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ВИЗНАЧЕННЯ АКТИВНОСТІ КСАНТИНООКСИДАЗНОЇ РЕАКЦІЇ ТИМУСA ЩУРІВ 

 
Експериментально визначено ксантиноксидазну активність тимуса щурів. Визначено кінетичні константи (Км та Vmax) 

даної ферментативної реакції. 
Xantine oxidase activity of rat thymus is studied. The kinetic parameters ( Км and Vmax) of enzyme reaction are determined.  
 
Вступ. В останні роки ретельно вивчалась дія ксан-

тиноксидазно-дегідрогеназної системи в клітині. Відомо, 
що ксантиноксидаза (КФ: 1.1.3.2) каталізує перетворен-
ня гіпоксантину в ксантин і далі до сечової кислоти [1].  
З 80-х років минулого століття вивчення ксантиноксида-
зи стає все актуальнішим у зв'язку з відкриттям суперо-
ксидутворювальної, канцерогенної та апоптогенної ак-
тивностей ферменту [1]. Апоптичний вплив ксантинок-
сидази реалізується через генерацію супероксиду, а 
також NO. [2]. Супероксид або N0 (але не пероксинит-
рит) взаємодіє з тиоредоксином, вивільнює зв'язану з 
ним треонін/тирозинову протеїнкиназу ASK-1 (Apoptotik 
signal regulating kinase 1), яка відповідає за активацію 
експресії гена, який кодує білок p53 – апоптогенний бі-
лок [3]. Цей білок перешкоджає можливість мітотичного 
поділу клітини, пригнічує активність мітогенного факто-
ра MPF. MPF складається з цикліну А, який зв'язується 
з тирозиновою протеїнкіназою p33cdk2. Комплекс цик-
лін-А-p33cdk2 зв'язується у свою чергу з фактором 
транскрипції У2F і фосфорилює білок p107Rb – частину 
мітогенного фактора МРF, а потім викликає синтез біл-
ка р21 – інгібітора циклінзалежних протеїнкіназ [3]. 

Ксантиноксидаза присутня практично в усіх ткани-
нах тваринного організму. Найбільша питома активність 
спостерігається в печінці й цитозолі гепатоцитів. Усе 
наведене свідчить про актуальність визначення актив-
ності ксантиноксидази, тому мета даної роботи поляга-
ла у визначенні кінетичних констант (Км і Vm) ксанти-
нооксидазної реакції тимусу щурів.  

Матеріали та методи.  У роботі використовували 
білих безпородних щурів масою 130–150 г, яких утри-

мували на стандартному раціоні віварію. Тимус гомоге-
нізували в гомогенізаторі Поттера в 0,1 моль/л калій-
фосфатному буфері, рН 7,8. Гомогенат центрифугува-
ли 30 хв при 5000 об.\хв на центрифугі К – 23, суперна-
тант (тобто цитозольну фракцію тимусу) використову-
вали в дослідах. Усі операції проводили при темпера-
турі 4 оС. Білок визначали за методом Лоурі. 

Швидкість ксантиноксидазної реакції визначали спек-
трофотометрично за утворенням сечової кислоти з вико-
ристанням як субстрату гіпоксантину [4]. Результати ста-
тистично обробляли за стандартними методами. 

Результати та їх обговорення. Під час дослідження 
ксантинооксидазної реакції за різних концентрацій фер-
менту лінійність спостерігалась при 150 мкг ферменту на 
пробу та до 30 хв інкубації. Тому подальші дослідження 
проводились за цієї концентрації білка. Експерименталь-
не дослідження залежності утворення продукту в часі за 
різних концентрацій субстрату (табл. 1) дала можливість 
установити лінійність цієї залежності при трьох дослі-
джуваних концентраціях субстрату до 30 хв інкубації. 
Саме ця прямопропорційна залежність утворення проду-
кту в часі дала можливість визначити початкову швид-
кість (Vо). Значення цієї величини наведені в табл. 1, 
графічне зображення їх указує на те, що залежність Vо 
від S є гіперболічною, тобто кінетика ксантинооксидазної 
реакції тимусу підлягає кінетиці Міхаелеса – Ментен. За 
допомогою методів подвійних зворотних величин (Лайнуї-
вера – Берка) і за методом Еди – Хофсті визначили кіне-
тичні константи (Км і Vmax) даної ферментативної реакції. 

 
Таблиця  1 .Швидкість ксантинооксидазної реакції тимусу щурів 

1. Залежність утворення Р*нмоль (сечової кислоти) в часі при різних концентраціях субстрату (150 мкг білка) 
Час інкубації, хв 10 15 20 30 

0,04 ммоль/л 1,7 ± 0,3 2,5 ± 0,6 3,5 ± 0,7 5,7±0,5 
0,15 ммоль/л 4,7 ± 0,4 7,0 ± 0,5 9,4 ± 0,8   14± 0,7 
2 ммоль/л 10 ± 0,4 15 ± 0,7 20 ± 0,9   28± 1,0 

2. Залежність початкової швидкості (Vо) від концентрації субстрату (гіпоксантину 
Концентрація  
гіпоксантину, ммоль/л 0,04 0,15 2 

 

Vо нмоль/хв · мг 1,33 ± 0,5 3,33 ± 1,2 6,67 ± 1,5  
3. Значення кінетичних констант ксантинооксидазної реакції 
Км Vmах 

0,133 ммоль/л 7,4 нмоль/хв · мг 
Примітки: Р* – продукт ксантинооксидазної реакції = (сечова кислота). 
 
Висновки. З аналізу одержаних результатів можна 

зробити висновок про те, що насичуючою концентраці-
єю субстрату є міліморярні концентрації (1–2 ммоль/л) і 
саме за таких концентрацій гіпоксантину необхідно ви-
значати активність ферменту. З літературних даних 
відомо, що питома активність ксантиноксидази в печінці 
становить 1,8 мкмоль/хв·мг білка [5]. Визначена нами 
активність ферменту тимуса становить 7,4 нмоль/ хв·мг, 
що збігається з даними про те, що активність ксантино-

оксидази в печінці є найбільшою порівняно з іншими 
органами. 
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