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Ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå èçó÷åíû áåëêîâûé ñïåêòð
è ìíîãîîáðàçèå ìîëåêóëÿðíûõ ôîðì êàðáîêñèïåïòèäàçû À íåìàëèãíèçè-
ðîâàííîé è îïóõîëåâîé òêàíåé ÿè÷íèêîâ. Ðàçðàáîòàí ìåòîä âûäåëåíèÿ èçî-
ôåðìåíòîâ êàðáîêñèïåïòèäàçû À è èäåíòèôèêàöèè èõ â ãåëåâîì áëîêå.
Èçó÷åíû ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèå õàðàêòåðèñòèêè èäåíòèôèöèðîâàííûõ èçî-
ôåðìåíòîâ. Ïîêàçàíî, ÷òî ïðîöåññ îïóõîëåîáðàçîâàíèÿ ñîïðîâîæäàåòñÿ óâå-
ëè÷åíèåì áåëêîâîãî ñïåêòðà è ïîÿâëåíèåì íîâûõ ôîðì êàðáîêñèïåïòèäà-
çû À.
Êëþ÷åâûå ñëîâà: êàðáîêñèïåïòèäàçà À, èçîôåðìåíòû, ýëåêòðîôîðåç.

Âûäåëåíèå ôåðìåíòîâ è î÷èñòêà èõ äî ãîìîãåííîãî ñîñòîÿíèÿ
ÿâëÿåòñÿ îäíîé èç ñàìûõ ñëîæíûõ çàäà÷ áèîõèìèè è â êàæäîì
êîíêðåòíîì ñëó÷àå âêëþ÷àåò öåëûé ðÿä ïîñëåäîâàòåëüíî ïðèìåíÿ-
åìûõ ìåòîäîâ. Íàèáîëåå ÷àñòî ïðèìåíÿåìûìè ìåòîäàìè ÿâëÿþòñÿ
äèàëèç, ôðàêöèîíèðîâàíèå ñîëÿìè èëè îðãàíè÷åñêèìè ðàñòâîðèòå-
ëÿìè, èîíîîáìåííàÿ, êîâàëåíòíàÿ, àäñîðáöèîííàÿ õðîìàòîãðàôèÿ è
ãåëü-õðîìàòîãðàôèÿ. Ñ ïîÿâëåíèåì âûñîêîýôôåêòèâíûõ ìåòîäîâ
î÷èñòêè, òàêèõ êàê ýëåêòðîôîðåç, èçîýëåêòðè÷åñêîå ôîêóñèðîâàíèå
è îñîáåííî àôôèííàÿ õðîìàòîãðàôèÿ, ñòàëî âîçìîæíûì óìåíüøèòü
êîëè÷åñòâî ïðîöåäóð è â äâà-òðè ýòàïà äîáèòüñÿ î÷èñòêè ðÿäà
ôåðìåíòîâ äî ãîìîãåííîãî ñîñòîÿíèÿ.

Òàê, â îäèí ýòàï ñ ïîìîùüþ àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè áûë ïîëó-
÷åí ãîìîãåííûé ïðåïàðàò êàðáîêñèïåïòèäàçû èç ëåãêèõ [1], à ñ
ïîìîùüþ èîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè � ïðåïàðàò ïðîêàðáîêñè-
ïåïòèäàçû ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû ÷åëîâåêà [2]. Â äâà ýòàïà ñ ïî-
ìîùüþ èîíîîáìåííîé è àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè áûë ïîëó÷åí
ïðåïàðàò êàðáîêñèïåïòèäàçû èç ïëàöåíòû [3] è ìåìáðàíîñâÿçàííàÿ
êàðáîêñèïåïòèäàçà À èç ïî÷åê [4]. Ïîñëåäîâàòåëüíîå ïðèìåíåíèå
àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè è ãåëü-ôèëüòðàöèè ïîçâîëèëî ïîëó÷èòü
ãîìîãåííûé ïðåïàðàò êàðáîêñèïåïòèäàçû èç ñåìåííîé æèäêîñòè
[5] è êàðáîêñèïåïòèäàçû À èç êóëüòóðû êëåòîê êàðöèíîìû ëåãêèõ
÷åëîâåêà [6].

Â âûøåïåðå÷èñëåííûõ ðàáîòàõ îïðåäåëåíèå ãîìîãåííîñòè ïðåïà-
ðàòîâ ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ýëåêòðîôîðåçà â 7�10%-íîì ïîëèàêðè-
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ëàìèäíîì ãåëå. Îäíàêî, êàê áûëî ïîêàçàíî À. Ë. Øâàðöìàíîì [7],
äëÿ ôåðìåíòîâ, âûäåëåííûõ èç îïóõîëåâîé è íîðìàëüíîé òêàíåé
æåëóäêà ÷åëîâåêà, ìåòîä ïðåïàðàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà ïîçâîëÿåò
íå òîëüêî ïîäòâåðäèòü ãîìîãåííîñòü ïðåïàðàòîâ ôåðìåíòîâ, íî è
ïîëó÷èòü èíäèâèäóàëüíûå èçîôåðìåíòû.

Â ñâÿçè ñ ýòèì, öåëü ðàáîòû ñîñòîÿëà â èçó÷åíèè ýëåêòðîôîðåòè-
÷åñêîé õàðàêòåðèñòèêè âîäîðàñòâîðèìûõ áåëêîâ è áåëêîâ, ïîëó÷åí-
íûõ ïðè ñîëåâîì ôðàêöèîíèðîâàíèè èç íåìàëèãíèçèðîâàííîé è
îïóõîëåâîé òêàíåé ÿè÷íèêîâ, à òàêæå â èäåíòèôèêàöèè èçîôåðìåí-
òîâ êàðáîêñèïåïòèäàçû À íåïîñðåäñòâåííî â ãåëåâîì áëîêå.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Áèîëîãè÷åñêèì èñòî÷íèêîì èññëåäóåìûõ áåëêîâ ñëóæèëè îáðàç-
öû íåìàëèãíèçèðîâàííîé òêàíè ÿè÷íèêîâ è òêàíè äîáðîêà÷åñòâåí-
íîé (öèñàäåíîìà) è çëîêà÷åñòâåííîé (óìåðåííîäèôôåðåíöèðîâàííàÿ
àäåíîêàðöèíîìà) îïóõîëåé, êîòîðûå áûëè ïîëó÷åíû îïåðàöèîííûì
ïóòåì ó æåíùèí, íå ïðîõîäèâøèõ äîîïåðàöèîííîãî ìåäèêàìåíòîç-
íîãî ëå÷åíèÿ. Ïàòîìîðôîëîãè÷åñêèå äèàãíîçû áûëè âåðèôèöèðîâà-
íû ïî ìåæäóíàðîäíîé êëàññèôèêàöèè ÂÎÇ [8].

Îáðàçöû òêàíåé ãîìîãåíèçèðîâàëè â äèñòèëëèðîâàííîé âîäå (â
ñîîòíîøåíèè 1:10) è öåíòðèôóãèðîâàëè ïðè 12000 îáîðîòîâ/ìèí
ïðè +4°Ñ â òå÷åíèå 45 ìèíóò. Äëÿ óäàëåíèÿ íèçêîìîëåêóëÿðíûõ
ïðèìåñåé ïðèìåíÿëè ìåòîä äèàëèçà ïðîòèâ 20-êðàòíîãî îáúåìà
äèñòèëëèðîâàííîé âîäû, ñîäåðæàùåé 2 ìÌ Zn++ [9]. Ðàñòâîðû áåë-
êîâ, ïîëó÷åííûå ïîñëå äèàëèçà, ïîäâåðãàëè ïîýòàïíîìó ôðàêöèîíè-
ðîâàíèþ ñóëüôàòîì àììîíèÿ [9]. Äëÿ óäàëåíèÿ èçáûòêà (NH4)2SO4,
ïðåïÿòñòâóþùåãî îïðåäåëåíèþ áåëêà ïî ìåòîäó Lowry [10], ôðàê-
öèè, ïîëó÷åííûå ïðè 20, 40, 60 è 80%-íîì íàñûùåíèè ñóëüôàòîì
àììîíèÿ, ïîäâåðãàëè ïîâòîðíîìó äèàëèçó â òåõ æå óñëîâèÿõ. Âî
ôðàêöèÿõ îïðåäåëÿëè àêòèâíîñòü êàðáîêñèïåïòèäàçû À ïî ãèäðî-
ëèçó 2 ìÌ ñèíòåòè÷åñêîãî ñóáñòðàòà êàðáîáåíçîêñèôåíèëàëàíèíà
[11]. Îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü îïðåäåëÿëè ïðè äëèíå âîëíû 570 íì.
Îòíîñèòåëüíóþ àêòèâíîñòü âûðàæàëè â ììîëü ôåíèëàëàíèíà íà ìã
òêàíè çà 1 ìèí èíêóáàöèè ïðè 37°Ñ, óäåëüíóþ àêòèâíîñòü � â
ìêìîëü ôåíèëàëàíèíà íà ìã áåëêà çà 1 ìèí èíêóáàöèè ïðè 37°Ñ.

Âåðòèêàëüíûé ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè íà ïëàñòèíàõ 140 × 140 ×

1 ìì â êèñëîé (àëàíèí-óêñóñíûé áóôåð, ðÍ 4,5) è ùåëî÷íîé
(òðèñ-ãëèöèíîâûé áóôåð, ðÍ 8,3) ñðåäàõ â 10%-íîì ïîëèàêðèëà-
ìèäíîì ãåëå ("Reanal", Âåíãðèÿ) ïðè òåìïåðàòóðå 25°Ñ â òå÷åíèå
4,5 ÷àñîâ [12]. Îáðàçöû âíîñèëè â ñëîòû îáúåìîì 30 ìêë â 15 ìêë
60%-íîãî ðàñòâîðà ñàõàðîçû. Íà÷àëüíîå êîíöåíòðèðîâàíèå áåëêîâ
ïðîâîäèëè â òå÷åíèå 20 ìèí ïðè 20 ìÀ (â ðàñ÷åòå íà 2 ãåëåâûõ
áëîêà), à äàëüíåéøåå ðàçäåëåíèå áåëêîâ � ïðè 40 ìÀ. Â êà÷åñòâå
ëèäèðóþùèõ êðàñèòåëåé ïðèìåíÿëè 0,1%-íûé ðàñòâîð áðîìôåíîëî-
âîãî ñèíåãî (ùåëî÷íîé ýëåêòðîôîðåç) è 0,1%-íîé ðàñòâîð ìåòèëîâî-
ãî çåëåíîãî (êèñëûé ýëåêòðîôîðåç). Ïî îêîí÷àíèè ýëåêòðîôîðåçà
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ãåëåâûå áëîêè ìíîãîêðàòíî îòìûâàëè äèñòèëëèðîâàííîé âîäîé è
îêðàøèâàëè â òå÷åíèå 30 ìèí 0,25%-íûì ðàñòâîðîì Êóìàññè R-
250 ("Serva", Øâåöèÿ) â 45,0%-íîì ýòàíîëå, ñîäåðæàùåì 9,0%-íóþ
óêñóñíóþ êèñëîòó. Ýëåêòðîôîðåãðàììû ïîëó÷àëè ñêàíèðîâàíèåì
âëàæíûõ ãåëåâûõ áëîêîâ ñ ïîñëåäóþùåé êîìïüþòåðíîé îáðàáîòêîé
ýëåêòðîôîðåãðàìì ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû ANAIS.

Ìåòîäîì ïðåïàðàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà [7] íà îêðàøåííûõ Êó-
ìàññè R-250 áåëêîâûõ ïîëîñàõ èäåíòèôèöèðîâàëè ó÷àñòêè íåîêðà-
øåííîãî ãåëÿ, ñîäåðæàùèå èììîáèëèçîâàííûå áåëêè, â êîòîðûõ äàëåå
îïðåäåëÿëè àêòèâíîñòü êàðáîêñèïåïòèäàçû À. Â êà÷åñòâå êîíòðîëÿ
áûë âçÿò ó÷àñòîê ãåëåâîãî áëîêà ïîñëå ýëåêòðîôîðåçà â èäåíòè÷íûõ
óñëîâèÿõ, íî áåç íàëè÷èÿ èññëåäóåìîãî ìàòåðèàëà â ñëîòàõ.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Àíàëèç ýëåêòðîôîðåãðàìì ùåëî÷íîãî ýëåêòðîôîðåçà ôðàêöèé
âîäîðàñòâîðèìûõ áåëêîâ íåìàëèãíèçèðîâàííîé è îïóõîëåâûõ òêà-
íåé ÿè÷íèêîâ ïîêàçàë, ÷òî ïðîöåññ îïóõîëåîáðàçîâàíèÿ ñîïðîâîæäà-
åòñÿ  óâåëè÷åíèåì êîëè÷åñòâà ðåãèñòðèðóåìûõ áåëêîâ (ðèñ. 1, 2,
3). Òàê, â îáðàçöå äîáðîêà÷åñòâåííîãî è çëîêà÷åñòâåííîãî íîâîîáðà-
çîâàíèÿ îáíàðóæåíû ìàëîïîäâèæíûå áåëêè ñ Rf 0,042 è 0,064�
0,065, êîòîðûå îòñóòñòâîâàëè â îáðàçöå íåìàëèãíèçèðîâàííîé òêàíè
(òàáë. 1, 2, 3). Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äëÿ âñåõ èññëåäîâàííûõ îáðàç-
öîâ òêàíåé õàðàêòåðíî íàëè÷èå "ìàæîðíûõ", íå ñïåöèôè÷åñêèõ
áåëêîâ ñ Rf 0,330�0,350. Äèàëèç ïðèâîäèë ê ïîòåðå áåëêîâ ñî
ñðåäíåé ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòüþ (Rf 0,082, 0,140, 0,200)
â îáðàçöå íåìàëèãíèçèðîâàííîé òêàíè (òàáë. 1) è ìàëîïîäâèæíûõ
áåëêîâ ñ Rf 0,042, 0,093, 0,220 � â îáðàçöå çëîêà÷åñòâåííîé îïó-
õîëè (òàáë. 3). Íàïðîòèâ, â îáðàçöå äîáðîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè
(òàáë. 2) îòìå÷åíî ïîÿâëåíèå "áûñòðûõ" áåëêîâ (Rf 0,420, 0,550,
0,570), êîòîðûå íå ðåãèñòðèðîâàëèñü ðàííåå è ìîãóò áûòü ïðîäóê-
òîì äåãðàäàöèè "ìàæîðíîãî" áåëêà ñ Rf 0,340.

Íàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî â ïðîöåññå ïîýòàïíîãî ôðàêöèîíèðîâàíèÿ
áåëêîâ ñóëüôàòîì àììîíèÿ èçìåíÿþòñÿ êàê ñïåêòð áåëêîâ, òàê è
ðàñïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè êàðáîêñèïåïòèäàçû À. Òàê, ïðè 20%-íîì
íàñûùåíèè ñóëüôàòîì àììîíèÿ èç íåìàëèãíèçèðîâàííîé òêàíè è
òêàíè äîáðîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè áûë ôðàêöèîíèðîâàí áåëîê ñ
áëèçêîé ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé õàðàêòåðèñòèêîé: Rf 0,330 è Rf 0,300
ñîîòâåòñòâåííî (òàáë. 1, 2). Â òî æå âðåìÿ èç îáðàçöà çëîêà÷åñòâåí-
íîé îïóõîëè, êðîìå "ìàæîðíîãî" áåëêà ñ Rf 0,310, áûëè ôðàêöèîíè-
ðîâàíû äâà äîïîëíèòåëüíûõ áåëêà ñ Rf 0,071 è 0,150 (òàáë. 3).
Íàèáîëüøåå êîëè÷åñòâî áåëêîâ âî âñåõ èññëåäîâàííûõ îáðàçöàõ áûëî
çàðåãèñòðèðîâàíî ïðè 40%-íîì  íàñûùåíèè ñóëüôàòîì àììîíèÿ
(òàáë. 1, 2, 3). Âî âñåõ îáðàçöàõ áûëè çàðåãèñòðèðîâàíû  áåëêè ñ Rf
0,017�0,018, Rf 0,160�0,180 è "ìàæîðíûé" áåëîê ñ Rf 0,310�0,340.
Õàðàêòåðíîé îñîáåííîñòüþ íåìàëèãíèçèðîâàííîé òêàíè ÿâëÿëîñü
íàëè÷èå "ìåäëåííûõ" áåëêîâ (Rf 0,023, 0,036), à äëÿ òêàíè äîáðîêà-
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÷åñòâåííîé îïóõîëè � ïîÿâëåíèå "áûñòðîãî" áåëêà ñ Rf 0,430
(òàáë. 1, 2). Ïîñëåäóþùåå íàñûùåíèå áåëêîâîãî ðàñòâîðà ñóëüôàòîì
àììîíèÿ äî 60% ïðèâîäèò ê îñàæäåíèþ âñåõ áåëêîâ ñ Rf 0,170�180
è Rf 0,310�0,340, à â îáðàçöå äîáðîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè � ê îñàæ-
äåíèþ ñïåöèôè÷åñêèõ áåëêîâ ñ Rf 0,270, 0,360 è 0,380 (òàáë. 1, 2, 3).
Ïðè 80%-íîì íàñûùåíèè èç âñåõ èññëåäîâàííûõ òêàíåâûõ îáðàç-
öîâ áûë ôðàêöèîíèðîâàí îäèí áåëîê ñ èäåíòè÷íîé ýëåêòðîôîðåòè-
÷åñêîé õàðàêòåðèñòèêîé (òàáë. 2, 3).

Äëÿ âûäåëåíèÿ èçîýíçèìîâ êàðáîêñèïåïòèäàçû À èç îïóõîëåâîé
è íåìàëèãíèçèðîâàííîé òêàíåé ÿè÷íèêà áûë ïðèìåíåí ìåòîä ïðå-
ïàðàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà â ÏÀÀÃ, êîòîðûé ïîçâîëÿë ôðàêöèîíèðî-
âàòü äî 40 ìã áåëêà â îäíîì îïûòå. Íàìè óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðîöåññ
îïóõîëåîáðàçîâàíèÿ ñîïðîâîæäàåòñÿ íå óïðîùåíèåì èçîôåðìåíòíîãî
ñîñòàâà, êàê îòìå÷àëîñü ðàíåå äðóãèìè èññëåäîâàòåëÿìè [7], à åãî
óñëîæíåíèåì. Òàê, èñõîäíàÿ ôðàêöèÿ âîäîðàñòâîðèìûõ áåëêîâ íåìà-
ëèãíèçèðîâàííîé òêàíè ÿè÷íèêà õàðàêòåðèçîâàëàñü íàëè÷èåì îä-
íîé, "ìàæîðíîé" ôîðìû êàðáîêñèïåïòèäàçû À, â òî âðåìÿ êàê âîäî-
ðàñòâîðèìûå áåëêè îáðàçöîâ äîáðîêà÷åñòâåííîé è çëîêà÷åñòâåííîé
îïóõîëåé ñîäåðæàëè ïî òðè íîâûõ ôîðìû ôåðìåíòà, îòëè÷àþùèåñÿ
ìåæäó ñîáîé ýëåêòðîôîðåòè÷åñêèìè õàðàêòåðèñòèêàìè (òàáë. 4�6).
Èçîôåðìåíòíûé ñïåêòð òêàíè äîáðîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè áûë ïðåä-
ñòàâëåí äîïîëíèòåëüíûìè ñðåäíåïîäâèæíûìè ôîðìàìè êàðáîêñè-
ïåïòèäàçû À, à òêàíè çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè � èçîôåðìåíòàìè ñ
íåáîëüøîé ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòüþ.

Ïîñëå äèàëèçà ôðàêöèÿ ðàñòâîðèìûõ áåëêîâ â îáðàçöå íåìàëèã-
íèçèðîâàííîé òêàíè áûëà ïðåäñòàâëåíà äâóìÿ èçîôåðìåíòàìè ñ
áëèçêîé ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé õàðàêòåðèñòèêîé (òàáë. 4), â îáðàçöå
çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè ÿè÷íèêà � îäíèì èçîôåðìåíòîì (òàáë. 6),
à â îáðàçöå äîáðîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè � äâóìÿ ðåçêî îòëè÷àþùè-
ìèñÿ ïî ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòè èçîôîðìàìè (òàáë. 5).

Äàííûå ëèòåðàòóðû ñâèäåòåëüñòâóþò î òîì, ÷òî êàðáîêñèïåïòèäà-
çà êàê èíäèâèäóàëüíûé áåëîê ìîæåò áûòü ôðàêöèîíèðîâàíà èç áåë-
êîâîãî ðàñòâîðà ïðè 60�80%-íîì íàñûùåíèè åãî ñóëüôàòîì àììî-
íèÿ [13]. Îäíàêî, ìû óñòàíîâèëè, ÷òî ïîýòàïíîå ôðàêöèîíèðîâàíèå
ïðèâîäèò ê áîëåå ÷åòêîìó ðàçäåëåíèþ èçîôåðìåíòíîãî ñïåêòðà è
ïîçâîëÿåò ïîëó÷èòü âûñîêîî÷èùåííûå èíäèâèäóàëüíûå èçîôîðìû
êàðáîêñèïåïòèäàçû À ñ âûñîêîé óäåëüíîé àêòèâíîñòüþ ôåðìåíòà.

Òàê, ôðàêöèè, ïîëó÷åííûå ïðè 20%-íîì íàñûùåíèè ñóëüôàòîì
àììîíèÿ, âî âñåõ èññëåäîâàííûõ îáðàçöàõ áûëè ïðåäñòàâëåíû îäíîé
ôîðìîé ôåðìåíòà ñ áëèçêèìè çíà÷åíèÿìè ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé
ïîäâèæíîñòè, ÷òî, ñêîðåå âñåãî, ñâèäåòåëüñòâóåò îá èäåíòè÷íîñòè
ýòèõ ôîðì. Ïðè 40%-íîì íàñûùåíèè ñóëüôàòîì àììîíèÿ âî âñåõ
èññëåäîâàííûõ îáðàçöàõ òêàíåé áûëà îáíàðóæåíà ìàëîïîäâèæíàÿ
ôîðìà ôåðìåíòà ñ Rf 0,160�0,180 è âûñîêîïîäâèæíûå ôîðìû,
ïðåäñòàâëåííûå â îáðàçöå çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè áåëêàìè ñ Rf
0,320�0,340 (òàáë. 6), à â îáðàçöå äîáðîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè �
áåëêàìè ñ Rf 0,310 è 0,430 (òàáë. 5).

Âûäåëåíèå è èäåíòèôèêàöèÿ èçîôåðìåíòîâ êàðáîêñèïåïòèäàçû À
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Ðèñ. 1. Ýëåêòðîôîðåãðàììà ðàñòâîðèìûõ áåëêîâ è áåëêîâ, ôðàêöèîíèðîâàííûõ
ñóëüôàòîì àììîíèÿ, èç íåìàëèãíèçèðîâàííîé òêàíè ÿè÷íèêà

1 � ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí ÷åëîâåêà, Ìr 66 500 Äà (íàíåñåíî 50 ìêã áåëêà); 2 � òðèï-
ñèí ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, Ìr 23 800 Äà (íàíåñåíî 100 ìêã
áåëêà); 3 � õèìîòðèïñèíîãåí ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, Ìr 23 240
Äà (íàíåñåíî 100 ìêã áåëêà); 4 � ïðîòåèíàçà Ê, Ìr 28 930 Äà (íàíåñåíî 200 ìêã áåëêà);
5 � êîíòðîëüíûé ãåëü (áåç áåëêà); 6 � âîäîðàñòâîðèìûå áåëêè (äî äèàëèçà, íàíåñåíî
34 ìêã áåëêà); 7 � âîäîðàñòâîðèìûå áåëêè (ïîñëå äèàëèçà, íàíåñåíî 30 ìêã áåëêà); 8 �
ôðàêöèÿ áåëêîâ, îñàæäàåìûõ ïðè 20%-íîì íàñûùåíèè (NH

4
)
2
SO

4
 (íàíåñåíî 2,3 ìêã áåë-

êà); 9 � ôðàêöèÿ áåëêîâ, îñàæäàåìûõ ïðè 40%-íîì íàñûùåíèè (NH
4
)
2
SO

4
 (íàíåñåíî

18 ìêã áåëêà); 10 � ôðàêöèÿ áåëêîâ, îñàæäàåìûõ ïðè 60%-íîì íàñûùåíèè (NH
4
)
2
SO

4

(íàíåñåíî 15 ìêã áåëêà); 11 � ôðàêöèÿ áåëêîâ, îñàæäàåìûõ ïðè 80%-íîì íàñûùåíèè
(NH

4
)
2
SO

4
 (íàíåñåíî 1,6 ìêã áåëêà)

È. Ë. Âîâ÷óê
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Ðèñ. 2. Ýëåêòðîôîðåãðàììà ðàñòâîðèìûõ áåëêîâ è áåëêîâ, ôðàêöèîíèðîâàííûõ
ñóëüôàòîì àììîíèÿ, èç òêàíè äîáðîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè ÿè÷íèêà

1 � ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí ÷åëîâåêà, Ìr 66 500 Äà (íàíåñåíî 50 ìêã áåëêà); 2 � òðèï-
ñèí ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, Ìr 23 800 Äà (íàíåñåíî 100 ìêã
áåëêà); 3 � õèìîòðèïñèíîãåí ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, Ìr 23 240
Äà (íàíåñåíî 100 ìêã áåëêà); 4 � ïðîòåèíàçà Ê, Ìr 28 930 Äà (íàíåñåíî 200 ìêã áåëêà);
5 � êîíòðîëüíûé ãåëü (áåç áåëêà); 6 � âîäîðàñòâîðèìûå áåëêè (äî äèàëèçà, íàíåñåíî
34 ìêã áåëêà); 7 � âîäîðàñòâîðèìûå áåëêè (ïîñëå äèàëèçà, íàíåñåíî 32 ìêã áåëêà); 8 �
ôðàêöèÿ áåëêîâ, îñàæäàåìûõ ïðè 20%-íîì íàñûùåíèè (NH

4
)
2
SO

4
 (íàíåñåíî  2 ìêã áåë-

êà); 9 � ôðàêöèÿ áåëêîâ, îñàæäàåìûõ ïðè 40%-íîì íàñûùåíèè (NH
4
)
2
SO

4
 (íàíåñåíî

20 ìêã áåëêà); 10 � ôðàêöèÿ áåëêîâ, îñàæäàåìûõ ïðè 60%-íîì íàñûùåíèè (NH
4
)
2
SO

4

(íàíåñåíî 19 ìêã áåëêà); 11 � ôðàêöèÿ áåëêîâ, îñàæäàåìûõ ïðè 80%-íîì íàñûùåíèè
(NH

4
)
2
SO

4
 (íàíåñåíî 1,3 ìêã áåëêà)

Âûäåëåíèå è èäåíòèôèêàöèÿ èçîôåðìåíòîâ êàðáîêñèïåïòèäàçû À
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Ðèñ. 3. Ýëåêòðîôîðåãðàììà ðàñòâîðèìûõ áåëêîâ è áåëêîâ, ôðàêöèîíèðîâàííûõ
ñóëüôàòîì àììîíèÿ, èç òêàíè çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè ÿè÷íèêà

1 � ñûâîðîòî÷íûé àëüáóìèí ÷åëîâåêà, Ìr 66 500 Äà (íàíåñåíî 50 ìêã áåëêà); 2 � òðèï-
ñèí ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, Ìr 23 800 Äà (íàíåñåíî 100 ìêã
áåëêà); 3 � õèìîòðèïñèíîãåí ïîäæåëóäî÷íîé æåëåçû êðóïíîãî ðîãàòîãî ñêîòà, Ìr 23 240
Äà (íàíåñåíî 100 ìêã áåëêà); 4 � ïðîòåèíàçà Ê, Ìr 28 930 Äà (íàíåñåíî 200 ìêã áåëêà);
5 � êîíòðîëüíûé ãåëü (áåç áåëêà); 6 � âîäîðàñòâîðèìûå áåëêè (äî äèàëèçà, íàíåñåíî
34 ìêã áåëêà); 7 � âîäîðàñòâîðèìûå áåëêè (ïîñëå äèàëèçà, íàíåñåíî 30 ìêã áåëêà); 8 �
ôðàêöèÿ áåëêîâ, îñàæäàåìûõ ïðè 20%-íîì íàñûùåíèè (NH

4
)
2
SO

4
 (íàíåñåíî 2,3 ìêã áåë-

êà); 9 � ôðàêöèÿ áåëêîâ, îñàæäàåìûõ ïðè 40%-íîì íàñûùåíèè (NH
4
)
2
SO

4
 (íàíåñåíî

28 ìêã áåëêà); 10 � ôðàêöèÿ áåëêîâ, îñàæäàåìûõ ïðè 60%-íîì íàñûùåíèè (NH
4
)
2
SO

4

(íàíåñåíî 11 ìêã áåëêà); 11 � ôðàêöèÿ áåëêîâ, îñàæäàåìûõ ïðè 80%-íîì íàñûùåíèè
(NH

4
)
2
SO

4
 (íàíåñåíî 0,7 ìêã áåëêà)

È. Ë. Âîâ÷óê
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Òàáëèöà 1

Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà áåëêîâîãî ñïåêòðà
íåìàëèãíèçèðîâàííîé òêàíè ÿè÷íèêîâ

Âûäåëåíèå è èäåíòèôèêàöèÿ èçîôåðìåíòîâ êàðáîêñèïåïòèäàçû À
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Ïðèìå÷àíèå: * � ôðàêöèè, îáëàäàþùèå ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòüþ ê ñóáñòðàòó
êàðáîêñèïåïòèäàçû À � êàðáîáåíçîêñèôåíèëàëàíèíó.

Òàáëèöà 2

Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà áåëêîâîãî ñïåêòðà òêàíè
äîáðîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè ÿè÷íèêîâ

Îêîí÷àíèå òàáëèöû 1

È. Ë. Âîâ÷óê
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Ïðèìå÷àíèå: * � ôðàêöèè, îáëàäàþùèå ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòüþ ê ñóáñòðàòó
êàðáîêñèïåïòèäàçû À � êàðáîáåíçîêñèôåíèëàëàíèíó.

Òàáëèöà 3

Ýëåêòðîôîðåòè÷åñêàÿ õàðàêòåðèñòèêà áåëêîâîãî ñïåêòðà òêàíè
çëîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè ÿè÷íèêîâ

Îêîí÷àíèå òàáëèöû 2

Âûäåëåíèå è èäåíòèôèêàöèÿ èçîôåðìåíòîâ êàðáîêñèïåïòèäàçû À
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Ï ð è ì å ÷ à í è å. * � ôðàêöèè, îáëàäàþùèå ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòüþ ê ñóá-
ñòðàòó êàðáîêñèïåïòèäàçû À � êàðáîáåíçîêñèôåíèëàëàíèíó.

Îêîí÷àíèå òàáëèöû 3

È. Ë. Âîâ÷óê
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Òàáëèöà 4

Âûäåëåíèå èçîôåðìåíòîâ êàðáîêñèïåïòèäàçû À èç íåìàëèãíèçèðîâàííîé
òêàíè ÿè÷íèêà ìåòîäîì ïðåïàðàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà â

ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, n = 3

Âûäåëåíèå è èäåíòèôèêàöèÿ èçîôåðìåíòîâ êàðáîêñèïåïòèäàçû À
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Òàáëèöà 5

Âûäåëåíèå èçîôåðìåíòîâ êàðáîêñèïåïòèäàçû À èç òêàíè
äîáðîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè ÿè÷íèêà ìåòîäîì ïðåïàðàòèâíîãî

ýëåêòðîôîðåçà â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, n = 3

È. Ë. Âîâ÷óê
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Òàáëèöà 6

Âûäåëåíèå èçîýíçèìîâ êàðáîêñèïåïòèäàçû À èç òêàíè çëîêà÷åñòâåííîé
îïóõîëè ÿè÷íèêà ìåòîäîì ïðåïàðàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà

â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå, n = 3

Âûäåëåíèå è èäåíòèôèêàöèÿ èçîôåðìåíòîâ êàðáîêñèïåïòèäàçû À

Èçîôåðìåíòíûé ñïåêòð áåëêîâ, ïîëó÷åííûé ïðè 60%-íîì íàñû-
ùåíèè ñóëüôàòîì àììîíèÿ, õàðàêòåðèçóåòñÿ íàëè÷èåì ìàëîïîä-
âèæíûõ (Rf 0,170�0,180) è âûñîêîïîäâèæíûõ (Rf 0,310�0,340)
ôîðì êàðáîêñèïåïòèäàçû À âî âñåõ èññëåäîâàííûõ îáðàçöàõ, à â
îáðàçöå äîáðîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè (òàáë. 5) � ïîÿâëåíèåì ìèíîð-
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íûõ âûñîêîïîäâèæíûõ (Rf 0,360�0,410) ôðàêöèé, êîòîðûå ìîãóò
ÿâëÿòüñÿ ïðîäóêòàìè ïðîòåîëèòè÷åñêîãî ðàñùåïëåíèÿ áåëêîâîé ÷à-
ñòè ìàæîðíîé ôîðìû ôåðìåíòà áåç íàðóøåíèÿ åãî êàòàëèòè÷åñêèõ
ñâîéñòâ.

Ïðè 80%-íîì íàñûùåíèè ñóëüôàòîì àììîíèÿ âî âñåõ èññëå-
äîâàííûõ îáðàçöàõ îáíàðóæåíà îäíà ôîðìà êàðáîêñèïåïòèäàçû À ñ
îäèíàêîâîé ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîé ïîäâèæíîñòüþ è ìîëåêóëÿðíîé
ìàññîé (Mr 32 000 Äà).

Àíàëèç óäåëüíîé àêòèâíîñòè è êîýôôèöèåíòà î÷èñòêè ïîçâîëÿåò
îòìåòèòü âàæíóþ îñîáåííîñòü èçîôåðìåíòîâ êàðáîêñèïåïòèäàçû À,
âûäåëåííûõ èç îïóõîëåâûõ òêàíåé. Îáíàðóæåíî, ÷òî âî ìíîãèõ
ñëó÷àÿõ óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü è êîýôôèöèåíò î÷èñòêè ïðåïàðàòîâ
èçîôåðìåíòîâ òêàíè äîáðîêà÷åñòâåííîé îïóõîëè çíà÷èòåëüíî âûøå,
÷åì èç íåìàëèãíèçèðîâàííîé òêàíè ÿè÷íèêà (òàáë. 4, 5). Óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü î÷èùåííîé äî ãîìîãåííîãî ñîñòîÿíèÿ
êàðáîêñèïåïòèäàçû À, ôðàêöèîíèðîâàííîé ïðè 80 %-íîì íàñûùå-
íèè ñóëüôàòîì àììîíèÿ, óâåëè÷èâàåòñÿ ïî ìåðå óñèëåíèÿ ïðîöåññà
ìàëèãíèçàöèè. Ïî âñåé âèäèìîñòè, ìåòîä ýëåêòðîôîðåòè÷åñêîãî
ðàçäåëåíèÿ ñïîñîáñòâóåò èììîáèëèçàöèè êàðáîêñèïåïòèäàçû À â
ÏÀÀÃ, êîòîðàÿ ïðèâîäèò ê êîíôîðìàöèîííûì èçìåíåíèÿì, ñïîñîá-
ñòâóþùèì ïîâûøåíèþ àêòèâíîñòè è ñòàáèëüíîñòè ôåðìåíòà, ÷òî
áûëî ïîêàçàíî è äðóãèìè èññëåäîâàòåëÿìè äëÿ äðóãèõ ôåðìåíòîâ
[7, 14].

Â îòäåëüíîì ýêñïåðèìåíòå (âàðèàíò êèñëîãî ýëåêòðîôîðåçà)
íàìè áûëî ïîêàçàíî îòñóòñòâèå ùåëî÷íûõ ôîðì êàðáîêñèïåïòèäà-
çû À âî ôðàêöèè âîäîðàñòâîðèìûõ è îñàæäàåìûõ ñóëüôàòîì àììî-
íèÿ áåëêîâ.

Òàêèì îáðàçîì, â îòëè÷èå îò îáùåïðèíÿòîãî ìíåíèÿ, ïðîöåññ
ìàëèãíèçàöèè ñîïðîâîæäàåòñÿ óâåëè÷åíèåì áåëêîâîãî ñîñòàâà è
èçîôåðìåíòíîãî ñïåêòðà êàðáîêñèïåïòèäàçû À è ïîâûøåíèåì
óäåëüíîé àêòèâíîñòè èììîáèëèçîâàííûõ â ÏÀÀÃ èçîôåðìåíòîâ çà
ñ÷åò èõ êîíôîðìàöèîííûõ èçìåíåíèé.

Âûâîäû

1. Ðàçðàáîòàí ìåòîä âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè äî ãîìîãåííîãî ñîñòî-
ÿíèÿ èíäèâèäóàëüíûõ èçîôåðìåíòîâ êàðáîêñèïåïòèäàçû À èç íå-
ìàëèãíèçèðîâàííîé è îïóõîëåâûõ òêàíåé ÿè÷íèêà.

2. Ïðè ìàëèãíèçàöèè ïðîèñõîäèò óâåëè÷åíèå èçîôåðìåíòíîãî
ñîñòàâà êàðáîêñèïåïòèäàçû À, ñîïðîâîæäàþùååñÿ ïîÿâëåíèåì îïó-
õîëåàññîöèèðîâàííûõ èçîôîðì ñ Rf 0,065, 0,300 è 0,310.

3. Óäåëüíàÿ àêòèâíîñòü ïðåïàðàòîâ èçîôåðìåíòîâ êàðáîêñèïåï-
òèäàçû À èç îïóõîëåâûõ òêàíåé ÿè÷íèêà âûøå, ÷åì èç íåìàëèã-
íèçèðîâàííîé òêàíè.

4. Èììîáèëèçàöèÿ â ÏÀÀÃ ïðèâîäèò ê êîíôîðìàöèîííûì èç-
ìåíåíèÿì ìîëåêóëû êàðáîêñèïåïòèäàçû À, ñïîñîáñòâóþùèì óâåëè-
÷åíèþ óäåëüíîé àêòèâíîñòè è ïîâûøåíèþ ñòàáèëüíîñòè ôåðìåíòà.

È. Ë. Âîâ÷óê
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Àâòîð âûðàæàåò áëàãîäàðíîñòü êàôåäðå ãåíåòèêè è ìîëåêóëÿð-
íîé áèîëîãèè ÎÍÓ èì. È. È. çà ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåííûå òåõíè-
÷åñêèå ñðåäñòâà.
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Ðåçþìå
Ìåòîäîì åëåêòðîôîðåçó â ïîë³àêðèëàì³äíîìó ãåë³ âèâ÷åíî á³ëêîâèé ñïåêòð ³
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EXTRACTING AND IDENTIFICATION OF THE
CARBOXYPEPTIDASE A ISOENZYMES FROM TUMOUR OVARIAN
TISSUES

Summary
Protein spectrum and molecular forms variety of carboxypeptidase A from the

unmalignized and tumour ovarian tissues were studied with the help of polyacrylamide
gel electrophoresis. The method of extracting of carboxypeptidase A isoenzymes and
their identification in the gel blocs was created. The electrophoretic characteristics of
the identified isoenzymes were studied. It has been proved that tumour process
accompanied with increasing of protein spectrum and appearance of new forms of
carboxypeptidase A.

Keywords: carboxypeptidase A, isoenzymes, electrophoresis.
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