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ON T H E ACTIVATION O F LYMPHOCYTE 
G L U C O C O R T I C O I D R E C E P T O R S IN ACUTE 

MYOCARDIAL INFARCTION 

J. E. Petrichenko, A. Sh. Shartava, Yu. A. Sha-
khov 

Ins t i tu te of Prevent ive Cardiology, All-Union 
Cardiological Research Centre , Academy of Me-

dical Sciences of the USSR, Moscow 

Dose-dependent increase in content of h ighly 
specific b ind ing sites for glucocorticoids (recep-
tors) , but wi thout a l te ra t ion in their af f in i ty to 
the hormone, was observed a f te r incubation dur-
ing 2 hrs of heal thy donor lymphocytes wi th 
blood serum of pa t ien t s with acute myocardia l 
infarct ion. The similar effects exhibited protein 
ext rac ts of necrotized and normal pa r t s of hu-
man myocard ium (heart an t igens ) as well as 
the au to logous blood serum and human blood 
serum albumin treated with UV-irradia t ioru 
Number of receptors w a s not al tered in human 
skin f ibroblas ts incubated both with the pa t ien t s 
blood serum and with the UV-trea ted blood se-
rum. Ant igenic effects of protein components , 
developed in blood serum af te r acute myocar-
dial infarct ion, on cells of the lymphoid sys-
tem appear to be responsible for the increase 
in number of b ind ing sites for glucocort icoids 
in lymphocytes of pa t i en t s with acute myocar-
dial infarc t ion or in lymphocytes of healthy do-
nors incubated with the pa t ients blood se rum. 

.VДк «16-006.04-07:616.153.1:577.152.31SJ-092 

Л. П. Пашинцева, С. О. Гудима, Е. А. Козырева, А. В. Воронов, 
А. А. Миериня, JI. С. Бассалык, 10. 10. Венгеров, И. И. Вотрин 

П Л А Ц Е Н Т А Р Н А Я Щ Е Л О Ч Н А Я Ф О С Ф А Т А З А — М А Р К Е Р 
З Л О К А Ч Е С Т В Е Н Н Ы Х Н О В О О Б Р А З О В А Н И Й 

Всесоюзный онкологический научный центр АМН СССР, Москва; Институт прикладной 
молекулярной биологии Минздрава СССР, Москва; Н И И медицинской энзимологии 

АМН СССР, Москва 

Исследование общей активности ще-
лочной фосфатазы (ЩФ) и особенно 
ее изоферментов широко использует-
ся при диагностике и наблюдении за 
течением заболевания у онкологиче-
ских больных. В последнее десятиле-
тие внимание онкологов привлекли 
другие изоферменты ЩФ — плацентар-
ный, плацентарноподобный, Нагао, Ка-
сахара, обнаруженные как в злокаче-
ственных опухолях, так и в сыворотке. 
В среднем увеличение активности пла-
центарной Щ Ф ( П Щ Ф ) обнаруживает-
ся в сыворотке 5—20 % больных ра-
ком. Однако при ряде локализаций 
злокачественных опухолей частота 
выявления П Щ Ф гораздо выше. Пред-
ложено [2, 4, 7] использовать П Щ Ф в 
качестве маркера преимущественно 
для раннего выявления метастазов и 
рецидивов рака яичников и яичка, а 
также для наблюдения за эффектив-
ностью лечения. Иммуноферментные 

методы, широко используемые в на-
стоящее время, благодаря высокой 
чувствительности и специфичности об-
ладают значительными преиму-
ществами по сравнению с применяв-
шимися ранее. В связи с этим разра-
ботка и внедрение отечественного им-
муноферментного метода определения 
П Щ (I) являются ч р е з в ы ч а й н о в а ж н ы -
ми. В данном исследовании приведены 
результаты оценки чувствительности, 
специфичности и значимости опреде-
ления ПЩФ в качестве маркера рака 
с помощью разработанного нами им-
м у и о ф е р м е и т н о г о метода. 

М е т о д и к а 

Активность П Щ Ф в сыворотке определяли' 
методом твердофазного иммуноферментного 
анализа (ИФА) . Антитела, специфичные к 
П Щ Ф , очищали биоспецифической хроматогра-
фией на а га розе с иммобилизацией П1.ЦФ. 
В качестве стандарта как при иммунизации, 
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Активность и частота выявления плацентарной щелочной фосфатазы в сыворотке крови онко-
логических больных и практически здоровых людей 

Группа обследованных 
Число слу-

чаев 
Частота выяв-

ления, % 
Активность ПЩФ, 

Ед/л 

Частота случаев вы-
явления активности 

ПЩФ выше 0 , 1 5 . 
ЕД/л, % 

Здоровые 53 32 0 ,094 ± 0 , 0 2 7 0 Здоровые 
(17/53) 0—0,14 (0/53) 

Онкологические больные 61 41 0 , 6 9 ± 1 , 3 7 20* 
(25/61) 0 , 0 3 - 8 , 3 7 (12/61) 

Б о л ь н ы е раком я и ч н и к а 11 72 1 ,954-4 ,4 54* Б о л ь н ы е раком я и ч н и к а 
(8/11) 0 , 0 9 - 1 2 , 6 (6/11) 

П р и м е ч а н и е. Звездочка — р — < 0 , 0 0 1 . 

так и для анализа был использован электро-
форетический гомогенный препарат П Щ Ф , 
имеющий общую ферментную активность 
10 000 Е д / л . 

Пластины для И ФА активировали поликло-
нальными кроличьими антителами, специфиче-
ски связывающими П Щ Ф , инкубировали их 
16—18 ч при 4 ° С или 2 ч при 37 °С. Затем 
тестируемые образцы сыворотки больных, пред-
положительно содержащие ПЩФ, и пробы ан-
тигена-стандарта с заранее известной концен-
трацией инкубировали с иммобилизованными 
на твердой фазе анти-ПЩФ антителами при 
37 °С в течение 60 мин. Использовали цельные 
сыворотки, а т а к ж е разведенные буфером в 
соотношении 1 : 1 . Объем проб составлял 
200 мкл. Связывание с антителами не блоки-
рует активный центр исследуемого фермента, 
что позволяет оценивать активность П Щ Ф в 
пробе по количеству антигена, связавшегося 
с антителами. 

На завершающем этапе использовали реак-
цию расщепления паранитрофеиилфосфата (ин-
кубация 2 ч при 37 °С). Количественно ре-
зультаты анализа оценивали с помощью ска-
нирующего спектрофотометра типа «Mult iscan» 
при длине волны 405 нм. Чувствительность ме-
тода составила 0,033 Е Д / л , рабочий диапа-
з о н — 0,1—6,0 Е д / л . Стандартную калибровоч-
ную кривую для определения активности П Щ Ф 
строили с помощью проб антигена с извест-
ным значением общей активности фермента. 

Активность П Щ Ф изучали в сыворотке кро-
ви. В качестве контроля и для установления 
нормальных значений активности П Щ Ф иссле-
довали сыворотку крови практически здоро-
вых людей (45 мужчин, 8 женщин) в возра-
сте от 25 до 45 лет — 1-я группа. 2-ю группу 
составили первичные онкологические больные 
(61 человек — больные раком желудка , молоч-
ной железы, простаты, яичников, яичка, пече-
ни, а т а к ж е меланомой) . Была выделена груп-
па первичных больных раком яичников (II— 
IV стадии, 11 ч е л о в е к ) — 3 - я группа. Перед 
началом исследования сыворотку крови про-
гревали в течение 10 мин при 65 °С. Общую 
активность Щ Ф исследовали с использованием 
в качестве субстрата динатриевой соли пара-
нитрофеиилфосфата на анализаторе ФП 901 
(Финляндия) , изофермеиты Щ Ф — с помощью 
электрофореза на 0,6 % агаровом геле с после-
дующей окраской (Р-нафтилфосфат натрия, 
прочный синий Р Р , бикарбонатный буфер 
р Н 10,02) [1]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 
При проведении скрининга сыворо-

ток практически здоровых лиц и онко-
логических больных в непрогретых об-
разцах положительная реакция обна-
ружена соответственно в 53 и 68,2 % 
случаев, после прогревания — в 32 и 
41 % случаев. Снижение частоты по-
ложительных результатов после тепло-
вой обработки сыворотки объясняется 
инактивацией кишечного изофермента, 
который имеет общие с ПЩФ антиген-
ные детерминанты, и в связи с этим 
определяется в ходе ИФА одновремен-
но с ПЩФ. При электрофоретическом 
исследовании кишечный изофермент 
выявлен лишь в 5 % изученных сыво-
роток при активности не менее 2,0— 
4,0 Ед/л. После тепловой обработки 
положительная реакция исчезала в 
20 % случаев; это свидетельствует о 
том, что кишечная фосфатаза присут-
ствует в сыворотке чаще, чем можно 
предполагать на основании электрофо-
ретического метода исследования. В 
крови онкологических больных также 
наблюдалось снижение (но не исчез-
новение) активности в тесте на ПЩФ 
в 2—45 раз после прогревания сыво-
ротки. Этот факт может быть объяс-
нен либо наличием кишечного изофер-
мента ЩФ, либо присутствием термо-
лабильных форм ПЩФ одновременно 
с термостабильными. 

Результаты исследования активно-
сти П Щ Ф в подвергшихся тепловой 
обработке образцах сыворотки крови 
практически здоровых людей и онко-
логических больных представлены в 
таблице. Как видно, в сыворотках 
здоровых лиц активность ПЩФ обна-
руживается достаточно часто, однако 
величины активности низкие. По ре-
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зультатам исследования группы здоро-
вых лиц за критическую величину на-
ми примята активность П Щ Ф , равная 
0,15 Ед/л (X+2S). Активность П Щ Ф 
в 1-й группе эту величину не превы-
шала ни в одном случае. Выявление 
следовых количеств П Щ Ф у здоровых 
людей отмечено и другими авторами 
при изучении тканей и сывороток [8 | . 

Средние величины активности П Щ Ф 
у онкологических больных и особенно 
у больных раком яичников были су-
щественно выше, чем у здоровых лиц 
( / ?<0 ,001) . Анализ данных, приведен-
ных в таблице, показал, что в случае 
выявления активности П Щ Ф ее уро-
вень выше 0,15 Ед/л обнаружен у 48 % 
(12 из 25) больных 2-й группы и у 
75 % (6 из 8) больных 3-й группы (см. 
третью графу) . Наиболее высокие ве-
личины активности П Щ Ф выявлены у 
больных раком яичников, яичка и же-
лудка. 

Сопоставление частоты случаев вы-
явления П Щ Ф с величиной общей ак-
тивности Щ Ф у онкологических боль-
ных показало, что как при нормаль-
ной, так и при повышенной активности 
фермента П Щ Ф обнаруживается при-
мерно с одинаковой частотой (18,5 и 
22 % случаев соответственно). По-ви-
димому, синтез П Щ Ф чаще всего не 
приводит к увеличению активности 
Щ Ф , которая повышается за счет дру-
гих изоферментов. Так, наиболее вы-
сокая величина активности П Щ Ф , по-
лученная нами (12,7 Ед /л ) , была об-
наружена у больной с активностью 
Щ Ф в пределах нормальных значений. 
Следовательно, скрининг на П Щ Ф мо-
жет быть информативным д а ж е при 
отсутствии предварительного опреде-
ления общей активности ЩФ. 

Применен н ы й вариант э н д о г е н но го 
ИФА П Щ Ф по своим параметрам (чув-
ствительность, специфичность, рабо-
чий диапазон активностей П Щ Ф ) бли-
зок к существующим системам ИФА 
[2, 7]. Полученные нами с помощью 
этого метода результаты изучения 
П Щ Ф сыворотки крови в основном со-
поставимы с данными других исследо-
вателей, использующих как поли-, так 
и моноклональные антитела. Так, по 
данным Pol let О. Е. и соавт. [8] , уро-
вень П Щ Ф выше критического у онко-
логических больных обнаружен в 
9,8 %, по данным Eerdekens М. W. и 
соавт. [3] — в 20 % случаев. 

Согласно данным Nouwen Е. J. и 

соавт. [7], активность П Щ Ф выше 
0,1 Ед/л обнаруживалась у 58 % боль-
ных раком яичников, выше 0,2 Ед/л — 
у 4 6 % . Активность П Щ Ф более 
0,2 Ед/л эти авторы считали специфич-
ной для рака. Наши данные пока не 
появоляют высказаться столь катего-
рично, так как необходимы большее 
число наблюдений, исследования в ди-
намике, детальный анализ гистологи-
ческого строения опухолей. 

В последних работах Maslow W. С. 
и соавт. |"5], а также другие исследо-
ватели сообщают о повышении часто-
ты случаев выявления П Щ Ф и вели-
чины ее активности у курящих и в свя-
зи с этим о необходимости учитывать 
этот фактор при анализе полученных 
данных. Мы, так же как и Nouwen E . J . 
и соавт. [6] , не нашли существенной 
разницы между активностью П Щ Ф в 
сыворотке курящих и некурящих в 
группе здоровых лиц, однако 3 наибо-
лее высоких показателя — 0,12, 0,13, 
0,14 Ед/л — обнаружены нами у ку-
рильщиков. 

Результаты проведенного исследова-
ния позволяют считать, что изучение 
П Щ Ф , как и других вариантов эктопи-
ческих и эмбриональных белков в ка-
честве маркера в сыворотке и тканях 
онкологических больных, перспективно 
и представляет несомненный интерес в 
практическом и теоретическом отно-
шении. 

При обследовании группы практиче-
ски здоровых лиц удалось установить 
критический уровень активности П Щ Ф 
в сыворотке — 0,15 Ед/л {Х-\-25), пре-
вышение которого следует считать па-
тологическим. 

Показано увеличение активности 
П Щ Ф выше критического уровня в сы-
воротке 20 % первичных онкологиче-
ских больных при различной локали-
зации рака, 54 % больных раком яич-
ника, что позволяет говорить о возмож-
ности использования П Щ Ф в каче-
стве маркера злокачественности, осо-
бенно при опухолях яичника, яичка. 
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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 . 
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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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