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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 



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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метре. Коэффициент экстинкции 1 % раствора 
очищенного И П составляет 5,0 ед. опт. пл. 
[7]. 

I омогениость полученного И П определяли 
методом электрофореза в 10 % полиакрила-
мидпом геле (ПААГ) в присутствии доде-
цилсульфата натрия ( Д С Н ) [11]. 

Антитрипсиновую активность фракций опре-
деляли по [6| с модификациями, используя в 
качестве субстрата бепзоил-D, Ь-аргииип-4-
питроапилид (ВАННА) фирмы «Serva» ( Ф Р Г ) . 
Реакцию проводили в ЗФ'Р. Тестируемые фрак-
ции в различных разведениях вносили в луп-
ку 96-лу ночного полистиролового планшета 
(«Flow», Англия) в объеме 10 мкг. Д а л е е в 
лунки добавляли по 50 мкл 0,078 % раствора 
трипсина («Flow») в З Ф Р . В контрольные 
лупки первого ряда добавляли только З Ф Р , а 
в контрольные лунки второго ряда — трипсин 
и З Ф Р до конечного объема 60 мкл. План-
шеты инкубировали 10 мин при 37°С. Кон-
центрат ВАННА готовили, растворяя 100 мг 
субстрата в 2,3 мл диметилсульфоксида. Кон-
центрат хранили при 4 ° С в течение 6 мес, 
перед употреблением его разводили в соотно-
шении ' 1 : 100 в теплом (37 °С) З Ф Р . Рабо-
чий раствор субстрата вносили по 150 мкл в 
лунки и инкубировали при 37 °С в течение 
10 мин. Реакцию останавливали, д о б а в л я я по 
50 мкл 30 % раствора уксусной кислоты. Опти-
ческую плотность субстрата в лунках измеря-
ли при 405 им, используя вертикальный спек-
трофотометр «Titertek Mul t i skan» («Flow», 
Англия) . Расчет антитрипсиновой активности 
(Е) проводили по формуле: 

V АЛ Е (в мкмоль /мин /мл) = 1П г • 1 и, о х • у 

где V объем реакционной смеси (в мкл) ; 
10.5 микромоля рпое поглощение Б А П Н А 
(в мкмоль/л) ; х — объем исследуемой фрак-
ции (в мкл) ; у - - время реакции трипсин — 
аптитрипсин; А А — разница поглощения в об-
разце, содержащем только трипсин, и в тести-
руемом образце. 

Д л я использованных условий уравнение 
упрощается до £ = 0,25-АЛ. 

И м м у но х и м ическ у ю ч истот у и реп а ра тов 
о п редел я л и м сто до м и м м у иоэлект рофо реза. 
Д л я исследования использовали следующие ан-
тисыворотки: кроличью против ИП человека 
(«Dako», Д а н и я ) , кроличью против альбуми-
на человека («Dako») и овечыо против белков 
сыворотки крови человека (получена в Мос-
ковском Н И И эпидемиологии и микробиоло-
гии им. Г. Н. Габричевского) . 

Рис. 1. Хроматография И П на иммуносорбеи-
те с моноклональными антителами. 

По оси абсцисс — номера фракций; по оси орди-
нат — оптическая плотность при 280 им. 

4 В-сы мед. химии № 5 

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

А ф ф и н н о е ф р а к ц и о н и р о в а н и е с ы в о -
ротки крови человека на иммуносор-
бенте с иммобилизированными HAT-11 
антителами проводили, как описано в 
методике. Т и п и ч и а я х р о м а то г р а м м а 
приведена на рис. 1. В 1-м пике со-
держатся белки сыворотки, пе связав-
шиеся с адсорбентом, а во 2-м пике 
присутствуют элюированные белки. 

Как видно на электрофореграмме 
(рис. 2), в пике, элюированном с ко-
лонки (пик II), присутствует только 
1 белковая фракция с мол. массой 
58 кД. В пике I присутствуют практи-
чески все фракции, характерные для 
цельно й с ы ворот ки. 

Белок, присутствующий в пике II 
(рис. 3), образует только одну полосу 
преципитации как с антисывороткой к 

Рис. 2. Электрофорез в 10 % ПААГ в присут-
ствии Д С Н . 

а — маркеры: фосфорилаза Б (94 кД) , альбумин 
(G7 кД) , овальбумин (43 кД) , карбоаигидраза (30 кД) . 
ингибитор трипсина (20,1 кД) , а -лактальбумин (14,4 
кД) ; 6 — 50 мкг белков пика II (ИП) ; в — 00 мкг 

белков пика / . 
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Рис. 3. Иммуиоэлектрофоретический анализ 
пика II (а) и пика I (б) . 

] — антисыворотка к человеческому альбумину; 2 — 
антисыворотка ко всем белкам плазмы крови чело-

века; И • - антисыворотка к И П. 

ИП, так и с антисывороткой к белкам 
сыворотки человека. Полос преципи-
тации с антисывороткой к альбумину 
человека не наблюдается. Белки пи-
ка I образуют множественные полосы 
преципитации с антисывороткой про-
тив белков сыворотки крови человека 
и одну полосу с антисывороткой к сы-
вороточному альбумину человека. В от-
личие от лика II белки пика I полосы 
преципитации с антисывороткой про-
тив ИП не образуют. Эти результаты 
позволяют заключить, что в пике II 
присутствует иммунохимически чи-
стый ИП. 

Сопоставляя данные, полученные 
при электрофоретическом и при им-
муноэлектрофоретическом анализе, 
можно заключить, что путем аффин-
ной хроматографии сыворотки челове-
ка на иммуносорбенте с HAT-11 моно-

клональными антителами за один этап 
очистки получен препарат ИГ1, не со-
держащий примесей. 

Особый интерес представляет во-
прос о сохранении антитрипсиновой 
активности ИП после очистки. Обра-
ботка, хоть и кратковременная, при 
кислом рН может вызвать инактива-
цию ИП, т. е. полную или частичную 
потерю ингибирующей активности. Ре-
з ул ьтаты исследова ния а нтитрип с и но-
вой активности и содержания белка в 
исходной сыворотке, в пиках I и II 
суммированы в таблице, из которой 
видно, что в конечном препарате со-
держится 20 % исходной антитрипси-
новой активности сыворотки. Потеря 
80 % активности, по-видимому, и от-
ражает процесс инактивации ИП вхо-
де очистки. Следует отметить, что, не-
смотря на частичную инактивацию ИП 
при очистке, предложенный метод вы-
деления ингибитора позволяет добить-
ся увеличения удельной антитрипси-
иовой активности в 61,1 раза. 

В схемах очистки, предлагаемых 
другими авторами, также наблюдает-
ся существенная потеря активности--
от 77 % [1] До 39 % [ И ] от исходной. 
С учетом быстроты и нетрудоемкости 
процесса очистки, а также электро-
форетической и иммунохимической го-
могенности конечного продукта очист-
ки разработанный метод выделения 
ИП может быть рекомендован для 
получения ингибитора в препаратив-
ных масштабах. 
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IMMUNOAFF1NITY PURIFICATION OF a r 

INHIBITOR O F PROTEASES FROM BLOOD 
PLASMA 

С. M. P. Poclyarene, M. M. Letskene, M. M. 
Mauritsas, R. R. Planchyunene 

Central Research Laboratory, Medical School, 
Kaunas, Scientific-Industrial Association "En-

zyme", Vilnius 

A single-step procedure is described for 
isolation of ai- inhibi tor of proteases ( a i - l P ) 
from human blood plasma using aff ini ty chro-
matography on immunosorbent containing mo-
noclonal antibodies agains t a r l P . Activity of 
the a , - I P preparation, est imated by means of 
specific trypsin inhibition, was increased 61.1-
fold after the chromatography, with a yield of 
the end product 2 0 % . The preparat ion of a r I P 
obtained exhibited electrophoretic and immuno-
chemical homogeneity. 

УДК (> I (>. 151.514-07:616.156.25-008.931:577.152.2 

Т. Б. Мареева, Я. AT. Соковнина, И. И. Вотрин 

Ф И З И К О - Х И М И Ч Е С К И Е И K A T A J 1 И Т И Ч Е С К И Е С В О Й С Т В А 
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 Ы 

Т Р О М Б О Ц И Т О В Д О Н О Р О В И Б О Л Ь Н Ы Х Г Е М О Ф И Л И Е Й А 

Н И И медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

Гипоксаитингуанинфосфори б о з и л-
трансфераза (ГГФРТ; КФ 2.4.2.8) яв-
ляется ключевым ферментом обмена 
пуринов, ответственным за реутилиза-
цию пуриновых оснований (гипоксан-
тина, гуанина) в соответствующиену-
клеотиды (ИМФ, ГМФ). 

Недостаточность ГГФРТ у человека 
связана с двумя наследственными за-
болеваниями. У больных с синдромом 
Леша — Нихена наблюдается полное 
отсутствие активности ГГФРТ [12], 
тогда как частичная недостаточность 
этого фермента сопровождается ги-
перурикемией и острой формой подаг-
ры [8]. Оба заболевания наследуют-
ся по рецессивному, Х-сцепленному 
типу. 

Различные исследователи изучали 
остаточную активность ГГФРТ в эрит-
роцитах, культурах фибробластов и 
лимфобластов больных подагрой и 
больных с синдромом Леша — Нихена 
[16, 17]. Отмечена значительная ге-
нетическая гетерогенность заболева-
ний, связанных с недостаточностью 

ГГФРТ, что впоследствии было дока-
зано исследованиями на уровне ге-
номной ДНК [14, 17]. В настоящее 
время изолированы и охарактеризова-
ны многие структурные варианты гена 
ГГФРТ [17]. Каждый вариант обус-
ловлен, как правило, уникальной и не-
зависимой точковой мутацией в локу-
се ГГФРТ, вызывающей замену ами-
нокислот в молекуле фермента, и ха-
рактеризуется измененными каталити-
ческими [5, 7, 11, 17] и некоторыми 
физико-химическими свойствами, та-
ким, как термолабильность [8, 9, И ] , 
ингибирование метаболитами |6, 7, 9], 
эле кт р о форетическа я п од в и ж н о ст ь 
[5—7], изоэлектрический профиль [5| 
и стабильность in vivo [4, 9]. 

Однако как в отечественной, так и 
в зарубежной литературе данные о 
свойствах ГГФРТ тромбоцитов в нор-
ме и при патологии отсутствуют. В то 
же время изучение параметров ГГФРТ 
имеет общебиологическую ценность, а 
также практическое значение для ме-
дицины. 
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