных больных 
[19, 20]. Такие абзимы являются антителами 
непосредственно против этих белков [1-8, 20]. 
АТ, гидролизующие ДНК, РНК, и олигосаха-
риды, обнаруженные при большом числе раз-
личных АИЗ (СКВ, РС, полиартрит, тиреоидит 
Хашимото, лимфопролиферативные заболе-
вания, полиневриты, а также вирусный гепа-
тит, клещевой энцефалит и ВИЧ-инфекция) 
также могут быть АТ непосредственно против 
ДНК, РНК, полисахаридов, но в первую оче-
редь против их комплексов с белками [2-7].

Еще одним путем образования природных 
абзимов является наработка вторичных ан-
тиидиотипических антител против активных 
центров ферментов. Такие абзимы содержат 
в себе «внутренний образ» активных центров 
исходных ферментов и также обладают катали-
тической активностью [1-7]. С помощью этого 
подхода были получены моноклональные ан-
тиидиотипические абзимы с ацетилхолинэсте-
разной [21, 22], карбоксипептидазной [23, 24], 
и β-лактамазной [25] активностями.

Содержание в повышенной концентрации 
аутоантител является особенностью пациен-
тов с различными АИЗ; небольшие фракции 
ауто-АТ могут обладать самыми разными фер-
ментативными активностями [1-7]. Следу-
ет подчеркнуть, что кровь здоровых доноров 
обычно не содержит абзимов, гидролизующих 
нуклеиновые кислоты, белки и другие анти-
гены [1-7]. Однако в крови небольшого про-
цента здоровых доноров обнаружены абзимы 
с очень низкой, но достоверно тестируемой 
активностью, которые гидролизуют вазоактив-
ный нейропептид [8], тиреоглобулин [10] и по-
лисахариды [26]. Кроме того, в крови здоровых 
доноров [26], а также больных СКВ [26-29], 
РС [30, 31] и крови аутоиммунных мышей [32] 
обнаружены абзимы с высокой амилолитиче-
ской активностью. Кровь аутоиммунных мы-
шей [33] и женское молоко [34] содержат абзи-
мы, эффективно гидролизующие АТР и другие 
нуклеотиды

В целом, биологическая роль абзимов при 
АИЗ и некоторых вирусных патологиях пока 
остается до конца не ясной, однако в боль-
шинстве случаев они цитотоксичны и считает-
ся, что они могут играть отрицательную роль 
в патогенезе АИЗ [1-7]. Обнаружение абзимов 
с разными активностями в крови по клини-
ческим показателям здоровых доноров может 
быть как следствием возможности образова-
ния абзимов с очень низкой активностью у все 
же здоровых людей, так и проявлением началь-
ных стадий аутоиммунных процессов, которые 
еще не привели к развитию тех или иных АИЗ, 
но которые можно обнаружить с помощью из-
вестных методов.

В литературе опубликованы данные об 
участии абзимов в окислительно-вос ста но ви-
тель ных химических реакциях. Разные формы 
кислорода, например, O2

·-, H2O2, and OH· и др. 
являются потенциальными окислителями бел-
ков, липидов, ДНК, и других компонентов кле-
ток человека. Они возникают как при действии 
внешних факторов (радиация, ультрафиолет, 
загрязнители воздуха, и др.), так и активации 
эндогенных механизмов генерации активиро-
ванных кислородных метаболитов в резуль-
тате анаэробного дыхания у эукариот [35-37]. 
Каноническими ферментами, защищающими 
живые организмы от активных форм кисло-
рода являются супероксиддисмутаза (СОД), 
каталаза, глутатион независимая пероксидаза, 
которые обнаружены у человека, животных 
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и растений и являются металл-зависимыми  
ферментами [35-37]. Единственной независи-
мой от ионов металлов является глу та ти он-за-
ви си мая пероксидаза, которая является се лен-
за ви си мым ферментом [37]. Несмотря на то, 
что СОД, каталаза и пероксидазы в основном 
локализованы в различных клетках, некото-
рое их количество обнаруживается и в крови 
человека и животных, но после попадания 
в кровь эти ферменты быстро инактивиру-
ют [37]. В то же время продолжительность 
“жизни” АТ в крови человека намного больше, 
чем канонических ферментов. В связи с этим 
антитела с оксидоредуктазными активностя-
ми могут быть важными в защите человека 
и других млекопитающих от окислительного 
стресса.

Недавно были получены неожиданные ре-
зультаты о некоторых ферментативных функ-
циях иммуноглобулинов (Ig) здоровых доно-
ров. Показано, что Ig человека и самых разных 
животных обладают супероксиддисмутазной 
активностью; они превращают синглетный 
кислород 1O2 в его восстановленную форму 
O2· [38, 39]. Эти абзимы в качестве источника 
электрона используют H2O и присоединяют 
его к 1O2* с образованием H2O3 в качестве пер-
вого интермедиата нескольких последователь-
ных стадий, ведущих к образованию H2O2. 
Эти данные, как считается, свидетельствуют 
о возможности защиты организмов млекопи-
тающих от 1O2* с помощью АТ и ставят вопрос 
о возможности специальной эволюции Ig как 
специфических антиоксидантов крови [38, 39]. 
Для иммуноглобулинов был открыт механизм, 
с помощью которого кислород может быть 
восстановлен и повторно использован при 
фагоцитозе, что указывает на возможность 
участия иммунной системы в микробной ре-
гуляции. Еще более удивительным является 
открытие абзимов высших эукариот, катали-
зирующих образование озона, используемого 
клетками при фагоцитозе [40].

Группой Генералова еще в 1998 г. показано, 
что препараты IgG крови здоровых доноров 
и пациентов с различными формами гепати-
та обладают пероксидазной активностью, но 
критерии принадлежности активности непо-
средственно к АТ не были проверены [41]. Поз-
же было показано, что IgG из крови здоровых 
крыс Wistar обладают высокими Н2O2-за ви-
си мой пероксидазной (далее пероксидазной) 
и Н2O2-не за ви си мой оксидоредуктазной (да-

лее оксидоредуктазной) активностями в окисле-
нии субстрата пероксидазы хрена 3,3’-ди а ми но-
бен зи ди на и некоторых других ароматических 
аминов, фенолов и хинонов [42-46]. Интересно, 
что эти же активности были обнаружены у IgG 
из крови здоровых людей [47]. Относитель-
ная пероксидазная активность IgG здоровых 
людей в отсутствие внешних ионов металлов 
очень сильно варьирует от донора к донору, 
но в среднем она примерно в 5 раз ниже, чем 
у крысиных IgG [39]. Эти данные об окис ли-
тель но-восстановительных ферментативных 
активностях антител представляются важными 
для понимания вопроса о возможности защиты 
человека от окислительного стресса с помощью 
иммуноглобулинов крови.

Шизофрения (ШЗ, около 1 % человеческой 
популяции) является одним из наиболее специ-
фических проблем психиатрии [48, 49]. ШЗ 
может начать развиваться еще в период вну-
триутробного развития или в раннем детстве 
[50, 51]. Есть несколько разных теорий ШЗ, 
но все они не могут дать окончательного за-
ключения за или против неврологической или 
дегенеративной гипотезы заболевания [52]. 
С одной стороны, считается, что дисбаланс 
до фа мин-глутамат гомеостаза может приво-
дить к развитию у пациентов окислительного 
стресса [53, 54]. Кроме того, при психиче-
ских расстройствах обнаружено нарушение 
функции ферментных систем, участвующих 
в метаболизме биогенных аминов (иодолами-
нов, катехоламинов) [54, 55] и нейротропные 
эффекты, связанные с повреждениями кле-
точных мембран [56, 57]. Предполагается, что 
повреждение клеточных мембран головного 
мозга может приводить к образованию ауто-
ан ти ге нов и, как следствие, наработке ауто-
ан ти тел [58, 59]. Предполагается, что в генезе 
ШЗ иммунологические изменения могут при-
водить к потере толерантности к собствен-
ным антигенам. Тем не менее, до настоящего 
времени четкие доказательства возможной 
роли аутоиммунных процессов в патогенезе 
ШЗ не были выявлены. В то же время, в ряде 
эпидемиологических исследований была об-
наружена корреляция между ШЗ и воспали-
тельными аутоиммунными заболеваниями: 
ревматоидный артрит [60] и Хашимото тирео-
идит [61, 62]. В отличие от здоровых доноров, 
но, как и у больных СКВ, легкие цепи IgG па-
циентов с ШЗ сильно отличаются по молеку-
лярной массе [63]. Было показано, что титры 
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анти-ДНК антител в сыворотках около 30 % 
пациентов с ШЗ, как и у больных СКВ (37 %) 
значительно выше, чем у здоровых доноров. 
Обнаружение абзимов с высокой ДНКазной 
активностью является надежным индикато-
ром начальной стадии и развития различ-
ных АИЗ [1-7]; эта активность была выявлена 
у 80 % пациентов с ШЗ [63]. Эти данные сви-
детельствуют о том, что некоторые больные 
шизофренией могут проявлять в той или иной 
степени типичные признаки аутоиммунных 
заболеваний. Поэтому поиск возможных ме-
ханизмов развития шизофрении, несомнен-
но, является актуальной задачей. Нельзя было 
исключить, что в реализации окислительного 
стресса у больных ШЗ могут участвовать абзи-
мы с окис ли тель но-вос ста но ви тель ны ми функ-
циями.

В данной работе впервые проведено срав-
нение Н2О2-зависимой пероксидазной и Н2О2-
независимой оксидоредуктазной активностей 
из крови здоровых доноров и пациентов с ши-
зофренией. Кроме того, проведен анализ от-
носительных амилолитической и АТРазной 
активностей антител.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В работе использовали акриламид, N, N’-
ме тиленбисакриламид, тритон Х-100, бромфе-
ноловый синий, ТЕМЕД, перекись водорода, 
ДАБ, Protein A-Sepharose (Sigma, США), SDS 
(Merck, Германия), Трис (Нelicon, Россия), ко-
лонки Superdex-200 (Pharmacia Biotech, Шве-
ция). Остальные реактивы были квалифика-
ции ос. ч.

Были использованы препараты плазмы 
крови 18 больных (20-63 лет; среднее значение 
41,5 ± 15,2 лет; 6 мужчин и 12 женщин) с кли-
нически достоверным диагнозом шизофрения 
и 14 здоровых доноров. Клинический диагноз 
шизофрения был установлен вра ча ми-пси-
хи ат ра ми отделения эндогенных расстройств 
НИИ психического здоровья (Томск, Россия) 
согласно критериям МКБ-10 (ICD-10, Inter-Inter-
national classification of diseases, 10th revision) 
с оценкой превалирующей симптоматики по 
шкале PANSS (шкала позитивных и негатив-
ных синдромов), патологических непроиз-
вольных движений по шкале AIMS (movement 
involuntary movement scale) и общего клини-
ческого впечатления по шкале CGI (Clinical 
global impression). Согласно анамнезу 18 ото-

бранных пациентов с ШЗ не имели сопут-
ствующих системных аутоиммунных ревма-
тических заболеваний. Все больные получали 
нейролептическую терапию согласно между-
народным рекомендациям.

Отбор крови проводился в соответствии 
с протоколом комитета по этике (НИИ пси-
хического здоровья ТНИМЦ РАН, Томск, Рос-
сия), включая письменное согласие пациентов 
и здоровых доноров использовать их кровь 
для научных целей в соответствии с правила-
ми Хельсинкской комиссии по этике.

Выделение антител
Электрофоретически и иммунологически 

гомогенные препараты IgG антител были выде-
лены из крови 14 здоровых доноров и 18 боль-
ных шизофренией аффинной хроматографией 
на Protein G-Sepharose в условиях удаления не-
специфически связавшихся белков и селектив-
ной элюции IgG c колонки 100 мМ глицин-HCl 
буфером (рН 2,6) согласно [63-71]. Фракции 
АТ сразу после выхода с колонки нейтрализо-
вали 1 М Трис-HCl буфером (pH 8,5) и диали-
зовали против 25 мМ К-фосфатного буфера, 
рН 7,0. Дополнительную очистку IgG прово-
дили с помощью FPLC гель-фильтрации на ко-
лонке с Superdex 200 HR 10/30 (Pfizer, New York, 
NY) с использованием хроматографа BioCAD 
(Applied Biosystems, Foster City, CA) согласно 
[63-69]. Полученные фракции нейтрализова-
ли, диализовали, как описано выше, и исполь-
зовали для анализа их каталитических актив-
ностей.

Электрофоретический анализ белков
Электрофоретический анализ белков про-

водили по методу Леммли в 4-15 % градиент-
ном полиакриламидном геле согласно [63-71]. 
Белки инкубировали в 50 мМ Трис-HCl, рН 6,8, 
содержащем 2 % SDS, 10 % глицерин и 0,025 % 
бромфеноловый синий, 1 мин при 100°С, и на-
носили на гель. Электрофорез проводили (3-4 ч) 
при силе тока 15-20 мА. Белки окрашивали 
AgNO3 или Кумасси R250.

Анализ оксидоредуктазных активностей АТ
Реакционная смесь (100-200 мкл) для анали-

за пероксидазной активности содержала: 25 мМ 
К-фосфат (рН 6,8), 10 мM H2O2, 0,2 мг/ мл ДАБ 
и 70-670 нМ IgG. Оксидоредуктазую Н2О2-не за-
ви си мую активность анализировали с исполь-
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зованием этой же смеси, не содержащей H2O2. 
Реакционную смесь инкубировали в ячейках 
иммунологических планшетов в темноте при 
22 °C в течение 0,5-15 мин, измеряя количе-
ство образовавшегося продукта через каждые 
30-120 сек. Оптическую плотность растворов 
(A450) определяли с помощью спектрофотоме-
тра Labsystems �niskan II. Реакционные сме-absystems �niskan II. Реакционные сме- Реакционные сме-
си, не содержащие АТ, использовали в каче-
стве контролей. Начальные скорости реакции 
определяли с помощью программы Origin 8.5 
по наклонам линейных участков кинетических 
кривых с использованием АТ в концентраци-
ях, соответствующих линейным участкам за-
висимости скорости реакции от концентрации 
АТ. Активность вначале выражали в единицах 
А450/мин/ мг IgG, а затем в M/ мин / мг IgG с ис-
пользованием показателя поглощения про-
дукта окисления ДАБ, равного 2807 единиц 
А450  / 1 M / 1 cм. В конечном итоге рассчиты-
вали кажущиеся значения констант скоростей 
(kcat) при фиксированной концентрации ДАБ 
(2 мг/ мл) по формуле kcat = V (М/мин) / [IgG], М.

Тестирование каталитических активностей 
антител после SDS-электрофореза

Определение оксидоредуктазных активно-
стей интактных IgG антител из крови больных 
ШЗ проводили с помощью SDS электрофореза 
в системе Леммли в 4-15 %-ном градиентном 
ПААГ [65-71]. Препараты IgG и моноклональ-
ных легких цепей инкубировали в 50 мМ Трис-
HCl, pH 6,8, буфере, содержащем 2 % SDS, 10 % 
глицерин, 0,025 % бромфеноловый синий при 
37 °C в течение 15 мин, после чего наносили на 
гель. После электрофоретического разделения 
белков гель контрольной дорожки отделяли 
и окрашивали раствором Кумасси R-250. Гель 
опытной дорожки отмывали от SDS в течение 
1 ч раствором 4 М мочевины и водой (10 смен 
воды по 5-7 мин каждая), после чего продоль-
ные полоски геля разрезали на кусочки длиной 
2-3 мм, которые помещали в отдельные пробир-
ки и тщательно размельчали. Для ренатурации 
АТ и восстановления их каталитической ак-
тивности кусочки геля инкубировали в 50 мМ 
Трис-HCl, pH 7,5, содержащем 50 мМ NaCl, 
в течение 3-6 дней при 4°С. Гель удаляли цен-
трифугированием (центрифуга Costar, 10 мин 
при 10000 об/мин), и супернатант (20 мкл) ис-
пользовали для определения каталитической 
активности в соответствии со стандартны-
ми методиками определения активности АТ 

в окислительно-восстановительных реакциях, 
описанных выше.

Анализ амилазной активности антител
Для анализа амилазной активности реакци-

онная смесь (15 мкл), содержала 30 мМ Трис-
HCl, рН 7,5, 1,5 мМ 4,6-этилиден(G7)-n-нит ро-
фе нил-(G1)-α, D-маль то геп то зид и 0,1-0,2 мг/ мл 
IgG; смесь инкубировали 48 ч при 37°С соглас-
но [32]. Продукты гидролиза анализировали 
методом восходящей тонкослойной хрома-
тографии на пластинах Kieselgel F254 (Merck) 
в системе: уксусная кислота: бу та нол-1: вода 
(1: 3: 1). [32]. Пластины сушили, обрабатывали 
раствором, содержащим 12,5 % концентриро-
ванной серной кислоты и 87,5 % изопропи-
лового спирта, сушили над нагревателем для 
визуализации продуктов гидролиза. Актив-
ность АТ оценивали из данных сканирования 
пластин по убыли исходного олигосахарида 
в процентах с учетом всех его гидролизован-
ных форм.

Анализ АТР-гидролизующей активности 
антител

Для анализа АТРазной активности АТ реак-
ционные смеси (10-20 мкл) содержали: 1 мМ 
MgCl2, 0,1 мм ЭДТА, 50 мM Трис-HCl, рН 7,5, 
2 мМ АТР и 0,2-0,4 мг/мл АТ согласно [33, 70]. 
Реакционные смеси инкубировали в течение 
24 ч при 37°С. Продукты гидролиза анализи-
ровали методом восходящей тонкослойной 
хроматографии на пластинах Kieselgel F254 
(Merck) в системе: диоксан –  10 % NH4OH –  Н2O 
(6: 1: 4). После хроматографии пластины высу-
шивали и продукты гидролиза были опреде-
лены по поглощению исходного АТР и его 
продуктов в ультрафиолетовом свете. Степень 
гидролиза определяли с помощью программы 
Image Quant V 5.2 по переходу АТР в гидроли-
зованные формы.

Статистический анализ
Полученные данные (kcat) приведены как 

средние значения трех независимых экспери-
ментов со средними отклонениями. Распреде-
ление величин kcat полученных независимых 
выборок не соответствовало распределению 
Гаусса. Учитывая это, статистическое различие 
между сериями данных было оценено с помо-
щью критерия Валь да-Воль фо ви ца, при p ≤  0.05 
различие в данных рассматривалось статисти-
чески достоверным.
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РЕЗУЛЬТАТЫ

Электрофоретически и иммунологически 
гомогенные препараты IgG антител из плазмы 
крови больных ШЗ и здоровых доноров прово-
дили аффинной хроматографией белков плаз-
мы на Protein G-Sepharose в условиях разру-
шения неспецифических комплексов [55, 56]. 
Селективная элюция IgG антител с Protein G-
Sepharose кислым буфером (рН 2,6) с последу- кислым буфером (рН 2,6) с последу-
ющей высокоэффективной гель-филь тра цией 
приводит к получению электрофоретически 
гомогенных препаратов АТ (окраска серебром), 
которые не содержат примесей IgA, IgM антител 
или каких-либо других белков [55, 56]. В дан-
ной работе нами было получено 18 индивиду-
альных препаратов IgG из крови больных ШФ 
и 14 здоровых доноров. На рис. 1 приведены 
данные анализа гомогенности эквимолярных 
смесей 18 и 14 препаратов АТ больных ШЗ 
(шз-IgGmix) и здоровых доноров (здор-IgGmix), 
соответственно. Был проведен анализ относи-
тельной активности индивидуальных препара-
тов в реакциях Н2О2-зависимого пероксидаз-
ного, Н2О2-не за ви си мо го оксидоредуктазного 
окисления ДАБ (см. ниже).

Доказательство принадлежности активности 
непосредственно антителам

Ранее в работе [39] с помощью ряда жест-
ких критериев было показано, что пероксидаз-
ная и каталазная активности антител из крови 

здоровых доноров являются их собственным 
свойством. IgG антитела удовлетворяли сле-
дующим критериям: а) АТ были электрофоре-
тически гомогенными; б) высокоэффективная 
гель-фильтрации IgG в кислом буфере не при-
водила к исчезновению обеих активностей, 
а положение пиков пероксидазной и оксидоре-
дуктазной активностей полностью совпадало 
с пиком IgG; в) активности исчезали из рас-
твора при добавлении сорбентов с иммоби-
лизованными моноклональными мышиными 
АТ против IgG человека и элюировались с сор-
бента только с помощью кислого буфера; г) для 
исключения возможных артефактов из-за ги-
потетических следов примесей канонических 
ферментов, IgG были подвергнуты SDS-PAGE, 
и их пероксидазная и оксидоредуктазная ак-
тивности были обнаружены при инкубации 
стандартных реакционных смесей, содержа-
щей ДАБ, после добавления к ним элюатов ко-
ротких фрагментов геля, только в зоне, соот-
ветствующей интактным IgG.

Ранее было показано, что если последний 
критерий выполняется, то выполняются и все 

Рис. 1. SDS-PAGE анализ гомогенности IgGmix (7 мкг), 
соответствующих смесям шф-IgGmix (дорожка 2) из 
сыворотки 18 больных ШЗ и 14 здоровых доноров здор-
IgGmix (дорожка 3), до (дорожки 2 и 3) и после их вос-
становления с помощью ДТТ (дорожки 4 и 5) с исполь-
зованием 3-16 % градиентного или 12 % геля (дорожки 4 
и 5, соответственно) с последующим окрашиванием геля 
коллоидным серебром. Стрелки (дорожка 1) указывают 
позиции белковых маркеров молекулярных масс.

Рис. 2. SDS-PAGE анализ пероксидазной (о) и окси-
доредуктазной () активностей IgGmix (20 мкг). После 
электрофореза с использованием градиентного 4-15 % 
геля, его выдерживали в специальных условиях для ре-
натурации АТ. Относительные активности были оце-
нены с помощью экстрактов 40 фрагментов (2-3-мм) 
одной из полос геля (A). В стандартные смеси вносили 
по 20 мкл экстрактов и инкубировали их 24 ч. Средняя 
ошибка в определении не превышала 10 %. Вторая по-
лоса этого же геля была использована для определения 
положения интактного IgGmix (Б); гель был окрашен Ку-
масси R250.
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остальные известные критерии отнесения ак-
тивности непосредственно к антителам [1-7]. 
Учитывая это, в данной работе при анализе 
активностей IgG больных ШЗ был проверен 
только один последний критерий.

Препарат шз-IgGmix был подвергнут SDS-
PAGE. После электрофоретического разде-
ления белков из геля был удален SDS, и за-
тем гель быль разрезан на мелкие фрагменты 
(2-3 мм), которые инкубировали с буфером 
для экстракции белков. Полученные элюаты 
были использованы для оценки ферментатив-
ных активностей (рис. 2). Было показано, что 
положение пиков пероксидазной и оксидоре-
дуктазной активностей совпадает с положе-
нием только интактных шз-IgGmix. Отсутствие 
других белковых полос и пиков активности од-
нозначно свидетельствовало о том, что полу-
ченные препараты IgG не содержит примесей 
оксидоредуктаз и их способность катализиро-
вать окисление ДАБ является их собственным 
свойством.

Анализ пероксидазной и оксидоредуктазной 
активностей антител

Были оценены относительные активности 
всех препаратов IgG в реакциях пероксидаз-
ного и оксидоредуктазного окисления ДАБ 
в фиксированной концентрации (0,2 мг/мл). 
На рис. 3 приведены типичные кинетические 
кривые накопления окрашенного продукта 
в присутствии двух препаратов IgG. Относи-
тельные активности индивидуальных препа-
ратов IgG сильно варьировали. Для количе-
ственной оценки относительной активности 
каждого препарата АТ была подобрана кон-
центрация и время инкубации, соответствую-
щие условиям реакции псевдопервого поряд-
ка; линейные участки зависимостей скорости 
реакции от концентрации IgG и времени ин-
кубации. Сначала были оценены значения 

поглощения окрашенного продукта (A450), со-
ответствующие линейным участкам кинетиче-
ских кривых. Затем для оценки относительной 
активности индивидуальных АТ были рассчи-
таны кажущиеся величины kcat в окислении 
ДАБ при фиксированной концентрации этого 
субстрата по формуле kcat = V (скорость реак-
ции, М/мин) / [IgG] (M). Значения этих вели-
чин приведены в таб. 1.

В зависимости от пациента с ШЗ величины 
kcat, характеризующие пероксидазную (диа-
пазон 20,1-355,8 мин–1) и оксидоредуктазную 
(диапазон 16,2-155,3 мин–1) активности варьи-
ровали в широком диапазоне. Среднее зна-
чение пероксидазной (121,4±94,1 мин–1) было 
примерно в 1,5 раз выше, чем оксидоредук-
тазной активности (80,9±50,0 мин–1). Методом 
попарной корреляции Пирсона между перок-
сидазной и оксидоредуктазной активностями 
больных шизофренией обнаружена корреля-
ция (коэффициент корреляции = 0,664).

В случае 14 здоровых доноров величины kcat, 
характеризующие пероксидазную (диапазон 
51,6-95,6 мин–1) и оксидоредуктазную (диапа-
зон 41,8-59,7 мин–1) активности также изменя-
ются в широком диапазоне. Среднее значение 
величины kcat для пероксидазной (67.3±16.4 
мин–1) как и в случае больных ШЗ было выше, 
но только 1,3 раза, чем оксидоредуктазной ак-
тивности (52.8±5.7 мин–1). Согласно критерию 
Валь да-Воль фо ви ца данные по пероксидаз-
ной и оксидоредуктазной активностям зна-
чимо отличаются (р = 0,001), а коэффициент 
корреляции между этими величинами очень 
низкий (0,27).

Средний уровень пероксидазной актив-
ности АТ у больных ШЗ в 1,8 раз, а оксидоре-
дуктазной в 1,5 раз выше, чум у здоровых до-
норов. Следует отметить, что распределение 
этих величин у больных ШЗ и здоровых до-
норов не соответствует распределению Гаусса. 

Рис. 3. Типичные кинетические 
кривые накопления окрашенно-
го продукта (А450) пероксидаз-
ного (в присутствии Н2О2) и ок-
сидоредуктазного (в отсутствие 
Н2О2) окисления ДАБ (0,2 мг/ мл) 
в случае 670 нМ IgG-1 и IgG-6. 
Кривая –  IgG –  окисление суб-
страта в отсутствие АТ.
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Согласно критерию Вальда-Вольфовица для 
независимых выборок, наблюдается статисти-
чески достоверное отличие в величинах kcat, 
характеризующих пероксидазную (р = 0,008) 
и оксидоредуктазную (р = 0,008) активности 
антител больных ШЗ и здоровых доноров. Это 
может указывать на то, что в случае больных 
ШЗ есть выраженная тенденция к повышению 
относительных пероксидазной и оксидоредук-
тазной активностей абзимов, по сравнению со 
здоровыми донорами, но этот феномен может 
быть индивидуальным для каждого пациента.

Анализ амилолитической и АТРазной  
активностей антител

Ранее было показано, что кровь здоровых 
доноров [26], больных СКВ [26-29] и РС [30, 31] 

и другими АИЗ [26], а также кровь аутоиммун-
ных МRL-lpr/lpr мышей [32, 70] содержит абзи-
мы с высокой амилолитической активностью. 
Принадлежность этих активностей непосред-
ственно антителам была доказана с использо-
ванием жестких критериев, описанных выше. 
Учитывая это, можно было предполагать, что 
кровь больных ШЗ также может содержать АТ, 
гидролизующие олигосахариды. Однако нами 
был получен неожиданный результат. В то вре-
мя как контрольные АТ аутоиммунных мышей 
и женского молока эффективно гидролизовали 
олигосахарид, из 18 IgG препаратов больных 
ШЗ только 1 препарат гидролизовал мальто-
гептозид (дор. 15, рис. 4).

Кровь аутоиммунных мышей [33, 70] и жен-
ское молоко [34] содержат абзимы, эффектив-

Таблица 1. Относительные значения пероксидазной и оксидоредуктазой активностей (кажущиеся значения kcat) 
IgG крови больных шизофренией и здоровых людей

Номер IgG  
и пациента

Кажущееся значение kcat, мин–1

Больные шизофренией Здоровые доноры
Пероксидазная* 

активность
Оксидоредкутазная* 

активность
Пероксидазная  

активность*
Оксидоредкутазная 

активность*
1 82,6 16,2 55,8 50,4
2 20,1 69,1 71,5 43,0
3 31,3 32,0 72,5 57,0
4 25,6 29,8 53,1 55,2
5 355,8 104,1 95,6 59,7
6 36,0 32,3 62,3 58,2
7 172,6 123,6 67,2 50,8
8 191,5 155,3 54,2 49,0
9 79,2 58,4 69,4 41,8
10 257,1 126,6 70,5 55,4
11 150,4 124,3 51,6 54,7
12 67,2 44,4 92,8 58,0
13 198,5 51,3 60,5 56,6
14 104,6 69,3 65,3 49,4
15 222,0 203,7
16 87,8 93,1 - -
17 38,0 60,4 - -
18 64,4 61,5 - -
Среднее значение 
kcat. min–1 *** 121,4±94,1 80,9±50,0 67,3±16,4 52,8±5,7

Коэффициент  
корреляции 0,664 0,27

*Приведено среднее значение трех независимых экспериментов со средними отклонениями. Погрешность опреде-
ления каждого значения kcat не превышала 10 %; кажущиеся значения kcat оценены при фиксированной концен-
трации ДАБ (0,2 мг/мл) и рассчитаны согласно V (M/мин) / [IgG] (М).
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но гидролизующие АТР и другие нуклеотиды. 
Однако ни один из 18 препаратов больных ШЗ 
не расщеплял эффективно АТР даже в тече-
ние 24 ч при очень высокой концентрации IgG 
(0.4 мг/мл) (рис. 5).

ОБСУЖДЕНИЕ

К настоящему времени, в крови больных 
ШЗ обнаружены абзимы, гидролизующие ДНК 
и основной белок миелина [63, 72-74]. Как ука-
зано выше, абзимы с амилазной и АТРазной 
активностью обнаружены при некоторых ау-
тоиммунных заболеваниях и в молоке здоро-
вых женщин. В то же время таких абзимов нет 
в крови больных ШЗ. Этот феномен пока не 
имеет объяснения.

В настоящее время пока непонятно проис-
хождение абзимов с различными окис ли тель-
но-восстановительными функциями: суперок-
сиддисмутазной, каталазной, пероксидазной 
и оксидоредуктазной. В случае АТ (из крови 
людей с различными аутоиммунными и ви-
русными заболеваниями) с протеолитической, 
нуклеазной и амилолитической активностями 
достаточно очевидны антигены, которые сти-
мулируют наработку эти абзимов [1-7]. В ряде 
работ проведено моделирование возможных 
аутоантигенов, которые могут вести к нара-
ботке антител с различными активностями при 
АИЗ. Так АТ с ДНК- и РНК-ги дро ли зу ю щей 
активностями нарабатываются при иммуниза-
ции животных ДНК, РНК, ДНКазой I, ДНКа-
зой II и панкреатической РНКазой [65-69]. 
При этом абзимы, образующиеся при иммуни-
зации ДНКазой I, ДНКазой II РНКазой [65-69], 
в основном являются вторичными –  антииди-
отипическими АТ против активных центров 
этих ферментов. Абзимы, гидролизующие бел-
ки и пептиды, образуются при иммунизации 
животных некоторыми пептидами и белками, 
а АТ с амилолитической активностью –  поли-
сахаридами [1-7]. Свободные молекулы этих 
антигенов или в комплексах с белками могут 
имитировать переходные состояния химиче-
ских реакций и, как следствие, индуцировать 
наработку расщепляющих их абзимов [1-7]. Как 
показано в работах [70, 71] при развитии АИЗ 
происходит “нарушение” иммунной системы 
костного мозга; наблюдается резкое изменение 
профиля дифференцировки и уровня проли-
ферации, как стволовых клеток, так и лим-
фоцитов костного мозга. При иммунизации 
здоровых животных также происходит нара-
ботка АТ к используемым антигенам, включая 
абзимы, но при этом существенных изменений 
профиля дифференцировки стволовых клеток 
костного мозга не наблюдается [70, 71]. Разви-
тие иммунного ответа у здоровых животных 
происходит в основном на уровне клональной 
додифференцировки и увеличения скорости 
пролиферации иммунокомпетентных клеток 
селезенки, лимфатических узлов, тимуса и дру-
гих органов [70, 71].

Абзимы с супероксиддисмутазной, перок-
сидазной и оксидоредуктазной активностями 
присутствуют в крови всех здоровых особей 
[38-47]. Природа происхождения этих абзи-
мов, пока остается не ясной. Пока непонятно, 
какие антигены могут стимулировать наработ-

Рис. 4. Анализ амилазной активности IgG методом ТСХ; 
дорожки 1-18 соответствуют 24 ч инкубации 1,  мМ оли-
госахарида в присутствии 0,1 мг/мл IgG от 18 различ-
ных больных ШЗ. Положительные контроли гидролиза 
олигосахарида с помощью 0,1 мг/мл IgG антителами 
из крови двух аутоиммунных мышей (дорожки 1 и 2) 
и 0,05 мг/мл sIgA молока здоровых женщин (дорожка 3) 
в течение 12 ч (Б). Дорожки К –  инкубация олигосаха-
рида в отсутствие АТ (А и Б).

Рис. 5. Анализ АТРазной активности IgG методом ТСХ; 
дорожки 1-8 соответствуют 24 ч инкубации 2 мМ АТР 
в присутствии 0,4 мг/мл IgG от 8 различных больных 
ШЗ.. Положительные контроли гидролиза АТР с помо-
щью 0,05 мг/мл IgG антителами из крови двух аутоим-
мунных мышей (дорожки 1 и 2) и sIgA молока здоровых 
женщин (дорожка 3) в течение 2 ч (Б). Дорожка К –  ин-
кубация АТP в отсутствие АТ (А).
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ку таких абзимов и относятся ли эти абзимы 
к полиреактивным АТ, имеющим существенно 
пониженное сродство к самым разным антиге-
нам. Как показано в работе [47], IgG здоровых 
крыс с пероксидазной и оксидоредуктазной 
активностями способны окислять самые раз-
ные ароматические амины, фенолы, хиноны 
и другие соединения с мутагенными свойства-
ми. Известно, что в кровь различными путями, 
включая пищу и лекарственные препараты, 
постоянно попадают самые разные соеди-
нения, которые подвергаются направленной 
деструкции под действием разного рода фер-
ментов, включая ферменты, катализирующие 
реакции окисления. Не исключено, что имен-
но комплексы этих соединений и их продуктов 
превращения с этими ферментами могут сти-
мулировать наработку абзимов с окис ли тель-
но-вос становительными ферментативными 
функциями. В то же время известно, что фер-
менты с антиоксидантными функциями (СОД, 
каталаза и пероксидазы) попадают и постоян-
но присутствуют в крови млекопитающих, но 
время их жизни относительно маленькое [37]. 
Тем не менее, нельзя исключить, что абзимы 
с окис ли тель но-вос ста но ви тель ны ми функци-
ями могут быть антиидиотипическими анти-
телами к этим ферментам. Иммуноглобулины 
разных классов устойчивы к различным про-
теолитическим ферментам крови и циркулиру-
ют в крови достаточно долгое время. Учитывая 
это, можно предположить, что АТ с суперок-
сиддисмутазной активностью могут катализи-
ровать превращение супероксидного радикала 
в перекись водорода, а абзимы с пероксидаз-
ной и оксидоредуктазной активностью ней-
трализовать вредное действие Н2О2.

Работа выполнена при финансовой под-
держке грантами Проекта № 1.7.15 Подпро-
граммы 1 комплексной программы Сибир-
ского отделения РАН (III.2П.1), Российского 
научного фонда (16-04-00603 и 16-04-00604); 
Базовым проектом ПФНИ ГАН на 2017-2020 гг. 
(VI.62.1.5, 0309-2016-0003) и Бюджетным про-
ектом 0324-2016-0000
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Electrophoretically and immunologically homogeneous IgG preparations were isolated from blood plas-
ma of 18 patients with schizophrenia (SHZ) and 14 healthy donors by affinity chromatography on Protein 
G-Sepharose with subsequent high-performance gel-filtration. H2O2-dependent peroxidase and H2O2-in-
dependent oxidoreductase activities of polyclonal IgG of SHZ patients and healthy donors in the oxidation 
of 3,3’-diaminobenzidine were compared for the first time. All IgG antibodies of SHZ patients and healthy 
donors possess these activities, but the apparent kcat values varied in a very wide range (16,2-355,8 min–1). The 
average oxidation rates of the substrate in the presence of H2O2 from the plasma of SHZ patients and healthy 
donors were 1,3-1,5 times higher than in the absence of H2O2. The difference between the average peroxidase 
(1,8 times) and oxidoreductases (1,5 times) activities of IgG from blood plasma of SHZ patients and healthy 
donors was statistically significant (p = 0,008). The correlation coefficient of oxidoreductase and peroxidase 
activities of antibodies of patients with SHZ was significantly higher (0,664) than for healthy donors (0,27). 
A possible biological role and the nature of abzymes origin with oxidoreductase functions are discussed. 
The blood of healthy donors and patients with various autoimmune diseases usually contains abzymes with 
amylase and ATPase activities. In the case of 18 patients with SHZ amylase activity was detected only for one 
IgG preparation, but all 18 IgGs were inactive in the hydrolysis of ATP.

Key words: abzymes, patients with schizophrenia, healthy donors, oxidoreductases, amylase 
and ATPase activities
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