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© 2019 г.   Д. В. Борсаковаa, b, Е. С. Протасовa, b, c, С. В. Назаренкоc, Ю. Г. Александровичa, b,
А. А. Бутылинa, c, Ф. И. Атауллахановa, b, c, d, Е. И. Синауридзеa, b, *

aНациональный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии и иммунологии 
им. Дмитрия Рогачева, Министерство здравоохранения, Россия, 117198, Москва, ул. Саморы Машела, 1

bЦентр теоретических проблем физико-химической фармакологии РАН, Россия, 119991, Москва, ул. Косыгина, 4
cМосковский государственный университет им. М.В. Ломоносова, физический факультет,

Россия, 119991, Москва, Ленинские горы, 1, стр. 2
dМосковский физико-технический институт (национальный исследовательский университет),

Россия, 141700, Московская обл., г. Долгопрудный, Институтский пер., 9
*e-mail: sinaurid@list.ru

Поступила в редакцию 16.01.2019 г.
После доработки 01.02.2019 г.

Принята к публикации 05.02.2019 г.

Повышение концентрации аммония в крови (гипераммониемия) токсично для центральной нерв-
ной системы, поэтому удаление его из кровотока является актуальной задачей. Одним из подходов
для ее решения может быть использование эритроцитов-биореакторов (ЭБР) с загруженными
внутрь ферментами, перерабатывающими аммоний. Ранее предпринимались попытки создать та-
кие ЭБР путем загрузки в эритроциты глутаматдегидрогеназы (ГДГ) или глутаминсинтетазы, одна-
ко полученные ЭБР были недостаточно эффективны. Причины этого, с одной стороны, низкая прони-
цаемость мембраны эритроцита для субстратов этих реакций (α-кетоглутарата и глутаминовой кисло-
ты), а с другой – низкая активность включенного фермента (в биореакторах с ГДГ) из-за его высокой
молекулярной массы и склонности к агрегации при концентрации в растворе выше 0.1 мг/мл. Ранее
мы показали, что проблему низкой проницаемости мембраны эритроцита для α-кетоглутарата и глу-
таминовой кислоты можно устранить, если включить в эритроциты тандем из ГДГ и аланинамино-
трансферазы, так как в таком ЭБР эти метаболиты расходуются и вновь производятся внутри эритро-
цита в циклическом процессе. Однако проблема низкой активности ГДГ, включенной в биореактор,
сохраняется и в случае тандема ферментов, где ГДГ является основным перерабатывающим аммоний
ферментом. Настоящая работа посвящена решению этой проблемы. Чтобы улучшить эффективность
включения ГДГ в эритроциты и качество получаемых ЭБР (их эритроцитарные индексы и осмотиче-
скую резистентность), было проведено сравнение этих параметров для различных гипоосмотических
методов загрузки ГДГ в клетки. Кроме того, проведено сравнение применяемой ранее ГДГ из печени
быка и ГДГ из Proteus sp. Показано, что метод проточного диализа является самым эффективным и
позволяет включить в 3 раза больше ГДГ, чем метод гипоосмотического диализа. При этом свойства
эритроцитов после воздействия данного метода изменяются незначительно. Показано также, что ГДГ
из Proteus sр. не подвергается агрегации при повышении ее концентрации, что позволяет примерно в
18 раз увеличить удельную активность фермента в эритроцитах, которая для Proteus sр. пропорцио-
нальна его исходной активности в суспензии при загрузке. Это делает данную ГДГ перспективной для
создания эффективных ЭБР, удаляющих аммоний.
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ВВЕДЕНИЕ

Исследования эритроцитов, в которые были
включены различные ферменты, показали пер-
спективность такой лекарственной формы для
возможного применения в терапии различных па-
тологических состояний. Эту лекарственную фор-

му исследовали при болезни Гоше [1], диабете [2],
остром лимфобластном лейкозе [3], гипераммони-
емии [4] и т.д. Настоящая работа посвящена поис-
кам возможностей увеличения активности вклю-
ченной в эритроциты глутаматдегидрогеназы. Это
необходимо для создания наиболее эффективных
эритроцитов-биореакторов (ЭБР), содержащих
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ферменты, утилизирующие аммоний, для удале-
ния избытка аммония из крови пациента при со-
стоянии гипераммониемии (ГА). Это состояние
характеризуется повышенной концентрацией
аммония в крови и может наблюдаться при раз-
личных заболеваниях печени (рак, цирроз, вирус-
ные заболевания), при развитии патогенной фло-
ры в кишечнике или при врожденной недостаточ-
ности ферментов цикла мочевины [5]. Аммоний
токсичен для центральной нервной системы, по-
этому его необходимо быстро удалять, однако су-
ществующие медикаментозные методы лечения
ГА недостаточно эффективны [6–11]. Создание
ЭБР, перерабатывающих аммоний, может ока-
заться перспективным путем решения этой зада-
чи. Ранее в литературе уже были описаны экспе-
рименты по включению в эритроциты фермен-
тов, работающих с аммиаком: глутаминсинтетазы
[12, 13] и глутаматдегидрогеназы (ГДГ) [4, 14, 15].
Полученные эритроциты-носители хотя и были
способны удалять аммоний из крови, однако ра-
ботали эффективно в течение только короткого
промежутка времени (0.5–1 ч). Теоретический
анализ показал, что причина этого кроется в низ-
кой проницаемости мембраны эритроцитов для
субстратов и продуктов этих реакций (α-кетоглу-
тарата и глутамата) [11]. Было показано, что уве-
личить эффективность работы утилизирующих
аммоний ЭБР можно, если включить в эритро-
циты систему из двух ферментов – ГДГ и алани-
наминотрансферазы (ААТ). При этом снимают-
ся ограничения для транспорта вышеупомяну-
тых метаболитов, так как они расходуются и
вновь синтезируются внутри эритроцита цикли-
чески. Полученные методом гипоосмотичесого
диализа биореакторы удаляли аммоний in vitro со
скоростью 1.5 ммоль/ч × лЭБР и in vivo со скоростью
0.24 ммоль/ч × л крови мыши (или 2 ммоль/ч × лЭБР).
Теоретически максимальная скорость утилиза-
ции аммония этими ЭБР ограничивается прито-
ком пирувата в клетку и может достигать 4.5–
6 ммоль/ч × лЭБР [11].

Однако низкая эффективность работы ранее
полученных ЭБР с ГДГ была связана не только с
неоптимальным выбором ферментной системы,
но также с низким уровнем активности ГДГ, ко-
торая была включена в эритроциты. Это опреде-
лялось, с одной стороны, методом, который был
использован для загрузки фермента в клетки, а с
другой – свойствами самого фермента. Наиболее
эффективными и щадящими методами включе-
ния ферментов в эритроциты в настоящее время
считаются методы обратимого гипоосмотическо-
го воздействия, основанные на способности
эритроцита обратимо образовывать поры в мем-
бране под действием сниженной осмоляльности
среды [16–18].

При помещении эритроцита в гипоосмотиче-
скую среду происходит постепенное увеличение
объема клетки, так как вода из внешней среды на-
чинает поступать внутрь, чтобы скомпенсировать
разность осмотического давления внутри и сна-
ружи мембраны, возникающую из-за того, что
внутри клетки присутствует в высокой концен-
трации (~5 мМ) белок гемоглобин. Форма эрит-
роцита постепенно становится сферической, а
при дальнейшем увеличении объема клетки (бо-
лее чем в 1.8–2 раза) в ее мембране начинают воз-
никать поры. Размер этих пор, который был ис-
следован экспериментально, сильно различался в
разных работах и составлял от 8–10 нм [19–21], до
20–50 нм [22]. В литературе имеются данные о
том, что разрывные дефекты мембраны могут су-
ществовать в условиях осмотического стресса в
течение 3–5 мин при сохранении жизнеспособ-
ности клетки [23]. Необходимо отметить, что в
реальных условиях при увеличении объема эрит-
роцита в гипоосмотической среде размер пор мо-
жет увеличиваться до тех пор, пока он не станет
достаточным для того, чтобы через пору прошла
молекула гемоглобина. Выход этого белка из
клетки постепенно приводит к уравновешиванию
осмотического давления по обе стороны клеточ-
ной мембраны, после чего поры в мембране за-
крываются. Молекула гемоглобина (64 кДа) име-
ет примерно глобулярную форму и эффективный
диаметр 5 нм (50 Å) [24]. Таким образом, для того,
чтобы он мог свободно выходить из эритроцита,
вполне достаточно пор размером 8–10 нм [22]. По
сравнению с гемоглобином молекула ГДГ имеет
гораздо большую молекулярную массу (332 кДа)
и несколько вытянутую форму. Это эллипсоид с
длиной 13.3 нм и диаметром 4.3 нм [25]. Очевид-
но, что такая молекула хотя и будет способна про-
ходить через поры диаметром до 10 нм, но не при
всяком положении молекулы относительно мем-
браны. Это ограничивает эффективность инкап-
суляции данного фермента.

В ранее опубликованных работах в эритроци-
ты загружали ГДГ из печени быка, а для включе-
ния ее в клетки был использован метод обратимо-
го гипоосмотического диализа в диализных меш-
ках. В этих условиях удавалось включить в клетки
только до 1.9–3.8% от всего присутствующего в
системе фермента [4, 15]. Такая низкая доля вклю-
чения препарата обусловлена, в первую очередь,
его большой молекулярной массой (ГДГ – один из
самых больших белков, который включали в эрит-
роциты) [16, 26]. Кроме того, коммерческий пре-
парата ГДГ из печени быка имеет малую удельную
активность (примерно 40 МЕ/мг белка), а сам
фермент способен обратимо агрегировать при
уменьшении ионной силы раствора или увеличе-
нии концентрации ферментного белка в суспен-
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зии (в области от 0.1 до 4 мг/мл) [14, 27–29]. Из-
вестно, что при этом специфическая активность
фермента не зависит от степени агрегации [28, 29],
но увеличение размеров агрегатов молекул фер-
мента препятствует их входу в эритроциты через
поры, возникающие в мембране клетки в услови-
ях гипоосмотического стресса [14]. В случае ААТ,
которая имеет меньшую молекулярную массу
(115–125 кДа) [30] и не агрегирует при увеличении
концентрации фермента в системе, подобная
проблема отсутствует. Таким образом, чтобы
обеспечить возможность реального использова-
ния ЭБР для удаления аммония из крови пациен-
тов, необходимо не только включить в клетки оп-
тимальную ферментативную систему (ГДГ и ААТ),
но также повысить активность включенной в
эритроциты ГДГ. Чтобы решить эту задачу, в на-
стоящей работе был проведен поиск по двум на-
правлениям: 1) выбор наиболее эффективного
варианта гипоосмотического метода для включе-
ния фермента; 2) попытка увеличить активность
фермента внутри ЭБР за счет использования ГДГ
из другого источника (Proteus sp.). Эта ГДГ имеет
исходно более высокую удельную активность
(примерно 400 МЕ/мг белка) и, предположитель-
но, не склонна к агрегации [26, 31].

Для решения первой части задачи метод гипо-
осмотического диализа в мешках [4, 14, 15], с по-
мощью которого были получены предыдущие
биореакторы, мы сравнили с другими осмотиче-
скими методами: обратимым гипоосмотическим
лизисом [32, 33] и проточным диализом [3, 34, 35].
Для всех методов была исследована эффектив-
ность включения ГДГ в эритроциты, а также сте-
пень воздействия метода на клетки.

При выборе препарата для замены ГДГ из пе-
чени быка было учтено, что перспективными ГДГ
для биореакторов, удаляющих аммоний, являют-
ся либо NADPH-зависимые, либо работающие
одновременно с NADH и NADPH (универсаль-
ные) глутаматдегидрогеназы [11]. Предпочтение
должно быть отдано тем ферментам, которые
имеют более низкие константы связывания с суб-
стратами, более низкую молекулярную массу,
большую удельную активность на 1 мг белка, а
также не имеют склонности к агрегации. У мно-
гих глутаматдегидрогеназ из разных источников
эти параметры лучше, чем у ГДГ из печени быка
[36]. В основном это ферменты бактериального
происхождения. Кроме того, имеются литератур-
ные данные о том, что бактериальные ГДГ не
склонны к агрегации [26, 31], что также может
оказаться очень важным их преимуществом. ГДГ
из Proteus sp. появилась недавно как коммерчески
доступный препарат. По данным производителя
(Sigma-Aldrich,USА), этот фермент обладает чуть
меньшей молекулярной массой (около 300 кДа),

имеет более низкие величины констант Миха-
элиса (КМ) по отношению к аммонию, α-кетоглу-
тарату и NADPH (1.1, 0.34 и 0.014 мМ против 3.2,
0.7 и 0.025 мМ для ГДГ из Proteus sp. и печени бы-
ка, соответственно), а также почти в 10 раз более
высокую удельную активность (>400 МЕ/мг бел-
ка), чем ГДГ из печени быка. Таким образом, за-
дачей нашей работы было исследовать перспек-
тивность этого препарата для возможного повыше-
ния активности ГДГ, включенной в эритроциты.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Материалы. В работе были использованы

L-глутаматдегидрогеназа (1.4.1.2) из печени быка,
тип I (в суспензии 2 М сульфата аммония) или
тип II (в 50% растворе глицерина) и L-глутаматде-
гидрогеназа из Proteus sp. (водный раствор) фир-
мы Sigma-Аldrich (USA). Глюкоза, аденин, ино-
зин, аланин, К2НРО4, КН2РО4, MgCl2, Na2HPO4,
NaH2PO4, NADH, NADPH, физиологический
раствор, содержащий 10 мМ фосфатного буфера
(PBS), α-кетоглутарат, меркаптоэтанол и бычий
сывороточный альбумин также были приобрете-
ны в фирме Sigma-Aldrich (USA). В работе были ис-
пользованы диализные мешки на основе целлюлоз-
ных полупроницаемых мембран с уровнем отсече-
ния примерно 12–15 кДа (Dialysis Tubing Cellulose
Membrane D9777-100 FT Sigma-Aldrich, USA).

Выделение и отмывка эритроцитов. Кровь здо-
ровых доноров забирали путем пункции локтевой
вены в стандартные вакуумные пробирки фирмы
Vacuette, содержащие 3.2% (0.109 М) цитрат на-
трия. Соотношение цитрат : кровь составляло 1 : 9.
Эритроциты осаждали путем центрифугирования
при 1000 g в течение 8 мин (rср 8 см). Плазму и лей-
котромбослой удаляли, а осевшие эритроциты
отмывали 3 раза в четырехкратном объеме рас-
твора PBS с последующим центрифугированием
в течение 8 мин при 1000 g (rср 8 см).

Обратимый гипоосмотический лизис. ГДГ из пе-
чени быка (тип I, 50 МЕ/мг, 11 мг/мл, в 2 M суль-
фате аммония, рН 7.0) отделяли от сульфата ам-
мония путем центрифугирования при 13000 g в
течение 10 мин (rср 4 см). Исходный объем фермента
восстанавливали, добавляя буфер для ресуспенди-
рования (5 мМ K2HPO4/KH2PO4, рН 7.4). Получен-
ный фермент добавляли к суспензии эритроци-
тов с гематокритом 83 ± 2% (к 100 мкл суспензии
добавляли 10.5 мкл раствора фермента). Чтобы
провести процедуру включения фермента при
трех различных осмоляльностях, к 110.5 мкл сус-
пензии эритроцитов с ГДГ добавляли по 400 мкл
гипоосмотического раствора, содержащего 5 мМ
калий-фосфатного буфера (рН 7.4), 1.5 мМ АТP,
2 мМ MgCl2 и 5 мМ глюкозы, который имел сум-
марную осмоляльность 18 мОсм/кг. Растворы с
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большей осмоляльностью (50 и 75 мОсм/кг) по-
лучали путем добавления в исходный гипотони-
ческий раствор NaCl в соответствующих концен-
трациях. Конечная осмоляльность суспензий с
гипоосмотическими растворами составляла 75,
100 и 120 мОсм/кг. Смесь инкубировали при 4°С
в течение 3 мин. После этого добавляли запечаты-
вающий раствор (1 М NaCl, 50 мM калий-фос-
фатного буфера, 5 мM ATP, 50 мМ глюкозы,
50 мМ пирувата натрия, 2170 мОсм/кг, рН 7.4) в
объеме 50 мкл, чтобы конечная осмоляльность
суспензии составляла около 350 мОсм/кг, и инку-
бировали суспензию 30 мин при 37°С. Получен-
ные эритроциты-носители отмывали в растворе
PBS 3 раза путем центрифугирования при 1000 g в
течение 8 мин (rср 8 см). Осмоляльность растворов
измеряли на осмометре ОСКР-1 М фирмы КИВИ
Осмометрия (Санкт-Петербург, Россия).

Гипоосмотический диализ в мешках. К 630 мкл
дистиллированной воды добавляли 20 мкл исход-
ного фермента L-глутаматдегидрогеназы из печени
быка (тип II, концентрация 21 мг/мл, удельная ак-
тивность 42 МЕ/мг) в буфере, содержащем 50% гли-
церина, 50 мМ фосфата калия (рН 7.2), 1 мМ EDTA,
2 мМ меркаптоэтанола. Полученную смесь до-
бавляли к 1 мл суспензии отмытых эритроцитов с
гематокритом 70%.

Суспензию помещали в диализный мешок из
целлюлозной мембраны, размером 16 × 25 мм и диа-
лизовали 1 ч при 4°С против гипотонического рас-
твора (2 мМ натрий-фосфатного буфера (рН 7.4),
0.5 мМ КСl, 27 мМ NaCl), который имел суммар-
ную осмоляльность 65–75 мОсм/кг. Растворы с
большей осмоляльностью получали путем добав-
ления в исходный гипотонический раствор NaCl
в соответствующих концентрациях. Соотношение
объемов суспензия : раствор составляло 1 к 100. По
завершении диализа суспензию извлекали из
диализного мешка и добавляли к ней запечатыва-
ющий раствор с осмоляльностью 1020 мОсм/кг, со-
держащий 30 мM Na2HPO4, 30 мM инозина, 1.5 мМ
аденина, 8.4 мM глюкозы, 1.5 мM пирувата натрия,
3 мM MgCl2, 55 мM NaCl и 458 мM KCl (pH 7.4) в
количестве 1/3 от объема диализированной сус-
пензии, чтобы итоговая осмоляльность суспен-
зии составляла 350-400 мОсм/кг. После этого сус-
пензию инкубировали 30 мин при 37°С. Затем по-
лученные эритроциты-носители отмывали в
растворе PBS 3 раза путем центрифугирования
при 1000 g в течение 8 мин (rср 8 см).

Гипоосмотический диализ в малых диализато-
рах. Принцип метода проточного гипоосмотиче-
ского диализа состоит в том, что суспензию от-
мытых эритроцитов пропускают по внутреннему
контуру диализного патрона (внутри его воло-
кон), в то время как гипоосмотический раствор
прокачивают в противоположном направлении

по его внешнему контуру. С целью экономии ма-
териалов и реактивов, для исследования эффек-
тивности включения ГДГ в эритроциты методом
проточного гипоосмотического диализа были
сконструированы малые по объему диализаторы.

Технология сборки диализатора малого объема.
Схема малого диализатора приведена на рис. 1а.
Для сборки малого диализатора из стандартного
диализного патрона Fresenius HF 80S вырезали
пучок полупроницаемых диализных волокон Fre-
senius Polysulfon длиной 16 см (толщина волокна
30–35 мкм, диаметр пор 5–8 нм, диаметр волокна
примерно 200 мкм). Волокна взвешивали для по-
лучения массы пучка 0.237–0.240 г, что соответ-
ствует примерно 450–455 волокнам. Для фикса-
ции волокон на них насаживали четыре отрезка
трубки из термоусадочного материала диаметром
7 мм. Два отрезка длиной 15 мм ближе к центру
диализатора (внутренние) и два отрезка длиной
25 мм по краям (внешние). Внутренние фрагмен-
ты насаженных трубок сдвигали до расстояния
между ними 7 см (рабочая длина диализатора) и
нагревали техническим феном (Hazan HS 60S) до
125°С. На концевые участки пучка волокон нано-
сили двухкомпонентный полиуретановый клей
“Силагерм 6080” (приготовленный по инструк-
ции) так, чтобы заполнить все пространство между
волокнами. На промазанные клеем участки сдви-
гали внешние насаженные трубки таким образом,
чтобы они перекрывали внутренние трубки на
10 мм, и прогревали их для термоусадки. Высыха-
ние клея происходило за 12–24 ч. Края внешних
трубок отрезали вместе с излишками отвердевше-
го клея. На концы диализатора плотно насажива-
ли трубки с внутренним диаметром 4.5 мм, закан-
чивающиеся люеровским разъемом с наружным
конусом. Объем собранного диализатора состав-
лял 0.85–1 мл.

Проверка диализатора на герметичность. Для
проверки готового диализатора на герметичность
(рис. 1б) его помещали в кювету с раствором 0.9%
NaCl и фиксировали таким образом, чтобы он на-
ходился в полностью погруженном состоянии.
Диализатор соединен с трубками люер-коннекто-
рами. Через конструкцию сначала прокачивали
воздух, чтобы исключить наличие пузырей, выхо-
дящих у стыков диализатора с ПВХ-трубками кон-
тура. Затем в течение 2 мин через диализатор про-
качивали со скоростью 1.5 мл/мин нагретый до
температуры 50–70°С 0.05% раствор бетанина
(красного пищевого красителя E-162 не окраши-
вающего волокна диализатора). Наблюдали за
появлением красной окраски в объеме внешнего
буфера, которая свидетельствовала об отсутствии
герметичности собранного диализатора. Диали-
заторы с обнаруженными дефектами для работы
не использовали. После пропускания красителя,
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в контур запускали физиологический раствор и
прокачивали его на максимально доступной ско-
рости насоса в течение 10 мин с целью полностью
отмыть пропущенный через диализатор бетанин.

Проведение процедуры проточного диализа. ГДГ
из печени быка (тип I, 50 МЕ/мг, 11 мг/мл, в 2 M
сульфате аммония, рН 7.0) отделяли от сульфата
аммония путем центрифугирования при 13000 g в
течение 10 мин (rср 4 см). Исходный объем фер-
мента восстанавливали, добавляя буфер для ресус-
пендирования (5 мМ K2HPO4/KH2PO4, рН 7.4). По-
лученный фермент в объеме 60 мкл добавляли к
2 мл суспензии отмытых эритроцитов с гемато-
критом 70%.

ГДГ из Proteus sp. (NADP-зависимая, 413 МЕ/мг,
19 мг/мл, водный раствор) добавляли к 2 мл сус-
пензии отмытых эритроцитов с гематокритом
70% либо в виде исходного неразведенного рас-
твора (в объеме 3.8 мкл), либо в виде раствора,
разведенного в PBS в 10 раз (в объеме 38 мкл).
Чтобы исследовать зависимость эффективности
включения фермента от его исходной концентра-
ции в суспензии, в образцы добавляли различные
объемы исходного фермента.

Полученные смеси пропускали через малый
диализатор (волокна Fresenius Polysulfon диамет-

ром 200 мкм и длиной 7 см), который был погру-
жен в гипоосмотичекий раствор с мешалкой
(5 мM КH2PO4/К2HPO4, 2 мM MgCl2, 5 мM глю-
козы, рН 7.4) со скоростью 0.2 мл/мин. Соотно-
шение объемов суспензия : раствор составляло 1 к
100. Полное время прохождения смеси через диа-
лизатор составляло около 10 мин. В полученный
диализат добавляли запечатывающий раствор
(1 М NaCl, 50 мМ КH2PO4/К2HPO4, 5 мМ ATР,
50 мМ глюкозы, 50 мМ пирувата натрия, pH 7.4,
2170 мОсм/кг) таким образом, чтобы конечная
осмоляльность суспензии составляла 350–
400 мОсм/кг. Расчет добавки проводили по фор-
муле (1):

(1)

где Vгипер. раствора – объем гиперосмотического
раствора, который необходимо добавить (в мл),
Sдиализата – осмоляльность диализата, которую
считали равной осмоляльности гипоосмотиче-
ского раствора (в мОсм/кг), 350 – конечная жела-
емая осмоляльность полученной суспензии (в
мОсм/кг), 2170 – осмоляльность гиперосмотиче-
ского раствора (в мОсм/кг), Vдиализата – измерен-
ный объем полученного диализата (в мл).

( )=
=гипер. раствора

диализата диализата

мл
350 – / 217

( )
( ,) 0 – 350
V

V S

Рис. 1. Схема устройства диализатора малого объема (а) и проверки этого диализатора на герметичность (б).

Насос Гипоосмотический раствор

б

a
Внешний участок трубки Внутренний участок трубки

Склеиваемый участок Волокно 7 см Линия отреза
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После этого суспензию инкубировали 30 мин
при 37°С и полученные эритроциты-носители от-
мывали в растворе PBS 3 раза путем центрифуги-
рования при 1000 g в течение 8 мин (rср 8 см).

Измерение активности глутаматдегидрогеназы.
Для измерения активности фермента, включен-
ного в эритроциты, полученные ЭБР были лизи-
рованы путем добавления лизирующего буфера
(50 мМ КH2PO4/К2HPO4, 0.15 мМ EGTA, 0.2% сапо-
нин, рН 7.4) в объемном соотношении клетки : ли-
зирующий раствор 1 : 19.

Активность ГДГ в лизатах измеряли спектро-
фотометрически на микропланшетном фотомет-
рическом ридере Anthos Zenyth 340rt (Biochrom,
England) на длине волны λ = 340 нм.

Активность ГДГ из печени быка измеряли со-
гласно работе McCarthy and Tipton [37] с некото-
рыми модификациями. К 320 мкл 50 мМ калий-
фосфатного буфера (рН 7.4), содержащего
0.16 мМ NADH, добавляли 10 мкл пробы (лизата)
и смесь инкубировали 10 мин при 30°С. После это-
го в каждую ячейку планшета добавляли 10 мкл
3.4 М раствора NH4Cl и запускали реакцию до-
бавлением 0.8 М раствора α-кетоглутарата до ко-
нечной концентрации 5 мМ. Суммарный объем
смеси в ячейке при измерении составлял 340 мкл.

Активность ГДГ из Proteus sp. измеряли со-
гласно методике, предложенной производителем
(Sigma-Аldrich, USA). Хотя оптимальным для
данного фермента является рН 8.3, измерения
проводили при рН 7.4, при котором этот фермент
будет реально работать в эритроцитах. При этом к
330 мкл среды, содержащей 220 мМ NH4Cl,
7.6 мМ α-кетоглутарата, 0.25 мМ NADPH и
85 мМ Трис-HCl (pH 7.4), предварительно про-
инкубированной 5 мин при 30°С, добавляли
10 мкл пробы (лизата) и запускали измерение.

Расчет процента инкапсуляции глутаматдегид-
рогеназы и выхода клеток. Параметрами для оцен-
ки эффективности процедуры включения фер-
мента в эритроциты в работе служили процент
инкапсуляции (процент фермента, оказавшийся
в эритроцитах после окончания процедуры) и вы-
ход клеток (процент клеток, выживших после
процедуры). Эти показатели были рассчитаны по
формулам (2), (3):

(2)

(3)

где Aисх и Aконеч – активности фермента в исход-
ной суспензии эритроцитов до процедуры и ко-
нечной суспензии эритроцитов-носителей с
включенной ГДГ соответственно, Vисх и Vконеч –

( ) =
= ×конеч конеч исх исх

Выход клеток в %
1 ( )00/ ,V Ht V Ht

( ) =
= ×конеч конеч исх исх

Инкапсуляция в %
1 ,(0 / )0A V A V

объемы, а Htисх и Htконеч — гематокриты этих сус-
пензий соответственно.

Измерение осмотической резистентности кле-
ток. Измерения проводили по методике Shcher-
bachenko [38]. В лунки 96-луночного планшета
вносили по 300 мкл гипоосмотических растворов
различной осмоляльности (от 0 (дистиллирован-
ная вода) до 297 мОсм/кг, рН 7.4). В каждую лунку
добавляли по 6 мкл пробы (суспензии эритроцитов,
разбавленной в PBS до гематокрита 5%) и инкуби-
ровали смеси 30 мин при комнатной температуре.
Затем тоничность растворов возвращали к норме,
добавляя в каждую лунку по 40 мкл гипертониче-
ского раствора, содержащего 96.2 мМ Na2HPO4,
15.6 мМ NaH2PO4, 1.54 М NaCl (рН 7.4). Измере-
ние оптической плотности (поглощения) проб
проводили на длине волны 620 нм на планшетном
фотометрическом ридере Anthos Zenyth 340rt
(Biochrom, England). Процент нелизировавших
клеток определяли как отношение (в %) оптиче-
ской плотности, измеренной в конкретной про-
бе, к оптической плотности той же пробы при
нулевом лизисе (в растворе с физиологической
осмоляльностью). Величину осмотической ре-
зистентности характеризовали значением осмо-
ляльности раствора, при которой 50% исходных
клеток было лизировано (Н50), а также шириной
распределения клеток по осмотической рези-
стентности (W), т.е. величиной разности осмо-
ляльностей растворов, при которых наблюдали
лизис 10 и 90% клеток.

Измерение эритроцитарных индексов. Эритро-
цитарные индексы исходных эритроцитов, а так-
же полученных разными методами эритроцитов-
носителей были измерены с помощью автомати-
ческого гематологического анализатора Micros
OT (АВХ-France, France).

Статистическая обработка данных. Распределе-
ния всех измеренных параметров согласно тесту
Д’Агостино–Пирсона были нормальными (Med-
Calc Statistical Software bvba, version 14.12, Bel-
gium). Все экспериментальные результаты были
проанализированы с использованием теста one-
way ANOVA и представлены как средние величи-
ны ± стандартные ошибки среднего (SEM). Раз-
личия между группами считали достоверными
при р < 0.05.

Статистическая обработка данных и построе-
ние графиков были выполнены в программе Orig-
inPro 8.1 (OriginLab Corporation, USA).
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Сравнение эффективности включения ГДГ 
в эритроциты с помощью различных 

гипоосмотических методов

Выход процедуры включения в эритроциты
(инкапсуляция в %) ГДГ из печени быка, полу-
ченный тремя различными методами при различ-
ных осмоляльностях гипоосмотической среды,
представлен на рис. 2а. С ростом осмоляльности
гипоосмотического буфера в методе лизиса на-
блюдался небольшой рост инкапсуляции, кото-
рый становился достоверно различимым между
осмоляльностями 75 и 120 мОсм/кг. На инкапсу-
ляцию методом диализа осмоляльность гипоос-
мотического буфера существенно не влияла. В
методе проточного диализа оптимум процента
инкапсуляции наблюдали при осмоляльности бу-
фера 100 мОсм/кг.

При 120 мОсм/кг эффективности включения
ГДГ различными методами достоверно не разли-
чались, в то время как при 75 и 100 мОсм/кг ин-

капсуляция методом проточного диализа была
достоверно выше, чем другими методами. При
этом, хотя доля инкапсуляции ГДГ возросла не-
значительно (возможно, из-за размера фермента
и его способности к агрегации), эффективность
инкапсуляции методом проточного диализа была
почти в 2 раза выше, чем при использовании дру-
гих методов.

Выход клеток (рис. 2б) возрастал с ростом
осмоляльности гипоосмотического буфера. При
120 мОсм/кг он достоверно отличался от выхода
при других осмоляльностях (примерно на 10% в
методе лизиса и на 20% в методе диализа). В про-
точном диализе изменение осмоляльности гипо-
осмотического буфера не вызывало существен-
ных изменений в выходе клеток. Метод диализа
имел самые низкие выходы эритроцитов, кото-
рые достоверно отличались в среднем на 20% от
выхода клеток в методе лизиса при всех осмо-
ляльностях буфера и от метода проточного диали-
за при осмоляльности буфера 100 мОсм/кг. Мето-

Рис. 2. Зависимость эффективности инкапсуляции ГДГ из печени быка (а) и выхода эритроцитов (б) от осмоляльно-
сти гипоосмотического буфера при включении фермента в эритроциты тремя различными гипоосмотическими мето-
дами (лизис, диализ в мешке, проточный диализ). Число экспериментов n = 10 и n = 7 для всех осмоляльностей в слу-
чае лизиса или диализа соответственно. Для проточного диализа n = 8 (при 75 мОсм/кг), n = 9 (при 100 мОсм/кг) и n = 5
(при 120 мОсм/кг). Представлены средние значения ± стандартная ошибка среднего. * – Процент инкапсуляции до-
стоверно отличается от значения, полученного для метода лизиса при 120 мОсм/кг и для проточного диализа при 75 и
100 мОсм/кг (ANOVA, р < 0.05). ** –Значение инкапсуляции достоверно отличается от всех остальных, кроме полу-
ченного для проточного диализа при 75 мОсм/кг (ANOVA, р < 0.05). *** – Выход клеток достоверно отличается от вы-
ходов клеток, полученных другими методами при тех же осмоляльностях, и от полученного методом диализа при
120 мОсм/кг (ANOVA, р < 0.05). **** –Выход клеток достоверно отличается от выходов клеток, полученных методом
диализа при любых осмоляльностях буфера, методом лизиса при осмоляльностях 75 и 100 мОсм/кг и методом проточ-
ного диализа при 75 мОсм/кг (ANOVA, р < 0.05).
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ды лизиса и проточного диализа по выходу клеток
достоверно не различались.

Таким образом, наибольший процент инкап-
суляции ГДГ из печени быка, равный 4.7 ± 0.47%
(среднее ± SEM, n = 9), был достигнут в методе про-
точного диализа при осмоляльности 100 мОсм/кг.
При этом выход клеток при этой осмоляльности
также был максимальным и составлял 66.1 ± 4%
(среднее ± SEM, n = 9).

Характеристики эритроцитов-носителей, 
полученных разными методами

Эритроциты-носители, полученные различ-
ными методами, могут различаться не только эф-
фективностью включения фермента, но и свой-
ствами клеток после процедуры. В качестве пара-
метров, характеризующих эти свойства, были
выбраны стандартные эритроцитарные индексы
(средний объем эритроцитов (MCV, в фл), сред-
нее содержание гемоглобина в клетке (МСН, в
пг) и средняя концентрация гемоглобина в эрит-
роците (МСНС, г/л)), а также осмотическая рези-
стентность исходных эритроцитов и полученных
ЭБР. Все эти параметры могут влиять на длитель-
ность циркуляции ЭБР в кровотоке.

Величины стандартных эритроцитарных ин-
дексов при проведении процедуры включения
ферментов в эритроцит с помощью гипоосмоти-
ческого стресса изменяются, так как после обра-
зования в мембране эритроцита пор часть внут-
риклеточного содержимого может выходить во
внешнюю среду. Чем жестче воздействие на клет-
ки, тем более сильным будет изменение эритро-
цитарных индексов, поэтому их измерение при-
нято проводить при получении эритроцитов-но-
сителей для характеристики силы воздействия на
клетки использованного метода включения фер-
мента [14]. Наши измерения этих индексов после
включения ГДГ в эритроциты любым гипоосмо-
тическим методом показали, что средний объем
клетки всегда снижался, уменьшалось также ко-
личество гемоглобина в клетке и его концентра-
ция (рис. 3).

При осмоляльности гипоосмотического буфе-
ра 75 мОсм/кг средний объем эритроцита после
лизиса и диализа становился ниже объема исход-
ного эритроцита в среднем на 25%. При этом
часть обработанных эритроцитов имела объем
близкий к исходному. Для метода проточного
диализа объем обработанных клеток уменьшался
на 30%. При увеличении осмоляльности буфера
разница исходного и конечного объемов сокра-
щалась до 15% (рис. 3а).

Содержание гемоглобина в эритроцитах (МСН)
снижалось больше всего после процедуры обра-
тимого лизиса (примерно на 66–70%) (рис. 3б). Так

как объем эритроцитов в среднем менялся пример-
но одинаково и незначительно для всех методов,
концентрация гемоглобина в эритроцитах (МСНС)
также снижалась больше всего после процедуры об-
ратимого лизиса (примерно на 60–70%).

После диализа и проточного диализа клетки
теряли примерно от 30 до 50% своего гемоглоби-
на. И, в отличие от лизиса, в результате диализа и
проточного диализа содержание гемоглобина
внутри эритроцитов снижалось пропорциональ-
но уменьшению объема эритроцитов. Это приво-
дило к тому, что концентрация гемоглобина в
эритроцитах при проточном диализе изменялась
слабо (не более чем на 15–30%) (рис. 3в). При
этом осмоляльность в исходном растворе на вы-
ход гемоглобина не влияла (во всех методах).

Необходимо отметить, что сам по себе наблю-
даемый уровень снижения объема эритроцитов-
носителей или содержания в них гемоглобина не
являются предпосылками для сокращения жизни
этих клеток в организме. Хотя их способность пе-
реносить кислород явно снижена, это не наруша-
ет критически способность всех эритроцитов ор-
ганизма переносить кислород. Количество пере-
ливаемых пациенту ЭБР не будет превышать 10% от
общего числа его эритроцитов, поэтому, даже если
снижение в них гемоглобина составляет 30–50%,
это не нарушит кислород-переносящей функции
в целом, поскольку в организме присутствует яв-
ный избыток гемоглобина, который эту функцию
стабилизирует. Существенное снижение уровня
доставки кислорода требует переливания эритро-
цитов. Такое снижение наступает при уровне ге-
моглобина, который зависит от пола и возраста
пациента, а также условий, в которых он находит-
ся. Для мужчин переливание может потребовать-
ся при снижении гемоглобина ниже 70 г/л, а для
женщин – ниже 60 г/л [39]. Очевидно, что такое
снижение не может быть достигнуто, если в 10%
клеток гемоглобин будет снижен даже на 50%.
Общее снижение его уровня при этом будет со-
ставлять только 5%, что абсолютно несуществен-
но. С другой стороны, основной задачей ЭБР, со-
держащих ферменты, утилизирующие аммоний
(кроме убирания из крови аммония), является под-
держание собственной жизнедеятельности. Источ-
ником энергии, которая для этого необходима, яв-
ляется гликолиз. Концентрации гликолитических
ферментов в ходе раскрытия мембран клеток также
снижаются. Поскольку размеры большинства этих
ферментов примерно соответствуют размеру моле-
кул гемоглобина, можно предположить, что сни-
жение концентраций этих ферментов внутри клет-
ки, также не будут превышать 30–50%. Такое сни-
жение этих концентраций не может приводить к
критическому снижению эффективности глико-
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лиза в эритроците, так как все эти ферменты при-
сутствуют в клетке в большом избытке [40].

После лизиса объем эритроцитов меняется не-
значительно, но содержание гемоглобина в них,
наоборот, снижается сильнее, чем в ЭБР, полу-
ченных другими методами. Это может говорить о
том, что такие эритроциты, хотя и потеряли боль-
шую часть своего осмотического материала (ге-
моглобина), но их объем не снизился пропорцио-
нально доле потерянного гемоглобина, так как,

возможно, в ходе процедуры включения ГДГ
эритроциты-носители набухли. Это и могло при-
вести к относительному более высокому сниже-
нию в них концентрации гемоглобина.

Такая ситуация может быть связана с неспо-
собностью клеток регулировать свой объем после
жестких условий лизиса. Если это так, то отноше-
ние площади поверхности к объему у этих эрит-
роцитов должно быть уменьшено, что должно
прямо отразиться на их осмотической резистент-

Рис. 3. Зависимость среднего объема эритроцитов (MCV, фл) (а), среднего содержания гемоглобина (MCH, пг) (б) и
средней концентрации гемоглобина в эритроците (MCHC, г/л) (в) от осмоляльности гипоосмотического буфера при
включении ГДГ из печени быка в клетки методами лизиса, диализа в мешках или проточного диализа. Заштрихован-
ные области соответствуют диапазонам соответствующих значений для исходных эритроцитов до начала процедуры.
Размеры боксов соответствуют области значений, включающей от 25 до 75 процентилей всех измеренных величин.
Средние значения отмечены квадратами, медианы – горизонтальными линиями, а разбросы между минимальными и
максимальными значениями – вертикальными линиями.
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ности. Деформируемость таких эритроцитов и их
способность проходить через узкие капилляры
должна быть снижена.

Кривые осмотической резистентности исход-
ных эритроцитов и ЭБР, полученных разными
методами, представлены на рис. 4.

Как и было предположено выше, у эритроци-
тов, полученных методом лизиса, осмотическая
резистентность оказалась самой низкой (рис. 4).
Кривая их осмотической резистентности сильно
сдвинута вправо относительно аналогичной кривой
для нативных клеток. Это подтверждает и параметр
Н50, который численно характеризует осмоляль-
ность буфера, при которой лизирует 50% клеток
(табл. 1). Параметр Н50 у этих ЭБР также самый
высокий. Половина этих клеток разрушается при
осмоляльности около 200 мОсм/кг, когда натив-
ные эритроциты еще практически не лизированы
(рис. 4). Эритроциты-носители, полученные ме-
тодом диализа, по параметру Н50 близки к исход-
ным клеткам, но они очень разнородны. Об этом

говорит то, что кривая их осмотической резистент-
ности стала гораздо более пологой (рис. 4), а шири-
на распределения ЭБР по осмотической резистент-
ности (W) после диализа была максимальна среди
всех исследованных методов (табл. 1). Эритроциты-
носители, полученные методом проточного диали-
за, по параметру Н50 были даже более осмотически
устойчивы, чем исходные клетки (половина клеток
была лизирована при снижении осмоляльности
буфера на две трети от физиологической (рис. 4)).
Эти эритроциты имели также минимальную ве-
личину W среди всех полученных ЭБР (табл. 1).

Таким образом, результаты измерения осмо-
тической резистентности дают косвенное пред-
ставление о деформируемости полученных ЭБР и
позволяют предполагать, что эритроциты, полу-
ченные методом проточного диализа, могут быть
наиболее деформируемы, в то время как биореак-
торы, полученные методом лизиса, будут дефор-
мироваться хуже и будут быстро выводиться из
кровотока селезенкой.

Сравнение глутаматдегидрогеназ 
из печени быка и Proteus sp.

С целью увеличения удельной активности
ГДГ, которой можно достигнуть в эритроцитах-
биореакторах, было проведено сравнение эффек-
тивности включения в клетки, обычно использу-
емой ГДГ из печени быка и бактериальной ГДГ из
Proteus sp. Полученные результаты представлены
на рис. 5. Процент инкапсуляции ГДГ из Proteus sp.
был в 2.6–3.7 раза выше процента инкапсуляции для
бычьего фермента при любой осмоляльности гипо-
осмотического буфера в диапазоне 75–120 мОсм/кг
(рис. 5а), в то время как выход клеток в том же
диапазоне осмоляльностей достоверно не разли-
чался (рис. 5б).

При исследовании того, как удельная актив-
ность ГДГ внутри ЭБР зависит от концентрации
этого фермента в суспензии в ходе процедуры
включения (рис. 6а), а также того, как процент
инкапсуляции фермента зависит от его концен-
трации в исходной суспензии (рис. 6б), было по-

Рис. 4. Кривые осмотической резистентности исход-
ных эритроцитов и эритроцитов-носителей ГДГ из
печени быка, полученных тремя различными метода-
ми. Представлены средние значения ± стандартная
ошибка среднего; n – количество экспериментов.
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Таблица 1. Параметры осмотической резистентности эритроцитов-носителей ГДГ из печени быка, полученных
разными методами

Примечание. H50 – осмоляльность буфера, при которой лизирует половина эритроцитов; W – ширина распределения эритроци-
тов по осмотической резистентности, равная разности осмоляльностей буферов, при которых лизирует 10 и 90% эритроцитов.
Представлены средние значения ± стандартная ошибка среднего. В скобках представлено количество экспериментов (n).

Параметр Исходные эритроциты Лизис Диализ Проточный диализ

H50 128 ± 13
(n = 7)

198.2 ± 4.0
(n = 6)

133 ± 14
(n = 7)

100.6 ± 6.0
(n = 5)

W 35.0 ± 2.7
(n = 7)

171.3 ± 7.6
(n = 6)

183.5 ± 5.9
(n = 7)

102 ± 11
(n = 5)
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казано, что две ГДГ вели себя по-разному. Для
ГДГ из печени быка было характерно снижение
процента инкапсуляции с ростом концентрации
фермента в исходной суспензии. По-видимому,
оно связано с агрегацией ферментного белка в об-
ласти концентраций выше 0.1 мг/мл (рис. 6б). Для
ГДГ из Proteus sp. процент инкапсуляции с ростом
концентрации белка не снижался, а оставался
практически неизменным (несмотря на большой
экспериментальный разброс результатов) (рис. 6б).
Это приводило к тому, что для ГДГ из печени бы-
ка в диапазоне концентраций от 0.1 до 0.4 мг/мл
суспензии рост удельной активности фермента в
ЭБР практически не наблюдался. При дальней-
шем увеличении концентрации фермента проис-
ходил очень незначительный рост его удельной
активности в эритроцитах-носителях при сохра-
нении процента инкапсуляции (рис. 6). Такое по-

ведение бычьей ГДГ полностью согласуется с ре-
зультатами работы [14].

Процент инкапсуляции в эритроциты ГДГ из
Proteus sp. не изменялся при увеличении концен-
трации фермента в исходной суспензии клеток, а
удельная активность фермента в эритроцитах-но-
сителях увеличивалась прямо пропорционально
увеличению этой концентрации (рис. 6). Это под-
тверждает предположение о том, что для этого
фермента не характерна агрегация при повыше-
нии его концентрации, либо она очень слабо вы-
ражена. Несмотря на то, что для данной ГДГ мак-
симальная активность наблюдается при рН 8.3
[41], активность фермента в ЭБР при физиологи-
ческом рН 7.4 все равно значительно превышала
активность бычьего фермента при тех же концен-
трациях (рис. 6а). Максимальная полученная ак-
тивность ГДГ из Proteus sp. в эритроцитах при

Рис. 5. Включение в эритроциты ГДГ из печени быка или из Proteus sp. методом проточного диализа. Зависимость про-
цента инкапсуляции (а) и выхода клеток (б) от осмоляльности буфера в исходной суспензии при включении фермента.
Для ГДГ из Proteus sp. число экспериментов (n) равно 7, 5 и 6 при осмоляльностях буфера 75, 100 и 120 мОсм/кг соот-
ветственно, для ГДГ из печени быка при тех же осмоляльностях n равно 8, 9 и 5 соответственно. Представлены средние
значения ± стандартная ошибка среднего. * – Достоверное отличие между ферментами при одинаковой осмоляльно-
сти буфера (ANOVA, p < 0.05).
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концентрации фермента в исходной суспензии
1.4 мг/мл суспензии составила 54.5 МЕ/мл эрит-
роцитов-носителей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Степень инкапсуляции фермента является са-

мым важным параметром при выборе фермента-
кандидата и наиболее эффективного метода его
включения для создания эритроцитов-биореак-
торов. Этот параметр тесно связан с выходом
эритроцитов, так как чем меньше выживших кле-
ток останется после процедуры, тем меньше фер-
мента останется суммарно в этих клетках.

Результаты нашего исследования показали,
что максимальная инкапсуляция ГДГ из печени
быка наблюдалась при ее включении в эритроци-
ты методом проточного диализа при осмоляльно-
сти гипоосмотического буфера 100 мОсм/кг. При
этом процесс сопровождался также высоким вы-
ходом эритроцитов.

ЭБР, полученные методом проточного диализа,
имели хорошую осмотическую резистентность. По
параметру Н50 они были даже более устойчивы, чем
исходные эритроциты. Это дает основание пола-
гать, что такие эритроциты будут хорошо дефор-
мируемыми и способными проходить сквозь ка-
пиллярные сосуды организма, в том числе и селе-
зенки, и будут способны дольше циркулировать в
кровотоке. Все это вместе взятое позволило нам
выбрать метод обратимого проточного диализа

как наиболее оптимальный для включения ГДГ в
эритроциты. Кроме того, переход от такого лабо-
раторного рутинного метода, как гипоосмотиче-
ский диализ в мешках, к методу проточного диализа
с использованием стандартных диализаторов поз-
волит в дальнейшем стандартизовать и ускорить по-
лучение таких эритроцитов-биореакторов для их
применения в клинике.

При сравнении ГДГ из печени быка и Proteus sp.
было показано, что использование бактериальной
ГДГ может существенно (примерно в 2.6–3.7 раза)
повысить процент инкапсуляции фермента, а так-
же увеличить удельную активность фермента,
включенную в эритроциты (примерно в 18 раз при
концентрации ГДГ в исходной суспензии 1.4 мг/мл
суспензии). Это обусловлено более высокой
удельной активностью коммерческого препарата
ГДГ из Proteus sp. по сравнению с ГДГ из печени
быка (~400 и 40 МЕ/мг белка соответственно), а
также тем, что этот фермент не проявлял склон-
ности к агрегации при увеличении его концентра-
ции. Это согласуется с литературными данными о
бактериальных ГДГ [18, 35] и впервые показано
экспериментально в данной работе. Удельная ак-
тивность ГДГ из Proteus sp. в эритроцитах может
быть сильно увеличена, так как она прямо про-
порциональна концентрации фермента в исход-
ной суспензии клеток (при сохранении постоянно-
го процента инкапсуляции). Это дает основание
полагать, что, включая ГДГ из Proteus sp., можно
создавать эритроциты-биореакторы с различны-

Рис. 6. Зависимость активности фермента, измеренной при рН 7.4, в эритроцитах-биореакторах, содержащих ГДГ
(АЭБР) (а), и процента инкапсуляции фермента (б) от концентрации ГДГ в исходной суспензии при включении в эрит-
роциты для ГДГ из печени быка (n = 16) или из Proteus sp. (n = 12). Ферменты были включены методом проточного
диализа при осмоляльности 100 мОсм/кг.
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ми терапевтическими дозами ГДГ для примене-
ния в клинике. Таким образом, ГДГ из Proteus sp.
является перспективным ферментом, а метод про-
точного диализа – наиболее подходящим осмоти-
ческим методом, с клиническим потенциалом реа-
лизации для создания ЭБР на основе тандема ГДГ и
ААТ для удаления аммония из кровотока.
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фундаментальных исследований Президиума
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Ways to Increase the Activity of Glutamate Dehydrogenase 
in Erythrocyte-Bioreactors for the Ammonium Removal
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An increased blood ammonium concentration (hyperammoniemia) is toxic to the central nervous system, so
removing excess ammonium from the bloodstream is an important task. One of the approaches to its solution
can be the use of erythrocyte-bioreactors (EBRs) with ammonium-processing enzymes loaded inside. Earlier
attempts have been made to create such EBRs based on glutamate dehydrogenase (GDH) or glutamine syn-
thetase; however, these EBRs were not sufficiently effective. We showed previously that the reasons for this
were a low permeability of the erythrocyte membrane for the substrates of these reactions (α-ketoglutarate
and glutamic acid) and a low activity of the included GDH, due to its high molecular mass and tendency to-
wards aggregation with increase in concentration. We showed that the problem of low membrane permeabil-
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ity for α-ketoglutarate and glutamic acid can be overcome if GDH and alanine aminotransferase were included in
EBRs together, since these metabolites were consumed and reproduced inside such EBRs cyclically. However, the
problem of low GDH activity remains in bioreactors, where GDH is the main ammonium processing enzyme. To
improve the efficiency of GDH incorporation into erythrocytes and the quality of the EBRs (their erythrocyte in-
dices and osmotic resistance), these parameters were compared for various hypoosmotic methods of the GDH
loading into cells. In addition, a comparison was made of previously used GDH from bovine liver and GDH from
Proteus sp. It was shown that the most effective method of GDH incorporation into erythrocytes is the flow dialy-
sis, which increases encapsulation 3-fold as compared to the hypoosmotic dialysis method and slightly alters the
erythrocyte properties. GDH from Proteus sp. did not aggregate with an increase in its concentration, which allows
an approximately 18-fold increase in the specific activity of the enzyme in erythrocytes. Thus, this GDH is a prom-
ising enzyme for creating efficient EBRs for ammonium removing.

Keywords: erythrocyte-bioreactor, glutamate dehydrogenase from bovine liver, glutamate dehydrogenase
from Proteus sp., hyperammoniemia, hypoosmotic dialysis in the f low
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