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РеФеРАт Неферментативное гликирование белков является причиной метаболического стресса, который приводит к цитотоксичности и вызывает повреж-
дения тканей. Гипергликемия ведет к увеличению количества продуктов глубокого гликирования, которые и вызывают большую часть проявлений сосу-
дистой патологии, приводя к диабетическим осложнениям. Усиленное гликирование иммуноглобулинов и их ускоренное выведение из кровотока является 
предполагаемым естественным механизмом предотвращения накопления альтернативных продуктов гликирования и, таким образом, смягчения микро-
васкулярной патологии. В данной работе продемонстрировано, что антитела против гликопротенина KLH активно реагируют с гликопептидами сыворотки 
крови диабетиков. Эти реакции обусловлены ковалентным связыванием легких цепей антител и карбонильными группами гликопептидов. Животные, 
страдающие диабетом, которые были иммунизированы с целью индукции реактивных антител, имели сниженные уровни циркулирующих и связанных 
в почках продуктов гликирования, что коррелировало с ослаблением диабетической нейропатии. Молекулярный анализ процесса гликирования антител по-
казал, что модифицировались в основном легкие цепи, несущие закодированные в зародышевой линии вариабельные районы лямбда. Ранее мы наблюдали, 
что фрагменты антител, несущие вариабельные районы в зародышевой конфигурации, могут быть выявлены в человеческой Fv библиотеке по способности 
ковалентно связываться с реактивным фосфорным эфиром. Модификация этих Fv фрагментов происходила по специфическим остаткам в области вариа-
бельных районов легких цепей, которые соответствовали комбинированному сайту связывания в области взаимодействия легких и тяжелых цепей. Эти 
данные позволяют предположить, что ковалентное связывание – это естественное свойство антител, которое сохранилось для выполнения определенных 
физиологических функций. Эта гипотеза обсуждается в связи с современными данными о природных антителах, которые распознают окисленные молекулы 
собственного организма, и о каталитических аутоантителах, которые обнаруживаются при аутоиммунных заболеваниях. 
Ключевые слова: метаболический стресс, цитотоксичность, природные аутоантитела, KLH-иммунизированные крысы.
Список сокращений: OP (organophosphorus compound) - фосфорорганические соединения, LDL (Low Density Lipoprotein) – липопротеин низкой плотности, 
nAbs (natural autoantibodies) - природные аутоантитела, AGe (advanced glycation end-products) - конечные продукты глубокого гликирования, rAGe - AGe-
рецептор, KLH - пируват-гаптен, коньюгированный с гемоцианином миноги, PAMPs (pathogenassociated molecular patterns) – патоген-ассоциированные 
молекулярные паттерны, tLr - toll-like рецептор.
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ВВедеНИе
Появление огромного разнообразия антител для защиты 
от всего разнообразия возможных антигенов – это харак-
терная черта приобретенного иммунитета. Структурной 
основой приобретенного иммунитета является вариа-
бельность сайтов связывания антигенов на B-клеточных 
рецепторах и антителах. Соответственно, антитела тесно 
связаны с генетической рекомбинацией и накоплением му-
таций, которые ступенчато улучшают связывание между 
вариабельными районами антител и комплементарными 
участками антигена. В отличие от афинности, которая по-
степенно усиливается за счет множества слабых взаимо-
действий, крепкая связь, например ковалентная, могла бы 
обеспечивать быстрый и эффективный способ захвата не-
которых антигенов. Известны ли случаи, когда антитела 
связываются именно таким образом, и какой цели служит 
такой механизм связывания?

Существование антител, которые ковалентно связы-
ваются со своими лигандами, уже давно является пред-
метом исследований, направленных на разработку фер-
ментоподобных каталитических антител [1]. Ферменты 
используют ковалентные связи, чтобы стабилизировать 
промежуточные продукты во множестве типов реак-
ций. Реактивная иммунизация считалась многообещаю-
щей стратегией для получения антител, которые свя-
зывались бы со своими лигандами путем образования 
ковалентных комплексов [2]. Предполагалось, что такие 
антитела могут имитировать промежуточные стадии фер-
ментативных реакций, когда фермент связан с субстратом 
ковалентной связью. Эта гипотеза основана на том, что та-
кая форма связывания может достигаться посредством 
обычного процесса созревания афинности при индук-
ции антител. При этом предполагается, что связывание 
и каталитические функции экспериментально получен-
ных антител являются искусственными и, таким обра-
зом, не играют иммунологической роли в природе. Один 
из первых и наиболее изученных примеров – это иммуни-
зация синтетическими антигенами, содержащими актив-
ную дикарбонильную группу. В результате индуцируются 
антитела, которые связываются через основание Шиффа 
с образованием енаминовых аддуктов. Было показано, 
что ковалентно-реактивные клоны обладают значитель-
ной альдолазной активностью. Так же как и при обычном 
созревании афинности, функция ковалентного связыва-
ния кодируется соматически мутированными вариабель-
ными районами иммуноглобулиновых генов, у которых 
в антиген-связывающем сайте возникает один или более 
нуклеофильных остатков лизина [3].

РОль КОВАлеНтНО-СВяЗЫВАЮЩИХСя 
АНтИтел В глИКИРОВАНИИ И ПАтОлОгИИ
Альтернативная гипотеза утверждает, что ковалентно-
связывающиеся антитела могут существовать в природе, 
если такая активность полезна для организма-хозяина. 
Мы предположили, что связь с антителом посредством 
одного сильного взаимодействия может быть подходящим 
механизмом для захвата и выведения измененных субстра-
тов, образующихся при повреждении белков и обновлении 
клеток. Это может происходить в ситуации с встречающи-
мися в природе, естественными, антителами, которые рас-

познают структуры, образующиеся в собственных клетках 
в результате окислительных модификаций [4]. Например, 
некоторые IgM антитела, которые принимают участие 
в разборке окисленных LDL (Low Density Lipoprotein – 
липопротеин низкой плотности) частиц, опознают опреде-
ленные химические структуры в составе окисленных фос-
фолипидов, в т.ч. фосфорилхолиновую группу в головке 
липида. Эти антитела, гены которых не подвергаются со-
матической мутации, кодируются филогенетически кон-
сервативными генами зародышевой линии [5]. Считается, 
что такие природные аутоантитела (nAbs – natural autoan-
tibodies), имеющие такую «врожденную» реактивность, 
служат постоянно работающей системой очистки, нацелен-
ной на уничтожение собственных измененных антигенов, 
т.н. «неоантигенов», которые появляются в поврежденных 
клетках и тканях [6]. Эти nAbs также реагируют с фос-
форилхолиновыми группами, присутствующими на по-
лисахаридах клеточных стенок бактерий, что позволяет 
им защищать организм от инфекции [7]. Такая двойная 
функция может объяснить, почему это свойство антител 
сохранилось в зародышевой линии в ходе эволюции. Меха-
низм взаимодействия окисленных фосфолипидов с V-зоной 
nAbs на данном этапе изучается. 

Еще одна разновидность цитотоксического метаболита 
образуется при гликировании или гликоксилировании, по-
скольку сахара и другие углеводы постоянно окутывают 
белки и клетки, модифицируя их в ходе неспецифических 
реакций по экспонированным карбонильным группам. Гли-
кирование – это медленный, но постоянный процесс, кото-
рый в норме происходит по ходу старения. Однако при диа-
бете процесс гликирования происходит быстрее, поскольку 
нарушен гликемический контроль, и часто наступает ги-
пергликемия. Важность этого механизма оказалась весьма 
значительной, поскольку на данном этапе роль конечных 
продуктов глубокого гликирования (AGe – advanced glyca-
tion end-products) в сосудистых осложнениях при диабете 
сейчас уже твердо установлена [8–10]. Необычайное раз-
нообразие AGe-белков образует особый класс измененных 
собственных антигенов хозяина, которые пока слабо оха-
рактеризованы. AGe участвуют в развитии патологии со-
судистой ткани через два основных механизма: изменение 
архитектуры внеклеточного матрикса из-за сшивки белков 
и модуляция клеточных функций путем взаимодействия со 
специфическими рецепторами на клеточной поверхности. 
В разнообразные механизмы развития тканевой токсично-
сти вовлечены многочисленные рецепторы, участвующие 
в связывании AGe-продуктов, включая AGe-рецептор 
(rAGe), скавенджер-рецептор макрофагов, галектин-3 
и мегалин [11–15]. Совместно это процессы вносят вклад 
в прогрессию патологических осложнений диабета, вклю-
чая сердечно-сосудистые заболевания, нефропатию и ми-
кроваскулярные заболевания (рис. 1). На данный момент 
рассматривается несколько подходов к терапии связанного 
с AGe патогенеза, в том числе фармакологическое ингиби-
рование формирования AGe [16] и биофармакологическое 
блокирование AGe-рецепторов [17]. Теоретически природ-
ный компенсаторный механизм, устраняющий цитотокси-
ческие AGe-продукты из циркуляции, мог бы, таким обра-
зом, уменьшать патологический эффект продолжающегося 
или чрезмерного гликирования. Такой сценарий, скорее 
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всего, включал бы регуляторные элементы, усиливающие 
защиту в моменты повышенного стресса.

Существует ли молекулярный механизм, с помо-
щью которого антитела могли бы выполнять такую роль 
для поддержания нормальной клеточной функции? Хотя 
AGe-продукты весьма гетерогенны, их общим свойством 
является то, что промежуточные продукты, возникающие 
при их образовании, часто содержат химически реактив-
ную карбонильную группу, происходящую из сахаров. 
Первичное возникновение карбонильной группировки 
на белках происходит в ходе реакции Амадори. После этого 
карбонилы сохраняются в разнообразных белковых аддук-
тах, образующихся в ходе реакции Майларда. Их дальней-
шая деградация приводит к образованию низкомолекуляр-
ных альдегидов, диальдегидов и гликированных пептидов, 
которые могут снова вступать в реакцию, модифицируя 
новые остатки в белках (рис. 2). Таким образом, сформиро-
валось понятие карбонильного стресса, которое означает 
хронические патологии, возникающие в результате глики-
рования и окисления. Очевидным механизмом, способным 
подавлять образование цитотоксических AGe-продуктов, 
является снижение карбонильной нагрузки. В организме 
это может происходить путем продукции естественных 
гасителей карбонила, способствующих выведению этих 
продуктов из циркуляции. Тем самым выполняется функ-
ция, сходная с действием фармакологических препаратов, 
испытываемых для AGe-терапии [18]. Ковалентное свя-
зывание с антителами имело бы в этом отношении суще-
ственные преимущества, которых нет у антител, связы-
вающихся по обычному механизму. В этом гипотетическом 
иммунном процессе узнавание разнообразных молекул 
одним антителом достигается в результате прямого кова-
лентного связывания одного и того же реактивного остат-
ка, представляющего «химический автограф» измененного 
собственного или чужеродного антигена. В этом отличие 

от узнавания обычных эпитопов, определяющихся не-
сколько отличающимися структурами во всех возможных 
модифицированных мишенях. 

Благоприятное химическое взаимодействие продуктов 
гликирования с пулом нормальных антител было пред-
ложено в более ранних работах по гликированию легких 
цепей нормальных иммуноглобулинов. Гликированные 
легкие (L) цепи являются одним из трех основных белков 
плазмы крови у больных диабетом [19]. Более того, оказа-
лось, что гликированные пептиды животных, страдающих 
диабетом, реагируя с нормальными IgG, преимущественно 
модифицируют легкие цепи [20]. В то время как большин-
ство белков гликируются до какого-то уровня, некоторые 
могут быть более активны, чем другие. Таким образом, мо-
дификация иммуноглобулинов сама по себе не является 
сюрпризом. Но избирательность по отношению к легким це-
пям показывает, что высокореактивные остатки могут быть 
локализованы в специфическом участке, рядом или внутри 
вариабельного района легких цепей. Предметом дальней-
шего исследования может явиться зависимость вариации 
химической реактивности IgG от белковой последователь-
ности в вариабельном районе. Из вышесказанного следует, 
что должно быть возможным получение специфических 
антител с повышенной реактивностью на продукты глики-
рующего стресса.

ИНдуКцИя КОВАлеНтНО-СВяЗЫВАЮЩИХСя АНтИтел
Чтобы проверить приведенную выше гипотезу, мы попы-
тались показать, что ковалентно-связывающиеся антитела 
могут индуцироваться во время обычного иммунного отве-
та, и это может снижать гликирующий стресс путем умень-
шения карбонильной нагрузки. Реактивная иммунизация 

Рис. 1. Продукты глубокого гликирования при патологии. Про-
дукты гликирования белков в результате гипергликемии или в ходе 
старения модифицируются и образуют продукты глубокого 
гликирования. Эти AGE-продукты впоследствии могут распадаться 
на гликированные пептиды и низкомолекулярные AGE. И высоко- и 
низкомолекулярные AGE могут сорбироваться в сосудистой ткани, 
на клеточных рецепторах и путем сшивки с внеклеточным матрик-
сом. Такие модификации вызывают цитотоксичность и некроз тка-
ней, что в итоге приводит к сосудистым патологиям, которые часто 
являются осложнениями при диабете
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Рис. 2. Реактивные карбонилы и альдегиды являются промежуточны-
ми продуктами реакции при образовании цитотоксических AGE. Про-
дукты неглубокого гликирования в основном получаются в резуль-
тате реакции Амадори при реакции белков с восстанавливающими 
сахарами. Дальнейший, неферментативный распад этих продуктов 
приводит к образованию дополнительных реактивных альдегидов, 
которые сами могут модифицировать белки и образовывать сшивки. 
Эти процессы объединяются под общим названием реакции Майл-
ларда и приводят к образованию AGE 
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могла бы привести к увеличению популяции карбонил-
реактивных антител. В более раннем исследовании, исполь-
зуя иммунодетекцию, мы показали, что антитела, инду-
цированные в ответ на пируват-гаптен, коньюгированный 
с гемоцианином миноги (KLH), могут связывать антиген, 
опознавая только его карбонильную группировку в составе 
гаптена [21]. При этом большая часть анти-KLH антител 
была представлена антителами, реагирующими с карбо-
нилом. Анититела к KLH связывались с реактивным пи-
руватом таким же образом, что было показано с помощью 
дифференциального связывания с восстановленным гапте-
ном (рис. 3). Предполагается, что это точечное связывание 
обусловлено образованием ковалентных аддуктов с основа-
нием Шиффа в результате взаимодействия антитела и пи-
руватного остатка. Для проверки способности этих антител 
реагировать также и с карбонильными группами продуктов 
гликирования мы сравнили скорость образования аддукта 
при использовании анти-KLH IgG и нормальных IgG в ре-
акции с гликированными пептидами из сыворотки крыс, 
страдающих диабетом. Оказалось, что легкие цепи анти-
тел против KLH реагируют лучше нормального IgG [22]. 
По всей видимости, за это взаимодействие ответственны 
именно карбонильные группы, поскольку химически вос-
становленные пептиды не образовывали ковалентных ад-
дуктов (рис. 4). Протеомный анализ продуктов, полученных 
из легких цепей, с помощью масс-спектрометрии показал, 

что основные пептиды вариабельных районов легких це-
пей происходили из легких цепей типа лямбда, несмотря 
на то что более 90 % IgG крысы имеет легкие цепи каппа. 
Кроме того, легкие цепи лямбда, как оказалось, имели по-
следовательности, идентичные неперестроенным вариа-
бельным районам зародышевой линии [22]. Эти результаты 
замечательны в том отношении, что они указывают на воз-
можность повышения реактивности легких цепей с по-
мощью соматических мутаций. Несмотря на то что масс-
спектрометрический анализ обнаружил только пептиды 
немутированных районов легких цепей, мало представ-
ленные легкие цепи с модифицированными остатками 
или другими мутациями могли остаться незамеченными 
в ходе протеомного анализа. Альтернативное объяснение 
состоит в том, что легкие цепи с природной реактивностью 
могут рекрутироваться совместно с вариабельными райо-
нами тяжелых цепей, обусловливая специфичность к KLH 
и гликированным пептидам.

РеАКтИВНЫе АНтИтелА СМягЧАЮт 
ПАтОлОгИЧеСКИй ЭФФеКт глИКИРОВАНИя
Возможность блокирования образования AGe-продуктов 
развитием реактивного иммунного ответа in vivo была 
продемонстрирована на крысах с стрептозотоцин-
индуцированным диабетом, при котором развитие диабети-
ческой нефропатии коррелирует с гликированием белков. 
По сравнению с животными, иммунизированными чистым 
адьювантом, KLH-иммунизированные крысы имели зна-
чительно сниженный уровень AGe-продуктов, который 
коррелировал со снижением нефропатии [22]. Улучшенная 
функция почек определялась по морфологии клубочков 
и уровню протеинурии, а также гистологически, по умень-
шению уровня AGe-продуктов в почечной ткани. Мы пред-
полагаем, что такой терапевтический эффект может быть 
связан с захватом циркулирующих продуктов гликирова-

Рис. 3. Ковалентно-связывающая ELISA. Антитела, полученные 
против коньюгата пирувата и KLH (анти-2 KLH) или против немоди-
фицированного KLH, специфично реагировали (по данным ELISA) 
с пируватом (2), коньюгированным с BSA (столбцы с заливкой). 
Связывание с химически восстановленным пируват-BSA (незалитые 
столбцы) наблюдалось в случае анти-2 KLH антител, но не в случае 
анти-KLH антител. Нормальные, неиммунные IgG плохо связыва-
лись с обеими молекулами. Мы предположили, что это связывание 
основано на реакции ковалентного связывания карбонильной группы 
пирувата с анти-KLH антителами. Титр – 1/разведение x 10-3

Анти 2-КLH Анти KLH Неиммунизированный 
контроль

окисленный (реактивный) антиген восстановленный антиген
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Рис. 4. Реакция анти-KLH антител с гликированными пептидами (ГП) 
в сыворотке больных диабетом. (Правая панель) Плотность полос, 
соответствующих продуктам с весом около 30 – 34 kDa, визуали-
зированных методом SDS-PAGE и последующим иммуноблотом 
нанесена как доля от общей плотности легких цепей. Образова-
ние легких цепей с большей массой было отмечено при реакции 
антител из нормальных и KLH-иммунизированных крыс. Скорость 
последней реакции снижалась в присутствии KLH. (Левая панель) 
Реакция легких цепей с гликопептидами из сыворотки диабети-
ческих крыс в нулевой точке времени (дорожки 1 и 3) и после 24 
часов (дорожки 2 и 4). Гликопептиды, восстановленные с помощью 
боргидрида натрия, за это время не прореагировали (дорожки 1 
и 2), в то время как необработанные гликопептиды образовывали 
аддукты с легкими цепями весом около 30 – 34 kDa (дорожки 3 и 4)
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ния реактивными антителами. Этот механизм предполага-
ет, что гликирование самих иммуноглобулинов имеет мень-
ший патогенный эффект, чем гликирование других белков. 
Гликированные антитела образуются у больных диабетом, 
и накопление легких цепей в сыворотке [19] указывает 
на то, что эти молекулы играют роль в патогенезе, вызван-
ном AGe. Более того, гликированные IgG более эффектив-
но удаляются из циркуляции, чем немодифицированные 
IgG [23]. Также было предложено, что существенные отли-
чия в удалении различных гликированных молекул имеют 
место только в почечной ткани. Модифицированные легкие 
цепи также удаляются через почки, поскольку они обнару-
живаются в моче и у здоровых, и у больных диабетом [24, 
25]. Фильтрационные свойства никзомолекулярных гли-
кированных белков также могут способствовать их избира-
тельному удалению [26]. Таким образом, эти данные могут 
указывать на роль молекул иммуноглобулинов в удалении 
продуктов гликирования путем селективного поглощения 
и удаления в почках. Эти свойства, возможно, говорят о по-
ложительной роли молекул иммуноглобулинов в противо-
действии токсическому эффекту неферментативного гли-
кирования. 

Данные исследования также показывают, что способ-
ность антител к образованию ковалентных связей усилива-
ется адаптивным иммунитетом. Отсутствие разнообразия 
в ковалентно-связывающихся легких цепях, зарегистри-
рованное масс-спектрометрией, указывает на то, что AGe-
реактивность кодируется генами зародышевой линии 
[22]. Однако этот метод не позволяет идентифицировать 
конкретные места, где произошла модификация, кото-
рые могут быть связаны с реактивными аминокислотами, 
меняющими последовательность прототипа. Считается, 
что гликозилированные остатки KLH отвечают за кросс-
реактивность анти-KLH антител с углеводными эпитопами 
Cryptococcus neoformans [27]. Таким же образом реактив-
ность анти-KLH антител в отношении гликозилированных 
эпитопов опухолей может объяснять терапевтический эф-
фект KLH при карциноме мочевого пузыря [28]. И так же 
гликан-специфический ответ может объяснять специфи-
ческое реагирование анти-KLH антител с гликированными 
пептидами. Эта специфичность может быть закодирована 
тяжелой цепью или может осуществляться естественным 
антителом, индуцированным KLH, действующим в каче-
стве суперантигена. Это интересные вопросы, заслуживаю-
щие дальнейшего исследования. 

ПОлуЧеНИе КОВАлеНтНО-СВяЗЫВАЮЩИХСя 
АНтИтел С ПОМОЩьЮ РеАКтИВНОй СелеКцИИ 
И РеАКтИВНОй ИММуНИЗАцИИ
В дальнейших исследованиях мы использовали синтетиче-
ские субстраты в качестве реактивных антигенов для по-
иска антител, способных образовывать ковалентные связи. 
Эта работа была основана на предположении, что антитела, 
которые селектировались по нуклеофильности в отноше-
нии химически-реактивного субстрата, также могли прояв-
лять ферментативную активность посредством ковалент-
ного катализа. Небольшой фосфорорганический (OP) эфир 
использовался в качестве зонда селекции при изучении би-
блиотеки фагового дисплея одноцепочечных VH-VL фраг-
ментов на предмет необратимого ковалентного связывания 
[29]. Среди селектированных клонов несколько ковалентно 
связывали субстрат. Оказалось, что все эти ковалентно-
связывающиеся Fv молекулы реагируют своими VL цепя-
ми и могут быть описаны двумя каноническими последова-
тельностями. Более реактивный клон A.17 использовал VL 
продукт зародышевой линии DPL-5, который был фосфо-
нилирован по остатку tyr37, находящемуся в каркасном 
районе Fr-L2. Напротив, остальные реактивные клоны ис-
пользовали продукт зародышевой VL линии DPL-3 и реа-
гировали по tyr32 в районе cDr-L1. Эти нуклеофильные 
остатки тирозина, которые консервативны в зародышевой 
линии, в трехмерной структуре оба могут ориентироваться 
так, чтобы контактировать с антигеном в центре связыва-
ния. Однако структурные модели также указывают на то, 
что нуклеофильный tyr37 в участке контакта между VL 
и VH доменами в A.17 может быть стерически недоступен 
для связывания с лигандом без существенных конформа-
ционных изменений (рис. 5). Поскольку библиотека была 
создана путем случайного комбинирования фрагментов ге-
нов VL и VH, мы не ожидали найти природных пар в scFv. 
Однако VH цепи реактивных клонов были в основном пред-
ставлены высокогомологичными последовательностями 
семейства VH4. В общем, весьма вероятно, что тяжелая 
цепь играет очень важную роль в реактивности Fv. Было 
показано, что Fv может связывать структурно неродствен-
ные фосфорорганические соединения, в т.ч. реактивные 
нейро-соединения, что говорит об отсутствии строгой спец-
ифичности к лиганду. В ходе изучения способности A.17 Fv 
к каталитической активности была продемонстрирована 
слабая гидролитическая активность по отношению к пеп-
тидным амидам и простым карбоксильным эфирам в ка-

Рис. 5. Молекулярные модели вариабель-
ных участков Fv фрагментов ковалентно-
связывающихся антител. Желтым цветом 
обозначены нуклеофильные боковые цепи 
тирозина, участвующие в нуклеофильной 
атаке фосфорорганического реагента. 
Тирозин в сайте VL32 на модели A.5 явля-
ется частью CDR1, расположенного близко 
к поверхности Fv домена, в то время 
как тирозин в сайте VL37 в A.17 находится 
в FR1 на стыке между VL и VH. Эта модель 
предполагает консервативный активный 
центр в глубокой впадине в A.17

модель A.5 модель А.17
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честве субстратов. Таким образом, вариабельный район 
иммуноглобулинов по всей видимости служит в качестве 
примитивного ковалентного катализатора. Особенно инте-
ресно то, что активные центры такого катализатора могут 
быть закодированы парами VL-VH, которые присутствуют 
в геноме зародышевой линии. Дальнейшее изучение моно-
клональных фрагментов имеет большое значение, посколь-
ку эти структуры могут помочь выяснить происхождение 
и биохимические функции химической реактивности ва-
риабельных доменов. 

Методы химической селекции in vitro могут повторять 
процессы первого этапа адаптивного ответа при реактив-
ной иммунизации. Однако вклад необратимого ковалент-
ного связывания в селекцию клонов in vivo еще до конца 
не выяснен. Используя реактивный фосфорорганический 
эфир (ОР) в качестве антигена и наш метод анализа ко-
валентного связывания, мы изучили возможность полу-
чения иммунного ответа в виде антител, изменяющихся 
в результате взаимодействия с антигеном. Мыши, которых 
иммунизировали фосфорорганическим эфиром, коньюги-
рованным с белком-носителем, продуцировали антитела 
IgG, которые можно было детектировать прямо в сыво-
ротке по их реакции с биотинилированным фосфорорга-
ническим соединением [21]. Удивительным образом, эти 
поликлональные антитела модифицировались в основном 
по легким цепям. Оказалось, что эта активность усили-
вается созреванием афинности. Это позволяет предпола-
гать, что реактивные легкие цепи можно селектировать 
при адаптивном ответе. Однако, неясно, влияло ли кова-
лентное связывание с легкими цепями на эту афинность, 
или она просто обусловлена нековалентным связыванием. 
Если описать данную задачу как ферментативную систему, 
то скорость модификации (ковалентного захвата антигена) 
должна возрастать при уменьшении K

d
. Нековалентного 

связывания, выраженного как Kd комп лекса Михаелиса 
Ab*OP (Антитело*ОР) должно быть достаточно для со-
зревания афинности. Однако последующее необратимое 
ковалентное связывание, модифицирующее антитело (Ab-
X), может обеспечивать кинетическую селекцию для кло-
нальной экспансии B клеток путем увеличения скорости k

s
 

(схема). В конечном счете вопрос состоит в том, играет ли 
ковалентный захват антигена какую-то естественную роль 
в иммунитете или в защите организма-хозяина. 

Схема  

ХИМИЗМ ОбРАЗуЮЩИХСя В РеЗультАте ОКИСлеНИя 
КАРбОНИльНЫХ ЭПИтОПОВ для ПРИРОдНЫХ АНтИтел
Известно, что nAbs, кодируемые генами зародышевой ли-
нии, могут связываться с консервативными детерминанта-
ми на патогенах, также называемыми PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns – патоген-ассоциированные 
молекулярные паттерны). IgM nAbs в основном проду-
цируются популяциями долгоживущих и самовозобнов-
ляющихся В-клеток, в том числе фракциями В-1 и В-1а 

[5]. Считается, что этот В-клеточный репертуар был со-
хранен в ходе эволюции, поскольку он выполняет функ-
ции защиты организма-хозяина [6]. Недавно было показа-
но, что nAbs также могут связывать измененные эпитопы 
апоптотических клеток и собственных белков [30]. Эти дан-
ные подтверждают концепцию гомеостатической функции 
nAbs, обеспечивающей выведение дебриса, возникающего 
при смерти клеток, и продуктов распада белков [6, 31]. Та-
ким образом, химические структуры, которые образуются 
при окислении и гликооксидации фосфолипидов мембраны, 
являются естественными мишенями для связывания nAbs, 
что указывает на еще один случай, в котором карбонильная 
природа боковых групп может быть связана с иммунными 
механизмами. Взаимодействие с фосфорилхолиновой (Pc) 
головкой окисленных фосфолипидов и Pc остатками на по-
лисахаридах бактериальной клеточной стенки указывает 
на общую молекулярную детерминанту для иммунной и го-
меостатической функций nAbs [7]. В качестве молекуляр-
ного рецептора PAMPs вариабельный район nAb может 
считаться родственным эволюционно-консервативному 
toll-like рецептору (tLr), участвующему во врожденном 
иммунитете [32]. Эта парадигма получает все новые под-
тверждения и имеет далеко идущие последствия для по-
нимания связи между врожденным и адаптивным имму-
нитетом. 

Окисленные фосфолипиды, которые накапливаются 
в атеросклеротических повреждениях, служат мишеня-
ми и для врожденного, и для адаптивного иммунитета [33]. 
Роль реактивной кислородной группировки в формирова-
нии эпитопов для nAb или соматически модифицирован-
ных антител продолжает исследоваться. Окисление syn-2 
ненасыщенных цепей жирных кислот, входящих в состав 
фосфолипидов, приводит к образованию реактивных, в том 
числе и альдегидных, групп в составе липидных молекул. 
Одна гипотеза утверждает, что карбонильные группы слу-
жат реактивными якорями для модификации собственных 
белков фосфолипидными остатками. Небольшие альдеги-
ды, в том числе 4-гидроксиноненал и 4-гидроксигексенал, 
образующиеся при перекисном окислении липидов, так-
же участвуют в повреждении белков и цитотоксичности, 
что говорит о возможной роли в аутоиммунном ответе [34]. 
Более того, малондиальдегид, гликоальдегид и другие ре-
активные альдегиды, образующиеся при неполном глики-
ровании, вызывают модификацию LDL и продукцию ау-
тоантител в патологических случаях [35]. Взаимодействие 
небольших альдегидов с остатками на поверхности белков, 
в том числе с боковыми цепями лизина и гистидина, часто 
используется для объяснения возникновения неоэпитопов 
для аутоантител, происходящих из популяции nABs. На-
пример, было показано, что гистидиновые аддукты альде-
гидов, образующихся при окислении липидов, вызывают 
образование антител, которые также связывают ДНК. Эти 
антитела демонстрируют высокий уровень гомологии ами-
нокислотной последовательности с природными аутоан-
тителами против ДНК, а также родство с nAbs [36]. Было 
предложено, что связывание ДНК происходит за счет 
структурной мимикрии между гистидин-альдегидными 
аддуктами и 2-дезоксирибонуклеозидами. Таким образом, 
роль карбонильных остатков в формировании иммунно-
го ответа на измененные соединения организма-хозяина 
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может иметь несколько уровней. В общем случае сай-
ты на собственных белках, модифицированные ди- или 
трикарбоновым альдегидом или другими реактивными 
веществами, часто служат лигандами для рецепторов 
врожденного иммунитета, например для скавенджер-
рецептора макрофагов и rAGe. Хотя в ранних исследова-
ниях и рассматривалось ковалентное связывание альдегид-
модифицированных белков со скавенджер-рецепторами 
через основание Шиффа, карбиноламин или другие аддук-
ты [37], такие взаимодействия с этими или другими рецеп-
торами врожденного иммунитета и в особенности с парато-
пами антител до сих пор не показаны. 

ХИМИЧеСКАя РеАКтИВНОСть, КАтАлИЗ 
И ПРИРОдА ПОлИРеАКтИВНЫХ АНтИтел 
Полиреактивностью nAbs называется нестрогая специфич-
ность связывания мультвалентных молекул IgM с самыми 
разнообразными молекулами, например с внутриклеточ-
ными белками и нуклеиновыми кислотами [38]. Такая спо-
собность к связыванию, которую также можно называть 
аутореактивностью к собственным молекулам, до сих пор 
плохо осмыслена в структурном отношении. Повышенная 
авидность, обусловленная распознаванием повторяющихся 
структур на собственных молекулах или мембранах, явля-
ется правдоподобным механизмом для полиреактивности. 
В рамках этой концепции повторяющиеся структуры мог-
ли бы служить особой формой молекулярной поверхности, 
идентифицирующей поврежденные ткани или собственные 
измененные антигены. Так, высокая плотность Pc групп 
на окисленных фосфолипидах и полисахаридах клеточ-
ных стенок представляет собой общий сигнал для связыва-
ния nAb с апоптотическими клетками и с инфекционными 
агентами. Сходным образом, фосфатные цепочки или по-
следовательности нуклеотидов ДНК могут служить пат-
терном распознавания для ДНК-распознающих антител, 
связывающих остатки ядра поврежденных клеток [39, 40].

Сообщения, демонстрирующие, что аутоантитела к ДНК, 
встречающиеся при волчанке и других аутоиммунных за-
болеваниях, имеют фосфодиэстеразную активность, слу-
жат дополнительным примером того, как распознавание 
молекул вариабельными районами Ig осуществляется 
с помощью химической реактивности [41]. Эти антите-
ла используют аминокислотные остатки, расположенные 
в сайтах связывания, для катализа гидролитического рас-
щепления ДНК лигандов. Удивительное свойство ДНК-
гидролизирующих аутоантител – это их зависимость 
от ионов металлов, что делает их похожими на обычные 
ДНКазы [42, 43]. Несмотря на это, ферментоподобные 
антитела не демонстрируют особой специфичности к ну-
клеотидной последовательности и неспецифично гидро-
лизируют одноцепочечные и двуцепочечные ДНК [42, 44]. 
Структурные исследования указывают на то, что катали-
тический сайт для гидролиза ДНК может быть закодиро-
ван в вариабельном районе легкой цепи в конфигурации, 
близкой к зародышевой [44]. Новые исследования показы-
вают, что мутации в вариабельных районах легких и тяже-
лых цепей, которые улучшают связывание с ДНК, также 
могут улучшать гидролитическую активность [42]. Твер-
до установлено, что IgG аутоантитела против ДНК силь-
но диверсифицируются при помощи процессов антиген-

направленного адаптивного иммунитета [45, 46]. Например, 
положительно заряженные остатки лизина и аргинина 
в сайте связывания повышают сродство к отрицательно 
заряженной молекуле ДНК. Однако появление этих остат-
ков может быть связано с изменением предпочтительности 
использования VH или VL генов зародышевой линии [47, 
48]. Данные кристаллографических исследований говорят 
о том, что ДНК-связывающие аутоантитела взаимодей-
ствуют с ДНК посредством стандартного сайта связыва-
ния, состоящего из cDr петель [49, 50]. Мутации в VL и VH 
областях приводят к введению остатков, содействующих 
непосредственному контакту с антигеном или изменяющих 
конформацию молекулы, что косвенно улучшает компле-
ментарность. Несмотря на это, онтогенез ДНК аутоанти-
тел также может отражать врожденную способность nAbs 
к связыванию ДНК. Распознавание ДНК может происхо-
дить напрямую из распознавания природными антителами 
Pc групп, что подтверждается приобретением способно-
сти к связыванию ДНК и потерей способности к связыва-
нию Pc в результате точечной мутации в моноклональном 
мышином nAb t15 [51]. Более ранние исследования также 
показали, что ДНК-связывающие аутоантитела проявля-
ют ограниченное использование VH генов [52] и могут це-
ликом кодироваться зародышевыми V генами без каких-
либо соматических изменений [53–55]. Предполагается, 
что реактивность вариабельных районов, закодированных 
в зародышевой линии, также может объяснять протеоли-
тическую активность природных аутоантител [56]. В целом 
эти данные подкрепляют гипотезу о том, что каталитиче-
ские активности вариабельных районов Ig существуют 
в качестве врожденной и естественной функции иммуно-
глобулинов. Тот факт, что каталитическая активность ау-
тоантител в основном работает с пептидными или олиго-
нуклеотидными субстратами, делает менее выраженным 
различие между врожденным и адаптивным иммунитетом, 
поскольку эти субстраты могут вступать в глубокое взаи-
модействие с обычным антиген-связывающим участком 
и предполагаемыми реактивными сайтами. Соответствен-
но, специфичность к модификациям собственных антигенов 
говорит о том, что вовлечен адаптивный иммунитет, однако 
нестрогая специфичность к структурам субстрата, флан-
кирующим место гидролиза, предполагает неспецифиче-
скую реактивность примитивного активного сайта. Более 
подробные биохимические и структурные исследования 
реактивных или каталитических сайтов nAbs должны про-
яснить биологическое значение этой новой функции.

ЗАКлЮЧеНИе
Ковалентно-связывающиеся антитела, полученные с по-
мощью иммунизации или реактивной селекции, а также 
каталитические антитела, образующиеся при аутоиммун-
ных патологиях, по всей видимости, имеют много общего 
с nAbs. Например, это распознавание сходных молекуляр-
ных функциональных групп, таких как реактивные кар-
бонильные и фосфорные группы, образовавшиеся в ре-
зультате окисления, а также сохранение VH и VL районов 
в конфигурации, близкой к зародышевой. Эти черты могут 
быть связаны на самом глубоком уровне, поскольку логично 
предположить, что и химическая, и ферментативная реак-
тивность – это признаки, подвергавшиеся активному и дол-
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гому отбору, и поэтому сохраненные в репертуаре V генов. 
В то время как nAbs – это IgM, которые распознают моле-
кулярные паттерны на белках и клеточных стенках с помо-
щью мультивалентного связывания, реактивные и природ-
ные каталитические антитела являются IgG. При всем этом 
слабое нековалентное связывание обычно также является 
атрибутом ферментативного катализа. В процессе катали-
за, по теории переходного состояния, самое сильное взаи-
модействие происходит между ферментом и продуктом 
реакции переходного состояния. В ковалентном комплексе 
связывание по большей части происходит за счет химиче-
ской связи между остатком в активном центре фермента 
и функциональной группой лиганда. То, что nAbs связы-
ваются множеством слабых взаимодействий с небольшими, 
минимально измененными эпитопами, хорошо согласуется 
с распознаванием функциональности субстрата для даль-
нейшей реакции. Таким образом, химическая реактивность 
может служить механизмом для перехода от слабого неко-
валентного связывания к прочному связыванию или ката-
литической активности. Физиологическая роль реактивных 
и каталитических антител должна быть полнее осмыслена, 
учитывая то, что их роль в иммунитете и гомеостазе по-
степенно начинает проясняться. Участие nAbs в ответе 
на окислительный стресс и в разборке продуктов апоптоза 
говорит о том, что эта жизненно важная роль в поддержа-
нии гомеостаза могла существовать еще до возникновения 
адаптивного иммунитета. Те же соображения могут быть 
применимы к ковалентно-связывающимся антителам, 

которые служат для защиты от гликемического стресса. 
Возникновение реактивных и каталитических функций 
антител в адаптивных и аутоиммунных ответах может 
объясняться реальной биологической ролью или дефектом 
регулирования иммунитета. Тот факт, что продукцию та-
ких антител можно индуцировать с помощью адаптивного 
иммунитета, дает возможность вызвать благотворный за-
щитный ответ на окислительный или гликоокислительный 
стресс. С другой стороны, роль природных каталитиче-
ских аутоантител остается неясной, а их существование 
может просто свидетельствовать о нарушении переклю-
чения репертуара V генов при индукции IgG аутоантител 
[57, 58]. Получение каталитических антител с заданными 
свойствами возможно с помощью адаптивного иммунного 
ответа в результате процесса созревания афинности, уве-
личивающей реактивность к субстрату или связывание 
с промежуточным продуктом реакции. В какой степени 
каталитические антитела с заданными свойствами ими-
тируют функции природных каталитических аутоанти-
тел? Важные данные о такой возможности были получены 
в раннем исследовании, которое показало высокий уровень 
гидролитической активности в моноклональных антителах 
аутоиммунного репертуара [59]. Дальнейшие исследования 
ковалентной реактивности антител, получаемых при им-
мунизации или обнаруженных в зародышевом репертуаре, 
должны привести к более глубокому пониманию полезной 
или патологической роли этого необычного и нового свой-
ства антител, и дать ему техническое применение.   
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