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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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Рис. I. Хроматографический профиль антиполи-
лмеризационной активности при гель-фильтрации 
ингибиторов самосборки фибрина, выделенных 

из плазмы крови человека. 
По оси абсцисс —- объем элюента (в мл), по оси ор-

динат— эффективность торможения. 

д в у х ингибиторов, i{ и i2 — эффективность тор-
можения при введении ингибиторов в систему 
самосборки порознь. 

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

В результате операций, направлен-
ных на выделение носителя антиполи-
меризадионной активности, после гель-
фильтрации на сефадексе G-15 (колон-
ка 25X 1000 мм, элюент — 0,075 М ам-
монийно-ацетатиый буферный раствор, 
рН 7,6) во всех опытах (/г = 50) обна-
руживались 3 пика ингибиторной ак-
тивности (рис. 1). Различное время 
удержания антиполимеризационной ак-
тивности в хроматографической колон-
ке косвенно свидетельствует о том, что 
каждому пику активности соответству-
ет индивидуальный носитель. При ре-
хроматографии в тех же условиях наи-
более активных фракций каждого из 
пиков порознь объемы выхода антипо-
лимеризационной активности индиви-
дуальных носителей не отличались от 
представленных на рис. 1. Препараты 
ингибиторов при исследовании их хро-
матографией на бумаге FN-I1 в систе-
ме бутанол — уксусная кислота — во-
да в соотношении 40:1:50 и 4:1:1 (каж-
дый растворитель пропускали дважды) 
не отличались по величине Ri и не со-
держали примеси свободных аминокис-
лот (рис. 2, см. вклейку). 

Анализ хроматографического про-
филя ингибиторов при гель-фильтра-
ции на сефадексе G-15 по результатам 
10 параллельных определений пока-
зал, что площадь отдельных пиков, оп-
ределенная планиметрическим спосо-
бом, составляет 37,74=4,0%, 39 ,4±2,2 
и 2 2 , 9 ± 2 , 3 % общей площади всех пи-

D 

Рис. 3. Спектр светопоглощеиия смеси пепти-
дов. 

По оси абсцисс — длина волны (в им); по оси орди-
нат — оптическая плотность. 

ков для первого, второго и третьего пи-
ков соответственно. В плазме крови до-
норов (я = 300) содержится 37,0 ± 
± 2 , 0 ед. ингибиторной активности. Это 
означает, что на долю большего по 
молекулярной массе пептида прихо-
дится 13,95±1,48 ЕА; на долю средне-
го и меньшего пептидов соответственно 
14,58 ± 0 , 9 и 8 ,74±0,85 ЕА. 

В спектре светопоглощеиия (190— 
340 им) нет характерных максимумов 
в области 280 нм, следовательно, в мо-
лекуле пептидов отсутствуют аромати-
ческие аминокислоты. Рост светопогло-
щеиия с максимумом при 206 нм ха-
рактерен для функциональных групп, 
образующих пептидную связь (рис .3) . 

Отсутствие ароматических аминоки-
слот избавило от необходимости ис-
пользовать при изучении аминокислот-
ного состава щелочной гидролиз. В ки-
слотных гидролизатах пептида с наи-
большей молекулярной массой 
(1470 Да) автоматический аминокис-
лотный анализ обнаружил 14 аминоки-
слотных остатков (1-й пик ингибитор-
ной активности). При анализе гидро-
лизатов пептидов 2-й и 3-й пиков (мо-
лекулярная масса 1258 и 970 Д а соот-
ветственно) выявлено 12 и 9 аминоки-
слотных остатков соответственно 
(табл. 1). 

Обращает на себя внимание, что во 
всех 3 пептидах глутаминовая кислота 
и глицин повторяются дважды. Кроме 
того, в среднем и меньшем по величи-
не пептидах «вырезаны» одни и те же 
аминокислотные остатки — валин и 
изолейции. Это наводит на мысль о 
происхождении пептидов-ингибиторов 
из общего белка-предшественника пу-
тем ограниченного протеолиза. Трудно 
допустить, чтобы различные предшест-
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К ст. Е. Л. Чирятьева и соавт. 

Рис. 2. Хроматограмма пситндпых ин-
гибиторов самосборки фибрина на 

бумаге I 'N -11. 
I, 2, Л' - пептидные ингибиторы, соотиетс г 
ИуЮЩНМ I pl'M IIIIK.IM n 11 Г11IIOJ111 мор II3 cl 11,11011 -

ной активности (см. рис. I). 

К ст. //. В. Трубицыной и соавт. 

Рис. I. Перекрестный иммуноэлектрофорез белков двух различных образцов (А и Б) 
сыворотки крови человека. 

В лунку мпосплп Г) мкл и 20 ра:» ра:шсдснной сынороткн кроип. Верхний гель содержал Г>,П мкл кро-
личьей иолпспецпфпческой аптисынороткн на I см:' геля, толщиной 0,15 см. / иреальбумии; 2 
альбумин; 3 U| аптитрипсип; 4 — «гаитихнмотрппепп; 5 — иерулоилаамнп; <> \ антоглобнп; 7 

трансферрнп; # •— гемопекспн. 



Т а б л и ц а 2 
Аминокислотный состав пептидных ингибито-
ров самосборки фибрина, выделенных из плаз-

мы крови человека 

Молекулярная мае.са, Да 

V,c -1QQ0 

1470 1258 970 

Asp Asp Asp 
Tre Tre 
Ser Ser 
Glu (2 остатка) Glu (2 остатка) Glu (2 остатка) 
P ro Pro Pro 
Gly (2 остатка) Gly (2 остатка) Gly (2 остатка) 
Ala Ala Ala 
Val 
l ie 
Leu Leu 
Lys Lys Lys 
Arg Arg Arg 

П р и м е ч а и и е. З н а ч е н и я м о л е к у л я р н ы х 
масс установлены по результатам аминокис-
лотного а н а л и з а . 

венники при протеолизе образовывали 
почти одинаковые фрагменты с одно-
типной биологической активностью и 
дублированием одних и тех же амино-
кислот. 

Характерной особенностью изучае-
мых пептидов является наличие боль-
шого числа аминокислот с ионогенным 
радикалом. Так, в меньшем по массе 
пептиде из 9 аминокислотных остатков 
5 — Asp, Glu (2 остатка) , Lys, Arg — 
могут находиться в ионном состоянии 
при физиологических условиях, т. е. 
способны к электростатическим взаи-
модействиям. Ранее нами высказано 
предположение [3], что во взаимодей-
ствии ингибитор — мономерный фиб-
рин ведущая роль принадлежит элект-
ростатическому типу связей. Данные 
06 аминокислотном составе пептидов-
ингибиторов с очевидностью подтверж-
дают это предположение. 

Анализ зависимости скорости само-
сборки от значения рН реакционной 
среды (рис. 4), позволяет предполо-
жить, что пептидные ингибиторы явля-
ются донорами отрицательно заря-
женных функциональных групп для 
образования связи с мономерным фиб-
рином; уменьшение экранирования от-
ри ц а т е л ь и ы х з а рядов (нов ы ш е н и е р Н 
от 6,3 до 8,5) ведет к росту антиполи-
меризационной активности. Об этом 
же свидетельствует изменение эффекта 
на прямо противоположный при рН 
6,3: пептид приобретает свойства ак-
тивировать самосборку при сущест-

Рис. 4. Зависимость скорости самосборки от 
рН в отсутствие ( / ) и в присутствии (2) пеп-
тидного ингибитора (1258 Д а ) самосборки 

фибрина. 
По оси абсцисс — значения рН; по оси ординат -
скорость самосборки. Зависимости скорости само-
сборки от рН для остальных ингибиторов идентичны. 

венной блокаде способности к иониза-
ции отрицательно заряженных функ-
циональных групп. 

Так как рН изменяется как в конт-
роле (без ингибитора), так и в пробах 
с ингибитором, полученный результат 
можно расценивать не как следствие 
влияния рН на механизм полимериза-
ции, а как результат его влияния на 
взаимодействие мономерный фибрин— 
и и г и б и то р. Почему п р и под а в л е н и и 
диссоциации по кислотному типу 
(рН<Сб,3) пептид начинает активиро-
вать самосборку, неясно. Интерес к 
уточнению этого обстоятельства несу-
ществен для понимания биологических 
свойств пептида, так как столь низкое 
значение рН в организме нереально. 

Известно, что повышение ионной си-
лы, создаваемое нейтральной солью, 
как и изменение рН, замедляет само-
сборку, удлиняя путь этого процесса 
[1] за счет ослабления межмолеку-
лярных электростатических взаимо-
действий | 1 3 | . В наших исследовани-
ях повышение ионной силы, создавае-
мое хлоридом натрия, с 0,14 до 0,42 М 
сопровождалось ростом эффективно-
сти торможения (с 0,25 до 0,45) при 
постоянной концентрации ингибитора. 
На этом основании можно допустить, 
что пептидный ингибитор подобно по-
вышению ионной силы или рН являет-
ся фактором, ослабляющим электро-
статические взаимодействия между 
молекулами мономерного фибрина пу-
тем блокады участков связывания. 

Известно, что в сегменте а-цепи фи-
бриногена, относящемся к фрагменту 
D, где находится один из комплемеи-
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имп/мин 

У, МЛ 

Рис. 5. Хроматографический профиль фрагмен-
та I) и. пептидного ингибитора, меченного 
[1311], при гель-фильтрации порознь (а) и сме-

си фрагмент D — ингибитор (б). 
По оси абсцисс — объем элаоата; по осям ординат 
слева — оптическая плотность, справа — радиоактив-
ность и эффективность торможения, / — оптическая 
плотность, 2 — радиоактивность, 3 — эффективность 

торм ожени я. 

тарных центров взаимодействия [9], 
присутствуют кластеры положитель-
ных зарядов, обеспечивающие элект-
ростатические взаимодействия с отри-
цательно заряженными центрами в Е 
домене моиомериого фибрина. Для 
уточнения локализации участков свя-
зывания пептидного ингибитора с мо-
номерным фибрином мы изучали воз-
можность образования ассоциатов пеп-
тида с фрагментом D фибриногена. 
Д л я этого инкубировали (37°С, 
30 мин) смесь фрагмента D (1,5 мг/мл) 
и пептидного ингибитора (35 ЕА/мл), 
меченного [1311] (14 300 имп/мин на 
1 мл), затем смесь подвергали гель-
фильтрации на сефадексе G-15 (элю-
ент — 0,14 М раствор хлорида нат-
рия), определяя оптическую плотность 
элюатов при 280 им (концентрация 
фрагмента D) , их радиоактивность и 
способность тормозить самосборку фи-
брин-мономера (концентрация ингиби-
тора) . На рис. 5 видно, что радиоак-
тивность распределилась между фрак-
циями, соответствующими выходу ин-

гибитора и фрагмента D. В элюатах, 
соответствующих фрагменту D, содер-
жится 48,2 % введенного ингибитора 
(по радиоактивности). Одновременно 
на 60,5 % снижается концентрация ин-
гибитора в соответствующих ему фрак-
циях. Это указание на взаимодействие 
пептид н ого и н г и б и т о р а с фрагме н том 
D мы проверили, изучая влияние инги-
биторов совместно и порознь на само-
сборку фибрина (табл. 2). Независимо 
от исследовавшихся концентраций 
пептидного ингибитора и фрагмента D 
обнаружен их выраженный антаго-
низм: экспериментальная эффектив-
ность торможения ниже расчетной 
[12] в среднем на 41 ,4+4,9 %, что под-
тверждает образование комплекса ин-
гибитор — фрагмент D. Эти экспери-
ментальные данные сразу наводят на 
мысль, что, являясь конкурентами в 
реакции самосборки фибрина, пептид-
ный ингибитор и фрагмент D взаимо-
действуют с одними и теми же участ-
ками в мономерном фибрине — цент-
рами комплемеитариости домена Е. 
Однако зависимость от рН и ионной 
силы, а также возможность образова-
ния комплекса фрагмент D — пептид, 
указывают на то, что отрицательно за-
ряженный ингибитор конкурирует с 
центрами комплемеитариости домена Е 
за положительно заряженные центры 
домеиа D в фибрине, взаимодействуя 
с последними. 

Итак, стабильная антиполимериза-
ционная активность плазмы крови 
обеспечивается 3 пептидами — ингиби-
торами самосборки фибрина. Близость 
аминокислотного состава ингибиторов 
может рассматриваться как признак 
их происхождения из общего предше-
ственника путем ограниченного про-
теолиза. Торможение самосборки явля-
ется следствием взаимодействия пеп-

Эффсктинность торможения самосборки фибрина (i) фрагментом фибриногена 
ингибитором совместно и порознь 

Т а б л и ц а 2 

и пептидным 

Концентрация пеп- Концентрация фрагмента D. мг/мл 
тидного ингибито-

0 . 0 1 . 3 8 0 , 3 4 ра. ЕЛ/мл 0 . 0 1 . 3 8 0, 69 0 , 3 4 

0 , 0 _ 0 , 4 6 ± 0 , 0 2 0 , 4 3 ± 0 , 0 1 0 , 3 2 ± 0 , 0 1 
28 ,0 0 , 5 2 ± 0 , 0 1 0 , 5 9 ± 0 , 0 1 0 , 4 5 ± 0 , 0 1 0 , 4 6 ± 0 , 0 1 28 ,0 

(0,74) (0,70) (0,65) 
19,7 0 ,44 ± 0 , 0 2 0 , 5 7 ± 0 , 0 1 0 , 4 3 ± 0 , 0 1 0,41 ± 0 , 0 2 19,7 

(0,73) (0,68) (0,63) 
11,0 0 , 3 2 ± 0 , 0 3 0 , 5 3 ± 0 , 0 1 0 , 4 3 ± 0 , 0 4 0 ,34 ± 0 . 0 1 11,0 

(0,67) (0,62) (0,56) 

П р и м е ч а н и е . В скобках — т е о р е т и ч е с к и рассчитанная эффективность торможения . 
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тидов с мономерным фибрином в об-
ласти доменов D, что сопровождается 
ослаблением электростатических вза-
имодействий между молекулами фиб-
рина. 
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T H E A N T I P O L Y M E R I Z A T I O N ACTIVITY O F 
HUMAN BLOOD PLASMA, AMINO ACID 
C O M P O S I T I O N AND P R O P E R T I E S O F INHI-

BITORS O F F I B R I N S E L F - A S S E M B L Y 

E. A. Chiryat'ev, 0. P. Leonova, A. Sh. By-
сhevsky 

Chair of Biochemistry, Medical School, Tyumen 

Three peptides, inhibi tors of fibrin self-
asembly, were shown to be responsible for s table 
an t ipo lymer iza t ion activity of blood p lasma. Si-
milar i ty of amino acid composi t ion of these in-
hibitors migh t be considered as an indication of 
their or igin from a common precursor by means 
of limited proteolysis. Inhibition of the self-as-
sembly occurred clue to interact ion of the pep-
tides with monomer ic fibrin in the region of 
dornens D, which was accompanied by loosen-
ing of electrostat ic in teract ions between mole-
cules of f ibrin. 

У Д К « 1 6 . 7 1 1 - 0 1 8 . 1 - 0 0 2 - 0 9 2 - 0 7 

О. Т. Титаренко, С. А. Тиходеев, Т. Л. Перова, Е. А. Липская 

Б И О Х И М И Ч Е С К И Е К Р И Т Е Р И И В О С П А Л И Т Е Л Ь Н О Г О П Р О Ц Е С С А 
П Р И О С Т Е О М И Е Л И Т Е П О З В О Н О Ч Н И К А 

Н И И фтизиопульмонологии Минздрава Р С Ф С Р , Ленинград 

Адекватная интерпретация резуль-
татов биохимических исследований у 
больных с заболеваниями опорно-дви-
гательного аппарата нередко затруд-
нена в связи с отсутствием паралле-
лизма между стадией и распростра-
ненностью процесса, особенностями 
его течения и общей реакцией орга-
низма. Оценка последней, как прави-
ло, основывается на изменении содер-
жания в крови белков острой фазы 
заболевания, которые, отражая актив-
ность воспалительного процесса, не 
позволяют судить о характере мест-
ных изменений [12]. Д л я этих целей 
в последние годы предлагается иссле-
довать содержание в крови продуктов 
метаболизма коллагена, который яв-
ляется основным белком соединитель-
ной ткани и содержание которого в 
кости достигает 95 % [11]. Такого ро-
да исследования проводили у больных 
с опухолями позвоночника, с ревмато-

идным артритом, с травмами костей и 
суставов, с деформирующим артрозом 
|2—5, 9]. Вышесказанное определяет 
целесообразность изучения содержа-
ния в биологических жидкостях окси-
пролина, являющегося «меткой» кол-
лагена [13, 15, 17], у больных остео-
миелитом позвоночника, оценка ста-
дии и направленности течения которо-
го обычно сложна, и вопрос о диагно-
стической ценности перечисленных по-
казателей в сопоставлении с белками 
острой фазы у данной категории боль-
ных не нашел должного освещения в 
литературе. 

М е т о д и к а 
Обследовано 36 больных с гематогенным 

остеомиелитом позвоночника в возрасте 4 4 , 5 ± 
± 3 , 0 года. В 34 случаях ( 9 4 , 4 % ) продолжи-
тельность заболевания колебалась в пределах 
1 мес — 2 лет (в среднем 8 , 6 ± 1 , 2 мес) и у 
2 больных составила 6 и 10 лет. У всех 
больных процесс ограничивался 2 позвонка-
ми, степень деструкции которых оценивали 
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