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ВОПРОСЫ Медицинской 

ХИМИИ 



мер, реопирина) по сравнению с эстро-
пом или тетрациклином. Эти различия 
обусловлены многими факторами, в част-
ности особенностями фармакокинетики и 
биотрансформации препаратов. Нельзя 
также исключить, что снижение НА че-
рез сутки после окончания инъекций 
эст р о н а и л и тет р a 11 и к л и и а об у с л о в л е н о 
в известной мере увеличением активно-
сти деацетилаз. 

Таким образом, мы отметили четкую 
зависимость НА от концентрации эстро-
на в организме интактных самок крыс. 
Вместе с тем однонаправленные измене-
ния ИА, регистрируемые под влиянием 
гормона, с одной стороны, и тетрацик-
лина или реопирина, с другой, под-
тверждают распространенные представ-
ления о «проксимальном индукторе», 
которым, как известно, считают половые 
гормоны. Показано, что андрогены не 
влияют на И А 1101. В связи с этим мож-
но предположить, что именно женские 
половые гормоны определяют активность 
N-ацетилтрансфераз у интактных крыс. 
Вместе с тем следует отметить, что полу-
ченные данные противоречат таковым, 
опубликованным в работе 1.9.1, где было 
установлено отсутствие влияния эстрона 
на ИА у самок крыс. Указанные рас-
хождения мы связываем с тем, что наши 
исследования проводили в динамике (на 
протяжении 7—10 сут), в то время как 
в цитируемой работе изучали влияние 
эстрона только через сутки после воз-
действия гормоном. 
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In f l uence of oes t ron , t e t r a c y c l i n e , reopyr i -
ne and p h e n o b a r b i t a l on a c e t y l a t i o n of su lpha -
d i m i d i n e was s tud ied in w h i t e f ema le r a t s . 
A d m i n i s t r a t i o n of t he a b o v e - m e n t i o n e d d rugs 
caused an increase in the r a t e of a c e t y l a t i o n , 
w h i c h reached the m a x i m a l va lues w i t h i n t h e 
2-5 days a f t e r the last day of a d m i n i s t r a t i o n . 

Я. M. Соковнина, Т. Б. Мареева, О. П. Плющ, И. И. Вотрин 

А Д ЕН И Н Ф О С Ф О Р И Б О З И Л Т Р А Н С Ф Е Р А З А 

И Г И П О К С А Н Т И Н - Г У А Н И Н Ф О С Ф О Р И Б О З И Л Т Р А Н С Ф Е Р А З А 

Т Р О М Б О Ц И Т О В К Р О В И П Р И Н А С Л Е Д С Т В Е Н Н Ы Х 

К О А Г У Л О П А Т И Я Х 

Н И И медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

Изучение особенностей пуринового и 
пиримидинового обмена в тромбоцитах 
при наследственных тромбоцитопатиях 
необходимо для выяснения возможных 
пр и чи н фу нкциональной непол ноценно -
сти тромбоцитов и понимания патогене-
за этих заболеваний. Тромбоциты как 
объект исследования привлекают внима-
ние многих специалистов пе только по-
тому, что они играют решающую роль 
в гемостазе, но и потому, что они вовле-

чены в работу молекулярно-клеточных 
систем организма, определяющих состоя-
ние сосудов, воспалительной и других 
физиологических реакций. 

Среди наследственных заболеваний, 
сопровождаемых нарушением в системе 
свертывания крови, гемофилия являет-
ся одним из тяжелых заболеваний, свя-
занной с врожденным нарушением плаз-
ме и н ы х факторов с в е р т ы в ани я крови. 
Выделяют две основные формы заболе-
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вами я гемофилия А (недостаточность 
фактора VIII) и гемофилия В (недоста-
точность IX фактора). Обе формы на-
следуются по рецессивному, сцепленно-
му с Х-хромосомой типу 1 1 1. 

Исследовани я и оследни х лет свиде-
тельствуют, что целый ряд заболеваний, 
таких как подагра 17—91, синдром Ле-
ш а — Нихена ПО, 13], возникновение 
различных форм анемий [20] сопровож-
жаются изменением в активности аде-
нинфосфорибозилтрансферазы (АФРТ) 
и г и п о кса нти н - г у а н и и фо сфо р и боз и л -
трансферазы (ГГФРТ) в форменных эле-
ментах крови. 

Установлено уменьшение АФРТ и 
ГГФРТ при хроническом лимфолейкозе 
в лимфоцитах и увеличение в лейкеми-
ческих граиулоцитах [5, 16, 17]. 

Имеются данные о повышении уровня 
АФРТ в эритроцитах при врожденном 
нар у ше нии п ири миди нового метабол из-
ма, оротикоацидурии [21]. 

В литературе последних лет описаны 
-случаи врожденной недостаточности 
АФРТ. Мутации, приводящие к полной 
потере ферментативной активности в 
эритроцитах детей, вызывают ряд серьез-
пых дефектов в метаболизме аде и и на, 
сопровождаемых образованием совер-
шенно нового вещества — 2,8-оксиаде-
н и на, а не мочевой кислоты, что ведет 
к образованию камней в почках. В тех 
случаях, когда уровень АФРТ в эрит-
роцитах гетерозигот составляет 50% от 
уровня его в норме, особых клинических 
проявлений не наблюдали [3, 4, 6, 18]. 

В настоящее время ферменты обмена 
пуринов интенсивно изучают в формен-
ных элементах крови (эритроцитах, лим-
фоцитах) в биохимическом, генетическом 
и медицинском аспекте при разных па-
тологических процессах. Однако энзима-
тические пути синтеза нуклеотидов в 
тромбоцитах при наследственных коагу-
лопатиях, в частности при гемофилии, 
не изучены. 

Настоящая работа посвящена изуче-
нию активности двух ключевых фермен-
тов обмена пуринов—АФРТ (КФ 2.4.2.7) 
и ГГФРТ (КФ 2.4.2.8) тромбоцитов кро-
ви при гемофилии А и В. 

М е т о д и к а 
Активность А Ф Р Т и Г Г Ф Р Т , катализи-

рующих превращение свободных азотистых 
оснований аденина, гипоксантина и гуанина 
в их соответствующие иуклеотиды АМФ, 
ИМФ и ГМФ в присутствии фосфорибозил-
пирофосфата (ФРПФ) , определяли в тромбо-
цитах доноров и больных гемофилией А и В. 

(Тромбоциты выделяли методом центрифу-
гирования на Фиколе — Пак . В качестве анти-
коагулянта использовали 2% ЭДТА в 0 ,9% 
NaCl рН 7,3—7,4. Выделенные тромбоциты 
разрушали оз в у ч и в а и и ем, i i,e и тр и фу г и р о в а л и 
при 25 ООО g в течение 20 мин и надосадоч-
ную жидкость использовали д л я определения 
ферментативной активности. Ф Р П Ф получали 
по методу Кориберга в модификации 
В. Н. Филипповой и соавт. [2], а т а к ж е ис-
пользовали коммерческий препарат фирмы 
«Boehringer». 

О п ре де л е и ие фе р ме и та ти в ио й а ктивности 
проводили в условиях линейной зависимости 
от концентрации сусбтрата, Ф Р П Ф , коли-
чества фермента и времени инкубации. 

Опытные пробы общим объемом 300 мкл 
содержали: (8-14С)-адеиин — 50 мкл (удель-
ная радиоактивность 40 мкки/мл), Ф Р П Ф 
50 мкл (0,1 мкмоль), 10 мМ трис-HCl рН 7,4 
с 5 мМ M g S 0 4 при содержании белка в пробе 
20—30 мкг. Пробы инкубировали 15 мин при 
37 °С. Реакцию останавливали 96% спиртом, 
200 мкл. Д о исследования ферментативной 
активности А Ф Р Т проводили диализ в тече-
ние ночи против 10 мМ трис-HCl буфера 
рН 7,4, содержащего 5 мМ MgS0 4 . 

В тех опытах, когда проводили определе-
ние Г Г Ф Р Т , вместо аденина использовали 
(8-1 4С)-гипоксантин (14,5 мкКи/мл) или (8-
1 4С)-гуанин (70 мкКи/мл) . Радиоактивность 
образовавшихся в ходе ферментативной ре-
акции нуклеотидов АМФ, ИМФ, ГМФ опреде-
ляли на автоматическом линейном анализаторе 
(модель «Berthold» 1024) после разделения 
смеси продуктов методом тонкослойной хро-
матографии в системе растворителей 1 М аце-
тата аммония р Н 7,4: спирт 9 6 % , в отноше-
нии 3 : 7. Удельную активность в ы р а ж а л и 
в наномолях образовавшегося продукта на 
1 мг белка в 1 час. Белок определяли по ме-
тоду Лоури [12]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 
Всего обследовано 18 доноров и 22 

больных гемофилией А и В. В комплекс 
обследования входило определение про-
коагулянтной активности факторов VIII 
и IX, агрегации тромбоцитов в присут-
ствии ристомицина и времени кровоте-
чения. Среди обследованных больных 
гемофилией А наблюдали снижение 
уровня фактора VIII (средние значения 

Активность АФРТ и ГГФРТ тромбоцитов доно-
ров и больных гемофилией А и В 

Н а з в а н и е 
б о л е з н и 

У д е л ь н а я активность, имоль на 1 мг 
белка в 1 ч Н а з в а н и е 

б о л е з н и 

А Ф Р Т Г Г Ф Р Т Г Ф Р Т 

Гемофилия: 
А 

в 
134 , 6 ± 1 , 5 

( / 1 = 1 2 ) 
2 1 0 , 0 ± 8 , 2 

( / 1 = 1 0 ) 

98 ± 8 , 6 
( м = 1 2 ) 

1 1 7 ± 1 2 , 3 
(/г = 8) 

2 8 9 ± 8 , 9 
(// = 4) 

2 9 9 ± 4 , 2 
(/t = 4) 

Д о н о р ы 2 3 5 , 0 ± 2 , 35 
( / 1 = 1 8 ) 

2 2 2 ± 4 , 8 
(п = 1 9 ) 

2 6 6 ± 1 3 , 4 
(/1 = 8) 

П р и м е м а н и£е. Г К Ф Р Т — г и п о к с а н т и н ф о с ф о р и -
б о з и л т р а н с ф е р а з а , Г Ф Р Т — г у а н и н ф о с ф о р и б о з и л т р а н с -
ф е р а з а . 
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1,5%; норма 50 200%), при нормаль-
ном факторе IX. У больных гемофилией 
В снижение фактора IX в среднем со-
ставляло 2,5%; норма 50 200%. Агре-
гация тромбоцитов и время кровотече-
ния были в пределах нормы при обеих 
формах гемофилии. 

В таблице приведены результаты оп-
ределения активности АФРТ и ГГФРТ 
в тромбоцитах крови доноров и при 
наследственных коагулопатиях. 

Данные, полученные при исследова-
ниях тромбоцитов доноров, соответству-
ют литературным 111, 151. 

В результате проведенных исследова-
ний были выявлены особенности изме-
не 11 и й а кт и в и ост и и сс л е до в а н и ы х фе р -
ментов в тромбоцитах при гемофилии А 
и В. Активность АФРТ составляла 57% 
при гемофилии А в сравнении с актив-
ностью в норме. Обращает на себя вни-
мание тот факт, что при гемофилии В 
активность указанного фермента была 
в пределах нормы. 

Активность ГКФРТ при гемофилии А 
составляла 44% от активности его в 
норме. Аналогичное снижение ГКФРТ 
(52%) наблюдали и при гемофилии В. 
Уменьшение активности Г КФРТ при 
обоих видах гемофилии подчеркивает 
важную функциональную роль этого 
фермента в общем метаболизме. 

Нормальный уровень фермента был 
отмечен при обоих типах гемофилии, 
когда в качестве субстрата использова-
ли гуанин. 

Возможно, АФРТ и ГКФРТ не явля-
ются этиологическими факторами забо-
левания гемофилией, но обнаруженный 
нами биохимический дефект в активно-
сти АФРТ дает возможность использо-
вать его для дифференциации различных 
форм гемофилии, а определение актив-
ности ГКФРТ можно рассматривать в 
качестве генетического маркера этого 
заболевания. 

Данные, полученные нами при опре-
делении ГКФРТ в тромбоцитах больных 
гемофилией, послужили основанием для 
использования этого фермента в целях 
возможного выявления женщин iю-
сительниц патологического гена гемо-
филии, что имеет важное значение для 
медико-генетического консультирова-
ния. 

Проблема разработки ферментных те-
стов, позволяющих выявлять гетерози-
готных носителей, до сих пор остается 
весьма актуальной. 

Нами было обследовано 9 семей, в ко-

Активность А Ф Р Т , Г Ф Р Т тромбоцитов в 
норме, при гемофилии А и у ж е н щ и н — носи-

т е л ь н и ц патологического гена. 
А — активность Г К Ф Р Т , Б — активность А Ф Р Т ; 
1 — норма; 2 — гемофилия А, 3 — г е т е р о з и г о т н ы е 

носители . По оси о р д и н а т — активность , %. 

торых сыновья были больны гемофилией 
А и, следовательно, все матери являлись 
носительницами заболевания и имели 
риск как рождения больных сыновей,, 
так и риск иосительства для девочек. 

Результаты, полученные при обследо-
вании (см. рисунок), демонстрируют сни-
жение активности ГКФРТ в тромбоци-
тах женщин-носительниц. Активность 
этого фермента составляла в среднем 
125,2+9,4 нмоль на 1 мг белка в 1 ч, 
т. е. 59% от его активности в норме 
(222+4,8 нмоль па 1 мг белка в 1 ч), 
подтверждая предположение о том, что 
все матери являются гетерозиготными 
носителями гена гемофилии. Нам уда-
лось выявить в ряде семей также дево-
чек — носительниц гемофилии, у кото-
рых, как и у матерей, был снижен уро-
вень ферментативной активности (98,4 
и 87,6 нмоль на 1 мг белка в 1 ч соот-
ветственно). Однако следует отметить, 
что у гетерозиготных носительниц ак-
тивность АФРТ оставалась в пределах, 
нормы. 

Итак, в настоящей работе мы отметили 
факт уменьшения ГКФРТ как в тром-
боцитах больных гемофилией, так и 
у женщин гетерозиготных носитель-
ниц, что заслуживает особого внимания 
в свете дальнейшего возможного исполь-
зования определений активности указан-
ного фермента в качестве генетического 
маркера гемофилии и в целях тестиро-
вания гетерозиготных носительниц для 
предупреждения рождения больных де-
тей. Ко м б и п и р о в а н 11 ое и с п о л ь зо в а н и е 
различных методов исследования (опре-
деление факторов свертывания крови, 
использование иммунологических и био-
химических тестов) может повысить точ-
ность выявления иосительства гена ге-
мофилии. 

Генетический механизм, ведущий к не-
достаточности АФРТ и ГКФРТ у чело-
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века, не изучен в достаточной степени. 
Структурные гены, кодирующие эти фер-
менты, локализуются в различных хро-
мосомах: АФРТ в 16 хромосоме [191, 
а ГКФРТ в Х-хромосоме [14], как и 
гены, ответственные за синтез факторов 
VIII и IX, мутация которых приводит 
к нарушению процессов свертывания 
крови. Поскольку мутация в структур-
ном гене ГКФРТ, помимо гемофилии, 
вызывает целый ряд других заболеваний 
(подагра, синдром Леша Нихена), 
можно сделать предположение о разно-
образии возникающих мутаций в локу-
се ГКФРТ, что подчеркивает генетиче-
скую гетерогенность мутаций. По-види-
мому, один генетический локус не мо-
жет быть ответственным за развитие за-
болевай и я. Мул ьтифа ктор и ал ы-юе иасле-
дование, включающее изменение множе-
ства генетических локусов и большого 
числа внешних факторов, определяет 
подверженность конкретному заболева-
нию. 
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A D E N I N E P H O S P H O R I В O S Y L T R ANSFE-
R A S E A N D H Y P O X A N T H I N E - G U A N I N E 
P H O S P H O R I B O S Y L T R A N S I v l ' RASE O F 
В LOO D T H R О M BOC Y T E S IN H E R E D I T A R Y 

T H R OMBOCY T O P A T H I E S 

Ya. M. Sokovnina, Т. B. Mareeva, O. P. Ply-
usch, I. 1. Voir in 

i n s t i t u t e of Medical E n z y m o l o g y , A c a d e m y 
of Medical Sciences of the U S S R , Moscow 

Ac t iv i t i e s of aden ine phosphorobosy l t r ans -
fcrase (EC 2 . 4 . 2 . 7 A P R T ) and h y p o x a n t h i n e -
g u a n i n e phospho r ibosy l t r ans f c r a se (EC 2 .4 .2 .8 
I T G P R T ) were s t u d i e d in t h r o m b o c y t e s of hea l -
t h y donors , p a t i e n t s w i t h hemoph i l i a A and В 
and of women — he te rozygote car r ie rs of the 
pa tho log ic gene. The da ta o b t a i n e d sugges t 
t h a t I T G P R T tes t m a y be used as a gene t i c 
ma rke r of hemoph i l i a as well as to detect the 
he te rozygote ca r r i e r s ; e s t i m a t i o n of A P R T 
a c t i v i t y is s u i t a b l e test for d i f f e r en t i a t i on of 
hemoph i l i a fo rms . 
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Б. Л. Лурье, С. И. Репина, Б. И. Корпев, А. И. Лобанов, 
М. М. Кочепгова 

П Р И М Е Н Е Н И Е ОБОБЩЕННОГО БИОХИМИЧЕСКОГО ПАРАМЕТРА 
Д Л Я ОЦЕНКИ ЭФФЕКТИВНОСТИ ГЕМОСОРБЦИИ У БОЛЬНЫХ 

С МЕХАНИЧЕСКОЙ Ж Е Л Т У Х О Й К А Л Ь К У Л Е З Н О Г О ГЕНЕЗА 

II ММ И им. Н. И. Пирогова , М О Н И К И им. М. Ф. В л а д и м и р с к о г о 

В последние годы широкое приме-
нение в клинической практике нашел 
метод сорбционной детоксикации боль-
ных с механической желтухой путем 
гемо- и лимфосорбции 13, 51. При этом 
из организма удаляются значительные 

количества эндогенных токсинов, имею-
щих отношение к клиническим прояв-
лениям, а также (что особенно важно) 
оказывающих повреждающее влияние 
на печень. Это способствует улучше-
нию клинического состояния и сии-
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