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•fl. 11. Дворянинович 

И З М Е Н Е Н И Е С И Н Т Е З А Н У К Л Е И Н О В Ы Х К И С Л О Т 
В С Е Л Е З Е Н К Е К Р Ы С С О С Т Р Ы М Д Е Ф И Ц И Т О М В И Т А М И Н А В, 

П Р И И М М У Н О Г Е Н Е З Е 

К а ф е д р а биологической химии Гродненского медицинского института 

Относительно давно установлена 
взаимосвязь между обеспеченностью 
тиамином и состоянием иммуиореак-
тивных систем, однако единого мнения 
о характере влияния витамина В] на 
общую иммунологическую реактив-
ность организма не сложилось [5, 7, 
27]. 

Рядом авторов [2, 16, 24] показано, 
что образование антител в ответ на 
введение различных антигенов сопро-
вождается увеличением концентрации 
и общего количества нуклеиновых кис-
лот в лимфоидной ткани. Единствен-
ным источником рибозо-5-фосфата, ко-
торый занимает важное место в реак-
циях биосинтеза нуклеотидов и нукле-
иновых кислот, является пентозофос-
фатный путь расщепления углеводов. 
Различные ткани животного организ-
ма могут образовывать пентозофосфа-
ты с преимущественным использовани-
ем или окислительных, или иеокисли-
тельных реакций, катализируемых 
трансальдолазой и транскетолазой. Та-
ким образом, оба процесса (и ассими-
ляции, и генерации пеитозофосфатов) 
находятся под контролем транскетола-
зы — фермента, активность которого 
прямо зависит от обеспеченности орга-
низма тиамином. Это дает основание 
полагать, что витамин Bj и катализи-
руемая им транскетолазная реакция 
могут оказывать влияние на процесс 
антителообразования, вмешиваясь в 
обмен нуклеиновых кислот. 

Цель настоящей работы — изучение 
биосинтеза Д Н К и Р Н К в селезенке 
крыс с острой В [-недостаточностью, 
вызванной окситиамином, при введе-
нии человеческого у-глобулина. 

М е т о д и к а 

Опыты поставлены на половозрелых белых 
к р ы с а х - с а м ц а х массой 180-- 200 г, с о д е р ж а в -
шихся на обычном рационе вивария . Д л я сти-
муляции иммунного ответа применяли челове-
ческий противокоревой у " г л ° б у л и н — Ч Г Г (про-
изводственный отдел Белорусского Н И И эпи-
демиологии и микробиологии, М и н с к ) . Исполь-
зованы две схемы иммунизации: первичный 

иммунный ответ вызывали о д н о к р а т н ы м внут-
ривенным введением Ч Г Г в хвостовую вену из 
расчета 30—40 мг на 1 кг массы животного , 
вторичный — четырехкратным (с и н т е р в а л о м 
4 д н я ) внутрибрюшинным введением Ч Г Г в 
дозе I мг с последующей реиммунизацией 
через 60 дней в дозе 3—4 мг [1] . Ж и в о т н ы х 
забивали декапитацией на 4-й день после 
внутривенного введения Ч Г Г и в такой ж е 
срок после реиммунизации, что с о в п а д а л о с 
максимальным синтезом антител в селезенке 
живот ны х , иммунизированных белковыми ан-
тигенами [4] . 

Д л я воспроизведения у крыс острого де-
фицита витамина Bj использовали м о д е л ь 
острого окситиаминового а в и т а м и н о з а (окси-
тиамин вводили из расчета 400 мг на 1 кг 
массы ж и в о т н о г о о д н о к р а т н о п о д к о ж н о на 
72 ч) с максимумом п р о я в л е н и я на 4-е сутки 
по р я д у показателей , х а р а к т е р и з у ю щ и х обес-
печенность организма тиамином |9] 

Ж и в о т н ы е были разделены на 4 группы: 
1-я — интактные (общий контроль ) , 2-я — 
подопытные, которым вводили окситиамии, 
3-я — подопытные иммунизированные , 4-я — 
подопытные, которым окситиамии вводили на 
фоне иммунизации. Ж и в о т н ы м контрольных 
групп вводили в тех ж е о б ъ е м а х физиологи-
ческий раствор хлорида натрия . 

З а 2 ч до декапитации крысам вводили 
в нут р и б р ю ш и н н о 14 С - т и м и д и н отечественного 
производства (54 м к К и / м к м о л ь ) по 5 м к К и 
на крысу в 0,3 мл физиологического р а с т в о р а 
хлорида натрия . В гомогенате селезенки опре-
деляли с о д е р ж а н и е нуклеиновых кислот пу-
тем извлечения их с помощью гидролиза с 
последующим спектрофотометрическим измере-
нием максимума спектра поглощения нуклео-
тидов [19] . 

Полученный хлорио-кнелый экстракт Д Н К 
нейтрализовали раствором К О Н . О с а д о к отде-
ляли центрифугированием. Счет рад иоакт ивно-
сти проводили во ф л а к о н а х с ж и д к и м толу-
ольным сцинтиллятором, в которые вносили 
0,3 мл нейтрализованного центрифугата . Удель-
ную р а д и о а к т и в н о с т ь в ы р а ж а л и в импульсах 
в минуту на 1 мг Д Н К . 

О глубине авитаминоза В! судили по ак-
тивности транскетолазы , определение которой 
в ткани селезенки проводили по количеству 
о б р а з о в а в ш е г о с я седогептулозо-7-фосфата [ 17]. 

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

Как известно, воздействие антигена 
вызывает в иммуиокомпетеитной ткани 
усиление клеточной пролиферации, в 
основе которой лежат процессы, обес-
печивающие удвоение генетического 
материала клеток — ДНК- Поэтому 
исследование изменения синтеза Д Н К 
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Рис. I. Изменение содержания Д Н К ( / ) и 
Р Н К (2) в селезенке крыс после однократно-

го внутривенного введения ЧГГ. 
По оси абсцисс — время после иммунизации (в ч). По 
оси ординат — содержание нуклеиновых кислот (в 
мкг/г ткани). Стрелка — достоверные различия но 

сравнению с контролем. 

в лимфоидной ткани позволяет судить 
о величине клеточной пролиферации и 
о роли, которую играют связанные с 
ней процессы в изменениях нуклеино-
вых кислот. В наших опытах при вве-
дении ЧГГ интенсивность синтеза Д Н К 
в селезенке увеличивается уже в 1-е 
сутки и в дальнейшем продолжает на-
растать по крайней мере до 72 ч 
(рис. 1). На 4-й день иммуногенеза, в 
разгар синтеза антител в селезенке, на-
блюдалось максимальное увеличение 
синтеза Д Н К — на 35—78 % (табл. 1, 
2). Аналогичные данные об усилении 
синтеза Д Н К в лимфоидной ткани се-
ле з е и к и и м м у и и з и р о в а н н ы х ж и в о т н ы х 
получены и другими авторами [8, 14, 
2 1 ] . 

Количество Д Н К в клетке — величи-
на постоянная. Следует отметить, что 
при иммунизации количество Д Н К в 
расчете на массу селезенки увеличива-
ется. Это свидетельствует о том, что 
объем органа в процессе иммуногенеза 
увеличивается за счет пролиферации. 

Рис. 2. Влияние окситиамина на синтез Д Н К 
в селезенке крыс при повторном введении ЧГГ . 
По оси ординат — исследуемые показатели (в % от 
контроля), / — содержание ДНК в мкг/г ткани, / / — 
н ими/мии/мг ткани; III имп/мии/мг белка; IV — 
имп/мнн/мкг ДНК. Во всех случаях « - 2 - я , б — 3-я, 

в — 4-я группа животных. 

У животных, получавших окситиамин 
одновременно с антигеном, интенсив-
ность синтеза Д Н К была снижена на 
43—63 % по сравнению с группой им-
мунизированных животных. Таким об-
разом, недостаток тиамина в условиях 
иммунологического напряжения пре-
пятствует клеточному делению. Так 
как клеточному делению всегда пред-
шествует увеличение содержания Д Н К , 
опосредованное участие тиамина в син-
тезе Д Н К очевидно. Ценными с этой 
точки зрения оказались эксперименты, 
в которых показано активирующее 
действие тиаминдифосфата на биосин-
тез Д Н К in vivo [23], причем актива-
ция синтеза Д Н К была прямо пропор-
циональна концентрации тиаминдифос-
фата. Позднее было показано, что пи-
щевой В|-авитаминоз снижает синтез 
Д Н К в мозгу у крыс, а инъекция тиа-
мина этим крысам (0,5 мг внутрибрю-
шинно) повышает синтез Д Н К до нор-
мы [22]. На возможное участие вита-
мина Bi в синтезе нуклеиновых кислот 
указывают и данные экспериментов, 

Т а б л и ц а 1 

Содержание нуклеиновых кислот (в мкг/г ткани) и активность транскетолазы (в мкмоль на 
1 мг белка) в селезенке крыс с острым окситиаминовым В,-авитаминозом при однократном 

внутривенном введении ЧГГ 

Группа животных 
Показатель 

1-я 2-я 3-я 4-я 

Масса селезенки , мг 
Содержание Р Н К 
Содержание Д Н К 
Активность транске-

толазы 

7 8 5 ± 4 4 , 8 (10) 
6 , 1 5 ± 0 , 4 2 (9) 
1 1 , 7 ± 1 , 6 8 (8) 

1 , 4 0 ± 0 , 0 8 (7) 

8 1 8 ± 3 1 ,2 (10) 
6 , 0 7 ± 0 , 4 2 (9) 
11,1 ± 0 , 9 9 (8) 

0 , 9 3 ± 0 , 1 0 * (7) 

865 ± 7 4 , 6 (10) 
6 , 7 7 ' ± 0 , 3 8 (9) 
2 0 , 8 ± 2 , 8 4 * (8) 

1 , 1 9 ± 0 , 0 9 (8) 

7 2 8 ± 4 i ; 7 (11) 
6 , 2 0 ± 0 , 3 8 (9) 
1 2 , 8 ± 1 , 7 2 * * (8) 

0 , 7 8 ± 0 , 0 7 * (8> 

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: в скобках — число животных. Одна звездочка — до-
стоверные различия с показателями в контрольной группе, две звездочки — с показателями 
в группе иммунизированных животных. 



Т а б л и ц а 2 
Содержание нуклеиновых кислот (в мкг/г ткани) и активность гранскетолазы (в мкмоль/г на 
I мг белка) в селезенке крыс с острым окситиаминовым В ^ а в и т а м и н о з о м при повторном вве-

дении ч г г 

Показатель 
Группа животных 

2-я 3-я 

Масса селезенки, мг 
Содержание Р Н К 
Содержание Д Н К 
Активность транске-

толазы 

1207 ± 7 1 , 3 (8) 
5 ,87 = t0 ,37 (10) 
11 ,2= t0 ,89 (9) 

1,67 ± 0 , 0 9 (8) 

1 2 7 0 ± 7 1 , 2 (8) 
5 , 8 0 ± 0 , 3 3 (I I) 
11 , 3 ± 0 , 4 7 (9) 

0 , 9 2 ± 0 , 0 6 * (8) 

1558 ± 1 2 7 * (8) 
6 , 6 5 ± 0 , 4 3 (10) 
15 ,2±1 ,27 : | : (8) 

1 , 5 7 ± 0 , 1 4 (8) 

1509 ± 1 0 1 * (8) 
6 , 4 5 ± 0 , 3 5 (10) 
1 0 , 6 ± 0 , 8 5 * * (10) 

1,26 ± 0 , 0 9 * (7) 

выполненные на Lactobacillus virides-
cens, ауксотрофных по тиамину [15]. 
В этих экспериментах выявлено зави-
симое от тиамина включение пирими-
диновых нуклеозидов в нуклеиновые 
кислоты и п и р и д и н ф о сф а т н ы е ко нъ ю -
гаты. В фазе экспоненциального роста 
в присутствии достаточных количеств 
тиамина клетки эффективно поглоща-
ли радиоактивные пуриновые и пири-
мидиновые рибонуклеозиды, при недо-
статочности тиамина — только цити-
дин, а при добавлении тиамина после 
«тиамииового голодания» — и уридин. 
Известно, что состояние В г авитамино-
за приводит к нарушению синтеза ря-
да аминокислот, в том числе и глута-
миновой. В то же время в опытах на 
белых крысах показано, что введение в 
организм животного избытка глутама-
та и глутамина приводит к четкому 
увеличению содержания Р Н К и Д Н К 
в ядрах клеток селезенки [3]. Отмече-
но также резкое усиление выработки 
антител при добавлении глутамина in 
vitro и показано, что последний не 
только утилизируется в ходе белкового 
синтеза, но и играет роль в синтезе 
нуклеиновых кислот [20]. Полученные 
нами результаты опытов с включени-
ем в Д Н К [С14]-тимидина находятся в 
русле вышеизложенных фактов 
(рис. 2). Включение [С1 4]-тимидина в 
Д Н К селезенки иммунизированных 
ЧГГ крыс достоверно повышено (на 
110%) . Состояние острого окситиами-
нового Вj-авитаминоза приводит к до-
стоверному с н и ж е и и ю в к л ю ч е н и я 
[С1 4]-тимидина в Д Н К селезенки им-
мунных крыс по сравнению с иммуни-
зированным контролем на 70% (р<С 
< 0 , 0 1 ) , не оказывая заметного влия-
ния на включение радиоактивной мет-
ки у интактных животных. 

В большом количестве исследований 
•особое внимание уделяется участию 

Р Н К в иммуногенезе. Установлено, что 
Р Н К может передавать информацию 
об антигене из макрофагов в лимфоид-
ную ткань, вызывать трансформацию 
интактных лимфоидных элементов в 
иммунологи чес к и компетентные, при-
нимать непосредственное участие в 
синтезе антител при однократной и 
повторной иммунизациях [6]. Резуль-
таты наших опытов свидетельствуют о 
том, что количество Р Н К в селезенке 
после внутривенной инъекции ЧГГ по-
вышается статистически достоверно 
на 1-й день опыта (см. рис. 1). На 2-й 
день содержание Р Н К снижается до 
нормы и через 72 ч иммунизации, ког-
да содержание Д Н К в селезенке уве-
личивается до максимума, уровень 
Р Н К не отличается от исходного. Зна-
чительное повышение количества Р Н К 
в селезенке в 1-е сутки после введения 
ЧГГ можно рассматривать как резуль-
тат неспецифического действия анти-
гена на процесс биосинтеза белка, обу-
словленный его влиянием на нуклеино-
вые матрицы клеток лимфоидной тка-
ни. Относительно небольшое усиление 
синтеза Р Н К в селезенке животных на 
пике пролиферации антителообразую-
щих клеток (4-й день) было отмечено 
и в работах других исследователей 
[Ю, 12, 14]. 

При исследовании специфической ак-
тивности некоторых ферментов нуклео-
тидного обмена выявлено через 8 ч по-
сле введения антигена (эритроциты ба-
рана и бычий у-глобулин) резкое по-
в ы ш е н и е активности у р и д и н к и н азы и 
концентрации уридинмонофосфата в 
селезенке мышей, которые достигали 
максимума через 16—24 ч, сохраня-
лись до 72 ч, а затем снижались до 
исходного. Активность тимидинкипа-
зы постепенно повышалась в течение 
48 ч, достигая троекратного увеличе-
ния, и затем падала к 44 ч до исход-
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ной [26]. Отмеченное расхождение на 
4-й день иммуногенеза, когда увеличе-
ние общего содержания нуклеиновых 
кислот в лимфоидиой ткани доходило 
до максимума, а уровень Р Н К в селе-
зенке переставал достоверно отличать-
ся от исходного, по-видимому, связано 
с понижением метаболической актив-
ности хромосом во время митоза, со-
провождающего иммунологическую пе-
рестройку, что приводит к торможе-
нию синтеза Р Н К [25]. Увеличение со-
держания Р Н К в лимфоидных органах 
у иммунизированных животных найде-
но также другими авторами [11, 13, 18 
и др.]. Степень увеличения варьирова-
ла в зависимости от вида животного и 
исследуемого органа, типа и количест-
ва инъецированного антигена, способа 
и схемы иммунизации и т. д. Введение 
большой дозы антивитамина в наших 
экспериментах не оказывало сущест-
венного влияния на содержание Р Н К 
в селезенке крыс, иммунизированных 
ЧГГ (см. табл. 1 ,2) . 

Таким образом, состояние острого 
авитаминоза В ь вызванного введением 
окситиамииа в дозе 400 мг/кг на 72 ч, 
сопровождается снижением синтеза 
Д Н К в лимфоидной ткани селезенки 
крыс, иммунизированных растворимым 
антигеном. Полученные данные свиде-
тельствуют о том, что у интактных жи-
вотных еще достаточны резервы обес-
печения субстратами синтеза нуклеи-
новых кислот даже при остром дефи-
ците тиамина, однако в условиях мо-
билизации органа при антигенной сти-
муляции этот синтез нарушается. 
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ALTERATION IN N U C L E I C ACID SYNTHES-
IS IN S P L E E N O F RATS WITH A C U T E 
VITAMIN B, D E F I C I E N C Y U N D E R CONDI-

T I O N S O F I M M U N O G E N E S I S 

L. N. Dvoryaninovich 

Medical School, Grodno 

After four admin i s t r a t ions of human blood' 
serum Y-globulin ( in t raper i toneal ly , once d u r i n g 
4 days at a dose of J m g and the fo l lowing 
re immuniza t ion within 60 days at a dose of 3-
4 m g ) dist inct incorporat ion of 1 4C-thymidine 
(specific activity 54 (LiCi/|imole, by 5 jixCZi per 
an animal , 2 hrs before decapi ta t ion, intraperi-
toneal ly) into rat spleen DNA was detected 
within 4 days of immunogenes is . Acute oxythi-
amine Bt av i taminos is (s ingle subcu taneous 
admin is t ra t ion of oxyth iamine at a dose of 
400 m g / k g ) led to a decrease in the label in-
corporat ion into spleen DNA of immunized r a t s 
by 7 0 % ( P C 0 . 0 I ) as compared with control 
immunized animals , while incorpora t ion of l4C-
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thymid ine was unal tered in intact rats,. Content 
of RNA was not dis t inct ly al tered in spleen of 
B r d e f i c i e n t ra t s within the 4 days of immuno-

genesis . Acute deficiency of v i tamin Bi thus 
impaired synthes is of DNA in spleen d u r i n g 
development of immunogenes i s . 

УДК 612.115.1.015 

E. А. Чирятьев, О. П. Леонова, А. Ш. Бышевский 

А М И Н О К И С Л О Т Н Ы Й С О С Т А В И С В О Й С Т В А И Н Г И Б И Т О Р О В 
С А М О С Б О Р К И Ф И Б Р И Н А 

Кафедра биохимии Тюменского медицинского института 

Самосборка фибрина — единствен-
ный неферментативный процесс, завер-
шающий сложный механизм форми-
рования сети нест а б и л и з и р ов а и и о го 
фибрина [1]. До сих пор нет сложив-
шихся представлений о механизмах 
регуляции этого процесса и эффекто-
рах, м о д и ф и ц и р у ю щ их самосборку 
фибрина в норме. 

Установлено, что плазма (сыворот-
ка) крови обладает антиполимериза-
ционной активностью, не обусловлен-
ной ранее известными ингибиторами 
самосборки — продуктами распада 
фибриногена или комплексами гепари-
на с биологически активными соеди-
нениями [2]. Получены данные, ука-
зывающие на присутствие в плазме 
крови и тканях внутренних органов ин-
гибитора самосборки фибрина пептид-
ной природы, содержание которого в 
тканях коррелирует с состоянием ге-
мокоагуляции, но достаточно постоян-
но в плазме крови [6]. Уровень инги-
битора изменяется с возрастом и зави-
сит от положения животного на эволю-
ционной «лестнице» [4], что наряду с 
вышеуказанным свидетельствует о ро-
ли ингибитора в регуляции свертыва-
ния крови на уровне заключительного, 
филогенетически наиболее древнего 
этапа. 

Установлено, что антиполимеризаци-
онная активность реализуется по кон-
курентному типу торможения путем 
образования малоактивных комплексов 
ингибитора с промежуточными про-
дуктами процесса самосборки. В со-
став сформировавшегося фибринового 
сгустка ингибитор не включается [3]. 

В настоящей работе приведены дан-
ные об аминокислотном составе инги-
биторов самосборки пептидной приро-
ды, полученных из плазмы крови чело-
века, характере взаимодействия пепти-
дов с мономерным фибрином, а также 
антиполимеризационной активности 

плазмы, обусловленной присутствием в 
не й п е п т и до в-инги б ито ров. 

М е т о д и к а 

Ингибиторы самосборки фибрина выделяли 
из плазмы крови человека с помощью ультра-
фильтрации (целлофан Т-100), ионообменной 
хроматографии на ДЭАЭ-сефадексе А-25 и 
гель-фильтрации на сефадексе G-15, как описа-
но ранее [5]. Чистоту препаратов контролиро-
вали хроматографией на бумаге и пластинках 
«Фиксиои 50X8» [8]. Гомогенность ингибито-
ров оценивали по числу пиков оптической 
плотности (280 им) после обработки препа-
ратов ингибиторов финилизотиоцианатом с по-
следующей хроматографией на колонке Ul t ra-
sphere ODS (4 ,6X250 мм) в градиенте 0,005 М 
ацетат а м м о н и я — э т а н о л от 0 до 4 0 % за 
20 мин на жидкостном хроматографе высоко-
го давления (Altex-324). Во всех случаях на-
блюдался 1 пик роста оптической плотности. 
Гидролиз индивидуальных пептидов проводили 
с помощью 6 н. соляной кислоты в среде ар-
гона в присутствии 0,050 % Р-меркаптоэтанола 
и 0 ,10% фенола в течение 24 ч при 1Ю°С. 
Аминокислотный анализ пептидов осуществля-
ли на автоматическом аминокислотном анали-
заторе LKB-4101 в трехбуферной натриевой 
системе с применением ионообменной смолы 
Dur rum DC 6А. 

Моиомерный фибрин выделяли из нефрак-
ционированной, бычьей плазмы [10]. Эффектив-
ность торможения самосборки фибрина иссле-
дуемыми ингибиторами рассчитывали по фор-
муле i= 1 — Vo/ Kk, где i — эффективность 
торможения, Vk И КО — скорость самосборки 
в контроле и опыте соответственно. Количест-
во ингибитора выражали в условных единицах 
активности (ЕА) с помощью графика зависимо-
сти количества ингибитора от эффективности 
торможения [2]. Фрагмент D выделяли из 
120-часового триптического гидролизата фиб-
риногена | 7 ] . 

Ингибитор метили с помощью [ 1 3 l I j [11], 
освобождаясь от несвизавшегося йода гель-
фильтрацией на колонке с сефадексом G-15. 
Радиометрию проводили с помощью установки 
ДП-100 и пересчетиого устройства ПП-16. 

Эффективность торможения самосборки пеп-
тидным ингибитором и фрагментом D порознь, 
а т а к ж е nptf, их совместном введении оценива-
ли. исходя из того, что суммация эффектов 
наблюдается при ц, 2 — (ii + k)—i\*i2, синер-
гизм — при 1\, 2 > (м-И'2)—h -'2, антагонизм 
при 2 < (м + /2)—k где i\, 2 — эффектив-
ность торможения при совместном введении 
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