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\1ето{ом УФ-спектрофотомsтрии исследо_ваны изменен]тl структурного состоянIбl тромбоцитов до и по-
*те АfiФ-индуцированноЙ агрегациИ в обласги температур 6-40"с, отмечено изменение формы натив-
ны-к тромбоЦитов прИ темпераryраХ l4-18"С_прИ нагреваЕии суспензии клеток, связанное, по-видимому,
. реорганизаЦltей микрофИламен,гоВ примембранНого цитоскеЛета и полимеризацией актина. Прелпола-
.ается, что наблюдаемые стуктурные изменениJl, по-вид,имому, мембранныi рецепторов ддФ ; фибри-
ногена, при l8-20'C и 30-32'С опредеruIют х.арактер зависимости парЬметров-А{Ф-иir.ryцированной Ъг-
|пегации тромбоцитов от темпераryры.
LlIючЕвыЕ СЛоВА: тромбоци,гы, агрегациJI, мембранные рецепторы, темпераryра, ультрафиолетовая
; пектрофотом етр ия

в практике трансфузиологии тромбоциты обычно хранятся при 22ос, реже при 4ос, так как
..l,!пература хранения оказывает значительное влLrяние на характеристики конечного продукта, в
,::,1 ч}iсле и на поведение тромбоцитов в кровяном русле после транiфузии [1,2]. В част}lости извест-
-.-,, ЧТо ТрОд,IбОциТы, Хранившиеся при 4ОС в теченлtе 24 часов клиiичсски эффективны сразу же после
].]с.цивания, тогда как хранившиеся при 22'С в течение тех же 24 часов должны некоторое время
-;jрк},.цироtsать в кровяном русле реципиента перед тем, как их функчиональная активность станет
_ -:е:еляiемой [3].

ранее нами было показано, что зависимость функциональной активности тромбоцитов от тем-
::а,гурьi имеет ]кстРемальныйл j(apaKTep [4]. МаксиМаlьнаЯ АflФ-индуцированrrая агрегация Tpoý,l-

]-lltToB наблюдается при l8-22oC,1 скорость процессОв связанных с обрЪзованием агрегатов фlак-
_;li,la.lrbHa ПРИ ТеМПеРаТУРаХ З0-34"С. Показано влиян}lе темгlературы и на структурно-
:])фологические характеристики тромбоцитов. Так, по мере снижения температуры, прl,t l2_lj,C
-]tl}lСХСДИТ иЗМенеНие фОрмы тромбоцитов, обусловленное изменением структуры микротрубочек

_:;irtемiбранног_0 слоя, лр}tчем данные изменения, по-видимому, обратимы [5].

_ Роль тромбоцитарного цитоскелета и его ст}ктурного состо;ния в функционировании клетки
. эбластИ физиологtlЧескLtх температур недOСтаточнО ясна, хотЯ известно, что дискообразная форма
1.iтактНого тромбоцита без псевдоподий подцерживается кольцом микротрубочек, построенI{ым из
.iекс}tj\,Itlльно полимеризоu.ауIоLо тубулина и примембравным поясом микрофиламенiов (основу
:._rтОрОГО СОСТавляет актин) [6]. При иследовании тромбоцитов в ряде работ было показано, что ме-
. -']bt УФ-сПектрофотоМетрии спосОбны дать информацию о состоянии актина цитоскелета этих
..::ток [7].

_ В Даrrной работе проведено спектрофотометрическое исследование спектральных характеристик
_ богащенной троп.rбочитамLI и бестромбоuитарной плазмы (ОТП и БТП) крови человекЪ, в области
-э\lператуР 6-40"с,до и после агрегации, индуцированной А!Ф, с целью Ьыявления вклаца струк-
l,,рного состояния белков тр_омбоцитов в морфо-функционаJIьные изменсния кровяных пластинок
-эll дейс,гвии те]!4пературы. Изменен!lя структурного состояния тромбочитарныi белков оценивали
J ИЗМеНеНИЮ СПеКТРОВ ПОГЛОЩеНИя СУсПензии кJIеТок в ультрафиолетовом диапазоне длин волн.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Обогащенную тромбоцt{таi\.{и плазNlу (ОТП) выделяли из стабилизированной цитратом натрия

l:эсвi,l доноров Путем uснтрифу_ruрования в течение l0 мин при l679, безтромбоцитарную плазму
р_Ц) - шентрифугирование]!{ оТП l5 мин при ll00g [8]. !й исследования спектров поглощения
)ТП РаЗвОЛили фосфатным буфером фН 7,2), концентрация тромбоцитов в кювеfе составляла (2-
:) l05 кл/lим]. Слектры поглощения Бтп, отП и суспензии KJ]eToK послс агрегации получали с по-,,jощью ультрафиолетового регистрирующего спектрофотометра "PYE UNIСДМ SP 8000'
Вс-,lикобриТания) В диапазоне 250-350 нм. ЗаписЬ спектроВ проводилась через 2ОС при нагревании

:.i.lеточных суспензий о,r б до 40"С. По спектрам поглощения опредеJulлись мутность раствора, ин-
-eнct,lBнocTb пог,tощениЯ и интенсивНость максиМумов первОй производиой спектров поглощснr|я
1псп),

Агрегацлсо тромбоцитов вызьtsаJIи добавлением 2.l }5M расгвора ДflФ ("Реанал") к ОТП в объемном от-
iошении l ;9 и перемешиванием в течение l 5 мин при Ф(орости вращен}fi мешаrл<и l0 сl.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИВ
В lПСП БТП наблЮДаЮтся хорошо разрешенные макоимумы 28'7,292-293 нм, менее интенсив_

-:ый - 288 нм и пики 2В0-282,298 нм,
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В lПСП ОТП до агрегации регистрируются оц)ицатеJъные максимумы Z87, 292-29З нм, менее
интенсивные28В,291,295 нм и слабые пики 2В0-282,2В4,298 нм.

После агрегации изменяется вид 1ПСП. Уменьшается интенсивнO€ть yкzxlaнHbж ВЫШе максимУ-
мов. Максимумы 290 нм, 284 нм, 29,6 нм практически исчезают из 1ПСП, Ео fIоявJиются интенсиВные
максимумы 1BB,ZBB-ZB}, 298 нм и олабые пики 270, 274,280-28l нм,

Изменение мутности БТП происходит при l6-18'C, в ОТП такое изменение происходит пРИ 14-

18ОС, а в ОТП после агрегации изменение мутности отмечено около 30ОС.
Интенсивность максимумов 1ПСП зависит от температуры, цричеN,I иЗменения спектрtlJIЬных

характеристик БТП и оТП происходят р несовпадающих температурных областях. Так, изменения
интенсивности максимумов lПСП БТП 28l, 292-293,298 нм оц)ажают существование общ_е_го струк-
турног0 перехода беллtЬв плазмьi около 20ОС, заФксирю!?чноl9 рlлqе другими методами [9].

ИнтенЪивность основных максимумов lПСП ОТП 287 и 292-293 нм практически не изменJIется
во всем диа11азоне температур, Но дпя некоторых пиков наблюдаются теМПературнЫе инТерВаПы, В

которых интенсивность пиков lПСП резто меняется. Так для ОТП наб.т*одается иЗменение интен-
сивнЬсти пиков 2В0 нм при температуре 30-32ОС (Рис, 1), 284 нм при l4-16oC (Рис. 2), а при темпера-
турах l8_20'C изменяются интенсивности максимумOв 1ПСП 2В8 и пика 29В нм (Рис. 3,4).

5 10 15 2о 25 30 з5 40тРс 5 10 15 20 25 30 35 40т:с
Рис. 1. Зависимость интенсивности пика 1ПСП 28l нм Рис.2. Зависимость инте}Iсивности максимума lПСГI
ОТП <lT температуры.

Пqсле агрегации в lПСП суспензии клrеток наблюдается изменение системы термопереходов на
разных полосах. Изменение интенсивности максимума 29В нм [роисхOдит при температУре 30ОС,
вместо lЧ]Чдо_lт_.Iации. При температуре около 20ОС происходит изменение интенсивности мак-
qимума 1ПСП 292-293 нм и пика 280-281 нм,

Мутность суспензии нативных цlомбоцитов изменяется при темперацрах ltlq:q (Рис. 5), В
литературе встречаются сведения о том, что при охлаждении при темпераryрах l2-1зос изменяется
форма тромбочитов [5]. При этом наблподаются изменения в структуре цитоскетIета: происходит
децOJlимеризация тубулина, распад микротрубочек и примембранного пояса микрофиламентов [6]. С
другой стороны известна обратимость эффектов охлаждения-нагрева цlомбоцитов, в частности п0-
казано, что нагревание до 37'С стимулирует сборку микротрубочек, а охлаждение до 4ОС бпокирует
этот процесс и вызывает их распад [8]. Поэтому зарегистрированное в работе изменение мутности
ОТIIпри l4-1В'С,предпо;rожитеJIьно,связаносизменениемформыклетокотсферыкдиску.

Неким подтверждением существования изменения формы тромбоцитов при 14-18ОС служит об-
наруженный факт температурозависимых изменений интенсивности максимумов lПСП ОТП 284 и
2В8 нм.

Во всем исследованном диапазоне температур интенсивность максимума 1ПСП 28В нм значи-
тельно выше у ОТП до агрегации чем у суспензии клеток поспе агрегации. Максимум 28В нм по-
разному ведет себя у нативных и агрегированных тромбоцитов, то есть, по-видимому, имеет отно-
шение к а|регации тромбоцитов.

Изменения интенсивности максимума lПСП 28В нм происходят при 18-20'С у ОТП и не наблю-
даются дтя тромбоцитов после ацрегации.

Интенсивности максимумов 1ПСП 2В4 нм, 2ВВ нм, по-видимому, меняются сицхронно, но про-
ТИВOГIОЛОЖНО ДРУГ ДРУГУ.

При нагревании ОТП отмечено у}чlеньшениеинтенсивности пика 1ПСП 284 нм при температу-
рах l4-16'C, а при 1В-20'С - увеличение интенсивности максимума 28В нм (Рис. 2, З).

В работе [7] показано, что преобладание актина в значительной степени опредеJIJIет форму спек-
тра суммарного свечения цlомбоцитов в коротковоJIновой области, Из результатов этой работы
следует также, что при комнатной температуре поJтимеризация цlомбоцитарного актина, при добав-
лении к суспензии тромбоцитов CaClz в концентрации l0-aM, сопровождается увеличением интен-
сивности максимума 1ПСП 288 нм и исчезновением из lПСП максимума 2В4 нм, Из этого, по-
видимому, следует, что максимумы lПСП суспензии нативных тромбоцитов 2В4 нм и 288 нм отра-
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Ptrc, 3. ЗависиIчIость интеЕсивности
288 Hrvr ОТII о,г температуры.

PlTc. 4. Зависtiмость интеtlсивности
ОТП от температуры.
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Поэтоп.tу L,lожно предположить, что 1]еги-

СТDИРУеIчfЫе HaN,IPI У]\.IеНЬШеНИе ИНТеНСИВНОСТИ
пика 1ПСП 284 нм прлi темперttтурах l4-16'C pl

увелI,Iчение интенсивности максимуý,Iа 28В нп,r при
l8-22"C свидетельствуют о полимеризациLI акти-
на трошtбоцитов ts этой области температур, Этот
процесс! вероятно] 0опровождает наблюдаемое
изменение формы KIieToK при 14-1B'C, которое
осущес,гвJuIется благодаря изменению структур-
ноrо состояния белков и, в частностLl, актина
микрофилаь,tентов прLtмембранного цитоскепетzt
16].

Так как в БТП и суспензии тромбоцитов по-
cJle агрегации не наблюдается знаiчительных из-
менениti интенсивности максимумов 1ПСП 284
нм и 2ВВ нм во всем дI{апазоне температур, мож-
но предподожI{ть, что у тромбоцитов после агре-
гации не проIlсходит дополнительной подимери-
зации актина гlрш i8-20ОС.Вероятно" зто

35 40 т,t
максимума lПСП

пиltа lПСП 298 нм

,l,5

0 10 20 30 40 т,.с
htc. 5. Завислплосгь светорассеяЕIIIяI ОТП от температlры.

яв;]яется следствием того! что активация и агрегация клеток сопровождаются реорга.низацией всего

ЦI,IТОСКеJIеТа. ПОЛиМеt]ИЗацlIеЙ актина" при этом депо G-актина полностью истощается [В].
Измененttя интенсивности максиNlyма lПСП 288 ншr происходят около 30'С в БТГi, 

-

в lпсп ОТП при l3"C наблюдаются изменения интенсив}Iости пLIKa 298 нм, отражающего со-
стояние внуц)енниХ r?]ёрофобнЫх (илИ трансмембРанных) участков ]\{олек}л белков, содержащих
остатки трил,гофана [1 0],

Температура изменений интенсивности пика 298 нм совладает с областью те\,1ператур в которой
происходLrт фазовый переход липидов мембран [l1]. После аIрегацир1 изN{енение I{HTеHсиBHocTI,I trика
298 нм происходI{т при 30ОС, при этих же температурах отмечено иЗj\,Iенение интенсI4вности пика 270
нпt, который определяется поглощением АfiФ, и, верOятно, оц)ажает состояние рецепторов ДfiФ на
)r9чбJаI9_1ромбоцита с которым связан агонист. Вероятно поЪтому, изменения I4нтенсивностI,I пика
1псЦ отп 298 нм пl]и l8oC отражают изменения сOстояния тромбоцитарного рецептора Д!Ф.

совпадение;lчастков температур. в которых происходиrrзrенениjr;rтнdсти отп и интенсив-
ности пика 1псП 298. 1м,, подl,верждает предположение о том, что существует связь между мел,тбран-
нымI4 рецепторамI4 АlФ и фибриногена и белками примембранного цитоскелета, а изN{енения
структ}iры рецепторов и цитоскелета взаимосвязаны.

Изп,tенение I,тFIтенсивI-Iости гIика lпсП отп 280 нм при темгIературах 30-32"С (Рис. 1) говорит,
вероятtIо, об изменении__структуры гидрофильных экстрацеллюлярных yiacTKoB белкЬв, содержащих
остатки тирозина [10], Из литературы известно, что lIитоплазматi,Iческие участки тромбоциiарного
рецептора фибр_иногена комплекса гликопротеинов,IIb-IIIa содержат остатки тирозина [l2], Однако
рецегlтор_ы_А!Ф также представлены гликопротеинами. в состав которых Becbl\,{a вероятн0 входит
тирозин [1З]. IIоказано, чтолизмеIl9н_ч9 сýорости АfiФ-индуцированной Ъгрегации тромбоц"тов про-
!lсход1,1Т при температурах 30-34"с [4]. Совпадение температурных обласiей, в котЬрых происходят
i,{змеЕеция cкopocT}t агрегации тромбоuитов и иЕтенсивности пика 1ПСП отп 2s0 нм, Еероятно,
свидетельствуIот о существовании некой взаимосвязи между ними. По-видимому, так как скорость
агрегации определяется функцис,нальным сOстоянием рецепторов" можно предположить, что изLrе-
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ненлlя ttHTeHcHl}HOcT!{ пнка 280 t*ill прtr З0-3:"С св!{лете"'tьс,гвуlот 0 стрlIкта)ных uзs{еflенllях тромбо-
ц}Iтi}ряьl.{ рsцепторов фнбриногеяа r,l АflФ" Структlрные r-lзмен€}Il.{я рецеlrторо8 прu 30-32"С ьlогут
Jlе)*tа,гь в оснflве уменьшенlrя cкopocTll агрЁгt,lц}l}t тро*tбrrцлtтов {актl.лвацлtl* клеток), н,аблюдаемогtl
прij тее,{пера,ц?illr выше З2-З4"С [4].

iIрочессу АýФ-rtндl,цttрованной агрёгацrrrr ,тредшествует сrаJ{Iля lIзfi{ененItя форt"rы K.IIеTKH _0т
длlсi(il i сфере с д&льнеЁтшrсш образованr*ýý{ llсýвдоЕодлrfi" В TaKllx преобразованньн формах троьtбо-
ц].1ты вrr}rilают всr ЁзаI{модеЁtствtlе дFуг с друrом ;"t образуtот агреrать1, Известно- чтtl rIри 1.1зьlенен}1!{

форьлы }LJiеткш прс)ýýкOд}lт раслад п,rякроrрубочек (депоплrьlЁр}Iза|lня тl,бухкна}, l{зд,lеняЁгgя распре-
;iеленне fo{IIкрOdiшлаь,lентов t{ мнкрrlrрубочек, которOе сФпрt}ýOждангся быстроfi шол*rаtерl.tзацяеr1
ilк"гitlla [6'l" ГIо этоt1 rrрлtчнне" вероятно, отсуl,ствуют особе:лностн Е Teмnspaт},ptrolt завшсlt*tосrтI.l све-
ll]р;lссеяýtlя rtрOагрегl*]оrlавшilх троьtбоцrrтов ЁрI,I теhlперат!рах 10-20"С, Характерно. чтtr trрll )тод,l

t}e ф,1,1,,!еqе*lо t{зл,*еяsнl*й лсlлоl, 284. 288 кпл,

}iаб;tюдtt*ir,*ое Yr]елпчёнttе све?Oрассеян}l,я l]pl{ теilrперат}ч}е ]8-ЗO"С сусfiензии тропtбо::t*тов лсl-
спе a;}efaцtI}t. Bepo-ql.tro с8язано с }Iзft{еЕенI{ем форьtы к.ilеток. Этот процесс" 11о-в!{дипrоьrу- iiil{ýет
[lест(} при дезагр+гацн}1 tl сопрOвOж}iае:fся дальн*ffшей реФрактернФстью 

,громбоцитов к действtлкl
I-II{д,yктLrрOа [8J. Рефрактсрные тролrбоцлrты отлЕчаются от l,штiil{?}Iых ,{зменЁнным стр}цтурные,f
L]t,}c.1,сlrlнIiej\,{ fl.па:!fi,,tlтliqескоtt мембр;rнь} ri дёстр)rктtlвýы[{tl 1.1}hIeHe,HtiяMH в cнcTeil{e ь,tl"tкротрубочек. В
троtr,tбоцt*та;\ I,1счезаIот Есевдопод!Iш. Ео сохранllется орган}IзOванньlrYI цштоскелет и оста.Ётся t]аpy-
liенной cI,rгTeпIa .ч;*lrtl,грубrrчек- Авторы [8] riрелпо.пагак)т, что рефрактерное сФст*янt*е,lромбоцtл-
тOЕ ti{окет быть обtr,хдбв-{енt} тем- чтtl Epi{ действ1.ltt I{ндуктt}ра }I активациI.I HJIBTt]K гlроисходЕт 3заи-
рlц];jg1-*lс-iвне LII{?0сlкgJIgтных cTp}iKT}/p с г,itýкопротеянам}t- явJlJ{ющпI{}tOя рецептOраý{l{ lчUl АýФ, Ис-
}-0;ц irз этOго il,:{}жl{L\ вредположt,lть. что наб;rюдаеьtое в работе при ?8-ЗO"С увелI{qýflЕ{Ё ]llyTнocтi{
сyсгlf.н]lJl1 T1-1t,tt,tбtl:_{ltтoв пЁс.jlе al?eгaцr{fi. гlo-BlцI{lvIOliI1,. обуслrrв,пено рtlзрушенJlеil, свfзёli ьlе,жл1, ре-
цеlIторi+tr,{I"I А;]Ф л,пtrзь,rатltчесttоit лtеьлбражы троtr,tбоцита 1,1 пликрофила?чlентаi\.l}l г:рrtьtеьlбранного
I]()r{ Ltl tIIl т(} gк cJleт;t.

основь:ваяl,ь l{a ЕолуtlсI LIых нпNIII резуJ{ьтатах ltlокHo предIlо.rrоi{illть след\,}ощ}'к} гIlýот*тt{че*
t:Kl,rt) схеI,t.Y llзl,ýеýен1.1я стрчкт}rрнO-фl,нкцl,tонtt rьitогG с:OстOянЕя троiltбOцllтоfi в зав}t{,,}*пr0стil от Teilq-

ператyры. Нагlзеванl,.rе от 6"С врi{водl!т к пзменеý}tю форьrы 1{нтактrrык тромбочitтов прн 14-18nC,
ЭTtl,r rtlltll"tecc сt}ý?оý{}:{tдае,тся lt}b,leн9нllяill}f LlTpyKTypы a.KTllHa арlтме*лбранноrФ цнтоскелетЁ: пр!l
IеNtпеl]атч]Rх l4-1{:r"C шаSлrоя:rется vA,teнblileнIlf, EoJIlIaJ*cTRa G-aKTltHa э троп,tliоцлtтах ýъ,tегtьшеrrllе
l,HтeHc1lt]HOcTl{ liilк;l 1ПСП f8.i нпл) }| ),ве'лllJчеýtlе сi}деl]жания F-формь: aкTrlýil (что выра;яаtетея Е
yBtr"]I1,Iчelliti1 tli{,гeнc1.1вt{olrT}I h,lai{cltьt),bra IIТСП 2В8 HBr), В этолi же областlt теý,lперат}'р Фт]ч{ечено I,1Зъ{е*

He}J}tý ll}i,гeнfi,{B$OcTil b{aкcll.,1yblrt 298 ншr- оlрti;каltоЁ]еIl}. гtо-вi{дIл]uоl\.l}I- сФс,гояниЁ 11ре;*iде ?еегý трфilt-
ýоцlrтirрнtэl,о рец*{1тора /\rЩФ" Всроят}lо ?T}t изý{енеtli.{я азаI,tмосвязltны. так KaIt возhlожнос?ь цl,!то-
снеJlе,г;l T:poнtбt]:_i:l?crr] Е.пt,tд,Iь на {сlЁт,{_}flнtlЕ рецепторов АfiФ быя*1 пrrказttна в рабоr:е [8], Flельзя llt:-
I_(лIочliть 1,I вOзь(t}j{tнt]ýть \|частl{я р*цептора фlлбрl.tногеttа в ?том процессе, Огlредеэlеяное вJп,Iяя}lе на
из}яе.нёнllе iuтpтKT}pbt рецептOров MoimeT окаlывать п фiтrовыtТ ilереход лI.Iп}Iдов il{ембран Ep1l 20"С.
Возмокнtl, *тhtеченные структlтные изlr{еýенLIя рецеIIтOрOв прш l8-2BoC оrrреде;rяют I,IзмененIIЁ f,ав;.I-

cllb{ocтll с,гегlенt{ агреI,ац;{и трtlпtбошrrтов 0? тЁl{пфilтуры прtt ?0ОС"
11ри дшьнеfrшеN,I у8ея!lчен1{}.I теfl{перат},ры I]зNIенен}Iя стрyктуряо-фyнкцl*ональtlых cBopirTB

-гJ]tlfi{б{)lJtJ,говt t)трilжi*ющl,IесJl * нi*бпtодаfý,{ых рi}gЁе I,вь{енен!lяк теilrпературноt? завl*еl*ttlоfrт}{ скорФ-
{TI{ i]I?егацtIIj ()т тее{ператчры прн 30,З4ОС. тflкже Koppe"[IrpyюT с l-tз]\{ý,l{er{!1e]vl структ}'рны-\ характе-
}.)IlL:1,},к,грriлtбоцпт;tрных рЁце;lт$р{)н,

fi счспеttзлltt тlэопtбоl1llтов г{ос"це агрегац}{]t 1.1з&lене}I},lя стр)Iltтуры ,rромбоцлtтарных 
рецеfiт()р{]в

н irблк,r;tаютс:я прr.l Зt}"С,

вьшоды
}l,зпrеltеtllш ь*орфо-фlч:сц!IоЕальýых xýpsltTepi{cTltK тромбоцитов в зав|{€иа,Iост}r от температурьi

свяl_tаны. I]0*EI,IдI.Ii!{ФI!tyl npll т*ь{ilераf}рrlх нIIже fOОС, tl }Iзменен}IЁýt стр},кт}ры прittl,tембраннOго ilито-
cl(e.лeTtt 1.I !lз]\{ененllе\,I состФfi}{лlя меп браяных рецепторов дIш инд}кторов я кофактароз агрегsrrдн; а
в об"пастtl l,емперtl,Ё\lр окtiл(} Зfl"С - с изltенеt]}лями t:rрукт}rры рецеfi,IФрФв пJlазм*т}lчеекоfl меь*браяы
Tpobtfrtrrtll гов.
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