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Приведены результаты исследования визуальных паттернов субизотипов компонента С4 системы 
комплемента сывороток, разделенных изоэлектрофокусированием в полиакриламидном геле 
и электроблотированных на мембрану. Описан оригинальный метод имэдж-контролируемого 
десиалирования сывороток с использованием изотипов С4А и С4В в качестве маркеров. Предложен алгоритм 
субизотипирования С4 сывороток пациентов. Результаты открывают новые перспективы в диагностике 
аутоиммунных и инфекционных болезней. 
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Исследования диагностических биомаркеров 
сыворотки являются актуальными. Особый интерес 
представляют работы по визуальной имэджевой 
детекции биомаркеров в кинетическом режиме 
(режиме живого изображения). Система компле-
мента человека (СКЧ) является коммуникатором 
иммунитета, находится в состоянии непрерывного 
кофункционирования с другими реагирующими на 
инфекцию системами организма [1, 3, 5], поэтому 
компоненты СКЧ представляют первостепенный 
интерес в исследовании диагностических продуктов 
реакций организма на инфекцию и развивающи-
еся патологические процессы. В этом отношении 
перспективны работы по функциональному и ви-
зуальному изотипированию сывороток пациентов, 
например, в отношении изотипов компонента С4 
СКЧ [2, 4, 6]. 

Новизна и значимость получаемых результатов 
обусловлены не только высокой чувствительностью 
приборов и их способностью к одновременному мо-
ниторингу ряда параметров, но и разработкой новых 
и усовершенствованием традиционных доступных 

в лаборатории методов и методологий [6]. Изотипы 
С4А и С4В компонента С4 СКЧ способны в условиях 
болезни активироваться (высвобождать в результате 
ограниченного протеолиза фрагменты C4Ab и C4Bb 
с сохранением способности взаимодействовать с 
антителами (АТ) к С4) с экспонированием реакци-
онно активных связей. Активированные фрагменты 
ковалентно связывают (проявляется функциональ-
ная активность изотипов) близко локализованные 
гликоконъюгатные (ГК)-мишени: белковую часть ГК 
(в случае С4Аb) или углеводную часть, в том числе 
углеводные антигены микроорганизмов (в случае 
С4Вb). При этом в крови пациента образуется система 
множественных форм – не только изотипных, но и 
субизотипных паттернов диагностического значе-
ния, определяемых как наследственно обусловлен-
ной степенью дефицитности изотипа (полной или 
частичной), так и набором ковалентно связанных с 
изотипами мишеней, характеризующих особенности 
болезни пациента. Целью работы было представить 
результаты по субизотипированию системного ком-
понента С4 СКЧ.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Использовали сыворотки пациентов с аутоиммун-
ными и инфекционными болезнями. Десиалирован-
ные сыворотки разделяли изоэлектрофокусированием 
(ИЭФ) в пластине полиакриламидного геля (ПААГ) в 
кислом градиенте рН (3–5 или 2–6) без мочевины и са-
харозы, электроблотировали на мембранный сэндвич: 
гидрофильную мембрану Durapore (Millipore) и гидро-
фобную мембрану Immobillon  P (Millipore). Распре-
деление на блоте множественных иммуноактивных 
форм С4, ассоциированных с мишенями, проявляли 
иммунохимически с использованием поликлональных 
кроличьих антител к С4, меченных пероксидазой хре-
на, которую проявляли в присутствии хемилюминес-
центного субстрата. Кинетику хемилюминесценции 
(Хл) полученного набора кинетических паттернов на 
блоте регистрировали в темной камере (Epi Chemi Dark 
Room) системы BioChemi System (UVP, Calif., США) с ис-
пользованием светофильтра Bromide Ethidium.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Десиалирование гликопротеинов (ГП) на 
примере изотипов С4А и С4В. Этот начальный 
этап является ключевым в мультиступенчатом ис-
следовании системного С4, а также для разработки 
методологий и методов исследования крови и сиа-
лированных ГК. Решаемые задачи: повышение вос-
производимости метода десиалирования, снижение 
электрофоретической сиаломикрогетерогенности ГП 
и их комплексов, повышение надежности конечных 
результатов, визуальный контроль десиалирования 
для оптимизации физико-химических факторов реак-
ции для выбранного препарата сиалидазы.

Принцип метода десиалирования ГК. Структу-
ры углеводной части изотипов С4А и С4В человека из-

вестны – они типичны для ГП «сывороточного» типа 
и включают преимущественно выраженные сиали-
рованные Asn-гликаны комплексного типа, противо-
поставленные Ser/Thr-гликанам «муцинового» типа. 
Сиалидаза бацилл Clostridium perfringens (Grade V или 
VI, Sigma, США) десиалирует ГП крови. Разделенные 
посредством ИЭФ-ПААГ десиалированные изотипы 
С4А (в меньшей степени отрицательно заряженный) 
и С4В (в большей степени отрицательно заряжен-
ный) располагаются в области pH 5–6 в виде слабо 
выраженных минимальных наборов множественных 
форм. В условиях болезни образуются множествен-
ные комплексы функционально активных изотипов 
С4А и С4В и характерных для болезни ГК-мишеней, 
причем образующиеся комплексы более выражены 
и более дискретны (по сравнению с рН  5–6) выяв-
ляются в более кислой области (pI  4–5). Использо-
вание для оптимизации реакции десиалирования 
«модельных» сывороток пациентов (с известными 
дефицитами одного из изотипов) приводит к полу-
чению ожидаемых (по типу известного дефицита 
сыворотки) визуальных паттернов Хл на блоте с 
хорошо воспроизводящимся для разных сывороток 
пациентов расположением изотипов С4А (pI 4.0–4.3) 
и С4В (pI 4.58–4.65) на блоте – рН 7 [4].

Описание метода десиалирования сывороток. 
Образцы сывороток крови (не брали гемолизиро-
ванные сыворотки, содержащие внутриклеточную 
каталазу, разрушающую перекись водорода – акти-
ватор пероксидазы) десиалировали при рН 7 вначале 
при 56 °С в течение 30 мин (совпадение со временем 
термоденатурационной инактивации СКЧ; повы-
шается доступность сиалидазе гликанов на фоне 
возрастания устойчивости комплексов к протеоли-
зу; улучшаются антигенные свойства комплексов 

				    А 							       Б

Рис. 1.  Условия десиалирования сывороток с дефицитом С4В (сыворотка 408, треки 1–3) или С4А (сыворотка С-1, треки 
4–7) до или после рН 4-обработки блота (А и Б соответственно): 1 и 4 – без сиалидазы; 1, 2, 4, 5 и 7 – инкубация 
при комнатной температуре, ночь; 3 и 6 – инкубация при 56 °С 30 мин; 7 – инактивация комплемента разбавлением 
водой в 10 раз. Видно, что условия в треках 3 и 6 (обработка сиалидазой после термоинактивации комплемента и 
дальнейшей инкубации при комнатной температуре в течение ночи) лучше всего соответствуют дефициту одного из 
изотипов в модельной сыворотке с дефицитом и устойчивы при нейтральных и слабокислых рН-обработках блота; 
условия в треках 2 и 5 (обработка сиалидазой при комнатной температуре в течение ночи) могут быть использова-
ны для установления дефицита С4В (трек 2 до рН 4-обработки) или дефицита С4В (трек 5 после рН 4-обработки).
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с экспонированным С4). Инкубацию продолжали в 
течение ночи при комнатной температуре в темноте 
(есть основания полагать, что при термоинкубации в 
течение 40 мин дополнительная инкубация может не 
использоваться). Стабилизатором сиалидазы служил 
присутствующий в сыворотке альбумин (примерно 
40 мг/мл; достаточно 10 мг/мл). К 7–8 мкл сыворотки 
добавляли 2–4 мкл термостабильной (при 50–55 °С) 
нейраминидазы из Clostridium perfringens (5 мг белка 
в 50 мМ К-фосфатном буфере рН 7 с 5 мМ Na2-ЭДТА) 

с 5 мкл ингибиторов протеиназ Complete (1 таблетку 
ингибиторов растворяли в 1  мл стерильного 
физраствора).

Контроль десиалирования сыворотки прово-
дили с помощью ИЭФ-ПААГ с последующим электро-
блотированием на мембрану. Изотипы проявляли 
конъюгатом (АТ к С4)-пероксидаза. Увеличение дозы 
сиалидазы вдвое приводило к появлению дополни-
тельных интермедиатных продуктов между поло-
жениями С4А и С4В на блоте, усложняющих анализ 

                                                     А                                                                     Б                                                                          В

Рис. 2.  Сравнение способов инактивации СКЧ (на примере сыворотки С-1 с дефицитом С4А – фрагмент «6 + 7» предыдущего 
рисунка): 6 – инактивация прогревом 30 мин при 56 °С; 7 – инактивация разбавлением в 10 раз водой (нанесение в 
10 раз меньше сыворотки, чем в треке 6). С4А и С4В – верхние или нижние мажорные полосы соответственно. На 
фотографиях А, Б (блоты до рН 4-обработки; различаются контрастом) видно отсутствие С4В (его маскирование 
и/или частичное вымывание – фото Б) на фоне сохранения С4А. На фотографии В (блот после рН 4-обработки; 
картина с усиленным контрастом) видно улучшение дискретности полос С4А и проявление остаточного С4В в виде 
полос. Усиление контраста – для улучшения качественного визуального анализа изотипов С4, не отражает точного 
количественного соотношения С4А/С4В (сканирование Хл проводится до редактирования картин. 

				    А 						            Б

Рис. 3.  Примеры разделения С4А и С4В асиалосывороток при их нанесении посередине геля в градиенте рН 3–5 (со-
ответствует середине блота). Фото А (1–5) иллюстрирует возможность визуального наблюдения сыворотки (3) с 
одновременным дефицитом С4А и С4В (с нулевыми аллелями Q0C4A и Q0C4B); отсутствие изотипов не зависит от 
рН-обработки (рН 7 – левый трек-3; рН 4 – правый трек-3) на фоне сывороток с одним дефицитом – С4А (2, 4) или 
С4В (1, 5). Фото Б иллюстрирует возможность проверки «нулевой» сыворотки (7) на фоне присутствия соседних 
С4А и С4В (слева, 6 и 8; С4А > C4B); повышение контраста (справа) выявляет сыворотку (7) с С4А < С4В. Сыворотки: 
1 – 415, 2 – 404, , 3 – С-Ай, 4 – С-Ле, 5 – 408; 6 – С-Де, 7 – С-Ба.
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точных позиций изотипов. На рисунке  1 показано, 
что до сиалирования сыворотка не дает характерное 
распределение С4А и С4В в дефицитных по одному из 
изотипов сыворотках пациентов. 

В случае дефицитов обоих изотипов регистри-
руется картина отсутствия С4А и С4В в ожидаемых 
позициях (рис. 2). 

Инактивация сывороточной СКЧ 10-кратным раз-
бавлением дистиллированной водой с одновремен-
ным снижением в 10 раз дозы сиалидазы приводила 
к значительному снижению уровня С4В (в том числе 
в С4В-богатой сыворотке) и не была использована в 
процедуре десиалирования.

Чувствительность метода – 0,3 мкл сыворотки в 
треке на пластине ПААГ при выявлении С4А (рис. 3) 
(7  мкл сыворотки – для идентификации обоих 
изотипов), точное установление полного дефицита 
изотипа и субизотипа. Такое устойчивое выявление 
С4А имеет дополнительные перспективы (по сравне-
нию с менее устойчивым изотипом С4В) использова-
ния в мониторинга и диагностике болезней. 

Анализ субизотипов изотипов С4А и С4В. 
рН 4-обработка (ацетатный буфер) блота-рН 7 при-
водила к выравниванию фона на блоте независимо от 
выбора интервала рН-градиента в ПААГ (результат 
обусловлен учетом имеющегося в наличии ацетат-
связывающего субсайта каталитического центра 
пероксидазы хрена). До рН  4-обработки блота на-
блюдалась сильно выраженная диффузность и низкая 
дискретность разделенных изотипов и субизотипов. 
После рН4-обработки достигалось значительное воз-
растание дискретности субизотипов. Первоначально 
завышенные значения отношения С4А/С4В в случае 
блота-рН  7 (за счет завышенного фона в области 
С4А) в случае блота-рН 4 значения С4А (сумма суби-
зотипов) / С4В (сумма субизотипов) лучше соответ-
ствовали значениям С4А/С4В, определенным микро-
панельным анализом функциональной активности 
изотипов. Реконструкция деталей паттернов улуч-
шала выявление минорных субизотипов. В спорных 
случаях дополнительный контроль с использованием 
межмембранного (с иммобиллона на иммобиллон) 
кислого электроблотингового переноса пероксидаз-
ной активности позволял подтвердить расположение 
субизотипов. Анализ паттернов позволял обоснован-
но идентифицировать редкие сыворотки с полным 
дефицитом обоих изотипов.

Результаты субизотипирования. Получены 
данные о визуальных паттернах субизотипов изотипа 
С4А (А1, А2, А3, А4 и А5 (А5 выявляется в более ранней 
кинетической картине Хл, как более близкая к аноду 
диагностическая форма у пациентов с системной 
красной волчанкой и антифосфолипидным синдро-
мом)) и изотипа С4В (В0, В1, В2 и В3) сывороток па-
циентов. Можно прогнозировать риск инфекционных 
болезней при дефицитах (полных или частичных) 
субизотипов изотипа С4В.

В области расположения изотипов С4А и С4В в 
направлении от С4А к С4В выявлен градиент ГК (на 
примере ГП) по степени возрастания в ГК выражен-
ности углеводной части. Градиент мог визуально 
контролироваться на уровне субизотипов. Повышен-

ный уровень гликозилирования областей в зоне рас-
положения комплексов С4В объясняет повышенную 
гидрофильность и относительную нестабильность 
зоны С4В, по сравнению с зоной С4А. 

Результаты указывают на присутствие несколь-
ких кинетически регистрируемых диагностических 
паттернов (идентифицирующихся в разные, хотя и 
близкие, интервалы времени детекции Хл), что рас-
ширяет возможности для более точной диагностики 
болезни и оценки состояния пациента. Результаты 
указывают на возможности мониторингового суби-
зотипирования сывороток в процессе выздоровления 
или ухудшения состояния здоровья пациента.

В целом изотипирование и субизотипирование 
С4 на блоте до и после рН  4-обработки дополняли 
друг друга (учет вклада субизотипов с повышенной 
гидрофильностью на блоте-рН 7 и с повышенной ги-
дрофобностью на блоте-рН 4) и делали диагностико-
прогностические выводы более надежными.

Алгоритм паттернового прогностического и 
диагностического иммунотипирования комплекс-
ной системы С4 пациентов включал этапы: 1. Ис-
пользование блота 1 (с геля на мембрану)-рН 7 для 
оценки и ранжирования визуальной выраженности 
общего потенциала защиты на уровне С4 (как сумма 
диффузных областей С4А + С4В), противобелкового 
защитного изотипа С4А или противоуглеводного/
противогликоконъюгатного защитного изотипа С4В 
в сыворотках пациентов. Выявление групп пациентов 
с высоким риском системных болезней (наличие 
дефицитов С4 (полных дефицитов обоих изотипов), 
дефицита С4В (С4А >> C4B), дефицита С4А (C4B >> 
C4A]); оценка сохраненного/остаточного изотипа как 
защитного потенциала. Выявление групп пациентов с 
устойчивым преимуществом изотипа (С4А > C4B или 
C4B > C4A) для дальнейшего мониторинга расходо-
вания изотипов. Выявление таких групп результат 
возможно только с использованием регистрации Хл в 
системе BioChemi System (невозможно при использо-
вании только микропанельного метода определения 
функциональной активности изотипов С4А и С4В). 
2. Получение индивидуальных (уникальных) пат-
тернов системы С4 пациентов на уровне мажорных 
наборов субизотипов В0–В3 и А1–А4 (табл.  1) для 
детализации путей расходования изотипов в диа-
гностических целях. 3. Проведение дополнительных 
(в том числе независимых от используемого в работе 
метода) анализов в случаях: спорных, при отсутствии 
предварительного диагноза, в зависимости от по-
ставленной цели, после установления инфекционной 
природы патологии.

Перспективы метода десиалирования ГК: широ-
та применения (ГП природные и рекомбинантные; 
эукариотические внеклеточные, из биологических 
жидкостей животных, ГК микроорганизмов); возмож-
ность использования частично очищенных сиалидаз 
и комбинаций сиалидаз; исследование специфично-
сти выбранной/изучаемой сиалидазы в отношении 
стандартных ГП крови, других стандартных ГК; как 
предварительный этап анализа углеводного состава 
и структуры гликанов ГП и других ГК; снижение 
микрогетерогенности пулов ГК и индивидуальных 
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ГП и других ГК; воспроизводимое контролируемое 
получение десиалированных сывороток с аномаль-
ными (потенциально биомаркерными, в том числе 
органотропными) по углеводной части ГП и других 
ГК для дальнейшего их изучения; стандартизация 
реакции десиалирования сыворотки для исполь-
зования также в процессе десиалирования клеток 
(эритроцитов и других; эффективность десиалирова-
ния дополнительно подтверждается по достижении 
максимальной цитоагглютинации лектином, напри-
мер, конканавалином-А); повышение гидрофобности 
незаряженных ГП и других ГК и повышения их способ-
ности реагировать с АТ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты указывают на новые возможности 
оценки состояния врожденной защиты организма 
(выявления полных и частичных дефицитов (суб)
изотипов С4А и С4В СКЧ в новой более чувствитель-
ной – с высокой дискретностью полос диагностиче-
ской области), простого – визуального паттернового 
контроля и мониторинга адаптивных процессов рас-
ходования/потребления функционально активных 
(суб)изотипов С4А и С4В, взаимодействующих с ГК, 
в зависимости от типов аутоиммунных и инфекци-
онных болезней. На основании полученных резуль-
татов предложен алгоритм полного диагностико-
прогностического паттерна системных компонентов 
функционально активного С4 сывороток пациентов, 
предполагающего последовательный анализ изоти-
пов и субизотипов системного компонента С4 СКЧ. 
Перспективы алгоритма определения визуальных 

паттернов С4-зависимой системы пациента: возмож-
ности дальнейшего изучения субизотипического 
состава изотипов С4А и С4В сывороток пациентов 
(выявление новых диагностических биомаркеров и 
их комбинаций, кинетических паттерновых комби-
наций, детальное изучение биохимического состава 
субизотипов); возможности дальнейшего усиления 
дискретности форм ГП (увеличения числа выявляе-
мых форм) в условиях ИЭФ-ПААГ и на блоте (исполь-
зование моноклональных АТ, иммунного сэндвича); 
возможности дополнительной очистки при получе-
нии иммобилизованных на мембране изотипов С4А 
и С4В и их субизотипов (дополнительная очистка 
компонентов системного С4, иммобилизованных на 
блоте, имеет место); возможности иммобилизации 
и очистки субполиклональных АТ, соответствующих 
основным субизотипам (преимущество использо-
вания регистрации Хл в кинетическом режиме); 
возможности практического использования полу-
ченных иммобилизованных биокатализаторов и их 
каскадов с элементами СКЧ, в том числе на основе 
функционально активных фрагментов изотипов 
С4А и С4В.
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