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Ревматоидный артрит (РА) является хроническим системным ауто-

иммунным заболеванием, которое характеризуется инфильтрацией воспа-
лительных клеток в синовиальную ткань. В результате хронического си-
новита (синовиального воспаления) наблюдается прогрессирующее разру-
шение суставов [12]. Ранняя диагностика этого заболевания  может спо-
собствовать более эффективной терапии. Новые биологические маркеры 
могут быть индикаторами как активности, так и прогрессирования заболе-
вания [7]. Несколько типов аутоантител, включая ревматоидный фактор 
[5], антитела против цитруллинированных протеинов (АЦПА) [4] и ан-
титела против карбамилированных белков [13], имеют большую ценность 
для диагностики РА и определения степени его тяжести. Различные 
комбинации биологических маркеров используются для улучшения 
клинической диагностики  РА. 

При цитруллинировании белков происходит трансформация остат-
ков аргинина в цитруллин, которая приводит к изменению заряда белка, 
его изоэлектрической точки, размера и конформации, а это, в свою оче-
редь,  влияет на его способность к образованию как внутримолекулярных, 
так и межмолекулярных ионных и водородных связей [8]. Цитрулли-
нированные белки обнаруживаются при заболеваниях аутоиммунной 
природы, таких как РА, рассеянный склероз, оптическая глаукома и т. д. 
[3]. При РА была показана также причастность цитруллинированных 
белков к индуцированию воспалительных процессов в суставах. Вследст-
вие этого некоторые из этих белков и антитела к ним рассматриваются в 
качестве ключевых маркеров для раннего распознавания и изучения пато-
физиологии РА. Они могут рассматриваться также в качестве мишеней в 



 74  Медицинская   наука  Армении  НАН   РА    т. LXI   № 3   2021 

терапии. Цитруллинированные белки и антитела к ним образуют иммун-
ные комплексы, повышение уровня  которых, в конечном итоге, приводит 
к хроническому воспалению, характерному для РА [16]. В настоящее 
время для РА показана специфичность цитруллинирования нескольких 
белков, включая  α-енолазу, кератин, фибриноген, фибронектин, коллаген 
и виментин, а антитела к ним признаны в качестве маркеров этого забо-
левания. 

Идентификация  цитруллинированных белков в качестве аутоанти-
генов и разработка новых методов анализа, основанных на обнаружении 
новых цитруллинированных белков, стали крупным прорывом в лабора-
торной диагностике в ревматологии. Ожидается, что семейство антител к 
цитруллинированным белкам расширится, поскольку возрастает потреб-
ность в разработке новых стратегий в лечении. 

Аденозиндезаминаза (АДА, Ф.К. 3.5.4.4) (36-42кДа) является одним 
из основных ферментов пуринового обмена, представленным во всех 
тканях млекопитающих. Фермент катализирует необратимое гидролити-
ческое дезаминирование (дезокси) аденозина в (дезокси)инозин [14]. Это 
превращение является начальным этапом серии реакций, ответственных за 
пролиферацию и дифференциацию лимфоцитов. В число многочисленных 
функций АДА входит обеспечение пролиферации и созревания клеток 
лимфоидной ткани, развитие клеточного иммунитета и лимфоидной сис-
темы [6]. Повышение активности АДА наблюдается при разных патоло-
гиях: туберкулезе (лимфоцитарный выпот при различных его формах), 
новообразованиях, сахарном диабете и т.д. Это свидетельствует о том, что 
высокая активность АДА косвенно связана с подмножествами Т-лимфо-
цитов, участвующих в воспалительных процессах [9]. Имеется ряд иссле-
дований, посвященных применению активности АДА (АДА-тест) в диф-
ференциальной диагностике суставных заболеваний. Для населения Ар-
мении пороговое значение активности АДА для дифференцирования РА и 
остеоартрита  было оценено в нашей лаборатории и равно 12МЕ/л 
(p<0,0001) [2]. 

В настоящее время тест на обнаружение аутоантител против цик-
лических цитруллинированных пептидов, имеющий высокое прогности-
ческое значение  для ранней диагностики РА, является основным дости-
жением в ревматологии. В связи с этим вполне вероятно, что анализ 
синовиальной жидкости может стать полезным для более целенаправ-
ленного исследования и дифференциальной диагностики артритов.  

В этом плане получение антител к цитруллинированной АДА может 
быть инструментом для выявления фермента в различных биологических 
жидкостях, а также их возможного участия в патогенезе заболевания.  

В данной работе были получены и методом двойной иммуно-
диффузии охарактеризованы специфические антитела к цитруллини-
рованной АДА.  
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   Материал и методы 
 
Образцы синовиальной жидкости (СЖ) больных РА предоставлены 

Медицинским центром «Мурацан» и хранились при -20°C до использо-
вания. 

Реактивы: диацетилмоноксим (ДАМО), тиосемикарбазид (ТСК), 
аденозин, полный и неполный адъюванты Фрейда и агароза Sigma (USA). 

Получение и активность АДА. Низкомолекулярная форма АДА 
была выделена из СЖ больных РА с использованием классических мето-
дов гель-фильтрации и ионообменной хроматографии [10]. Активность 
фермента оценивали фенол-гипохлоритным методом по количеству ам-
миака, выделенного при катализе реакции дезаминирования аденозина. В 
качестве стандарта использовали сульфат аммония [1]. 

Наличие цитруллина в белках оценивали с использованием колори-
метрического анализа, основанного на специфической реакции ДАМО с 
уреидной группой при сильнокислых условиях [10]. 

Получение антител (IgG фракция) из крови кролика. С целью 
получения антител (фракция IgG) к цитруллинированной АДА (АДАЦТ), 
выделенной из СЖ больных РА, в лимфоидные узлы кролика (1,5кг) 
трехкратно вводили смесь АДАЦТ (0,45 мг/мл) с полным и неполным 
адъювантом Фрейда (с соотношением 1:1). 

Для первой иммунизации было взято 0,8мл АДАЦТ (0,45 мг/мл) и 
0,8мл полного адъюванта Фрейда. На 14-й день ввели смесь, содержащую 
0,5мл АДАЦТ (0,45 мг/мл) и 0,5мл неполного адъюванта Фрейда. В третий 
раз, через 7 дней, иммунизировали кролика той же смесью, что и во 
второй раз. 

На 11-й день после третьей иммунизации взятую кровь из сердца 
кролика центрифугировали 7 мин при 3000 об/мин. Белки из полученной 
сыворотки осаждали сульфатом аммония при насыщении 35% (рН~8,0), 
центрифугированием 20 мин при 6000 об/мин. Образованный осадок 
растворяли в PBS (0,01М K-Na фосфатном буфере, содержавшем 0,14 М 
KCl и 0,14 М NaCl) (рН 7,4) и диализовали против 5mМ K-Na фосфатного 
буфера (рН 7,4). IgG по сравнению с другими белками, содержащимися в 
плазме крови, имеет наиболее высокую щелочную изоэлектрическую 
точку (рН~8,5), благодаря чему не связывается с DEAE-целлюлозой. С 
целью выделить фракцию IgG диализат (концентрацию буфера диализата 
доводили до 20mМ) пропускали через колонку с DEAE-целлюлозой, урав-
новешенной 20mМ K-Na фосфатным буфером (рН 7,4). Сошедшие 
белковые фракции хранили в холодильнике при 4оС с добавлением 0,1% 
азида[11].  

Реакцию преципитации  методом  Ухтерлони проводили в 1,2% ага-
ровом геле, приготовленном на 0,07М K-Na фосфатном буфере [15].  
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Полученный результат, а именно обнаружение антител в синовиаль-
ной жидкости при РА к  цитруллинированной АДА, предполагает, что эта 
система может участвовать в патогенезе заболевания и, следовательно, 
быть мишенью при терапии. Кроме  того, полученные антитела могут 
быть использованы в  различных форматах иммуноанализа  для специфич-
ной и ранней диагностики РА. 
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Հակամարմինների ստացումն ու բնութագրումը ցիտրուլինացված 
ադենոզինդեամինազի նկատմամբ ռևմատոիդ արթրիտի դեպքում 

 
Լ.Գ. Կարապետյան 

 
Պեպտիդիլարգինինդեամինազի (ՊԱԴ) ընտանիքի ֆերմենտների 

ազդեցությամբ սպիտակուցներում հետտրանսլացիոն ձևափոխման 
արդյունքում արգինինի մնացորդները վերափոխվում են ցիտրուլինի: 
Ռևմատոլոգիայի կարևորագույն ձեռքբերումներից են  արյան պլազ-
մայում ցիտրուլինացված նոր սպիտակուցների՝ որպես աուտոհա-
կածինի բացահայտումը և դրանց նկատմամբ առաջացած հակա-
մարմինների գրանցումը: Այս առումով ցիտրուլինացված նոր սպիտա-
կուցների հայտնաբերումը և հակամարմինների բնութագրումը կարող 
են ոչ միայն բարձրացնել ախտորոշման արդյունավետությունը, այլև 
թերապևտիկ կարևոր նշանակություն ունենալ: Այս աշխատանքում 
ցույց են տրված ռևմատոիդ արթրիտով հիվանդների սինովիալ հե-
ղուկներից անջատված ցիտրուլինացված ադենոզինդեամինազի 
նկատմամբ հակամարմինների ստացումը և դրանց  հնարավոր կի-
րառումը  որպես ախտորոշիչ  նոր միջոց:  

 
 

Obtaining and Characterization of Antibodies to Citrulinated 
Adenosine Deaminase at Rheumatoid Arthritis 

 
L.G. Karapetyan 

 
As a result of post-translational modification by enzymes of the peptidy-

larginine deiminase family, arginine residues in proteins are converted to 
citrulline by deamination. One of the most important discoveries in rheuma-
tology is the detection of citrullinated proteins in the blood plasma of patients 
with rheumatoid arthritis and caracerization of anti-citrullinated protein 
antibodies to them. In this regard   discovering of new citrullinated antigens and 
antibodies toward them could not only increase the specificity of diagnosis, but 
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also open the new perspectives in therapy. In this work, antibodies from 
synovial fluid of patients with rheumatoid arthritis toward citrullinated 
adenosine deaminase were obtained and characterized with the aim of their 
possible use as a tool in various immune analyzes for diagnosis of the disease. 
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