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A N T I T H R O M B O T I C E F F E C T O F P R O T E I N С 
ACTIVATOR FROM SNAKE V E N O M 

S. M. Strukova, A. E. Kogan, А. А. Тага, 
A. A. Aaviksaar 

Biological Facul ty, M. V. Lomonosov S ta t e 
Univers i ty Moscow 

Inf luence of the protein С act ivator f rom 
snake venom on blood coagula t ion was studied. 
Incubation of d i f ferent concent ra t ions of the 
act ivator with ra t blood p lasma resulted in a 
dose-dependent pro longat ion of the act ivated 
part ial th romboplas t in t ime (APTT) . C leavage of 
the protein С to the active form was detected by 
electrophoresis . In t r avenous admin is t ra t ion of the 
ac t iva tor (100 m g / k g ) into r a t s led to pro longa-
tion of APTT to 2 4 2 ± 8 0 %, to increase in the plas-
minogen act ivator level to 145±29 % and to 
decrease in the factor V activity to 57=fc l4%. 
When thrombosis was induced by m e a n s of 
adminis t ra t ion of the thromboplas t in lethal 
dose, p re t rea tment with the act ivator prevented 
animal death in 90 % -of cases. The effects of 
the act ivator observed appear to occur via 
t r a n s f o r m a t i o n of the endogenous protein С 
into its active form. 

УД к () 16-008.939.52-055.5/.7-079.4-073.916 

В. С. Ахунов, К. Д. Краснопольская, Т. В. Миренбург 

И С П О Л Ь З О В А Н И Е Н А Г Р У З О Ч Н Ы Х Т Е С Т О В С П О М О Щ Ь Ю 
М Е Ч Е Н О Г О G M i - Г А Н Г Л И О З И Д А Д Л Я Д И Ф Ф Е Р Е Н Ц И А Л Ь Н О Й 

Д И А Г Н О С Т И К И О М г Г А Н Г Л И О З И Д О З А 

Институт медицинской генетики АМН СССР, Москва 

GMi-ганглиозидозы относятся к 
классу наследственных лизосомных 
болезней накопления, для которых ха-
рактерны выраженная генетическая 
гетерогенность и клинический поли-
морфизм [7, 9]. В пределах этой но-
зологической единицы, которая может 
быть точно диагностирована только 
по определению активности мутантно-
го фермента (З-О-галактозидазы (КФ 
3.2.1.23), вычленяют инфантильные, 
ювенильные и взрослые формы, прин-
ципиально различающиеся по тяжести 
клинического течения [7]. Однако на 
уровне энзимодиагностики, которая 
осуществляется с помощью искусст-
венных субстратов (производные п-
нитрофенола и 4-метилумбеллиферо-
на), дифференциация этих клиниче-
ских форм затруднена из-за перекры-
вания уровней активности остаточного 
фермента [9]. Это перекрывание био-
химических фенотипов затрудняет 
прогноз заболевания и особенно ос-
ложняет дородовую диагностику -
единственный эффективный метод про-
филактики некурабельных сублеталь-
ных форм GMi-ганглиозидоза. Для 
дифференциации биохимических фено-
типов GMi-ганглиозидоза нами разра-
ботан нагрузочный тест с 3H-GMi на 
культурах фибробластов больных, по-

зволяющий оценивать функциональную 
активность мутантной p-D-галактози-
дазы. Ранее аналогичный методиче-
ский поход был разработан нами и 
применен для генетически гетероген-
ной группы СМ2-ганглиозидозов. 

М е т о д и к а 
Фибробласты от больных и здоровых лиц 

культивировали стандартными методами [2 | . 
Одна из культур от больного была получена 
из клеточного банка Института медицинской 
генетики АМН СССР от ст. научи, сотрудника 
В. И. Кухаренко. 

Выделение GMj осуществляли из мозга че-
ловека, погибшего от травмы, через 7 ч после 
наступления смерти. Начальные стадии выде-
ления общих ганглиозидов мозга (ОГМ) опи-
саны нами ранее [1]. Водный раствор ОГМ, 
полученный после очистки на колонке с акти-
вированным силикагелем, подвергали метано-
лизу для удаления фосфолипидов [5]. Полу-
ченный препарат т р и ж д ы экстрагировали рав-
ным объемом н-гексана, водную фазу с ОГМ 
диализовали 48 ч при 4 ° С против дистилли-
рованной воды и лиофилизировали. Десиали-
рование проводили с помощью нейраминида-
зы, вводя в инкубационную смесь 8 мг /мл 
лиофилизированных ОГМ, растворенных в 
10 мМ Na-ацетатном буфере (рН 5,6) и 
0,026 е д / м л нейраминидазы из иехолерных 
вибрионов (производство Горьковского Н И И 
эпидемиологии и микробиологии). Инкубацию 
проводили 16 ч при 37 °С, после чего инкуба-
ционную смесь замораживали , лиофилизирова-
ли и осадок, соответствующий 2 мг исходного 
препарата ОГМ, суспендировали в 1 мл ме-
танола. Суспензию помещали на магнитную 
мешалку на 1 ч при комнатной температуре, 
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после чего центрифугировали в течение 15 мин 
при 5000 об/мин и 4 °С. Надосадочную жид-
кость выпаривали при 30°С, растворяли в 
концентрации 10 мг /мл и диализовали против 
воды 24 ч при 4 °С. Диализат , содержащий 
ОГМ, подвергали препаративной тонкослойной 
хроматографии в системе хлороформ — мета-
нол — 0,22 % СаС12 ( 5 0 : 4 5 : 1 0 по объему) на 
пластинках с силикагелем («Мегск», Ф Р Г ) 
[3). Выделенный с помощью препаративной 
хроматографии GM! метили с помощью 
3Н-уксусного ангидрида in vi tro [4] . 

Очищенный препарат лизосом получали в 
полном соответствии с методом | 8 | . Концен-
трированный очищенный препарат лизосом из 
печени беспородных крыс лизировали 10-крат-
ным замораживанием — оттаиванием в 10 мМ 
N а-ацетатном буфере (рН 4,6), полученную 
суспензию центрифугировали 60 мин при 
27 000 об /мин в роторе SW40Ti («Весктап» , 
США) . Надосадочную Ж И Д К О С Т Ь хранили при 
—70 °С не более 6 мес. 

Д л я определения локализации метки в 
3 H - G M | 5 мкл водного раствора препарата 
инкубировали 11 ч с 50 мкл лизата лизосом 
при 37 °С. Продукты ферментного гидроли-
за разделяли методом тонкослойной хромато-
графии на пластинах с силикагелем («Мегск») 
длиной 20 см, нанося на стартовую линию 
5 мкл инкубационной смеси и 5 мкл смеси 
стандартов: GMi, GM2, GM3, галактоза (Гал) , 
N-ацетилгалактозамин (АцГал) , N-ацетилней-
раминовая кислота (АцНК) . Смесь стандартов 
готовили на дистиллированной иоде, конечные 
концентрации стандартов составили (в м г / м л ) : 
GM, 4,8, GM 2 — 5,5, GM 3 — 5, Гал — 6,5, 
АцГал —9,2 , АцНК —4,2 . Хроматографию про-
водили последовательно в 2 системах раство-
рителей. Первая система была идентична той, 
которую использовали для разделения ОГМ. 
Хроматограмму высушивали, отрезали ниж-
нюю часть длиной 1,5 см от старта, содержа-
щую АцНК, и окрашивали резорциновым 
реактивом [10]. Оставшуюся часть хромато-
граммы разгоняли во второй системе раство-
рителей. Хроматограмму высушивали и 
окрашивали антроновым реактивом | 1 1 | . Ра-
диоактивность ганглиозидов и продуктов их 
ферментного гидролиза измеряли, как описано 
ранее | ГЦ. 

Нагрузочный тест выполняли на 96-луноч-
ных культуральных платах («Flow», Англия) . 
Фибробласты высевали в лупки в ростовой 
среде по 4 -Ю 4 клеток на лунку и после обра-
зования плотного монослоя среду из лунок 
отсасывали, клетки промывали 3 раза средой 
Игла без сыворотки и вводили в к а ж д у ю лун-
ку 50 мкл среды Игла, содержащей 3 H - G M | в 
разных концентрациях. На 1, 4 и 7-й дни пос-
ле введения в среду 3 H-GM| среду отсасывали, 
клетки обрабатывали трипсином, суспендиро-
вали, осаждали и измеряли радиоактивность 
внутриклеточной фракции, как описано ранее 
| 1 | . Радиоактивность перицеллюлярной фрак-
ции измеряли в надосадочиой жидкости, вводя 
весь объем супернатаита в сцинтилляционный 
флакон с 10 мл смеси Брея. Концентрацию 
белка в клеточном гомогенате измеряли по 
методу Лоури [6]. 

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

Для разработки ф у н к ц и о н а л ь и о го 
нагрузочного теста осуществляли пре-

Характеристика . препарата 3H-GM t из мозга 
человека 

Параметр 
Количест-

Параметр венная 
оценка 

Удель ная р адиоактив ность, 
Ки/ммоль 1,6 

Радиохимическая чистота, % 90 
Содержание метки, в % : 

в Гал 0 , 6 6 
в АцГал 4 1 , 9 
в А ц Н К 4 0 , 7 

паративное выделение из мозга чело-
века ганглиозида GMi, который мети-
ли in vitro с помощью 3Н-уксусного ан-
гидрида. Для определения локализа-
ции метки в препарате GMi последний 
обрабатывали лизатом фракции очи-
щ е н и ы х л и з ос о м, п р од у кт ы ф е р м е и т -
ного гидролиза разделяли хроматогра-
фически и определяли включение мет-
к и в о ф р а к ц и и Г ал (Rr 0,3), А ц Г а л 
(Rf = 0,4) и АцНК (Rr 0,065). В таб-
лице приведены характеристики полу-
ченного нами препарата 3H-iGMi, в ко-
тором метка распределялась преиму-
щественно по остаткам АцГал и 
АцНК, что находится в хорошем соот-
ветствии с результатами оригинально-
го метода [4]. Часть метки ( < 1 7 % ) , 
по-видимому, включена в лактозилце-
рамид (использованный метод не по-
зволял однозначно это идентифициро-
вать) . 

Возможность поглощения фибробла-
стами ганглиозидов была показана на-
ми ранее. Методика выполнения на-
грузочного теста в общем виде также 
была нами ранее разработана для 
препарата ОГМ. В данной работе ста-
вились 2 задачи: отработать оптималь-
ные условия для проведения нагру-
зочного теста с ганглиозидом GM| и 
оцен ить его р аз рс ш а ющу ю с п особ -
ность при использовании штаммов 
фибробластов, полученных от больных 
с инфантильной и юношеской форма-
ми заболевания. Для решения постав-
ленных задач на первом этапе исполь-
зовали 3 штамма фибробластов, полу-
ченных от больной инфантильной фор-
мой GMi-ганглиозидоза (1), от боль-
ной с ювенильной формой GMi-ганг-
лиозидоза (II) и от контроля (III). 
Активность p-D-галактозидазы в фиб-
робластах I и II составила соответст-
венно 0—8,2 и 149,2 нмоль 4-метилум-
беллиферона на 1 мг белка за 1 ч, 
тогда как в контроле она составляла 
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Р и с . 1. Н а г р у з к а ф и б р о б л а с т о в р а з л и ч н ы м и к о н ц е н т р а ц и я м и 3 H - G M | . 
и 0,4 мкг/мл; б— 1 мкг/,мл; в— 2 мкг/мл; г — 5 мкг/мл; д — 20 мкг/мл; е — 100 мкг/мл; ою 
200 мкг/мл; э — 500 мкг/мл. / и If — соответственно инфантильная и ювеиильмая формы GMi-ганг-
лиозидоза; 111 — норма. Здесь и па рис. 2: по оси абсцисс — дни; по оси ординат — число распа-

дов в минуту. 

469,2±67 нмоль/мг/ч. Активность фер-
мента в лейкоцитах составила 7,8— 
22,3 нмоль/мг/ч для II и 108,9±8,8 
нмоль/мг/ч для III. На рис. 1 пред-
ставлены результаты нагрузочного те-
ста и зависимости от концентрации 
3H = GMi, введенного в культуральную 
среду. Во всем исследованном диапа-
зоне концентраций (от 0,5 до 500 
мкг/мл) различия в уровнях внутри-
клеточного накопления 3H-GMi между 
штаммами I и III были очевидными. 
Это свидетельствует о полной функцио-
нальной недостаточности |3-D-ra лак-
тоз и д а з ы н р и 11 н ф а и т и л ь н о й ф орме 
GMi-ганглиозидоза. Что же касается 
штамма II, то различия в накоплении 
3H-GMi начинают проявляться при 
концентрации 5 мкг/мл и становятся 
оптимальными при концентрации ме-
ченого ганглиозида 20 мкг/мл. По-ви-
димому, низкие концентрации ганглио-
зида (до 5 мкг/мл) могут быть гидро-
лизованы остаточной р-D-галактозида-
зой при ювенильной форме GMi-ган-
глиозидоза и функциональные разли-
чия между нормальным и мутантным 
ферментами недостоверны. При кон-
центрации более 20 мкг/мл мутантная 

p-D-галактозидаза не справляется с 
расщеплением субстрата и уровень на-
копления 3H-GM| в штамме II начи-
нает приближаться v таковому в 

Р и с . 2 . Н а г р у з к а ф и б р о б л а с т о в 20 м г к 3 H - G M r 

н а 1 м л с р е д ы . 
1 и II — инфантильная; III — ювенильная формы 

GMi-ганглиозидоза; IV—VIII — норма. 
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штамме I, тогда как в нормальных 
клетках он практически не изменяется. 
Постепенное снижение кривых накоп-
ления 3H-GMi во всех клеточных 
штаммах при концентрации 200мкг/мл 
и выше свидетельствует, по-видимому, 
о цитотоксическом действии высоких 
концентраций 3H-GMi. 

На рис. 2 приведены результаты на-
грузочного теста на более широком 
спектре штаммов при концентрации 
3H-GMb равной 20 мкг/мл. Эти ре-
зультаты свидетельствуют о способно-
сти нагрузочного теста к аллельиой 
д и ф ф ер е и ци а ци и GM i-га н г л и оз и доз о в, 
что позволяет его использовать в пре-
и постнатальной диагностике этой но-
зологической единицы. Кривые кинети-
ки накопления 3H-GMi образуют 3 
группы, соответствующие контроль-
ным штаммам (/г = 5), штаммам от 
больных с инфантильной формой G M p 
ганглиозидоза (п = 2) и штамму от 
больной с ювенильной формой G M r 
ганглиозидоза. 
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USE OF LOADING TEST INVOLVING LA-
BELLED G M r G A N G L I O S l D E IN DIFFEREN-
TIAL DIAGNOSTICS O F GM,-GANGLIOSI-

DOSIS 

V. S. Akhunov, /(. D. Krasnopol'skaya, Т. V. Mi-
re nb erg 

Inst i tute of Medical Genetics, Academy of Me-
dical Sciences of the USSR, Moscow 

Kinetics of G M r g a n g l i o s i d e accumulation 
was studied in fibroblast cultures f rom patients 
with various forms of GMpgangl ios idos is using 
the labelled native subst ra te G M r g a n g l i o s i d e 
isolated from human brain. A shape of accu-
mulation curves in the plot was shown to de-
pend on G M r g a n g l i o s i d e concentration in a 
medium in juvenile form of the disease. Use 
of a number of the fibroblast s t ra ins and opti-
mal concentration of G M r g a n g l i o s i d e 20 M-g/ml 
enabled to carry out allele differentiat ion of the 
juvenile form of GMrgang l io s idos i s from infan-
tile and normal forms, thus sugges t ing that the 
loading tests could be applied to pre- and 
postnatal diagnosis of GMj-gangliosidosis . 

этих эндокринных желез. Наиболее 
перспективным способом количествен-
ного определения кортикостерона в 
плане быстроты и специфичности ана-
лиза является ВЭЖХ [1, 10]. К насто-
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