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С. М. ТЕР-ОГАНЕСЯНАКТИВНОСТЬ ГЕКСОКИНАЗЫ, ФОСФОГЛИЦЕРАЛЬДЕГИД­ДЕГИДРОГЕНАЗЫ, ЛАКТАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ И ГЛЮКОЗО-6- ФОСФАТДЕГИДРОГЕНАЗЫ В ЭРИТРОЦИТАХ И ЛЕЙКОЦИТАХ БОЛЬНЫХ ОСТРЫМ ЛЕЙКОЗОМ И ХРОНИЧЕСКИМ МИЕЛОЛЕЙКОЗОМЛейкозы являются системным заболеванием кроветворной ткани. По мнению большинства исследователей, лейкозы относятся к группе заболеваний неопластической природы. Для лейкозов характерным яв­ляется гиперплазия кроветворной ткани и утрата лейкоцитами способ­ности к дифференциации и созреванию.За последние годы широко изучаются обменные процессы и актив­ность ферментов в лейкоцитах при лейкозах [3, 6, 10, 11, 14].Исследованиями этих авторов было выявлено понижение актив­ности некоторых гликолитических ферментов в лейкемических лейко­цитах.Неизбежным осложнением при лейкозе можно считать анемию, развивающуюся в различной степени. За последние годы интенсивно изучаются механизмы, приводящие к развитию анемии. До настоящего времени патогенез анемии при лейкозе нельзя считать полностью вы­ясненным. Однако некоторые авторы, применяя хром-51 для метки эритроцитов, показали, что продолжительность жизни эритроцитов при остром и хроническом миелолейкозе значительно уменьшена [2, 15, 17].Сведения о биохимии эритроцитов при лейкозе ограничиваются единичными работами [4, 5, 16], касающимися исследования активности отдельных ферментов в эритроцитах при лейкозе. Можно предполо­жить, что при лейкозе наступают изменения и других биохимических свойств красных кровяных телец.Поскольку структурная целостность клетки непосредственно свя­зана с регуляцией обмена веществ и энергии, а гликолиз является ос­новным процессом, определяющим образование богатых энергией сое­динений в безъядерных эритроцитах человека, мы исследовали интен­сивность этого процесса. Было показано, что в эритроцитах перифери­ческой крови при остром лейкозе и хроническом миелолейкозе сум­марная скорость гликолиза и содержание компонентов адениловой системы увеличено [7]. յ
Для расширения представлений о биохимических свойствах эри­троцитов при лейкозе мы исследовали активность ферментов гликоли­



Активность ферментов гликолиза при лейкозе 45за-гексокиназы (ГК), глицеральдегидфосфатдегидрогеназы (ФГАД) и лактатдегидрогеназы (ЛДГ), а также глюкозо-6-фосфатдегидроге- назы (Г-6-ФД). Исследовались эритроциты больных острым лейко­зом и хроническим миелолейкозом при выраженной анемии до лечения.Наряду с изучением активности ферментов в эритроцитах для сравнительной биохимической оценки форменных элементов крови на­ми проводилось параллельное определение активности исследуемых ферментов в лейкоцитах.Венозную кровь больных острым и хроническим миелолейкозом заготовляли с цитратом натрия. Эритроциты отделяли центрифуги­рованием, а затем трижды отмывали физиологическим раствором. Ге­молизаты эритроцитов получали разрушением водой отмытых эритро­цитов в отношении 1 : 150. При исследовании активности ферментов к реакционной смеси добавляли 1 мл гемолизата, что соответствовало 0,0066 мл эритроцитов. Общий объем пробы—3 мл.Исследовалась активность ферментов в лейкоцитах при лейкеми­ческих вариантах острого лейкоза и хронического миелолейкоза. Со­держание белых клеток в периферической крови было не менее 50000 в 1 мл. Для ускорения оседания эритроцитов применяли высокомолеку­лярный поливиниловый спирт с молекулярным весом 31000—37000.Кровь доноров заготовляли на 5 %-ном растворе цитрата натрия с добавлением 4,5%-ного раствора поливинилового спирта (16 мл поливи­нилового спирта доводили цитратом натрия до 100 мл); отношение раствора в крови составило 1:4. После осторожного перемешивания кровь оставлялась в течение 45—50 мин- при комнатной температуре. За это время происходит полное оседание эритроцитов. В плазме во взвешенном состоянии оставались тромбоциты и лейкоциты. Плазму отбирали в мерные силиконированные пробирки и центрифугировали в рефрижераторной центрифуге при 4°С в течение 6—7 мин. при 800 обо­ротах в минуту. При этом на дне пробирки оседают лейкоциты с не­большой примесью эритроцитов, а в плазме остаются во взвешенном состоянии тромбоциты. Затем отбирали плазму, к осадку добавляли 0,87 %-ный раствор хлористого аммония для гемолиза эритроцитов. После центрифугирования при тех же условиях выделялись лейкоциты без примеси эритроцитов. Объем, занимаемый лейкоцитами во взвеси, определяли в гемотокрите. Лейкоциты лизировали добавлением 100 мг% раствора сапонина в отношении 1 :5 и воды в отношении 1:15 (к 0,1 мл лейкоцитов добавляли 0,5 мл сапонина и 1,5 мл воды) на холо­ду в течение 1—2 ч. Содержание лейкоцитов в опытной смеси—0,006 мл.Активность дегидрогеназы-фосфоглицеринового альдегида (ФГАД— К. Ф. 1.2.1.9.) и лактатдегидрогеназы (ЛДГ—К. Ф. 1.1.1.27) оп­ределяли по методу By и Рекер [18], дегидрогеназы глюкозо-6-фосфа- та (Г-6-ФД—К- Ф. 1.1.1.1.49)—по Корнберу и Хоррекеру [13], гексоки- назы (Г. К.—К. Ф. 2.7.1.1.)—по методу Гриньяни и Лёра [12]. В слу­чае значительной активности ферментов в лейкоцитах лизат разводили 



4g С. M. Тер-Оганесянот 2 до 4 раз. При определении активности ЛДГ плазму больного раз­водили в отношении 1 :4. Аналогичные исследования по определению, активности ферментов проводили в эритроцитах здоровых людей. Ак­тивность ЛДГ у доноров определяли в неразведенной плазме. Об ак­тивности ФГАД судили по накоплению, а ЛДГ—по убыли восстанов­ленного никотинамидадениндинуклеотида (НАД-Н2), об активности Г-6-ФД—по накоплению восстановленного никотинамидадениндину- клеотидфосфата (НАДФ-Н2), измеряя поглощение при 340 ммк на СФ-4А. Измерение активности ферментов проводили при 25°.Результаты опытов выражены в ИМ на 1 мл эритроцитов или лейкоцитов и обработаны статистически.Было обнаружено, что при остром лейкозе активность ФГАД в эритроцитах значительно повышена по сравнению с нормой. Аналогич­ные результаты получены в эритроцитах больных хроническим миело­лейкозом (табл. 1). Активность ЛДГ в эритроцитах больных острым лейкозом почти в два раза больше по сравнению с нормой. При хрони­ческом миелолейкозе активность ЛДГ несколько меньше, чем при ос­тром лейкозе (табл. 1). Исследованиями М. Б. Свенцицкой и О. Д. Романовой-Цхворебовой [5] не было обнаружено изменения активности ЛДГ в эритроцитах больных различными формами лейкоза.
Таблица 1

Активность ферментов в эритроцитах здоровых людей, больных острым лейкозом 
и хроническим миелолейкозом. Результаты выражены в р-М образующегося НАДНХ 

(для ФГАД). НАДФ, Н, (для Г-6-ФД) и՜ израсходованного НАД-Н2 (для ЛДГ) 
за 1 минуту на 1 мл эритроцитов

Фермент Активность фер­
ментов доноров

Активность ферментов 
больных острым лейко­

зом

Активность фермен­
тов больных хрони­
ческим миелолейко­

зом

ФГАД 1,7710,07 
(Ю)

3,06±0,07 
(15)

3,03+0,07. 
(Ю)

ЛДГ 5,86+0,034
(10)

10,78+0,62 
, (15)

0,33zt0,4 
(Ю)

ЛДГ в плазме 0,035+0,04. 
(10)

0,135±0.012 
(15)

0,153±0,016- 
(Ю)

Г-6-ФД 1,34+0,02 
(Ю)

1,8=5=0,14 0,7+0,03
(8) (7)

2,89±0,07 
(Ю)

В скобках отмечено число опытов.Несмотря на то, что Г-6-ФД в эритроцитах находится в не­большом количестве, роль этого фермента в обмене эритроцитов очень- велика. Недавно работами И. С. Асриян и Н. Б. Черняк [1, 8, 9] была установлено значительное снижение или полное отсутствие активности. Г-6-ФД в эритроцитах при некоторых формах гемолитической ане­мии (фавизм), а при пароксизмальной ночной гемоглобинурии (бо­лезнь Маркиафава Микели) активность, этого- фермента не отличалась 



Активность ферментов гликолиза при лейкозе 47•от нормы или была несколько увеличена. Одновременно авторами было выявлено наличие двух популяций эритроцитов в периферической кро­ви при болезни Маркиафава Микели, различающихся по своим биохи­мическим показателям, причем большая активность исследовавшихся ферментов и интенсивность гликолиза связаны с неустойчивой частью эритроцитов. Так как при остром лейкозе и обострениях хронического миелоза развивается анемия, мы сочли целесообразным определение активности Г-6-ФД у исследуемых нами больных. При определе­нии содержания Г-6-ФД в эритроцитах больных острым лейкозом у одних больных отмечается незначительное повышение активности этого фермента, у других—значительное уменьшение. . Так, напри­мер, из 15 обследованных больных с резко выраженной анемией у 7 было отмечено значительное снижение активности Г-6-ФД по сравнению с нормой (табл. 1). При хроническом миелолейкозе актив­ность Г-6-ФД была значительно повышена у всех обследуемых боль­ных. Исследованиями И. С. Лугановой и И. Ф. Сейца [4] было обнару­жено понижение активности Г-6-ФД в эритротроцитах больных острым лейкозом и повышение при хроническом миелолейкозе. Содержание этого фермента имеет большое значение для сохранения целостности эритроцитов. При недостаточности Г-6-ФД нарушается образование НАДФ-Н2, что приводит к прекращению образования восстановле- ного глютатиона, который играет большую роль в поддержании SH-co- держащих ферментов в восстановленном состоянии и поддержании структурной целостности эритроцитов. Можно предположить, что эри­троциты больных острым лейкозом с пониженным содержанием Г-6- ФД склонны к более быстрому разрушению.Повышение активности ЛДГ обнаружено не только в эритроцитах, но и в плазме всех обследуемых больных острым лейкозом и хрониче­ским миелолейкозом (табл. 1). При остром лейкозе активность ЛДГ в плазме значительно возрастает иногда в 6—7 раз, а при хроническом миелолейкозе—8 раз.При сравнении активности ферментов в лейкоцитах здоровых лю­дей с отчетливостью видно, что их активность намного превышает таковую в эритроцитах здоровых людей.Из исследуемых ферментов в лейкоцитах самая низкая актив­ность характера для гексокиназы. По данным Бека [10], гексокиназа является ферментом, ограничивающим скорость гликолиза в лейкоци­тах здоровых людей и больных лейкозом. Нами было выявлено пони­жение активности ГК в лейкоцитах при остром лейкозе. При хрониче­ском миелолейкозе, по нашим данным, активность ГК еще больше снижена. Активность ФГАД в лейкоцитах при остром лейкозе не­сколько снижена, еще меньше она при хроническом миелолейкозе. При остром лейкозе активность ЛДГ в лейкоцитах резко снижена, еще меньше она при хроническом миелолейкозе. При определении содержания Г-6-ФД в лейкоцитах больных острым лейкозом мы 



48 С. М. Тер-Оганесянвыявили, что активность фермента вдвое понижена. При хро­ническом миелолейкозе активность этого фермента понижена в мень­шей степени (табл. 2). Имеются данные, указывающие на понижение активности Г-6-ФД в лейкоцитах при лейкозе [3, 10].
Таблица 2

Активность ферментов в лейкоцитах здоровых людей, больных острым и хрониче­
ским миелолейкозом. Результаты выражены в рМ образующегося НАД-Н։(для ФГАД), 

НАДФ-Н, (для Г-6-ФД, ГК) и израсходованного НАД-Н, (для ЛДГ) за 1 минуту 
на 1 мл лейкоцитов

В скобках отмечено число опытов.

Исследуемый 
фермент

Активность фер­
ментов доноров

Активность фер­
ментов больных 

острым лейкозом

Активность ферментов 
больных хроническим 

миелолейкозом

ГК 2,12+0,03 
(10)

1,27±0,06 
(Ю)

0,8 +0,03 
(ГО)

ФГАД 4,73+0,011 
(Ю)

4,2 ±0,12 
(Ю)

3,08+0,08 
(Ю)

ЛДГ 27,2±1,13 
(Ю)

14,55+0,9 
(Ю)

11,06+0,52 
(Ю)

Г-6-ФД 13,54+0,43 
(Ю)

6,78+0,42 
(Ю)

10,2 +0,24 
(Го)

Выводы1. В эритроцитах больных острым лейкозом обнаружено повыше­ние активности фосфоглицеральдегиддегидрогеназы (ФГАД) и лактат­дегидрогеназы (ЛДГ). Активность глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г-6-ФД) в эритроцитах у части этих больных несколько повышена по сравнению с нормой, у части—понижена.2. В эритроцитах больных хроническим миелолейкозом обнару­жено повышение активности фосфоглицеральдегиддегидрогеназы  (ФГАД), лактатдегидрогеназы (ЛДГ) » и՜ глюкозо-6-фосфат-дегидро- геназы (Г-6-ФД).3. В лейкоцитах больных острым лейкозом активность гексокина- зы (ГК), фосфоглицеральдегиддегидрогеназы (ФГАД), лактатдеги­дрогеназы (ЛДГ), глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г-6-ФД) значи­тельно понижена.При хроническом миелолейкозе снижение активности указанных ферментов в лейкоцитах выражено более отчетливо, чем при остром лейкозе, снижение же активности Г-6-ФД более выражено при ос­тром лейкозе.4. Активность ЛДГ в плазме резко увеличена у всех обследуемых больных как при остром, так и при хроническом, миелолейкозе.
Ереванский институт гематологии

и переливания крови Поступило 15/XI 1968 г.



Активность ферментов гликолиза при лейкозе 49
0. 1Г. ՏԵՐ-2ՈՎ2ԱՆՆԻՍՅԱՆ

ՍՈՒՐ ԼԵՅԿՈԶՈՎ ԵՎ ԽՐՈՆԻԿԱԿԱՆ ՄԻԵԼՈԼԵՅԿՈԶՈՎ ՀԻՎԱՆԴՆԵՐԻ ԷՐԻԹՐՈ­
ՑԻՏՆԵՐՈՒՄ ԵՎ ԼԵՅԿՈՑԻՏՆԵՐՈՒՄ 2ԵՔՍՈԿԻՆԱՋԱՅԻ, ՖՈՍՖՈԳԼԻՑԵՐԱԼԴԵ- հիդ֊դեհիդրրգենազայի, լակտատ֊դեհիդրոգենազայի ԵՎ գլյուկոզա 6-ՖՈՍՖԱՏ ԴԵՀԻԴՐՈԳԵՆԱԶԱՅԻ ԱԿՏԻՎՈՒԹՅՈՒՆԸ

Ամփոփում

Ուսումնասիրված է 15 սուր լեյկոզով և 10 խրոնիկական միելոլեյկոզով 
հիվանդների և 40 դոնորների էրիթրոցիտներում և լեյկոցիտներում գտնվող 
դլիկոլիտիկ ֆերմենտների (հեքսոկինազա—ՀՔ, ֆոսֆոգլիցերալդեհիդ-դե- 
հիդրոգենազա— ՖԳԱԴ, լակտատ-դեհիդրոգենազա — ԼԴՀ, գլյուկոզա-6 ֊ֆո ս- 
ֆատ դեհի դրո դեն աղա — Գ-6-ՖԴ) ակտիվությունը։

■ Հետազոտությունից պարզվել է, որ առողջ մարդկանց մոտ ուսումնասիր­
ված ֆերմենտների ակտիվությունը անհամեմատ ավելի բարձր է լեյկոցիտ­
ներում, քան էրիթրոցիտներում։

Սուր լեյկոզով և խրոնիկական միելոլեյկոզով տառապող հիվանդներիդ 
էրիթրոցիտներում ՖԳԱԴ-ի և ԼԴԳ-ի ակտիվությունը բարձրացել է։

Գ-6ՖԴ-ի ակտիվությունը էրիթրոցիտներում բարձրացել է սուր լեյկո­
զով հիվանդների կեսի մոտ, իսկ մնացած կեսի մոտ զգալիորեն իջել է։

Խրոնիկական միելոլեյկոզով հիվանդների էրիթրոցիտներում Գ-6-ՖԴ-ի 
ակտիվությունը բարձրացել է։

Սուր լեյկոզի դեպքում լեյկոզատների ՀՔ-ի, ՖԳԱԴ-ի, ԼԴՀ-ի ակտիվու-- 
թյոլնր զգալիորեն իջել է, իսկ խրոնիկական միելոլեյկոզի ժամանակ առա­
վել ևս։ Հակառակ դրան, Գ-6-ՖԴ-ի ակտիվությունը ավե/ի իջել է սուր լեյ­
կոզի, քան խրոնիկական միելոլեյկոզի ժաման ակ։

I
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