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PLACENTAL ALKALINE P H O S P H A T A S E AS 
A MARKER O F M A L I G N A N T N E O P L A S M S 

L. P. Pashintseva, S. 0. Gudima, E. A. Kozy-
reva, A. V. Voronov, A. A. Mierinya, L. S. Bas-

salyk, Yu. Yu. Vengerov, J. I. Volrin 

All-Union Oncological Research Centre, Inst i-
tute of Medical Enzymology , Academy of Medi-
cal Sciences of the USSR, Ins t i tu te of Applied 
Molecular Biology, Minis t ry of Public Heal th of 

the USSR, Moscow 

Activity of p lacenta l alkaline phospha tase 
(PAP) w a s studied in blood serum of 53 heal-

thy persons and of 72 oncologic pat ients , us ing 
sol id-phase immunoenzymat ic analys is with poly-
clonal ant ibodies towards PAP . The enzyme 
w a s detected both in blood serum of heal thy 
persons and of oncologic pat ients . The blood 
serum under s tudy w a s preheated at 65° in or-
der to inac t iva te the in tes t inal phospha tase — 
the only isoenzyme cross - reac t ing with anti-
bodies to thermostab le P A P . This control led 
hea t ing t r ea tmen t decreased dist inct ly the pos-
sibility of pseudoposi t ive react ions. The limit-
ing va lues of the P A P activi ty were about 
0.15 u n / L in blood sera of neal thy persons. 
Higher values were considered as an evidence 
of pathological s tate. After sc reening ana lys i s 
of blood sera f rom pat ien ts with var ious forms 
of ma l ignan t tumors the P A P activity above 
0.15 u n / L was observed in 2 0 % of the pa-
t ients; the enzymat ic act ivi ty exceeded these 
values in 54 % of pa t i en t s wi th ovary carci-
noma. The data obtained s u g g e s t tha t the pro-
cedure developed as an adequa te m e a n s for 
es t imat ion of thermostable P A P isoenzymes as 
well as tha t the ra te of P A P activi ty might 
serve as marker of ma l ignancy in ovary and 
tes t is ca rc inomas independent ly on level of 
total activity of alkaline phosphatase . 

.УДК 6 1 2 . 7 5 1 . 2 . 0 1 5 . 3 4 8 : 5 7 7 . 1 1 2 . 3 4 ] . 0 8 

Ф. E. Романцев, В. H. Прозоровский, Е. А. Козлов, Д. А. Карпов, 
Е. JI. Требухина, А. А. Ржанинова 

О П Р Е Д Е Л Е Н И Е А М И Н О К И С Л О Т Н О Г О С О С Т А В А 
Х Р Я Щ Е В О Й Т К А Н И И И З О Ф Е Р М Е Н Т О В 

К Р Е А Т И Н Ф О С Ф О К И Н А З Ы С И С П О Л Ь З О В А Н И Е М 
Ф Е Н И Л ! И О К А Р Б А М И Л Ь Н Ы Х П Р О И З В О Д Н Ы Х А М И Н О К И С Л О Т 

Н И И медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

В настоящее время наиболее рас-
простра и енным и эффективным мето-
дом определения содержания амино-
кислот (А К) является жидкостная 
хроматография высокого давления, 
которая применяется в двух вариан-
тах: с предколоночной или постколо-
ночной модификацией аминокислот. 
Многочисленные методы постколоноч-
ной дериватизации, основанные на ис-
пользовании нингидрина [12, 16], о-
фталевого альдегида [4, 8 | , флюорес-
камина [6, 18, 21, 22], а также мето-
ды предколоночной модификации с 
применением данзилхлорида |2, 10, 
15, 23], дабсилхлорида [7, 20]/ и о-
фталевого альдегида [3, 5, 9, 13], как 
правило, имеют один из следующих 
недостатков: нестабильность произ-
водных АК; необходимость установки 
второго и третьего постколоночного 
реактора; невозможность одновремен-
ной идентификации пролииа, оксипро-
лина и основных АК; необходимость 

использования инертного газа при хро-
ма т о г р а ф и и; т р у д н о ст и, связанные со 
спецификой спектральной регистрации 
производных АК. 

Наиболее перспективным и, вероят-
но, более совершенным является ме-
тод Хейнриксон и Мередит, основан-
ный на модификации А К с помощью 
фенилизотиоцианата с последующим 
их разделением методом обращенно-
фазной хроматографии [11]. Однако 
этот метод имеет ряд недостатков: 
высокая токсичность растворителей, 
используемых при хроматографии 
(ацетонитрил, метанол), отсутствие 
более коротких программ разделения 
АК, необходимых для ускоренного 
проведения анализа в целом (для экс-
ресс-анализа) . С другой стороны, не-
обходимы также и более продолжи-
тел ьн ы е п рогр а ммы, отл ичител ьной 
чертой которых является повышенная 
разрешающая способность и возмож-
ность проводить идентификацию как 
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основных АК, так и тех, которые пред-
ставляют интерес для изучения биохи-
мии коллагена, а именно — ди- и мо-
ногликозидов оксилизина, пролина, 
о кси п роли и а и оксил из и н а. 

С целью разработки метода опреде-
ления аминокислотного состава, осно-
ванного на использовании стабильных 
доступных, малотоксичных и не тре-
бующих дополнительной очистки и 
специального хранения реактивов, а 
также для создания различных пс. 
продолжительности программ анали 
за нами предложен способ разделения 
фенилтиокарбамильных (ФТК) произ-
водных АК на октадецильных силика-
гелевых сорбентах с использованием 
градиентной элюции этанолом и аце-
татом натрия или аммония. 

М е т о д и к а 

Для приготовления элюентов и ФТК-про-
изводных АК использовали деиоиизоваиную 
воду, этанол ректификат и отечественные ре-
активы марки х.ч. и ч.д.а. без дополнителгэ-
ной очистки. Дериватизацию АК феиилизотио-
цианатом фирмы «Fluka» (Швейцария) прово-
дили при щелочном рН по методу Хейнриксон 
и Мередит [11]. 

Хроматографическое разделение выполняли 
на программируемом градиентном жидкостном 
хроматографе Altex 324 с аналитическим 
УФ-детектором-153 и системой математической 
и графической обработки хроматограмм Shi-
rnadzu 901. В экспериментах использовали 
стандартные наборы АК производства фирм 
«Sigma» (США) и «Serva» (ФРГ) , В-цепь 
инсулииа быка и лейцил-глип,ил-глицин произ-
водства «Serva» (ФРГ) . 

ММ-изофермеит креатинфосфокиназы был 
выделен из скелетной мускулатуры свиньи по 
методу Такасава |19) . ВВ-креатинфосфокиназу 
из мозга свиньи выделяли с использованием 
двойной ионообменной хроматографии на 
ДЭАЭ-целлюлозе с последующей хроматогра-
фией на гидроксилаппатите. Гидролиз 100— 
300 мкг белка проводили в 6 и. хлористоводо-
родной кислоте в течение 24 ч при 102,5°С в 
запаянных под азотом ампулах. 

Для определения содержания коллагено-
специфичных АК 50 мг хряща гидролизовали 
и I мл 2 н. NaOH в течение 16—18 ч при 
105 °С в герметически закрытых пробирках и 
по методу Spiro [17] выделяли суммарные АК 
из гидролизата. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е и и е 

Реакция фенилизотиоцианата с АК 
в щелочной среде приводит к образо-
ванию ФТК-производных (ФТК-АК). 
В результате этого значительно увели-
чивается гидрофобность А К, что по-
зволяет применить обращенио-фазную 
хроматографию для разделения ФТК-
АК на сорбентах типа С8 и С is- Мо-

Рис. 1. Разделение ФГК-АК на .сорбенте Ci8 
с использованием градиентной элюции ацета-

том натрия и этанолом. 
Предколонка: С,8 4,6X30 мм; колонка: Ultrasil ODS 
dp 5 мкм, 4,6X250 мм. Температура колонки и пред-
колонки 45 °С. Буфер А: 0,05 М CH3COONa рН 6,8. 
Буфер В: 80 % — С2НбОН, 20% —0,1 М CH3COONa 
рН 6,8. Образен объемом 10 мкл содержит по 2 нмоль 
каждой А К. Скорость элюции 1,3 мл/мин. Здесь и 
на рис. 3 и 4: 1 — аспарагиновая кислота, 2 — глута-
ммновая кислота, 3 — серии, 4 — глицин, 5 — гисти-
дин, 6 — треонин, 7 — аланин, 8 — аргинин, 9 — про-
лин, 10 — тирозин, 11— метионин, 12 — палии, 13— 
изолейцин, 14 — лейцин, 15 — фенилаланин, 16 — ли-
зин. Здесь и на рис. 2—4 — по оси абсцисс — время 
удерживания, мин; по оси ординат: слева —оптическая 
плотность при длине волны 254 им, справа — концент-

рация буфера В, %. 

дификация лизина происходит по 
двум аминогруппам, что выражается 
в соответствующем двойном увеличе-
нии площади пика по сравнению со 
средним значением для других АК. 
Наиболее короткая программа опреде-
ления аминокислотного состава на 
сорбенте типа Ci8 с использованием 
этанола и ацетата натрия представ-
лена на рис. 1. Дальнейшее сокраще-
ние общей продолжительности разде-
ления еще на 5—6 мин может быть 
достигнуто увеличением доли буфера 
В (о 1 до 6 мин на 1 %, с 7 до 13 мин 
на 2 % и с 14 до 26 мин на 2 , 5 % ) . 
Однако это нецелесообразно, посколь-
ку такой вариант приводит к умень-
шению разрешающей способности и 
создает трудности при практическом 
приме н е 11 и и да н н о й ri р о г р а м м ы д л я 
анализа гидролизатов, в которых мо-
лярное содержание «соседних» АК 
(например, метионина и валина) раз-
личается в несколько раз. 

К настоящему времени в литерату-
ре отсутствуют сведения о применении 
хроматографического метода для од-
н о в реме и н о г о о п р е д е л е н и я содержа-
ния основных и специфических АК 
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Рис. 2. Разделение Ф Т К - А К с использованием градиентной элюции ацетатом аммо-
ния и этанолом. 

Предколонка: Silasorb С* 4,0X30 мм; колонка: Ultrasphere IP dp 5 мкм, 4,6X260 мм. Температура 
колонки и предколонки 45 °С. Скорость элюции 1 мл/мин. Буфер А: 0,05 М CH3COONH4 рН 6,8. Бу-
фер В: 50 % — C2H5OI-I, 50% —0,1 М CH3COONM4 рН 6,8. а: 1 — аспарагиновая кислота, 2 — глута-
миновая кислота, 3 — оксипролин, 4 — серии, 5 — глицин, 6 — гистидии, 7 — треонин, 8— аланин, 9 — 
аргинин, 10 — пролии, / / — тирозин, 12 — метиоиин, 13 — валии, 14 — дигликозид оксилизина, 15 — 
моногликозид оксилизина, 16 — оксилизин, 17 — изолейцин, 18 — лейцин, 19 — лизин, 20 — фенилала-
нин. Образец объемом 15 мкл содержит 110 1 имоль каждой АК; б — гидролизат хрящевой ткани; 
норма. Объем образца 15 мкл; в — гидролизат хрящевой ткани; патология — воронкообразная де-

формация грудной клетки, III стадия, синдром Элерса — Данлоса. Объем образца 15 мкл. 

коллагена, а именно — пролииа, окси-
пролина, оксилизина, ди- и моногли-
козидов оксилизина. Для определения 
аминокислотного состава при решении 
задач, связанных с исследованиями в 
области биохимии соединительной тка-
ни, была создана 76-минутная про-

грамма для разделения в одном цик-
ле основных и коллагеноспецифичных 
АК (рис. 2, а). Одна из главных за-
дач разработки данной программы за-
ключалась в достижении высоких зна-
ч е н и й разности времени удержива н и я 
для соседних пиков. Этот параметр во 

Рис. 3. Разделение 
калибровочного набора 

Ф Т К - Л К . 
Предколонка: Cie 4,6X30 мм; 
колонка: Ultrasphere IP dp 
5 мкм, 4,6X250 мм. Темпе-
ратура колонки и предко-
лонки 45 °С. Скорость элю-
ции 1 мл/мин. Буфер А: 
0,05 М CH8COONH4 рН 6,85. 
Буфер В: 50% — С2НвОН, 
50%—0,1 АЛ CH3COONH4 
рН 6,85. Объем образцу 
10 мкл. Количество каждой 

АК 2,5 нмоль. 



Рис. 4. Р а з д е л е н и е Ф Т К - А К 
гидролизатов В-цспи инсу-
лина (а ) , лейцил-глицил-гли-
цина (б) и ВВ-изофермен-
та к р е а т и н ф о с ф о к и н а з ы (о) . 

многом и определил общую продол-
жительность анализа, обеспечивая в 
то же время высокую разрешающую 
способность и «емкость» программы, 
потенциально подготовленной для 
анализа более многокомпонентных об-
разцов. Анализ щелочных гидролиза-
тов хрящевой ткани показал возмож-
ность количественного определения 
оксипролина, оксилизина, галактозил-
окси лизина и глюкозил-галактозил-
оксилизина при их различном содер-
жании в норме и при патологии (рис. 
2 , б , в ) . 

Д л я определения аминокислотного 
состава ММ- и ВВ-изоформ креатин-
фосфокиназы свиньи была разработа-
на программа разделения (рис. 3). 
Проверку адекватности результатов, 
получаемых при использовании дан-
ной программы, и определение отно-
сительного диапазона чувствительно-
сти проводили путем анализа гидроли-
затов двух стандартных образцов: В-
цепи инсулина быка и трипептида 
лейцил-глицил-глиции (рис. 4, а, б) . 
Анализ ВВ-изоформ креатинфосфоки-
назы (рис. 4, в) позволил установить 
состав В-субъедииицы (см. таблицу) , 
увеличение содержания неполярных 
АК (в частности, аланина, пролина и 
лейцина) и уменьшение содержания 
положительно заряженных АК при 
сравнении с составом М-субъединицы. 
Этот факт является причиной большей 
гидрофобиости и меньшей электрофо-
ретической подвижности ВВ-изофер-
мента в целом по сравнению с ММ-

изоформой. Очевидно, что подобные 
изменения выражаются в наличии 
определенных замен АК в первичной 
структуре, что приводит в итоге к уве-
личению липофильности полипептида 
и уменьшению его отрицательного за-
ряда. Аналогичные изменения отмеча-
ются при сравнении составов М- и В-
субъединиц креатинфосфокиназы из 
других источников (в частности, из 
кролика [14]) и характеризуют эво-
люционно закрепленные различия в 
структуре субъединиц. 

При отработке и оптимизации мето-
да определения аминокислотного со-
става с использованием октадсциль-
ных сорбентов, ацетата аммония и 
Аминокислотный состав М- и В-субъединиц 

креатинфосфокиназы 

АК 
Свинья Кролик [14] 

АК 
м в М В 

А с п а р а г и н о в а я 
к и с л о т а 30 32 28 30 

Г л у т а м и н о в а я кис-
л о т а 27 26 27 27 

С е р и и 20 22 22 21 
Г л и ц и н 33 36 33 32 
Гистидин 15 13 17 14 
Т р е о н и н 18 18 18 18 
А л а н и и 14 20 13 22 
А р г и н и н 18 22 18 21 
П р о л и и 20 25 19 20 
Т и р о з и н 10 10 10 7 
В а л и и 26 21 28 24 
М е т и о н и н 10 10 10 11 
И з о л е й ц и н 14 12 14 14 
Л е й ц и н 3 6 40 37 41 
Л и з и н 34 18 34 20 
Ф е н и л а л а н и н 16 16 16 18 
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этанола, ФТК-АК могут быть разде-
лены на 3 группы в соответствии с 
их гидрофобностыо, характеристикой 
которой является время удерживания 
на фазе в зависимости от концентра-
ц и и органического растворителя: 
I группа — аспарагиновая и глутами-
новая кислоты, окс и пр ол и и, серии, 
г л и ц и н, ги ст и дин, треонин, ала и и н, 
II — аргинин, пролин, тирозин, III — 
метионин, валим, гликозиды оксилизи-
на, оксилизин, изолейцин, лейцин, ли-
зин и фенил ал амин. Такое деление яв-
ляется в определенном смысле клю-
чем к составлению программы любой 
продолжительности, поскольку наи-
лучшее разделение достигается в том 
случае, если ФТК-АК одной группы 
элюируются слабым линейным гради-
ентом, близким к изократическому ре-
жиму. II группа является промежуточ-
ной и в зависимости от характеристик 
колонки и условий хроматографии мо-
жет частично входить в состав I или 
III группы либо занимать относитель-
но самостоятельное положение. 

Таким образом, предложенные ме-
тоды хроматографического разделения 
ФТК-АК позволяют проводить эффек-
тивное определение аминокислотного 
состава различных биологических об-
разцов. 
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ESTIMATION O F AMINO ACID O P P O S I -
TION OF CARTILAGE T I S S U E AND CREA-
TINE P H O S P HOKIN AS E ISOZYMES USING 
Р Н E N Y LTHI ОС A RB AM Y L DERIVATIVES O F 

AMINO ACIDS 

F. E. Romantsev, V. N. Prozorovsky, E. A. Koz-
lov, D. A. Karpov, E. L. Trebukhina, A. A. 

Rzlianinova 

Insti tute of Medical Enzymology, Academy of 
Medical Sciences of the USSR, Moscow 

A method for estimation of amino acid 
composition and collgen-specific amino acids 
was developed. The assay was based on the 
precolumn reaction of amino acids with phe-
nylisothiocyanate. The phenylthiocarbamyl deri-
vatives were analyzed by means of reverse-
phase chromatography on octadecyl sorbents, 
which involved gradient elution with ethanol 
and sodium or ammonium acetate. The method 
was used for effective separat ion of collagen-
specific and main amino acids in car t i lage hyd-
rolysate from healthy persons and of pat ients 
with funnel chest and Ehlers-Danlos syndrome 
and also for determination of amino acid com-
position in creatine phosphokinase B- and 
M-subunits . 


