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Р Е Д А К Ц И О Н Н А Я КО ЛЛЕ ГИ Я 

ВОПРОСЫ 
М Е Г А 1 Л М И М О К О Й 

ХИМИИ 



УДК 6И6-018.1-008.939.629-092:575.224.23 

В. И. Кухаренко, Е. М. Пачугана, А. А. Дельвиг 

С О О Т Н О Ш Е Н И Е К О Л Л А Г Е Н А Т И П О В I И III В Ш Т А М М А Х 
Ф И Б Р О Б Л ACT Н ЫХ К Л Е Т О К Ч Е Л О В Е К А С Д И П Л О И Д Н Ы М 

И А Н О М А Л Ь Н Ы М Н А Б О Р О М Х Р О М О С О М 

Институт медицинской генетики АМН СССР. Н И И медицинской эмзимологии АДАМ 
СССР, Москва 

Известно, что фибробластные клет-
ки человека синтезируют коллаген ти-
пов 1 и III. Существует значительное 
количество наследственных заболева-
ний человека, которые сопровождают-
ся резким нарушением синтеза колла-
гена [2, 9, 15], например отмечается 
резкое снижение синтеза коллагена ти-
па III при синдроме Элерса—Данло-
са типа IV, снижение синтеза коллаге-
на типа I при летальной форме несо-
вершенного остеогенеза. Гены колла-
г е н а к а р т и р о в а н ы н а о п р е д е л е н н ы х 
хромосомах: ген цепи си (I) на хромо-
соме 17, ген цепи «2(1) на хромосоме 
7, ген цепи схi ( I I I ) — н а хромосоме 2 
[10, 12]. Соотношение синтеза колла-
гена типов I и III клетками одного 
штамма является достаточно постоян-
ной величиной и не изменяется в те-
чение значительного числа пассажей 
|6, 8]. Продукция клетками коллаге-
на типа III может изменяться при вы-
сокой плотности клеток, высокой кон-
центрации сыворотки [4, 5, 11], поэто-
му стабилизация условий эксперимен-
та играет важную роль при изучении 
соотношения типов коллагена. Ранее 
было показано, что при исследовании 
кожи эмбриоиов человека доля колла-
гена типа III может составлять до 
50 % всего коллагена, в коже взрос-
лых индивидуумов она может сни-
жаться до 25% [7| . При обследова-
нии больных с хромосомными синдро-
мами отмечено, что до определенного 
возраста у летен могут сохраняться 
некоторые признаки, свойственные эм-
брионам (так называемая «персистен-
ц и я э м б р и о н а л ь н ы х черт»), приме р о м 
этого признака служит обнаружение 
эмбрионального типа гемоглобина у 
детей с трисомией по хромосоме 13. 
Ранее нами было показано, что в клет-
ках спонтанных абортусов человека с 
а н о м a J I ь и ы м карио типом си и т ез ко л -
лагена резко снижен [3]. В связи с 
этим было интересно выяснить, проис-
ходит ли снижение синтеза коллагена 
в этих штаммах за счет какого-то од-

ного типа коллагена или имеет место 
пропорциональное снижение синтеза 
коллагена всех типов, а также устано-
вить, изменяется ли соотношение кол-
лагена типов I и III в постнатальных 
фибробластах по сравнению с эмбрио-
нальными в результате изменения их 
фенотипических свойств или же изме-
нение соотношения коллагена типов 1 
и III в клетках в процессе онтогенеза 
является результатом регуляторного 
воздействия на экспрессию коллагено-
вых генов фибробластов в развиваю-
щемся организме. 

М е т о д и к а 
В работе использованы штаммы фиброблас-

тов человека с диплоидным и аберрантным ка-
риотипом, имеющиеся в специализированной 
коллекции Института медицинской генетики 
АМН СССР. Исследовано 5 штаммов, выве-
денных из материала спонтанных абортусов 
человека (3 штамма с трисомиями по хромо-
сомам 7 и 9, 2 штамма с триплоидией), 6 дип-
лоидных эмбриональных штаммов (возраст 
этих штаммов 8 13 нед беременности). Ис-
пользованы т а к ж е 4 штамма, выведенные при 
биопсии кожи больных с синдромом Д а у н а 
(трисомия по хромосоме 21) и 3 штамма 
от детей с нормальным кариотипом (возраст 
индивидуумов этой группы 0,5—1,5 года) . 
Т а к ж е исследованы 4 штамма, полученные 
при биопсии кожи у здоровых лиц в возрас-
те 25—30 лет, и 3 штамма — от долгожите-
лей (возраст 81 -107 лет) . Все исследован-
ные штаммы находились во второй фазе ро-
ста. Д л я культивирования клеток использова-
лась среда Игла с 5 % сывороткой крупного 
рогатого скота и 5 % пуповиниой сывороткой 
новорожденных. Коллаген выделяли из куль-
ту ральной среды штаммов, находившихся в 
стационарной стадии роста. Клетки рассеивали 
на чашках Петри с плотностью 15 тыс. кле-
ток на 1 см2, на 5-й день после субкультиви-
рования вводили аскорбиновую кислоту 
(50 мкг/мл, «Мегк»), на следующий день пита-
тельную среду заменяли бессывороточной сре-
дой с [1 4С]-пролином (250 мКи/мМ, ЧССР) в 
дозе 2 м к К и / м л и аскорбиновой кислотой 
(50 мкг/мл) и чашки Петри возвращали на 
сутки в С0 2 -ипкубатор. Через сутки культу-
ральную среду собирали, добавляли уксусную 
кислоту до концентрации 0,5 М, диализовали. 
Дальнейшая процедура выделения коллагена, 
условия электрофореза и регистрация данных 
детально описаны ранее | 1 | . Полученные дан-
ные обработаны с использованием критерия 
Стьюдеита. 
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Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Результаты определения относитель-
ного количества коллагена типа III в 
культуральной среде исследованных 25 
штаммов представлены в таблице. 
При определении доли коллагена ти-
па III в культуральной среде диплоид-
ных штаммов различного онтогенети-
ческого происхождения (эмбрионы, 
дети, взрослые, долгожители) стати-
стически достоверных различий не по-
лучено. Показано также, что наличие 
в клетках различных хромосомных 
аномалий (трисомии, триплоидия) не 
влияет на долю коллагена типа III как 
в эмбриональных, так и в постнаталь-
ных штаммах, следовательно, сниже-
ния синтеза коллагена в штаммах 
спонтанных абортусов человека с ано-
мальным кариотипом за счет коллаге-
на определенного типа не происходит. 

Имеются сведения [7, 14] о том, что 
доля коллагена типа III в некульти-
вируемом биопсийном материале кожи 
эмбрионов выше, чем в полученной 
при биопсии коже пациентов различ-
ного возраста, однако в нашей работе 
статистически достоверных различий в 
уровне коллагена типа III в культи-
вируемых эмбриональных и постна-
тальных клетках не найдено. Так как 
известно, что глюкокортикоиды сни-
жают относительное количество кол-
лагена типа III [13, 16], можно пред-
положить, что становление функции 
надпочечников у плода приводит к 
снижению доли коллагена типа III у 
эмбрионов более поздних сроков бере-

Относительное содержание коллагена типа III 
в культуральной среде диплоидных штаммов 
и штаммов с аномальным кариотипом ( /W±m) 

Штаммы 

Эмбриональн ы е дип л оидиые 
П о с т н а т а л ь н ы е диплоидные (де-

ти) 
П ост н а т а л ьн ые ди п л оид н ые 

(взрослые люди) 
Постнатальные диплоидные 

(долгожители) 
Эмбриональные с аномальным 

набором хромосом (трисо-
мии, триплоидия) 

Постнатальные с аномальным 
набором (трисомия по хро-
мосоме 21) 

П р и м е ч а н и е . Р а з л и ч и я пар : а — б; 
а — в; а — г; б — в; б — г; в — г; а—- д; б—е; 
д — е — статистически недостоверны./' 

менности и у новорожденных. Следо-
вательно, в диплоидных культивируе-
мых фибробластных клетках различ-
ного онтогенетического происхожде-
ния уровень коллагена типа III значи-
тельно не изменяется и этот показа-
тель не может быть использован как 
маркер культивируемых эмбриональ-
ных клеток. На основании имеющихся 
данных можно констатировать, что 
резкое изменение соотношения колла-
гена типов I и III в культивируемых 
клетках может свидетельствовать о 
наличии у обследуемых пациентов 
генной патологии. 
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T H E RATIO O F C O L L A G E N S l / l l l IN HU-
MAN D I P L O I D AND A N O M A L O U S FIBRO-

BLAST S T R A I N S 

V. I. Kukharenko, E. M. Pichugina, A. A. Delvig 

Ins t i tu te of Medical Genetics; Ins t i tu te of Me-
dical Enzymology , Academy of Medical Scien-

ces of the USSR, Moscow 

The ra t io of co l lagens I / I I I w a s studied in 
human diploid, t r isomie and triploid f ibroblast 
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s t ra ins . The fo l lowing mater ia l was used in 
exper iments : 5 s t ra ins obtained f rom h u m a n 
spon taneous abor tuses ( t r isomy 7, t r i somy 9, 
t r iploidy) , 6 diploid emebryonic s t ra ins , 4 s t ra ins 
f rom pat ients with Down syndrome, 3 s t r a ins 
from healthy children, 4 s t r a ins f rom heal thy 
adul t donors and 3 s t r a in s from, very old per-
sons (81-107 years o ld) . Var ious types of col-

lagen were separa ted by means of electropho-
resis. Distinct on togene t ic a l te ra t ions were not 
observed in content of col lagen III in diploid 
and aneuploid human cult ivated f ibroblasts . Ho-
wever, considerable a l te ra t ions in the rat io of 
col lagens I / I 11 correlated with genet ic patholo-
gies only in the pat ients examined. 

УДК 61 <». 153.1:577. {52.344.042.2J-078.333 

C.-M. P. Подярене, M. H. Лецкене, M. M. Маурицас, P. P. Планчюнене 

ИММУ Н О А Ф Ф И H H А Я О Ч И С Т К А ^ - И Н Г И Б И Т О Р А П Р О Т Е А З 
ИЗ П Л А З М Ы К Р О В И Ч Е Л О В Е К А 

Ц Н И Л при Каунасском медицинском институте, Н П О «Фермент», Вильнюс 

(X1 - А Н Т И Т р И П С И Н, ИЛИ (X1 - и и г и б и т о р 
протеаз (ИП), является основным ин-
гибитором сериновых протеаз плазмы 
крови человека. На его долю в норме 
приходится около 90 % антитрипсино-
вой активности плазмы крови челове-
ка [15]. Содержание ИП в плазме 
значительно возрастает при воспали-
тельных процессах и стимуляции эст-
рогенами [3]. Наследственный дефи-
цит ИП у человека сопровождается 
эмфиземой легких и болезнями пече-
ни [16]. И сс л едо в а н и е сод ер ж а и и я 
ИП в плазме крови человека имеет 
большое значение для профилактики 
и диагностики многих заболеваний. 
В основе существующих методов оп-
ределения ИП в плазме крови лежит 
применение с п ециф и ч ее к и х а нт и тел 
против ИП. Однако для получения та-
ких антител необходим иммунохими-
ч ее к и ч и сты й а нти ген - - И П. 

В литературе описаны методы [1, 5, 
12, 13] очистки ИП из плазмы крови 
человека, включающие несколько эта-
пов. В настоящей работе мы предла-
гаем одноэтапный метод аффинной 
очистки ИП. В основе метода лежит 
взаимодействие ИП с моноклональны-
м и а н ти- И П - а нт и тел а м и, ко в а л е н т и о 
присоединенными к сефарозе. 

М е т о д и к а 
Получение гибридом, синтезирующих мо-

ноклинальные антитела против ИП, проводи-
ли по методу |Т0 | . Результаты этих исследо-
ваний описаны ранее | 2 | . Д л я дальнейшей ра-
боты отобрана гибридома НАТ-11, синтезиру-
ющая антитела lgG2i> класса с легкой цепью 
х - т ш т . К а ж у щ а я с я константа связывания 
НАТ-11 антител с И П равна 1,48-10 М. 
Титр антител в культуральной среде состав-
лял 1:5120, в асцитической жидкости 
1 : 2 ООО ООО. Д л я получения препаративных ко-
личеств антител гибридому НАТ-11 выращива-
ли в организме мышей BALB/c в виде асцит-

иой опухоли. Очистку антител из асцитической 
жидкости проводили методом аффинной хро-
матографии на протеин-А-сефарозе [9]. 

Д л я получения иммуносорбеита очищенные 
НАТ-11 антитела ковалеитно присоединяли к 
бромциап-сефарозе 4В, которую суспендирова-
ли в 15 мл 1 мМ HCI и промывали в течение 
15 мин 200 мл того ж е раствора на стеклян-
ном фильтре. 2 г порошка бромциан-сефарозы 
4В при набухании образуют 7 мл геля. 1 г 
очищенных НАТ-11 антител в 5 мл буфера 
связывания 0,1 М N a H C 0 3 , 0,5 NaCI (рН 
8,3) смешивали с осадком отмытой ссфа-
розы и инкубировали в течение 2 ч при ком-
натной температуре. Сорбент отмывали от не-
связавшихся антител 200 мл буфера связыва-
ния. Полноту отмывки контролировали спек-
трофотометрически. Отмывку считали завер-
шенной, если оптическая плотность промывной 
жидкости при 280 им была меньше 0,01. Сво-
бодные активные группы сорбента блокирова-
ли, инкубируя сорбент в течение 1 ч в 0,1 М 
трис-НС1-буферс (рН 8,0). Блокирование про-
водили при комнатной температуре. Получен-
ный иммуносорбсмт обрабатывали 3 сменами 
буфера 1 : 0,5 М NaCI, 0,1 М C H 3 C O O N a (рН 
4,0) и буфера 2 : 0 , 5 М NaCI, 0,1 М трие-
HCI (рН 8,0). Иммуносорбеит хранили при 
4 °С в виде суспензии в забуферениом физио -
логическом растворе ( З Ф Р ) : 0,15 М NaCI, 
2 мМ KCI, 8 мМ N a 2 H P 0 4 и 1,5 мМ К Н 2 Р 0 4 
(рН 7,4), содержащем 0,05 % NaN 3 в качестве 
консерванта. 

Аффинную очистку ИII из плазмы крови че-
ловека па полученном иммуносорбенте прово-
дили следующим образом. Колонку с имму-
носорбсмтом уравновешивали при 4°С буфе-
ром 3 : 1 , 5 М глицина, 3 М NaCI (рН 8,9). 
Разбавленную в соотношении 1 : 1 буфером 3 
сыворотку крови здоровых доноров наносили 
на колонку со скоростью 3 мл/ч. Колонку да-
лее промывали буфером 3 до достижения ба-
зовой линии показания УФ-детектора. Затем 
проводили элюцию связавшегося белка с ко-
лонки буфером 4 0,1 М лимонной кислоты 
(рН 3) со скоростью 15 мл/ч. Полученные пи-
ки диализировали против З Ф Р и хранили при 
4 ° С до анализа. 

Содержание общего белка в исходной сы-
воротке и во фракциях определяли по методу 
| 4 | , используя в качестве стандарта сыворо-
точный альбумин человека. 

Концентрацию очищенного ИП определяли 
по поглощению при 280 им па спектрофото-
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