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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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Т а б л и ц а 1 

Активность ГГФРТ тромбоцитов [доноров и 
больных гемофилией А 

Группа исследованных 

Удельная актив-
ность Г Г Ф Р Т , 
нмоль на 1 мг 

белка за 1 ч 

Больные гемофилией А 7 8 , 1 ± 10,7 Больные гемофилией А 
( д = 2 1 ) 

Д о н о р ы 2 2 2 , 0 + 4 , 8 
( /г=19) 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2 и 3 в 
скобках—число больных. 

Целью данной работы явилось срав-
нительное изучение физико-химиче-
ских и кинетических свойств ГГФРТ 
тромбоцитов крови человека в норме 
и при гемофилии А (заболевании, на-
следуемом по рецессивному, сцеплен-
ному с Х-хромосомой типу), что не-
обходимо для получения дополнитель-
ной информации о возможном моле-
кулярном дефекте ГГФРТ, определя-
ющем дефицит этого фермента при 
данной патологии. 

М е т о д и к а 

Активность Г Г Ф Р Т в тромбоцитах доноров 
и больных гемофилией определяли радиоизо-
топным методом, как описано нами ранее [1]. 
Тромбоциты выделяли методом дифференци-
ального центрифугирования на фиколле-пак 
[2]. Кинетические характеристики Г Г Ф Р Т 
изучали методом линейной трансформации 
уравнения Михаэлиса, предложенным Лайну-
ивером и Бэрком [3]. Белок определяли по 
методу Лоури [10]. 

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

Ранее нами было показано сниже-
ние активности ГГФРТ в тромбоцитах 

Влияние метаболитов на активность ГГФРТ 

больных гемофилией [I] . Как следу-
ет из данных, представленных в табл. 1, 
активность ГГФРТ при гемофилии Л 
составляет 35 % от активности этого 
фермента в норме. В данной работе 
проводили сравнительное изучение 
физико-химических и кинетических 
характеристик ГГФРТ тромбоцитов 
доноров и больных гемофилией А. 

В табл. 2 приведены результаты ис-
следования влияния различных мета-
болитов обмена пуринов — ИМФ, 
ГМФ, инозина и гипоксаитина — на 
активность ГГФРТ тромбоцитов. При 
сопоставлении полученных нами дан-
ных с результатами, представленны-
ми в литературе для ГГФРТ эритро-
цитов, отмечены некоторые различия 
в свойствах этих ферментов. Так, ги-
поксантин в высокой концентрации 
(500 мкМ) не влияет па скорость 
ферментативной реакции ГГФРТ 
тромбоцитов, тогда как заметное суб-
стратное ингибирование было описа-
но для ГГФРТ эритроцитов [6, 7, 
9]. Следует также отметить, что фер-
мент тромбоцитов оказался более ус-
тойчивым к ингибированию ГМФ 
(сохраняется 73,8 % активности) по 
сравнению с ГГФРТ эритроцитов (со-
храняется лишь 49 % активности 
фермента). 

Сравнительный анализ результатов 
исследования физико-химических 
свойств ГГФРТ тромбоцитов доноров 
и больных гемофилией выявил суще-
ственные отклонения от нормы в 
свойствах фермента при данном пато-
логическом состоянии. Ряд метаболи-
тов, таких, как ИМФ и ГМФ, подав-
ляет активность ГГФРТ как у доно-
ров, так и у больных гемофилией 
А. ИМФ в концентрации 100 мкМ ока-
зывает более выраженное иигибирую-

Т а б л и ц а 
тромбоцитов доноров и больных гемофилией Л 

Ингибирование , % 

Группа исследованных И М Ф Г М Ф инозином гнпоксан-
тииом 

100 мкМ | 500 мкМ 100 мкМ 500 мкМ 500 мкМ 500 мкМ 

Больные гемофилией 
А: 

№ 1 
№ 2 
No 3 
№ 4 

Д о н о р ы ( /г=4) 

19,6 
3 9 , 4 
3 0 , 3 
3 3 , 3 

52,6=1=2,6 

8 9 . 4 
4 6 , 9 
51 ,1 
7 1 . 5 

65,5=Ы ,9 

5 3 . 0 
33 .1 
3 9 , 5 
45 ,9 

27 ,2=1=2,0 

7 9 , 6 
55 .4 
6 7 . 5 
68 ,8 

72,6=1=0,5 

0 , 0 
0 , 0 
0 , 0 
0 , 0 

2 7 , 3 ± 3 , 7 

0 , 0 
0 , 0 
0 , 0 
0 , 0 
0 , 0 
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III 

Рис. 1. Термолабильиость ГГФРТ тромбоци-
тов доноров и больных гемофилией А. 

По оси абсцисс — время (в мин); по оси ординат — 
активность фермента (в пмоль/ч) . а — ГГФРТ тром-
боцитов доноров, б — ГГФРТ тромбоцитов больных 

гемофилией Л. 

щее действие на ГГФРТ тромбоци-
тов доноров по сравнению с фермен-
том больных гемофилией, тогда как 
ГМФ в той же концентрации иигиби-
рует ГГФРТ больных гемофилией в 
большей степени, чем фермент доно-
ров. При концентрации пуклеотидов 
500 мкМ различия в степени ингиби-
рования ГГФРТ в норме и при дан-
пом заболевании незначительны. 

Имеются различия в иигибирова-
нии ГГФРТ инозином. Наблюдается 
отсутствие влияния инозина в концент-
рации 500 мкМ на активность фер-
мента больных гемофилией, в то вре-
мя как ГГФРТ тромбоцитов допоров 
иигибируется инозином на 2 7 % . Ги-
поксантин в концентрации 500 мкМ 
не влияет па активность ГГФРТ 
тромбоцитов как доноров, так и боль-
пых гемофилией. 

При исследовании термолабилыю-
сти ГГФРТ ферментные препараты 
инкубировали при 70 °С в течение 10 
и 20 мин (рис. 1). Фермент тромбо-
цитов больных гемофилией оказался 

Рис. 2. Зависимость скорости реакции, катали-
зируемой ГГФРТ, от концентрации гипоксан-

тииа. 
По оси абсцисс — концентрация гипоксантина (1/Si; 
в м к М - ' ) ; по оси ординат — скорость реакции (1 /V; 

в мкМ/мин—'). 

Рис. 3. Зависимость скорости реакции, ката-
лизируемой ГГФРТ, от концентрации фосфо-

р ибоз илп и р офосфа та. 
По оси абсцисс — концентрация фосфорибозилниро-
фосфата (1/S2; в м к М - 1 ) ; но оси ординат — скорость 

реакции (1/V: в м к М / м и и - 1 ) . 

более стабильным и сохранил в сред-
нем 70 %| исходной активности по 
сравнению с нормой (сохраняется 
только 35% активности фермента). 

В следующей серии опытов мы ис-
следовали каталитические свойства 
ГГФРТ тромбоцитов как в норме, 
так и при гемофилии А. Полученные 
зависимости скорости образования 
ИМФ (V) от концентрации субстра-
тов (Si, S2), графически представ-
ленные па рис. 2 и 3, указывают па 
соответствие кинетики реакции, ката-
лизируемой ГГФРТ тромбоцитов, 
классическому уравнению Михаэли-
са — Ментен. 

Кинетические параметры ГГФРТ 
тромбоцитов допоров и больных ге-
мофилией представлены в табл. 3. 

Впервые с использованием тромбо-
цитов человека мы провели исследо-
вания каталитических параметров 
ГГФРТ. Из табл. 3 следует, что для 
гипоксантина Км и УМакс ГГФРТ 
равны соответственно 25,0±2,0 мкМ 
и 1,25±0,10 мкМ/мии, а для фосфо-
рибозилпирофосфата — 4,5±0,2 мкМ 
и 0,42 мкМ/мин. 

Следует отметить, что ГГФРТ 
тромбоцитов человека отличается по 
ки 11 ети ч ее ки м х а р а кте р и сти ка м от 
аналогичного фермента эритроцитов 
[15, 17], по окончательный вывод о 
тканевой специфичности ГГФРТ мо-
жет быть сделан только после изуче-
ния кинетических свойств фермента с 
использованием гомогенного препа-
рата. 

На основании результатов иссле-
дования кинетики ГГФРТ тромбоци-
тов при гемофилии, приведенных 
в табл. 3, можно заключить, что по 
кинетическим характеристикам 
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Т а б л и ц а 3 

Кинетические константы ГГФРТ тромбоцитов в норме и при гемофилии Л 

Группа исследопанных 

Гипоксантин Фосфор и бо зи л п и рофосфат 

Группа исследопанных К м , мкМ V 
м а и с 

мкМ/ми 11 
К м . мкМ V 

макс* 
мкМ/ми п 

Б о л ь н ы е гемофилией А: 
№ 1 3 3 , 3 1 ,67 20 ,0 0 ,52 
№ 2 2 2 , 2 0 ,91 2 , 6 0 , 3 0 
№ 3 16,1 0 ,77 7 ,1 0,41 
№ 4 10,0 0 , 3 3 7 , 7 0 ,14 

Д о н о р ы (п—4) 25, 0zb2,0 1 ,25=Ы ,02 4 , 5 ± 0 , 2 0 , 4 2 ± 0 ,01 

ГГФРТ больных гемофилией прак-
тически не отличается от фермента 
доноров, хотя незначительные откло-
нения в значении каталитических 
констант наблюдались у 2 больных 
гемофилией. Так, в случае ГГФРТ 
тромбоцитов больного № 4 Умакс 
этого фермента для гипоксаитииа и 
ф о с ф о р и б о з и л п и р о ф о с ф а та была си и -
жена в среднем в 3 раза по сравне-
нию с нормой, а ГГФРТ тромбоцитов 
больного № 1 характеризовалась 
значением Км для фосфорибозилпи-
рофосфата, более высоким (20 мкМ), 
чем в норме (4,5 мкМ). 

До сих пор неясна причина наблю-
даемых нами изменений в физико-
химических свойствах ГГФРТ, сопро-
вождающихся снижением активности 
этого фермента при гемофилии. В 
большинстве случаев, как было опи-
сано для ГГФРТ при подагре и синд-
роме Леша — Нихена, недостаточ-
ность активности этого фермента яв-
ляется следствием точковой мутации 
в структурном гене ГГФРТ [14—16]. 
Вариабельность экспрессии гена при 
указанных заболеваниях проявляется 
в многообразии вариантных форм 
ГГФРТ. В настоящее время описано 
около 40 вариантов этого фермента, 
различающихся между собой по уров-
ню активности и физико-химическим 
свойствам [13, 17]. Для многих вариан-
тов ГГФРТ отмечено изменение кинети-
ческих параметров фермента [15, 17]. 
Это происходит в том случае, когда 
мутация затрагивает активный центр 
молекулы фермента. Отсутствие изме-
нений в каталитических свойствах 
фермента аналогично описанному 
нами для тромбоцитов при гемофи-
лии было показано для нескольких 
в а р и а н т о в ГГФРТ э р и т р о ц и то в боль-
пых с недостаточностью этого фер-
мента, например: ГГФРТтого^о [5, 15, 

16] и ГГФРТсаре Town [13] . В случае 
ГГФРТтогопю мутация в структурном 
гене ГГФРТ проявляется в виде од-
ной замены аминокислот (аргинин -
глицин) в молекуле фермента, кото-
рая происходит в позиции, удаленной 
от предлагаемых участков связыва-
ния двух субстратов (гипоксаитииа и 
фосфорибозил пирофосфата). Вари-
ант ГГФРТсаре Town характеризуется 
нарушением механизма ферментатив-
ной реакции, проявляющимся образо-
ванием так называемого «мертвого 
комплекса» фермента с одним из 
продуктов реакции (пирофосфатом), 
что и обусловливает низкую актив-
ность ГГФРТ в эритроцитах больно-
го, хотя кинетические константы дан-
ного фермента остаются неизмен-
ным и. 

Проведенные нами исследования 
физико-химических и кинетических 
свойств ГГФРТ тромбоцитов в нор-
ме и при гемофилии А косвенно ука-
зывают на возможный дефект в 
структуре этого фермента при дан-
ном заболевании. 
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Studies of some physico-chemical and cata-
lytic propert ies of hypoxanth ine guan ine phos-
phoribosyl t r ans fe ra se H G P R T ) in thrombocy-
tes of donors and pat ients with hemophilia A 
showed that kinetic paramete rs (Km, Vmax) of 
the enzyme were s imilar both undler normal 
and pathological condit ions. However, some dif-
ferences were detected in thermolabi l i ty and 
inhibition of H G P R T by purine metabol i tes : 
IMP, G M P and inosine. These da ta sugges t 
tha t molecular impai rment may occur in 
H G P R T under condit ions of hemophil ia A. 

УДК 612.35 1.11:577.152.313].06:[612.273.2 + 612.391 ].086.833 

С. E. Никулина, О. Ю. Крыловаг Т. М. Гончаренко, 11. С. Стволинская, 
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И З М Е Н Е Н И Е У Р О В Н Я цАМФ И А К Т И В Н О С Т И 
К И С Л О И Ф О С Ф А Т А З Ы В М О Н О С Л О Й НОИ П Е Р В И Ч Н О Й 

К У Л Ь Т У Р Е Г Е П А Т О Ц И Т О В Н О В О Р О Ж Д Е Н Н Ы Х К Р Ы С 
В У С Л О В И Я Х А Н О К С И И И С У Б С Т Р А Т Н О Г О Г О Л О Д А Н И Я 

Н И И медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

Несмотря на многочисленные иссле-
дования ответной реакции лизосомно-
го аппарата клеток, в том числе и ге-
патоцитов, на экстремальные воздей-
ствия (гипоксию, аноксию, ишемию 
и т .д.) , остается неясным значение 
циклических нуклеотидов в регуляции 
этого процесса. Имеются сведения о 
стабилизирующем действии цАМФ на 
мембраны лизосом, однако они осно-
ваны на экспериментах, выполненных 
при воздействии на целостный орга-
низм [3, 4, 10] или на изолированный 
орган |12, 23] 

В настоящее время все больше ис-
следований проводится на монослой-
ных клеточных культурах [5, 13, 18]. 
При этом появляется возможность ис-
пользовать достаточно однородную 
кл еточну ю популяцию для изу ч ени я 
м е х а н и з м а д е й с т в и я к а к г о р м о н а л ь -
ных факторов, так и других биологи-
чески активных соединений. Предва* 
рительно нами была охарактеризова-
на модель кислородного и субстрат-
ного голодания на первичной культу-

ре г еп а то ц и то в н о в о р о ж д е н н ы х к р ы с. 
Подобраны такие условия, при кото-
рых в гепатоцитах наблюдались зна-
чительные, но обратимые изменения 
ферментативного аппарата лизосом с 
целью возможной коррекции этих из-
менений. 

Для изучения регуляторного воздей-
ствия цАМФ на стабильность лизо-
сомиых мембран и как следствие из-
менения активности лизосомных фер-
ментов можно использовать различ-
ные экспериментальные подходы: во-
первых, воздействовать на уровень 
цАМФ, изменяя условия инкубации 
клеток; во-вторых, искусственно регу-
лируя уровень цАМФ путем введения 
экзогенного цАМФ. 

Целью настоящей работы явилось 
изучение взаимосвязи между состоя-
нием лизосомного аппарата гепатоци-
тов и содержанием внутриклеточного 
цАМФ. Исследовали также возмож-
ность коррекции нарушений лизосом-
ного аппарата с помощью цАМФ, за-
ключенного в липосомы. 
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