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Помимо конформациOняого пqрехода II {около tOЧ, в физиологических
усповиrtх при помощи lдетодов УФ-свектрофотометрии и СВЧ-
JщэJIектрометрии пOказано суцествование конформационного перехода

фибриногена при l&-Z2"{,, связанного, вероятн0, с измен€нием ст,руктуры Д-
домена бетка и увеJIi,lчениепд досlгупности дщя растворитеJuI чести
триптофакипов. Предщо-цагаЁтся, чт0 данный конформациошъIй псреход
опреде.JIяет характgр температурной зависимости агрегации тромбоцитов.

КЛЮЧЕШЫЕ СЛОВА: фибриноген, УФ-спектрофотометрия, СВЧ-
даэýекц}ометр}Lq, темЕсратура, конформеционные измеЕениrl

При измененЕи темЕературы от 2 до 55"С, помимо денатурационного
перехода I (около 49"С) в растворах фибриногеяа и его фрагмента Д,
прсисходит конформациФЕный переход II {l1-16'C} [l]. IТереход II обратим и
чувствитегJен к измgпению ионной сиды раствора. При темЕературе Il'C
отмечеlt резкий переход от ускФряющего к тормозящему действию фибриногена
на самосборку фибрина t2]. Набяюдаемые конформационЕые изменения
фибриногена получены в елецифических условиях (кислые или щепочные рН,
большие ионные силы). С точки зрения участия фибриногена в еистеме
гемостаза, пtr}едставJIlIет интерес иеследование конформационной динамики его
молекуfiы в физнологических усцовиях,

Фибриноген яЕJIяIется обязате;rьным кофактором егрегации тромбоцитов
t3]. Предлttожен общий фибринотек зависимый мехаЕизм агрегации
тромбоцитово коЕтродируемый занятием фибриногешового рецептора"
Молекуяы фибриногена, пqдобно мостикам, соединяют соседflие клетки,
вызьiЕая TgM самым их агреrацию. Максимальная агреrация тромбоцитОв
набдюдается ýри комЕатýФй температуре и ослабевает при ее увеJIичении йýи
у!у!еньшении [4,5J. Для выясяеЕия ý{еханизма зависимости агреrации
тромбоцитов от темпsратуры Ееобходимо исеJJедоýать состояние молекуды

фибриногеЕа fiриразныхтемýературах. 
,

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Фибриноген выдеJIrlли из доfiорской крови по методу [6]. ИспользOваJIи

растворн фибриногена в 0,t5 }vl NаСl коЕцентрации 0,}1,2 мг/мл.
РегкстрироваJIисъ спектры поглощения раствора фибрияоrена

ультрафиолетовом регистрирyющем слектрофотометре 'PYE UNICAM
8000" (Англия) в диапазоне 250-350 нм. Запись спектров проводилась через

на
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ЕрЁr нагреваýиI,I раст9оре беяка 0т 4 д0 52'С, Цо сýектрам поJлOIцеýця
опредýилиGь мутность раствора, интеЕсивнOсть п67,лфgтI€ния и интеýсивнФсть
макýЕмумýв ЕФрвой,тI.рФиэвýдt{ой fil*KjгpýE погJIQщФЕия {lПСП).

Измереяие действитедьЕOй (s,} yt мýимФй, (st честей комrrдек*н+й

диэýектрЕчgскOй проницаемости еП=яýsll рестЁсров фибриgоrеЕ{& ЕI}сведено а
помФщьIФ СВЧgиэлектрqмgтра резФЕаторЕого тиrI& Еа.tIастоте 9,2 ГГц [7],
Измеряяи вgцичиЕу сдаига резоЕенсýой частQ"ы Дf и затухаЕие tgý Ери
Е}IёсеЕFIIr ие*JIедyемого образца в реýонатор. ПогрешЕость оЕредечеýия веJIичиý
Дf и tg8 сOстаЕяяJIа S,5%. Температура 0фазце измеряfiасъ термопафй медь-

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В кервь;х нрýизвФдrrыý сllектрсв ý*ýлоцФкI.llI р*sтýора фибркýOrsrtа реги*

стркруются отрицатýльннs мtlксl,tмумы 286-?*7 км,292-294 нм, мgýее иýтенqкв-
ные ?84 KMu 298 нý4 и сдабо рsзрsшеяýые пики 28l ям, 288 вм- Пол*ж*кие
макýимумФв цри измsýsЁtки темцературы в ЕрýдеJIах т+чЕsсти l.rз!vIережк* Ее
изменЁется, н0 иýтеЕсиЕЕOсть Iаx з*в}тект Фт темfiерttтуры образц*. ГIикк 284 и
288 км доýодт{яют друг друга, сllЕхронно ЕФявлrlrlsъ Е Flсчезая в 1ПСП, В
чаетЕости ýрFr темцер*ýiр*х lg-20'C ет&fiовится ffуlIIýе разрешеý пик 288 Ём, ЁФ

ЕýохФ разрешеý пик 284 .rfм' тФ же и в диаfiазоне темяёр*туg Э8-М"{, Фбратная
ситуация набr,rюдается fiрн эемfiýр&т}р{iх 6-12oC ц 24-36ОС. Гlракткч*скк не
взIценяgтся с температlроi-l ЕOдФжениs м&ксЁмумов' 298 ýм и 286,287 нм.
Пол+женне ФсЕовЕФго максимума 292-294 нм довФJIьrrо стабидьЕ0 до 2$"С. ýрк
IIовышениЕ темперsтуры Еоя&qr[ется и *T&iloBIlTcя хорOIло pкlpeшIet* аик 295-29б
iiM.

При нагревании раствора фибриногеша наблrодаgтся уменьшенЕ{е
интенсиЕнOстр! макgимума 292-29 4 нм первой. фокзводной спе5тра Еоглоц{ения
в области температур lФ?2"С фкс.l.а} и мутностl* в lанTepвgлe'i,6-18oC фис.l.б).
ИнтеrrоивЕость *{&ксим}rма lпСп 298 нм не изменяется во всем ди&ý&зоýе
теýf,IIер*тур от 4 до SS"C" ,:

ИнтЙивнсстк пиков,284 нм и 288 Ем, IIо-ЕIццм**у,'*а*"ются **Й*ро**о,'
Ео IIрФтивФfiодФжýо дру,f др,угу: Ери темfiерgтур*к i8-2Ф-С иЕтеýс}lвýФсть
макецмума 284 нм умеЁьша,sтся, Е{ýт.*Ес}!вность максI4}дума 288 нм расте?, а trри
темЕературе вýIле 35ОС уёsjlичеýие иfiтеfi+иýЕостц мекеимуIъ{е 284 км
сФпрсзождается }rмеЕьIЕеЕием EETeýei{BEocT!{ максимуме 288 км фис,2l.

С рФстом темýературы интеýсивнOсть м8кскмум& IПСП 28I , нм

умеtrьшее"ся 8 иýтерваце 8-14oC и з*тем раетет Ери темЕ*ратуре выше 3ýОС

фкс,З). 1\{аксимум lПСП 28I нм, Ео-ЕидимФп{у, отрЕuкает сФетодr{ие цеýтрOв
полý{меризацик [8], а ýзмеýение его интеЕсиЁýости при темпер€}т}rрах *коло l8
и 35ОС говорит об изменении в структуре fl-домена бqiка.

Солостаgцяя ltdyTнocтb и интенсЁвкOсть IПСП, можн0 fiредпоJIожкть, чтФ
прк температурах l8-22"C происходят изменениJI р&змеров и расположения
Еýуц)е:tЁЕх утЕ&стков мOяекуýы фибриноrеýа, сOдержацЕх остатки триптофакао
часть котФрых стаýовится бояее достуrrной раств*ритsJ,rю, Опис*ннне
измsЕеншl, по-видимому, связаны с IIзмеýýЕием с.труктуры Д-домена
фиýриногека, так как в Е-домезlе в.сё триЕтофsвихы достулны растворителю [t].
Измененкя Еа IIоверхнФýтЁ мо.qекутrы, по н&шкм даýным, происхомт Ери
темперетурах около IO.C и выше 35'С.

При температурах 8-10oC и 20-22"С, а также в области температур выше
35ОС завискмФс?и дейетвктеrrьпой d и мнимой Ell частей комплексной
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диэлеЕтрической Ероницsеь{ости раýтворФв фибриногена от температуры
KMet+T оообенности, выра}кающfiеся в 0тклонении от монотоýности измýненIтяэrry параметров пpLI увеличеЕии температуры. Таких отклоненрrй ýен*6птодается до"-:еY}ературной завиOимостЕ диэдектрическиN гiарамýтрсв
ра,ствФра s,lS ltJ ry*С! {рис.4). Это свкдетеJ{ьствует об нзменеýии состсяlgиясвязанноЁ-r и, свободкой водь, в раствор* q*ep**ore*; 
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il-- даýныхтемпературах, котсрое обусловденt}, по-видимому, }1зý{енеЕием '.гlлотн+сти''
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_ Полученные методом УФ-спектрофотометрии данные, свидетельствующfiе
об изменеýии состояriия группирсвс}к, раегlоложенных преимущественно на
IIоверхýоети модекулы фибриногена в д}rаfi&зонах температур 8-12"C к ýыше
з5"с' совfiадают с резулътатами, г{олученfiымЕ при ýомощи метод& свч-
диэлектромётрии, указывающими н& изменение состояния воды в растворе
фибриногеЕа при этих температурах. Извесfitо, что структурЕые изменеЕиlI при
l0-1боС связыв&Ют с конфОрмационЕым переJ(одом II {I l_io.C}, дIя которогФ
методоМ фотон-коРреляционной спектросКоIIЕи зарегистрирова}Iа
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комЕtжтизацшI ý-домена, в}IзнваIOщая FiýрыхJIе}rие структуры бе,тка [9J. Нри
этом Езмеýяетýя способшость фиSриногена тормозить самосýорку фибрине Е21.
ГIо нашfiм даЁным, изменеЕие ин"енсивноýти мексимyма lПСП ?8I ýм,
от$Oсящýгоýя к цfi{трам fiOлимеризации фибряноген&, проксхадит $ри 8-I4'C,
Прк темпЁрат)Фах 8-10ОС 0тмечеЕо изменение сOýтояния свободной воды в
сЕýтеме бегrок-вода. По-видшмGмуо каблюдаемые кз}dеllеfiIiя отрttжают
существование ý фпбрикогене при физиопогическfiх усýоýиях
конфрм*ционllого пsрехqда IIо зарегистрЕрованнOго ранее при рН б,5.

Набдrодаемые ЕзмýнеIIцJI сýеrстрrжьýых хttраýтеристиý и мэлектрЕческЕх
Еараметроз растýора фибряногеý& fiрк TeмEspaтypý выше 35"С косят плавныйп
не скачкообразныЙ х€}рEtктер. Ошко вероятно, ýявзаýы с OпксitýЕым в [t} факт*м
прддец{lтур*ционного ЕФвцшеЕruI пitрrtм*тре ф-rrrооресцеfiции А дfiя
фибркногеrrа в зоýе 2ý-38ОС, которФý свидетеsIъýтtrует об реJIЕчеý&и
fiодри}ý{Фсти оIIредеJIеýЕык сегмецтав молекуýы фибрккогена, благод*ря чему
частъ тркптофанидов ýеI}sходит в более гидрофобное окру,жеlr!{е.

fiля тýмfiер€tтуряоrФ иýтерýал& l8-22o0 такжý trоJýlчено совш&деfiие
резуль]татов, отражающих измGЕýние сOстOяЕiия ЕФды s системе бяяок-вода и
кзменеýЕя в молекуяе ýелка, з&траrиваюцЕе вýутреýкие глщрофобные участккyl гёФметркш мФJIекуJIы. Возможко, прк э?их температур9х прои*ходит
кзмеяеЕие конформации маЕекулы фибрияогена. По-вндимому,
конформацковныЙ ýерsход в I}rолекулё фибринотака 0ксло 20'С привомт к
кзм€$еЕию кФнýтitllты связывания ег0 о тромбоцЕтерным рёцеýтФром}
ос$абfiеý}r!о 0вязý между кIетк&ми I! умеЕьшенкю стФпffIн аrреrацЕк
тромбоцитов цри дальяейшФм поýыIленЕ}r темпqратуры.

В обдасти тешlфату,р &50ОС, ЕФмЕко коrrформацпоЕýФ.го перехода II,
про}lсходящего Ери 8-I2ФС, ý физиологкчеýкriх ус.rrовиях обяарухсек
конформацкоiннй переход цри l8-20'C. Этот ýереход смзffI с изменеgЕем
расýоложе}r![я Енутренýих учttстков молекуIы фибривогеýа, ЕриЕа;$Iежащfiх,
пO-ýидЁмему, ý-домешу, В реýуýьтатý ЕýрехOда часть тркптофаýипсв
стаýовится более досryпшой растворитеJlю. ГIрлполаrаgтся, что кзмеfiеЕие
кокформацки баrrка fiри 20'С оцредеJIяёт экстремапьный харектер
темшературной завис!{мост}t агреrацlЕж тромбоцитов, gеобходлмыпr
кфактороь{ которой яыrяется фибриноген.
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