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Актуальність щюблеми. Вивчення чинників, що контролюють 

відноблєкня тагусу після стресу (іонізуюче опромінення, гі- 

П&рКСрхИЦйоі», ІКфеКЦІИКІ ЗаХБОРйБоККЯ TS 1Н. ) Та біохімічних 

механізмів цього контролю є важливим завданням, оскільки ви­

користання таких ч и н н и к і в  дозволило б прискорити регенерацію 

тимусу і така* чином сприяти більш швидкому та повному від-
І . X ...

n u  r u i c n r u u  і м у ш ш л  ф у п г щ і і п  и р і  с и ї х о м у .

Регуляція проліфератиБної активності тимоцитів здійснюєт 

ься, зокрема, чинниками, що секретуються Т -лімфоцитами - 

наприклад, івгерлейкіном - 2 , ростовим пептидом, непептид- 

ним мітогекнин чинником тимусу.
Г ' ***
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суттєво впливзить ка проліферацію цих клітин. Так, знижена в 

порівнянні з іншими тканинами активність ферменту метаболіз­

му пуринів - нуриннуклеозидфосфорилази, що має місце в лім­

фоцитах, призводить до накопичення в клітинах дезоксигуано- 

зику у токсичних для них концентраціях. Однак, обмеження 

проліферації, викликане деБоксигузнозином, може бути відмі­

нене ДсоиКСИЦйГИДККОм (ДЛЯ С'у'иКЗПСуЛЯрпйХ кортикальних хймО- 

цйтіб) або гіпоксантином (для зрілих медулярних тимоцитів та 

тимоцитіз перзферічної крові) (C.Penit, K.Papiernik 1986).

Непептидняй мітогенний чинник тимусу (НМЧ), який являє 

собою низькомолекулярну фракцію екстракту тимусу телят 

(tvWlCOO), одержану осадженням іонами ртуті, in vivo приско­

рює відновлення тимусу мишей та Щурів після діі глюкокорти- 

коїдів (Бєзвервенко І.А., Гойдаш М.М. 1989). Тимоцити тва­
рин, яким пісая обробки гідрокортизоном вводили чинник in 

vivo, мали підвищений рівень проліферативної активності, що 

визначалась по включенню радіоактивної мітки тимідину до ДНК 

In vitro протягом 3-х годин.
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5 КОрТИЗОНр03ИСТЄКТК1И ПОІГуЛЛЦІІ ТИМОЦИТІВ МИШЄИ 5 біК НаКО- 

пичення гіпоксантину. Показано також, що гіпоксантин приско­

рює включення тимідику до ДНК кортизонрезистектних МИШИНих
т т п  ^  т A II  W  А О О О  NітдиДуїіХіз v.-G-c?cJ.3epuiem\u і.м., ± илт̂ аш m .jvi .

Таким чином, отримані раніше дані дозволяють ствердлу да­

ти, що КМЧ діє на кортизокрезистентну популяцію тимоцитів з 

одного боку, як стимулятор включення тим!дику до ДНК, а з 

другого — як чинник, що впливає на метаболізм пуринів і 

ПрйЗБОДиТЬ Д О  КаКОПйчсКНЯ Г1ПОКСоНТИКУ Б ТИмОЦИТоХ. тІТОГеН- 

НЗ. ДІЯ ійК ПОЛЯГоь В ПрйСіСиреНКІ рвГЄКероЦІ і ТИму'Су ПІСЛЯ

ді! гідрокортизону.

В той же час залишились нез'псованими такі дуже важливі 

питання, як визначення субпопуляці і тимоцитів у складі кор- 

тизонрезистекткоі популяції, що становить об*єкт дії НМЧ; 

біохімічний механізм впливу КМЧ на метаболізм пуринів в клі- 

тинах-мішенях; біологічна доцільність накопичення гіпоксан­

тину в присутності НМЧ та тип синтезу ДНК, якии прискорюєть­

ся чинником за умов трьохгодинкоі інкубації.

Метою роботи було дослідження важливих моментів біохі­

мічного механізму дії НМЧ: впливу чинника на метаболізм пу­

ринів в тимоцитах та проліферативну активність цих клітин. 

Основні завдання дослідження:

1. Визначення клітинноі популяції, яка являє собою об * - 

єкт дії чинника.

2. Встановлення біохімічного механізму впливу НМЧ на ме­

таболізм пуринів в тимоцитах.

3. Дослідження біологічної доцільності накопичення гі­

поксантину в тимоцитах, що відбувається під впливом НМЧ.

4. Визначення типу синтезу ДНК (реплі кативкий чи репара-



-з-
ТИБКИЙ) , KS йпЯЗПДИВаЕ Hnf-i 3 Перші З ГОДИНИ МІТОГЄННОЇ СТИ­

МУЛЯЦІЇ.
Наукова новім ість. Встановлені принципові моменти дії 

пмЧ на С і сх 1ы1«53«у та клітинному рівні. Доведено, що ані 

незрілі попередаки тимоцитів, ані макрофаги, якими збагаче­

на йортизскравжка популяція тимоцитів, ке є мішенню дії 

Н№; чинник us безпосередньо на медулярні тимоцити зрілого 

фенотипу, що нешсуть на своїх мембранах рецепторів до лек- 

тину арахіса (ИГ-тілюцити).

Проведене вієтичнє дослідження пуриннуклеозидфосфори- 

jiSJanOi реакції ї Flw -химоцигах щурів. Отримані оригінальні 
дані, які csijssTi про те, що пМЧ активує ключовий фермент 

синтезу пуряза в тимоцитах - пуриннуклеозидфосфорилаау 

(PNP), що щяавдїть до зсуву метаболізму пуринів в бік на­

копичення гіазнвшшу.

Показано, s Феномєн зняття обмеження проліферації тимо- 

цитіб гіпоксажж видоспецифічний і залежить зід ступеню 

зрілості тимещпв.

Встановлет; Щ) при стимульованій проліферації, при 

зростанні шл?Си в пуринах (які лімітують проліферативну 

активність зїіід» тимоцитів) , гіпоксантин використовується 

як депо пуриіі

Показано, і» підсилення включення Tlid до ДНК тимоцитів у 

присутності Ч5£Жа в перші З години іккубаці і пов ’ язане зі 
стимуляцією риваційних процесів у клітинах.

Практич» іиііість роботи: В роботі досліджений нєпеп-

тидний мітогнян чинник, який являє собою складову частину 

фармакологі«ов препарату вілозен. Розуміння біохімічних 

основ дії прсифаТу сприятиме його більш ефективному вико­

ристанню як аа»е відомими призначеннями, так і за новими -



тими, що випливають з отриманих експериментальних даних: 

здатності активувати гКР і, як наслідок, забезпечувати клі­
тини резервом пуринів та прискорювати репараційні процеси в 
тимоцитах.

На базі КМЧ в перспективі можлива розробка нового медич­

ного препарату, що міг би бути застосований для корекції 
імунодефіцитних станів, викликаних пригніченням тимусу.

Нами доведено, що НМЧ активує пуриннуклеозидфосфорилазу, 
тоді як всі відомі сполуки, що впливають на цей фермент, є 

його інгібіторами, можливість активації PNP важко переоціни­
ти, оскільки з недостатньою активністю цього ферменту пов,_ 
язакі важкі імунодефіцити. Це важливо практично у всіх ситу­

аціях, коли мав місце пригнічення цитокринноі функції тиму­

су. в роботі показана принципова можливість застосування НмЧ 
у випадках, коли стресова ситуація привела до значних ушкод­
жень клітин тимусу на рівні нуклеїнових кислот і стимуляція 

репараційних процесів конче необхідна.

Особистий внесок автора у розробку наукових результатів, 

їдо викосяться ка захист, полягав у виконанні всього обсягу 

експериментальної частини дисертації, підбору та обробки лі­
тературних даних, а також, разом з керівниками, аналізу та 

інтерпретації отриманих результатів.
Основні положення, що викосяться на захист:

1. Дія КМЧ спрямована ка зрілі медулярні тимоцити, що не 

мають рецепторів до лєктику арахіса.

2. МітогеКна Дія КМЧ реалізувться шляхом активації клю­
чового ферменту катаболізму пуринів в тимоцитах - пуриннук- 

леозидфосфорилази.

3. Гіпоксантин, що накопичується в тимоцитах внаслідок
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активації пуриннуклеозидфосфорилази непептидним мітогекним

ЧИННИКОМ, БИКОрйСТОБуЄТЬСЯ ЯК реоерБ П'у'рйКІБ Б КЛІТИНІ При 

СТйМу ЛЮВаННІ ПрОЛіфвраЦІі.

4. КЄПЄПТИДНйй МіТОГеННйй ЧИННИК аКТйЕу'Б реПараЦійНІ 

процеси в тимоцитах зрілого фенотипу (позбавлених рецепторів 

до лектину арахіса).

Апробація роботи. Матеріали роботи були представлені на 

спільному засіданні лабораторій Інституту ендокринології та 

обміну речовин їм. В.П.Комісаренка у 1994 році, на симпозиу- 

мі країн СНГ "Клинические и экспериментальные аспекты клє- 

точной сигнализации", Європейському конгресі по алергології 

та к л і н і ч н і й  імунології (Роттердам, 1993), на Y з’їзді єн- 

докрикологіБ України "Сучасні проблеми експериментальної та
. .  W , , -і • V  I I  / Т А П О  А \г и і іп іч п и і  стідиічр/іпилиі і  і  v ii3cmu“ wpcmi\±aoD!\, і » » 1* ;  .

Публікації. Матеріали дисертації викладені в 5 наукових 

роботах.
Структура та обсяг роботи. Дисертація викладена на 101 

сторінці друкованого тексту 1 складається із вступу, огляду 

літератури, 4 розділів власних експериментальних досліджень, 

висновків та списку використаних літературних джерел з 126 

найменувань. Ілюстративний матеріал подано в 16 рисунках та

МАТЕРІАЛІ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Б дослідах використано 180 самців щурів лінії Вістар та 

580 мишей лінії СЗА, що утримувались в стандартних умовах 

в віварії Інституту ендокринології та обміну речовин ім. 

8.П. Комісаренка АМН України, Київ.
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о pGuOTI КОрИСТОБуБаЛИСЯ НЄПЄПТИДНИМ міТОГЄКНИМ ЧИНКИ-

ком, виділеним з вілозену (Безвершенко I.А., Дюговская Л.А. 

1978) в лабораторії молекулярних механізмів імунітету.

Для отримання кортизонрезистектких тимоцитіз тваринам 

внутрішньочеревно вводили гідрокортизон (для мишей одноразо­

во ІмГ В 0,2 віл фізрозчику, для щурів - по 5 мг з 1 мл фіз- 

розчину протягом двох діб). Тимоцити виділяли загальноприй­

нятим методом.

Позбавлення кортизонрезиотентної популяції ТИМОЦИТІЗ 31Д
— г> * г\ ґтг -іпплч

Мсіп.рифсхі і.а  и у и & и д п л у ї па ьс?фадеп.о.і. a "iu  Д̂. ruiayu, із з и J .

ДЛЯ БІДДІЛ9ННЯ БІДКОСНО ЗріЛИХ ТИМОЦИТІЗ БІД НЄЗріЛИХ 

користувалися лектином арахісу (PNA) (Y.Reisner,1979).

Вплив НМЧ на накопичення гіпоксантину (Нх) досліджували
- r ~  . . .  г о  1 4 n \  t i m  v  v
LIU р и с т и д і л у  ^ c V i iU c i n .X l l D n U і  М И  n jf l  V .°~  О) ~ Н М Г  иЪуЪД  I I  r u n l d

г.  г a rt ̂ к  і  ц  л  п о п  \
U L / Л Х ІМ Л  ^£)С<5ХЗСрШ СШ \и І , Н .  ,  і  и Л Д сШ І М . М .  L V O V ) .

ВПЛИБ НМЧ TS. НХ На, ПрОЛіфераТИБпу аКТИВКІСТЬ КЛІТИН БйБ~ 

чади по включенню (2-^4C)Thd до ДНК тимоцитів різних популя­

цій. Гіпоксантин, як сполуку, ідо мас впливати на проліфера­

цію т и м о ц и т і в, випробували б діапазоні концентрацій бід 0,5 

мкг/106 клітин до 50 мкг/106 клітин.

Вплив гіпоксантину (4 мкг/10® клітин) на стимульовані 

НМЧ тимоцити (1,25 мкг/10® клітин) вивчали, порівнюючи ре­

зультати впливу гіпоксантину та чинника поодинці на включен- 

кя тимідику до ДНК і їх сумісної Д 1 і.

Дослід, щодо видової різниці в співвідношенні рівнів ен­

догенних чинника та гіпоксантину проводили за схемою: по 2

мл тотальних популяцій тимоцитіб мишей і щурів (5*1О7 КЛІ" 

тин/мл) інкубуЕали в середовищі RFMI в целофанових діалізних 
мішках, що пропускають сполуки з МккіООО. Діаліз б обох ви-

w v r  wvv r m n m w  О  i t w  I 11 A  M T f О  w  I I ̂  ww
П О Д П О Л  и ^ и а и д п л л  l i y j u i n  О  MJ1 Л Г М і  l i y U X n i 'U M  О  1 и д .  H U



ченкв діалізу кількість мертвих клітин, визначена методом 

виключений барвника (еритрозину), становила З X. Вивчали 

включення міченого тимідину до ДКК зрілих тимоцитів щурів 

під впливом обох діалізатів в присутності гіпоксантину чи 

без нього з порівнянні з такими контролями: тимоцити, інку-

Совані у RPMI ; тимоцити, інк/бовані у RPMI в присутності 

чинника (позитивний контроль). Інкубація тривала 3 год. за 

37°С в атмосфері, що містила 5!ї СО^. Проби нанбсили ка філь­

три, обробляли трихлороцтовою кислотою та етиловим спиртом. 

Рівні радіоактивності визначали на лічильник/ "Beckman 

LS-5000".
Щоб визначити, на який саме тип синтезу ДНК ліг НМЧ на 

протязі перших 3-х годин активації, вивчали вплив гОпЧ на 

включення міченого тимідину до ДНК. зле в умовах блокування 
реплікативного синтезу N-етилмалеїнімідом (NEM) в концентра­

ції 3 мкмоль/л. Перед 3-годиннс® інкубацією проводили 

і5-хвилинну передінкубацію is NEM, після чого в досліджувану

ІІ̂ ЛА̂ У дидсіг>»злл ПМП, a XI nUtlL̂ JUJlDny “ ^icnnH UU tM исрсдисл"

Кортизонрезистентні PNA“-тимоцитів щурів в 0,01 М фос- 

фатносольовому буфері, pH 7,4, з 0,4 М поліеінілпіролідоном 

та 0,2 * ЕДТА, руйнували трикратним заморожуванням - відта­

ванням, після чого зчлишки клітин осаджували 20-хвилинним 

центрифугуванням при 3000 об/хв. Надосадову фракцію викорис­

товували як джерело ферменту для визначення пуриннуклєозид- 

фосфорилззкоі зкгиБнссті. Для коректного визначення актив­

ності PNP та впливу ка неї кепептидкого мітогенкого чинника 

провели кінетичне дослідження активності PNP зрілих PNA'-ти- 

моцитів щурів в реакції перетворення Guo в Gua. Кінетичні 

властивості ферменту вивчали за допомогою методу початкових

- 7 -
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швидкостей, щоб зневажити накопиченням продукту та витратою 
субстрату, Ялі ускладнюють аналіз повної кінетичної кривої. 
Початкові швидкості були обчислені як тангенси дотичних до 

кінетичних кривих, отриманих при 5 різних концентраціях 

субстрату, в нульсвии момент часу. Величину Кц оцінювали за 

залежністю початкових швидкостей реакції фосфоролізу гуано- 
зику від концентрації субстрату, використовуючи прямі ліній­
ні координати Ейзенталя та Корніш-Боудена. Концентрацію фер­

менту виражали через величину, їй пропорційну - через кон­

центрацію клітин, бід яких одержано клітинний екстракт. Кон­
центрацію клітинного екстракту варіювали в діапазоні 0,1 - 

10*106 кл./мл. Для дослідів по вивченню активності PNP та 
дії на неї чинника використовували клітинний екстракт, отри-
, ~  С  . • і л б  . . w  / . . W
Matuaja о ї д  и ^ і и  гиі/ м л .

Визначення активності PNP проводили в 0,05 М фосфат-
w , «С, ; W*T1 r f A r r ^ r. o r » O n  A  r\

tiu-bUjmuouMV иуі+кґуі, pn і , ■*, при of  о  upuini им xu доіишп

контролюючи перетворення радіоактивно міченого гуанозину з 

гуанін.
Статистична обробка даних проведена за стандартними 

п рог рамами.
nrr>w*i т»ти vnnvTiTwnn т» tv nrmnnnnnm 
Г С О ІЛ О ІЛ ІЙ  ДЦЫ11ДЛ1£ЛО 1А АЛ UJQl UDUrCJTIUl.

До цього часу питання про те, яка клітинна популяція є 
об'єктом дії НМЧ, не було вирішене, оскільки кортизонрезис- 

тентна популяція тимоцитів, на яку показана дія чинника 
(Безвершенко І.А., Гойдаш М.М.1991) досить гетерогенна за 

СВОЇМ СКЛаДОМ. ДО НЄі, Крім феКОТИПОБО зрілих тимоцитів, 
входять макрофаги та незрілі попередники тимоцитіз. Отже, 

щоб визначити клітини, що являються мішенню для НМЧ, ми 

КР-тимоцити відділили б і д  макрофагів і незрілих PNA^-тимоци- 
тів,після чого двома методами: по впливу на катаболізм АМР
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та по включенню міченого тимідину до ДНК перевірили, чи поз­

начилась відсутність цих клітинних популяцій на чутливості 

ЗріЛИХ PNA -ТИМОЦИТІВ, цо залишились, ДО ДІЇ КМЧ. Результати 
досліджень дії НМЧ ка катаболізм міченої АМР (рис.1) показу­

ють, що чинник значно збільшує накопичення Нх КР-популяцією 
тимоцитів, позбавленою макрофагів у порівнянні з загальною 

КР-популяці єю.

Рис.1. Вплив НМЧ на включення 

мітки (8-14ь)АМР до Нх у різ­
них популяціях тимоцитів мишей. 

КР - загальна кортизонрезисте- 

нтна популяція; KP-M - та ж 

популяція, але Се© макрофагів.
П И Д "  « п  ~
Гічм -  о р і л а  ничул л ц х л  і ш и ц і ї "

тіз, що не мають рецепторів 

до лектину арахіса. 1,3,5- 

не стимульовані клітини* 2,4.,

6-клітини, стимульовані НМЧ.
І П У О ( От Ч ОТр <t̂  ««*9 *% Г* ОТ «ОТ Ч ОТж г^ и , и і  д и О Л і д м  © и и у і ь ”

нянні до відповідних контролів). 

Певно, посилення накопичення Нх (КР-М)-популяцією в порів­

нянні з загальною КР-популяцією, пов’язане з тим, що на ко­
лонці затримуються, окрім макрофагів, інші клітинні популя­
ції, які не стимулюються чинником (біля 50* нанесених на ко­

лонку клітин). Найбільш ймовірно, це незрілі ТИМОЦИТИ, ЯКІ 
мають більшу адгезію до вуглеводнів. Отже, ми встановили, ІдО 
відсутність макрофагів ке заважає дії КМЧ, тобто, ЧИННИК ДІБ 
безпосередньо на тимоцити. Щоб впевнено сказати, на яку саме 

субпопуляцію тимоцитів діє КМЧ, зрілі медулярні тимоцити бу­
ли відділені від незрілих клітин за допомогою лектину арахі-
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са. Результати свідчать, що НМЧ діб саме ка PNA- тимоцити 

зрілого фенотипу, в найбільшій мірі (у порівнянні 3 НврОЗДІ- 
леною кортизонрезистентною популяцією) зсуваючи катаболізм 

АМР у бік накопичення Нх (рис.1).

ВИСНОВОК, ЩО Соме ЗрІЛІ ТймОЦйТй Є Ои’іКТОМ ДІЇ НМЧ, мй

підтвердили також другим методом: порівнювальним досліджен­

ням ВПЛйВу НМЧ ІП Vitro Ка включення МіЧЄКОГО Тни при 3-х 

годинній інкубації до ДНК тимоцитів тих самих трьох дослід­
жуваних клітинних популяцій (рис.2).

Рис.2. Вплив НМЧ на вклю­

чення (2-14C)Thd до ДНК

РІЗНИХ ПСПуЛЯЦіИ ТИМОЦИТІБ
мишей.

КР - загальна кортизонрезисте- 
нтна популяція; КР-М - та ж 

популяція, але без макрофагів. 

FNA “ зріла популяція тимоци- 
т і з, ідо не мають рецепторів 
ДО ЛЄКТИНУ араХіСа. 1,3,5” 
не стимульовані клітини; 2,4, 

6-клітини, стимульовані НМЧ.
• П у  Л  0 4  /  Л Л  І  w 4  {  n^ U j U i  vnL/j. дииихдп а  и и у л .о ~

кякні до відповідних контролів). 

Результати, представлені на рис.2, показують, що спон­
танна, проліферація тим нижча, чим більш зріла клітинна попу­

ляція (загальна КР-популяція - 3585+157 імп/хз; зріла PNA -
и . П П П О  І А  Ґ>Г » ОСТ « •  m  А г м  Ч *•.-* t  n  « • » « « « *иииулпціп - (CUUOTi 0/,U«J XMll/АЬу, щм уоіидлуьгоии О Jil

ТурНИМй ДаНИМИ. НМЧ ІСТОТНО ПОСИЛЮЄ за З ГОД включення Тии

• і и м и ц у і ' і і й  -  а  Х , и  р с і О У І ,  я  і и и  л с  ч о і и  п е
т п т і/  Р.ГЧ-; "ди дпх\ орхлуїл Г1ЧМ

впливає на тимоцити загальної КР- популяції. Позбавлення бід
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макрофагів, як і у випадку з накопиченням Нх, ке тільки не 
заважає дії чинника, а навпаки, потенціює її. Крім пояснення 

цього ефекту, пов язаккого з затриманням на сефздексі разом 

з макрофагами інших клітинних популяцій, ка які не діб НМЧ, 
можливе і інше. Як відомо, макрофаги секретують багато біо­
логічно активних сполук, серед них і ті, які пригнічують 
проліферацію тимоцитів (простагландин Е). Отже, не виключе­

но, що відсутність таких продуктів діяльності макрофагів є

ПрИчИКОЮ ПІДСйЛЄНКл Проліфераці 1 Б (Кг-m) -ЇЇОІІУЛЯЦІ і ТймОЦй”
тів.

Таким чином, дослідивши вплив НМЧ на включення тимідину 
до ДКК, ми підтвердили, НМЧ не діє ні на макрофаги, ні на 

незріліми РКА “тимоцити! КМЧ діб безпосередньо на ЗрІЛІ
П М  А т т п
гмм “ іИмидуїхл.

Для того, щоб зрозуміти біологічну доцільність накопи­

чення гіпоксантину тимоцитами, тобто, знайти зідповідь ка 
питання, чи пов'язаний цей феномен з підсиленням проліфера­

ції тимоцитів, і якщо так, то яким саме, чином, дослідили 
вплив Нх на включення мітки (2-^^С)тимідину до нуклеїнових 

кислот тимоцитів. Ка рис.З зображені результати дослідів.

О  T I i f  * *
Г й и . О .  D H JU O X J П А  П С І д г и и и ч е п -

НЯ ТИМІДИКу ДО ДКК ТИМОЦИТІВ
мишей та щурів.

1 - інтактні тимоцити щурів;
2 - FNA - тимоцити щурів;
3 - інтактні тимоцити мишей;

4 - Рі\'А~- тимоцити мишей.



Досліди, проведені як для загальної інтактної, так і 

для зрілої PNA популяції тимоцитів мишей і щурів показали, 
що гіпоксантин ке впливав на включення тимідику до ДНК за­
гальної популяції тимоцитів мишей, на відміну від зрілої. 

Ке впливає Нх також на включення тимідику до ДНК обох попу­

ляцій тимоцитів щурів. Отже, ми діишлй висновку, що вплив 
Нх на проліферацію тимоцитів залежить від виду експеримен­

тальних тварин та ступеню зрілості тимоцитів.
Наступний етап дослідження пов'язаний з вивченням дії 

Нх на проліферацію клітин, стимульованих НМЧ. Для цього ми
w .  / О  1 4 n \ T U J  W M  ТГТІТ/ 4  ~ 'T ! _аир 1 ошиосиш ВШіИБ tld UlUiJUHCtmn \j) m u  ди дпг\ оришл rift

моцитів щурів гіпоксантину, НМЧ, та Нх разом з НМЧ. Резуль­

тати досліджень показують, що чинник без Нх підсилює вклю-
« «  • ч і  т. ,  ТТТ ТТЛ т т п  Ч чч ч *»  ч  тч м  л  O C V  .  Т|%* « л  ̂  V» ч?? « п  я  «чсппп ТИМхдтіу ди дпі\ ЇИМиЦИїхс ідурхи псі оо/о, пл ntr aiijxwjacao

на включення тимідину, а найбільший ефект дає чинник, якщо 

його додати разом з Нх - підсалює включення тимідину на 

55%. Для тимоцитів мйшєн s одна відмінність від результа- 

тів, отримаких на тимоцитах щурів: гіпоксантин на 20% під- 

силює включення тимідину. Ці результати наводять на думку, 
що у щурів співвідношення внутрішньоклітинних рівнів гіпок­
сантину та чинника - гіпоксантин/чинник - вище, ніж у ми­

шей.
Це підтверджують результати слідуючого досліду. Зрілі 

тимоцити щурів іккубували за таких умов: в RPMI без додат-

ків; в діалізаті інкубаційного середовища (ДІС, Мм<1000) 

тимоцитів щурів; з ДІС (Мм<1000) тимоцитів мишей; з ДІС ти- 
моцитів щурів (в присутності гіпоксантину); в ДІС тимоцитів 

мишей (в присутності гіпоксантину); б RFMI, але в присут-

- 1 2 -
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ноеті чинника та гіпоксантину (рис.4).

Результати, наведені на цьому рисунку, свідчать, ідо 
Д ІС  т и м о ц и т іб  мишей в присутності гіпоксантину ПІДСИЛЮЄ 

включення тимідину до ДНК т и м о ц и т іб  щур і з на 65% у ПО­

РІВНЯННІ з контролем і на 40% У  ПОРІВНЯННІ З ВПЛИВОМ цього
w W* n w4 m* г Ллл w « ггпгя-ч nvvmvrv** * І1 * vrrmv » •  * «*Т м л m
л  Дхсшхос&ту и сб  п и и л и е ш х м п у . хитодгидл p t d y j iL ia i  / и / »

Рис.4. Вплив низькомолекуляр­
них тимічних чинників різного 

походження та гіпоксантину 

на проліферацію PNA--тимоцитів

Щурів.
з діалізаті інкубаційного 
середовища тимоцитів щурів; 

gSr в діалізаті інкубаційного 
середовища тимоцитів мишей

Г > > 0  П С  у  . .  w . '  м
Г 4' U , UJ - длл ізоіл диилхдхя

**4 , П _  _ х П  ПП-1 ,
яхдпиипи xj г ь # З4 и ,и и х ;

Г» . _ ч О  о с
г*4# зх  u , u j .

дає і ч и н н и к  в присутності гіпоксантину , що зрозуміло (ад­

же чинник (IviMv 1000)-являє собою складову частину саме діалі-
o axy  ttlMUXpOJVXy хуїмуоу п р е д о  xcujnwn.xu иисиздхл jsKsjaanui yUi a ”

тих лудиил; . ДІС тимоцитіб щуріб спричиняє ДО ДеЯКиГО
підсилення синтезу ДНК - на 30 Z, але його вплив на проліфе- 

рацію досліджуваних клітин не залежить від присутності в ін­
кубаційному середовищі гіпоксантину. Отже, діалізат тимоци- 

їів мишек, так езмо як і непептиднии мітогеккий чинник, зсу­
ває рівновагу в ендогенній системі: гіпоксантин - чинник, що 

надає можливість стимулювати "запасний" шлях синтезу пурино­

вих нуклеотидів за умовою зняття ліміту гіпоксантину. В ти- 
моцитах щурів у співвідношенні внутрішньоклітинних рівнів
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гіпоксантину та чинника, мабуть, значно переважає гіпоксан- 

ТИК. У МИШЄЙ, ОЧЄВйДКО, чу'ТЛйБІСТЬ ДОСЛІДЖуВаНОІ СИСТЄМИІ

гіпоксантин - чинник - як до екзогенного гіпоксантину, так і 

до екзогенного чинника зумовлена відсутністю відносного над­
лишку ендогенного гіпоксантину.

Отже, отримані результати дозволяють зробити припущення 
про існування універсального механізму регуляції проліфера- 

ції тимоцитів грілого фенотипу дзохкомпокентною системою: 

нєпєптидний чинник/гіпоксактин: однаковий ефект отриманий
ка тимоцитах щурів під дією чинника (діалізат тимусу телят, 

Мм<1000) та діалізату інкубаційного середовища тимоцитів 
мишей, Мм<іООО.

Таким чином, одержані дані дозволяють зробити висновок: 
КМЧ стимулює накопичення Кх зрілою популяцією тимоцитів, 

причому накопичений Кх використовується тією ж самою клі­

тинною популяцією для зняття обмеження її проліферації.
Дані, що були отримані в попередніх дослідах лаборато­

рії, давали підставу припустити, що стимулювання чинником 

накопичення Кх (сполуки, що продукується в переважній кіль­

кості з АМР в кортизонрезистентних тимоцитах мишей та щу­

рів) , s результатом активуючого впливу КМЧ на PNP досліджу­

ваних клітин.
Ми прослідкували за розподілом радіоактивної мітки се­

ред пуринових метаболітів при додаванні до кортизонрезис- 
тентних тимоцитів щурів таких субстратів, як AMP, Ado та 

Іпо. При використанні АМР як субстрату розподілення раді­
оактивної мітки в продуктах відбувається таким чином: мак­

симальна кількість- в гіпоксантині, в іКОЗИНі-20-30% від 
цього рівня, а рівні радіоактивності в аденозині та в АМР 
дуже незначні - в 10-20 разів кжче, ніж з Іпо. Таке ж спів­



відношення в розподілі радіоактивноі мітки залишається ПрИ 
використанні Ado як субстрату. Важливим є той факт, що при 
використанні як субстрату і АМР, і Ado, і Іпо непептидкий 

мітогенний чинник все одно призводить до підвищення рівня 
гіпоксантину. Таким шляхом ми дійшли висновку, що НМЧ діє

* W #-Ч <ч»н гч ^ w » n v t v t f v  Т л л  11%* п ти м і*  О Н  П  п А ч  wаии пса отед-ии иеретлиреш т m u  а п а , еиътшэушчи пчг, аии л

чиккик інгібує фермент гіпоксантингуанінфосфорибозилтранс- 

феразу (HGPRT), який відповідає за синтез IMF з Нх. Хоча 
останнє малоймовірно, бо протирічить мітогенній активності
ттиттПМ*1.

Подальші дослідження проводили на клітинному екстракті, 

одержаному після руйнування клітин та відокремлення їх за­

лишків. Ми показали, що з цій системі відсутні активності 
5’-нуклеотидази (кількість міченого АМР ПрООТЯГОМ ДОСЛІДУ 
залишається незмінною), і, що особливо важливо для кас, 
HGPRT (з кількістю Нх не відбувається ніяких змін протягом 

досліду). Отож, ми змогли відкинути можливість інгібуючої
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леотидази в цій системі пов’язано з відділенням мембранної 

фракції (саме з нею зв’язаний цей фермент), а активність 

HGPRT лімітує фосфорибозилпірофосфат, другий субстрат для 

HGPRT. Таким чином ми вирішили, що, найвірогідніше, НМЧ 

впливає на метаболізм пуринів через стимулювання PNP.

Ми встановили порядок реакції по ферменту в перетворен­
ні Guo в Gua в досліджуваній нами ферментній системі. На 

рис.5 наведено залежність логарифму швидкості бід логарифму 
концентрації ферменту. Величина порядку досліджуваної реак­

ції, отримана у такни спосіб, відповідав з точністю, прий­

нятою у кінетичних дослідженнях, ОДИНИЦІ.
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Рис.5. Залежність lg V
PnT

реакції Guo— 1̂Gua від 

їв СЕ"].
Е - величина, пропор-

Л*» я  » • ^ 7 #4* я  V '
Цінпса гхипцсп і  р сщ і і  ф с ^ м с т  у .-

Для визначення впливу НМЧ ка активність PNP ми спочатку 

БСТаНОЕИЛИ значення Км для реакції, каталізованої PNP, у 

ферментній системі, стриманій з тимоцитів зрілого фенотипу 

ідурід. тИ визначили початкові швидкості реакціі Guo--->■Gua 

при 5 різних кониентраціях субстрату. Граці ічНО, Б ПиЯМИл Л і ” 

ніиких координатах Еизектаяя та Корніш-Боудена отримали зна­
чення Км реакції перетворення Guo в Gua, каталізованої PNP 
(рис.6).

Рис.8. «залежності початкових швидкостей реакції Guo— ^Gua 

від концентрації Guo у вигляді прямого лінійного 
графіку Ейзенталя та Корніш-Боудена.



А Гу “І/-
Значення Км, рівне 2,±± 0,6*10~5 М, у реакції перетво- 

pGHHH GlIO В Giia, КатаЛІЗОВаКОі гКР ЗрІЛОІ ПОПуЛЯЦІІ ТИМОЦИ- 
ТІ5 ІдурІВ, м арале НЄ ВІДРІЗНЯЄТЬСЯ ВІД ДаНИл ІНШИХ аВТОрІВ 
для PNP інших видів тварин та різних тканин. Така ситуація, 

коли Км для PNP різних видів тварин та різних тканин збері- 
гав близькі значення, тоді як активність ферменту, згідно з 

даними літератури, має значний розбіг, дозволяє припустити, 

ідо PNP чутлива до низькомолекулярних ефекторів, які не впли­

вають на зв'язування субстрату, але впливають на каталітичну
 ̂/-».»»■*■ 4v л гч* ш rt •« * f  »««ч»%»и»іітч<ииіч»»Дг •»»»«»»»% N

е ц /С 1 \ .т т э п х о А Л  ф с р м е г п іу  vnenAjttr\.yptrnxnmi тиилв; .
У ферментній системі, по Перетворенню Guo в Gua, визначали 
активність PNP та вплив НМЧ на цей фермент в прийнятих умо-

fr y  П С  W >A.»r. W ^ U  Г» А М П »  ПГ»Ог» Г . п р г г ’і і  •* ПХЗсіЛ , UiJ 1УІ иуфСр, pn t Іірл О! О па ilpUl ttOJ. іи
хвилин). Результати свідчать, ідо в присутности КмЧ актив­

ність PNP суттєво підвищується (103 нмоль/10^клітин/год в 

порівнянні з 52 нмоль/10б/год в контролі) (рис.7).
Рис.7. Вплив НМЧ на активність PNP РМА'тимоцитів щурів.

Таким чином, ми довели, що накопичення гіпоксантину під 
дією чинника відбувається через активацію PNP. Це єдиний з 

відомих природних та синтетичних тимічких чинників, ідо мав 

таку властивість. Як вже було сказано, мітогекка дія НМЧ на 
тимоцити Сула підтверджена in vivo по прискоренню відковлек-

І



ня клітинкості та маси тимусу у мишей, оброблених гідрокор­

тизоном, а також по підвищенню цих показників у старих ми­

шей. Показано також, що введення НМЧ in vivo мишам, попе­

редньо оСробленим гідрокортизоном, підвищувало включення мі­

ченого тимідину до ДНК тимоцитів in vitro. Наші результати 

свідчать про те, що додавання пМЧ in vitro протягом 3-х го­

дин прискорює ЗКЛЮЧёННЯ Twd ДО ДКК ЗріЛНХ FNA - ТИМОЦИТІВ 
щурів та мишей. Але залишилось відкритим питання, на який 

саме (реплікативкий чи репаративкий) тип синтезу ДКК ЕпливаБ 

.ЧИННИК Б перші три години клітинної ак тиваці і . Ві д о м о, ідо 
реПЛІКаТИВКИЙ синтез ЯДЄрН01 ДНК У буКарІОТ ЗДІЙСНЮЄ ГОЛОВ­
НИЙ Фермент реплікації ос ~ полімераза. Ми блокували її дію 

N-етилмалеїкімідом (NEM). Ця речовина, однак, не впливає на 

інтенсивність репараційних процесів. В умовах блокування 

реплікативного синтезу ми вивчали вплив НМЧ ка включення 

(2-14C)Thd до ДНК, тобто, власне на репараційний процес. Ре­

зультати свідчать, що, по - перше, процеси синтезу ДНК прак­

тично відсутні в зрілих тимоцитах у порівнянні з незрілими 

(70±15 імп/хв в PNA'-суСпопуляціІ кортизокрєзистектких тимо­

цитів та 280±40 імп/хв в загальній інтактній популяції, яка 

збагачена незрілими тимоцитами). Рівні власне репараційного
*,4 W . . »  О П І . 4 Л  ІЩ0Ч 4П І . О П  4 .  о т  / » «и лпісоу ^ісшиалл іь в і д и и о і д п и  оиііи хш і / л я  їй  іни-ои іми/ли.

Але після стимуляції НМЧ рівень репараційного синтезу підви­

щується в обох типах клітин: з 140±30 до 570±60 імп/хв в ін­

тактній та з 30±10 до 650-80 імп/хв в зрілій. Ці дані свід­

чать про Те, ІЦД КМЧ піДайп^уЄ шийдкість спОпТоНКиї репарації 

в тимоцитах як зрілого, так і незрілого фенотипу, але в зрі­

лих значно ефективніше. Можливо, це пов'язано з більшав 

кількістю пошкоджень, накопичених зрілими тимоцитами з по­

рівняної з ксрстксживучими незрілими. Таким чином, можна
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сказати, що механізм мітогенкої дії НМЧ реалізується через 
активацію пуриккуклеозидфосфорилази зрілих тимоцитів. Це ве­

де до накопичення гіпоксантину та зняття гіпоксантином блоку 

проліферації зрілих тимоцитів, пов'язаного з відносним лімі­

том пуринів в цих клітинах. Гіпоксантин підсилює проліфера-
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ним мітогенним чинником, тобто в умовах підвищеної потреби 
клітин в пуринах. Нестимульовані тимоцити щурів, на відміну 

бід нестимульованих тимоцитів мишеи, не реагують на Нх під­
вищенням проліферації. Ми пов'язуємо цей факт з більшою ак­

тивністю основного путі синтезу пуринів у тимоцитах щурів, 

про що говорять і літературні дані. Прискорення включення 

тимідину до ДпК б Перші годики клітинної активації, зиклика- 
не НМЧ, поб язаке з активацією репараційних процесів в тимо- 
цитах.

Ви л И П П Г/ Т(
/ і  Ь  Л  U D І\ /1

1. Непептиднии мітогеннии чинник стимулює синтез нуклеї­

нових кислот в зрілих кортизонрезистектнйх тимоцитах, що ке 
мають рецепторів для лектику арахіса.

2. Мітогенна дія чинника реалізується через активацію 

ключового ферменту синтезу пуринів - пуриннуклеозидфосфори- 

лази, що призводить до накопичення гіпоксантину та зняття 
обмеження проліферації зрілих тимоцитів, викликаного віднос­
ним дефіцитом пуринів в цих клітинах.

3. Вплив гіпоксантину, що накопичується в результаті ак­

тивації пуриннуклеозидфосфсрилази, на спонтанну проліферацію 
тимоцитів залежить від стадії диференціювання клітин а також 
від виду тварин: гіпоксантин стимулює спонтанну проліферації 
фенотипово зрілих тимоцитів мишей, але не впливає на незрілі 

тимоцити. На спонтанну проліферацію тимоцитів щурів ппок-
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сантин не впливає незалежно від ступеню зрілості клітин.

ч . ГіПСКСстТйп ПІДОйіКЄ СТимуЛВиБапу КсПсГГГйДпІам міїОГеп- 

ним чинником проліферацію зрілих тимоцитів мишей і щурів.

Ь. НМЧ стимулює репараційні процеси в тимоцитах, що ма­

ють високий ступінь диференціювання (клітини, позбавлені ре­

цепторів до лектику арахіса).

г т т щ г и л \ /  n m r r  тт т і / п п  » і гт/л/ г^п г »  т ты ш и и л  Uiî  rwi і ічиомпйЛ r ud 11
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СеЛйЦеБН М.Ю. м ЄХНКйЗм ДЄйСЇБйй НёПёПхйдйиГО мйТОГсийОГО 

фактора тимуса на метаболизм пуринов з тимоцитах и на проли­

феративную активность этих клеток. Диссертация ка соискание 

ученой степени кандидата биологических наук по специалькости
П О  ГЛ Г\ Г "I 4 r rw r *
u o . и U. и ч  и /їй л  уімуш, j  п.рсиапы\ут nay нпи~ и о и л с д и п а х с л л urvnn

институт фармакологии и токсикологии, Киев, 1985.

В работе исследованы важные моменты биохимического меха­

низма митогенкого действия непептидного митогенього фактора 

тимуса (ruvffi), являющегося составной частью иммукомодулятора 

вилозбк. Показано, что мишенью действия Ж >  являются медул­

лярные тимоциты зрелого фенотипа, которые не несут ка своей 

поверхности рецепторов к лектику арахиса (FN'A -тимоциты). 

Митогеккое действие НМФ реализуется путем активаций ключево­

го фермента катаболизма пуринов в тимоцитах - пуриккуклео- 

зидфосфорилазы (FNP). Установлено, что гипоксантин, который 

накапливается в тимоцитах вследствие активации PN'F фактором, 

используется как резерв пуринов в клетке при стимуляции про­

лиферации. Показано, что НШ> активирует репарационные про­

цессы в PNA~- тимоцитах в первые часы клеточной активации.

м. J . iut? u i а и ы и п  u i пин“ р е р и xut?

mitogeneic factor of thymus on the purine metabolisme in 

thymocytes and proliferative activity in this cells. The
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dissertation for a candidate of biological sciences by 

specialisation u3.uO.C4 - biochemistry, Ukrainian Institute 
of Pharmacology and Toxycology, Kiev, 1995.

The impotent moments of mitogeneic action of non-peptide 
mito£eneic factor (NMF) is studied. NMF is a part of Vilosen

14  — U \T\tr- 4- U  ~  1
11І ІПШ i U l H U U U X d U U i  . A L *1 C3l=> ^ п и я и ,  ІЛГЛГ d U U d  U l l  и и с  m c u u x x c u c r

thyiriocytes, which have not the receptors for peanut 

asglutinme (PNA - thymocytes). ThG mitogeneic action of NMF 

is realised by activation of the purine nucleoside 

phosphor і 1 ase (PNP) - the key ensiiTiGCf thymocyte purine 

catabolisme. Hypoxanthme accumulates in the thymocytes in 

the result of PNP stimulation by NMF. It was shown, the

l i y p U A O l l L l l X U e  O U U a i t l U X d L C U  Xi> u b t r u  CL=> y u i  X I I C  U c ^ U L  X U

X U .  ,X 4 w% i U n  4 TX
L l i y i l l U U y  I C J  X I I  U c k D C  UA ^ L X l l l U X d L - X U I l  U X  L i l t ?  ^ l U X X l C l  d L X U l l .  AC

was ascertained,the NMF to stimulate the processes of 

reparation in PNA" - thymocytes at the first hours of the 

cellmitogeneic activation.

Кл ю ч Ь о б і  слова: кєпептидкий мітогеккий чинник (НМЧ), 

тимоцити, пуриновий метаболізм, пуриннуклеозидфосфори- 

лаза (FNP), гіпоксантин, проліферація.
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