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Ôàðìàêîëîãè÷åñêèé òðîìáîëèçèñ ñ èñïîëüçîâàíèåì ðàçëè÷íûõ àêòèâàòîðîâ
ïëàçìèíîãåíà è ìåõàíè÷åñêîå âîçäåéñòâèå ÿâëÿþòñÿ øèðîêî èñïîëüçóå-

ìûìè ïîäõîäàìè äëÿ ëå÷åíèÿ àðòåðèàëüíûõ è âåíîçíûõ òðîìáîòè÷åñêèõ çàáî-
ëåâàíèé. Îäíàêî ýòè ìåòîäû íå âñåãäà ïðèâîäÿò ê âîññòàíîâëåíèþ êðîâîòîêà,
è óñïåõ òåðàïèè îãðàíè÷åí ðåîêêëþçèÿìè, à òàêæå ïîáî÷íûìè ýôôåêòàìè â
âèäå òàêèõ îñëîæíåíèé, êàê êðîâîòå÷åíèÿ, èíñóëüò, ýìáîëèçàöèÿ ñãóñòêà è

ðàçðóøåíèå ñòåíêè ñîñóäîâ [1, 2]. Â ïîñëåäíåå âðåìÿ èññëåäîâàíèÿìè in vitro
[3–8], â ýêñïåðèìåíòàõ íà æèâîòíûõ [9–11] è íà÷àëüíûìè êëèíè÷åñêèìè èñïû-
òàíèÿìè [12, 13] áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ïðèìåíåíèå óëüòðàçâóêà (ÓÇ) â òðîìáîëè-
òè÷åñêîé òåðàïèè ïðèâîäèëî ê ïîâûøåíèþ ýôôåêòèâíîñòè òðîìáîëèçèñà è óìå-
íüøåíèþ âåðîÿòíîñòè âîçíèêíîâåíèÿ ðàçëè÷íûõ îñëîæíåíèé. Â íàñòîÿùåå
âðåìÿ âûäåëåíû äâà îñíîâíûõ íàïðàâëåíèÿ ïðèìåíåíèÿ ÓÇ â òðîìáîëèòè÷åñ-
êîé òåðàïèè: èñïîëüçîâàíèå ÓÇ âûñîêîé èíòåíñèâíîñòè äëÿ ìåõàíè÷åñêîãî ðàç-
ðóøåíèÿ òðîìáîâ è íèçêîé èíòåíñèâíîñòè äëÿ óñèëåíèÿ ôåðìåíòàòèâíîãî ôèá-
ðèíîëèçà [5]. ÓÇ âûñîêîé èíòåíñèâíîñòè ðàçðóøàåò ñãóñòîê áåç ó÷àñòèÿ àêòèâà-
òîðîâ ïëàçìèíîãåíà [1, 13]. ÓÇ íèçêîé èíòåíñèâíîñòè óñèëèâàåò ôåðìåíòàòèâ-
íûé òðîìáîëèçèñ çà ñ÷åò âîçðàñòàíèÿ ñêîðîñòè ìîëåêóëÿðíîé äèôôóçèè ê ïî-
âåðõíîñòè ñãóñòêà [8,14], îáðàòèìûõ èçìåíåíèé ñòðóêòóðû ôèáðèíà [1, 14] è
óâåëè÷åíèÿ ñâÿçûâàíèÿ òêàíåâîãî àêòèâàòîðà ïëàçìèíîãåíà ñ ôèáðèíîì [1].
Íåäàâíèå èññëåäîâàíèÿ ïîêàçûâàþò, ÷òî íèçêî÷àñòîòíûé ÓÇ â äèàïàçîíå

20–40 êÃö îáëàäàåò ëó÷øåé òêàíåâîé ïðîíèöàåìîñòüþ, ìåíüøèì òåìïåðàòóð-
íûì ýôôåêòîì è ÿâëÿåòñÿ áîëåå ýôôåêòèâíûì äëÿ ëèçèñà òðîìáîâ [1, 11, 15].

Èçâåñòíî, ÷òî òðîìáîëèòè÷åñêàÿ òåðàïèÿ óæå îäíîé òîëüêî ñòðåïòîêèíà-
çîé èëè òêàíåâûì àêòèâàòîðîì ïëàçìèíîãåíà âûçûâàåò ïðåäòðîìáîòè÷åñêîå
ñîñòîÿíèå, ñâÿçàííîå ñ óâåëè÷åíèåì àêòèâíîñòè òðîìáèíà [16, 17]. Ýòèì îáú-

ÿñíÿåòñÿ âîçíèêíîâåíèå ðåîêêëþçèé ó 3–6 % ïàöèåíòîâ ïîñëå óñïåøíîãî
òðîìáîëèçèñà [2, 17]. Ïðåäëîæåí ðÿä ìåõàíèçìîâ äëÿ îáúÿñíåíèÿ ïðåäòðîìáî-
òè÷åñêîãî ñîñòîÿíèÿ, èíäóöèðóåìîãî òðîìáîëèòè÷åñêîé òåðàïèåé. Îäèí èç
íèõ ïðåäïîëàãàåò îáðàçîâàíèå ñâîáîäíîãî ïëàçìèíà â ðåçóëüòàòå ñèñòåìíîãî
ëèçèñà, êîòîðûé ìîæåò áûòü òðèããåðîì êîàãóëÿöèè, àêòèâèðóÿ ôàêòîðû êîí-
òàêòíîãî ïóòè ñâåðòûâàíèÿ, ôàêòîð V, è, âîçìîæíî, ïðîòðîìáèí [17, 18]. Äðó-
ãîé âîçìîæíûé ìåõàíèçì çàêëþ÷àåòñÿ â òîì, ÷òî òðîìáèí, ñâÿçàííûé ñ ôèá-

ÕÈÌÈ×ÅÑÊÈÅ ÏÐÎÁËÅÌÛ ÑÎÇÄÀÍÈß ÍÎÂÛÕ ÌÀÒÅÐÈÀËÎÂ È ÒÅÕÍÎËÎÃÈÉ

Ìèíñê 2003



ðèíîì, çàùèùåí îò èíàêòèâàöèè èíãèáèòîðàìè ïëàçìû è ñïîñîáåí ïðîâîäèòü
ëîêàëüíóþ àêòèâàöèþ òðîìáîöèòîâ è óñêîðÿòü êîàãóëÿöèþ [16]. Êðîìå òîãî,
ïðè÷èíîé ïðîêîàãóëÿíòíîãî ñîñòîÿíèÿ ìîæåò áûòü âûñâîáîæäàþùèéñÿ èç ëè-
çèðîâàííîãî òðîìáà ñâîáîäíûé òðîìáèí. Ïðè ýòîì òðîìáèí ìîæåò ñâÿçûâàòü-
ñÿ ñ ðàñòâîðèìûìè ïðîäóêòàìè äåãðàäàöèè ôèáðèíà, ÷òî çàùèùàåò åãî îò äåé-
ñòâèÿ èíãèáèòîðîâ [18]. Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî âîçäåéñòâèå ÓÇ â ñî÷åòàíèè
ñî ñòðåïòîêèíàçîé, ñïîñîáñòâóÿ óñêîðåíèþ ðàçðóøåíèÿ òðîìáîâ çà ñ÷åò àêòè-
âàöèè ïëàçìèíîãåíà, îäíîâðåìåííî ñîïðîâîæäàëîñü àêòèâàöèåé è òðîìáèíî-
âîé ñèñòåìû [19]. Ýòîò ýôôåêò â çíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè îáóñëîâëåí òåì, ÷òî ðå-
æèìû ÓÇ-îáðàáîòêè ïîäáèðàëèñü íà îñíîâàíèè äàííûõ ïî îáùåìó ñîñòîÿíèþ
ãåìîñòàçà, íå âñåãäà ÷åòêî îòðàæàþùèõ âîçìîæíûå òîíêèå ñòðóêòóðíî-ôóíê-
öèîíàëüíûå íàðóøåíèÿ áåëêîâ ñèñòåì êîàãóëÿöèè è ôèáðèíîëèçà.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå áûë èñïîëüçîâàí âûñîêîî÷èùåííûé íàòèâíûé èíãèáè-

òîð ñåðèíîâûõ ïðîòåàç(ñåðïèí) – àíòèòðîìáèí III (ÀÒ III) è ñìåñü ÷åòûðåõ íå-

àêòèâèðîâàííûõ ôàêòîðîâ ñâåðòûâàíèÿ êðîâè â âèäå ïðåïàðàòà PPSB (ïðî-

òðîìáèí – ïðîêîíâåðòèí – ôàêòîð IX – ôàêòîð X) äëÿ âûÿâëåíèÿ áåëêîâîãî

êîìïîíåíòà(îâ), íàèáîëåå ÷óâñòâèòåëüíîãî(íûõ) ê äåéñòâèþ ÓÇ. Ðåíòãåíî-

ñòðóêòóðíûå è áèîõèìè÷åñêèå èññëåäîâàíèÿ ïîçâîëèëè îáîñíîâàòü çíà÷åíèå

ïîëèìåðíûõ àãðåãàòîâ, íàòèâíîé è ëàòåíòíîé ôîðì ñåðïèíà â âîçìîæíîì ðàç-

âèòèè ðÿäà ïàòîëîãèé [20–24]. Èíòåðåñ ê ðàçëè÷íîãî ðîäà êîíôîðìåðàì ÀÒ

III â ïîñëåäíåå âðåìÿ âîçðîñ â ñâÿçè ñ îáíàðóæåíèåì ïðîòèâîàíãèîãåííûõ è

ïðîòèâîîïóõîëåâûõ ñâîéñòâ ìîäèôèöèðîâàííûõ ôîðì ýòîãî èíãèáèòîðà [25].

Ïðåïàðàò äëÿ çàìåñòèòåëüíîé òåðàïèè ãåìîôèëèè Â – PPSB-êîíöåíòðàò, íà

íàø âçãëÿä, ÿâëÿåòñÿ óäîáíîé ìîäåëüþ äëÿ èçó÷åíèÿ âîçìîæíîñòè àêòèâàöèè

ôàêòîðîâ ñâåðòûâàíèÿ ïîä äåéñòâèåì ÓÇ, èñõîäÿ èç ïðåäïîñûëêè, ÷òî äàæå

ëîêàëüíàÿ àêòèâàöèÿ ýòèõ ôàêòîðîâ ìîæåò ñëóæèòü ïóñêîâûì ìåõàíèçìîì

ðàçâèòèÿ ïðîêîàãóëÿíòíîãî ñîñòîÿíèÿ. Â öåëîì óñòàíîâëåíèå ñïåöèôè÷åñêèõ

ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûõ èçìåíåíèé ÀÒ III è ôåðìåíòîâ êîàãóëÿöèè íåîá-

õîäèìî äëÿ îïðåäåëåíèÿ ïîðîãîâûõ ðåæèìîâ ÓÇ-ðàçðóøåíèÿ òðîìáîâ, à òàêæå

ïðîâåäåíèÿ ñîîòâåòñòâóþùåé ôàðìàêîòåðàïèè, ÷òî ïîçâîëèò ìèíèìèçèðîâàòü

ïîáî÷íûå ýôôåêòû àêóñòî-ôåðìåíòàòèâíîãî òðîìáîëèçèñà.

ÌÅÒÎÄÛ ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈß

Âûäåëåíèå ÀÒ III. ÀÒ III âûäåëÿëè èç ñâåæåçàìîðîæåííîé ïëàçìû äîíîðîâ,

èñïîëüçóÿ ôðàêöèîíèðîâàíèå ïîëèýòèëåíãëèêîëåì 6000 (20 %, ìàññà/îáúåì),

ïîñëå ÷åãî ñóïåðíàòàíò ðàçâîäèëè ðàâíûì îáúåìîì óðàâíîâåøèâàþùåãî áóôåðà

(0,05 Ì íàòðèé-ôîñôàòíûé áóôåð, ðÍ 7,4, ñîäåðæàùèé 0,15 Ì NaCl, 10 ìÌ öèò-

ðàòà íàòðèÿ, 5 ìÌ ÝÄÒÀ). Ýòó ñìåñü íàíîñèëè íà êîëîíêó ñ ãåïàðèí-ñåôàðîçîé,

êîòîðóþ ïîñëåäîâàòåëüíî ïðîìûâàëè óðàâíîâåøèâàþùèì áóôåðîì, à çàòåì ýòèì

æå áóôåðîì ñ 0,4 Ì NaCl. ÀÒ III ýëþèðîâàëè, èñïîëüçóÿ ãðàäèåíò êîíöåíòðàöèè

NaCl â óðàâíîâåøèâàþùåì áóôåðå îò 0,4 äî 2 Ì. Ôðàêöèþ, ýëþèðóåìóþ ïðè

êîíöåíòðàöèè NaCl 0,8–1,0 Ì, äèàëèçîâàëè ïðîòèâ 0,05 Ì íàòðèé-ôîñôàòíîãî

áóôåðà (ðÍ 7,4), ñîäåðæàùåãî 0,15 Ì NaCl è õðîìàòîãðàôèðîâàëè íà êîëîíêå ñ

ÄÝÀÝ-öåëëþëîçîé DE 52 («Wathman») â ðåæèìå íåãàòèâíîé àäñîðáöèè ïðèìåñ-

íûõ áåëêîâ. Áåëêîâûé ìàòåðèàë, ýëþèðóåìûé â ñâîáîäíîì îáúåìå êîëîíêè, êîí-

öåíòðèðîâàëè â öåíòðèôóæíûõ óëüòðàôèëüòðàöèîííûõ êàðòðèäæàõ ñ ïðåäåëîì

395ÈÑÑËÅÄÎÂÀÍÈÅ ÌÎËÅÊÓËßÐÍÛÕ ÌÅÕÀÍÈÇÌÎÂ ÏÐÎÊÎÀÃÓËßÍÒÍÎÃÎ ÑÎÑÒÎßÍÈß ÑÈÑÒÅÌÛ

ÃÅÌÎÑÒÀÇÀ, ÈÍÄÓÖÈÐÓÅÌÎÃÎ ÄÅÉÑÒÂÈÅÌ ÍÈÇÊÎ×ÀÑÒÎÒÍÎÃÎ ÓËÜÒÐÀÇÂÓÊÀ



ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå 30 êÄà Centricon30 («Amicon»). Ïðèìåñü ïîëèìåðíûõ

àãðåãàòîâ ÀÒ III óäàëÿëè ãåëü-õðîìàòîãðàôèåé íà êîëîíêå c ñåôàäåêñîì G-150

(«Amerscham Pharmacia Biotech»). Ñ ó÷åòîì âîçìîæíîãî îáðàçîâàíèÿ ëàòåíòíîé

ôîðìû, àãðåãàòîâ è ïðîòåîëèòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííîãî ñåðïèíà ïðîöåäóðó

âûäåëåíèÿ äî ñòàäèè ãåëü-õðîìàòîãðàôèè ïðîâîäèëè â ïðèñóòñòâèè 0,1 ìÌ ôå-

íèëìåòèëñóëüôîôòîðèäà ïðè òåìïåðàòóðå 5–8 �Ñ, èñêëþ÷àÿ ñòàäèè ëèîôèëèçà-

öèè. ×èñòîòà àíòèòðîìáèíà ïîäòâåðæäàëàñü ÏÀÀÃ-ýëåêòðîôîðåçîì â ïðèñóòñò-

âèè äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ (DS-Na-ÏÀÀÃ-ýëåêòðîôîðåç), à íàëè÷èå àãðåãàòîâ –

ãåëü-ýëåêòðîôîðåçîì â íåäåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðåðûâ-

íîé áóôåðíîé ñèñòåìû [26]. Â êà÷åñòâå ñòàíäàðòîâ äëÿ ýëåêòðîôîðåçà èñïîëüçî-

âàëèñü ôîñôîðèëàçà b 94 êÄà, àëüáóìèí èç áû÷åé ñûâîðîòêè 67 êÄà, îâàëüáóìèí

43 êÄà, êàðáîàíãèäðàçà 30 êÄà, ñîåâûé èíãèáèòîð òðèïñèíà 20 êÄà, �-ëàêòàëüáó-

ìèí 14,4 êÄà («Pharmacia Biotech»). Êîíöåíòðàöèþ ÀÒ III îïðåäåëÿëè ñïåêòðî-

ôîòîìåòðè÷åñêè, èñïîëüçóÿ çíà÷åíèå êîýôôèöèåíòà ìîëÿðíîãî ïîãëîùåíèÿ

(�280 íì) 37 700 Ì
–1

�ñì
–1

[24].

Æèäêîñòíóþ õðîìàòîãðàôèþ íèçêîãî äàâëåíèÿ ïðîâîäèëè ñ èñïîëüçîâà-

íèåì àâòîìàòè÷åñêîé ñèñòåìû «GradiFrac», âêëþ÷àþùåé ïðîãðàììèðóåìûé

êîëëåêòîð ôðàêöèé, ïðîòî÷íûé ÓÔ-ìîíèòîð (� = 280 íì), ãðàäèåíòíûé ñìåñè-

òåëü, ïåðèñòàëüòè÷åñêèé íàñîñ («Pharmacia Biotech»), â ðåæèìàõ ãðàäèåíòíî-

ãî èëè èçîêðàòè÷åñêîãî ýëþèðîâàíèÿ. Àôôèííóþ õðîìàòîãðàôèþ â àíàëèòè-

÷åñêîì âàðèàíòå äëÿ îöåíêè íàòèâíîé è ëàòåíòíîé ôîðì ÀÒ III ïðîâîäèëè íà

êîëîíêå (0,8�2,5 ñì) ñ ãåïàðèí-ñåôàðîçîé ïðè 5–8 �Ñ.

Èñòî÷íèê óëüòðàçâóêà. Â êà÷åñòâå èñòî÷íèêà ÓÇ èñïîëüçîâàëè àïïàðàò äëÿ

ðàçðóøåíèÿ òðîìáîâ «Ïóëüñàð» ÀÐÒ-ÓÍ1, ðàçðàáîòàííûé â Áåëîðóññêîé ãîñó-

äàðñòâåííîé ïîëèòåõíè÷åñêîé àêàäåìèè (Ìèíñê, Áåëàðóñü). Àïïàðàò âêëþ÷àåò

ÓÇ-ãåíåðàòîð ñ ðåãóëèðóåìîé ìîùíîñòüþ è óëüòðàçâóêîâóþ êîëåáàòåëüíóþ ñèñ-

òåìó, ñîñòîÿùóþ èç ïüåçîýëåêòðè÷åñêîãî ïðåîáðàçîâàòåëÿ óëüòðàçâóêîâûõ êîëå-

áàíèé, ãèáêîé âîëíîâîäíîé ñèñòåìû ïåðåìåííîãî ñå÷åíèÿ äëèíîé 560 ìì äëÿ

êîíöåíòðèðîâàíèÿ ÓÇ-êîëåáàíèé íà ðàáî÷èé èíñòðóìåíò. Äèàìåòð êîíå÷íîé

ñòóïåíè âîëíîâîäà – 0,8 ìì, äèàìåòð èçëó÷àþùåé ïîâåðõíîñòè ðàáî÷åãî èíñòðó-

ìåíòà – 1,8 ìì, ðåãóëèðîâàíèå èíòåíñèâíîñòè ÓÇ-êîëåáàíèé – îò 1 äî 30 Âò/ñì
2
.

Â òåõ ñëó÷àÿõ, êîãäà ýòî äîïîëíèòåëüíî íå îãîâàðèâàëîñü, îçâó÷èâàíèå ïðîâîäè-

ëè ïðè ÷àñòîòå 26 êÃö è èíòåíñèâíîñòè ÓÇ 26 Âò/cì
2
. Êþâåòà, ñîäåðæàùàÿ îçâó-

÷èâàåìûå ðàñòâîðû áåëêîâ (0,5–1,0 ìã â 1 ìë) â 0,05 Ì íàòðèé-ôîñôàòíîì áóôåðå

(ðÍ 7,4) ñ 0,15 Ì NaCl, òåðìîñòàòèðîâàëàñü ïðè 37 �Ñ (ïðè ÓÇ-îáðàáîòêå òåìïå-

ðàòóðà ïîâûøàëàñü íå áîëåå ÷åì íà 0,5 �Ñ). Íåïîñðåäñòâåííî ïåðåä îáðàáîòêîé

ÓÇ ÀÒ III ïîäâåðãàëè äîïîëíèòåëüíîé õðîìàòîãðàôèè íà êîëîíêå ñ ãåïàðèí-ñå-

ôàðîçîé äëÿ îòäåëåíèÿ ñïîíòàííî îáðàçóþùåéñÿ ëàòåíòíîé ôîðìû è äèàëèçîâà-

ëè ïðîòèâ áóôåðà äëÿ îçâó÷èâàíèÿ, à PPSB-êîíöåíòðàò äèàëèçîâàëè ïðîòèâ ýòî-

ãî æå áóôåðà äëÿ óäàëåíèÿ ìàííèòîëà.

Ñîäåðæàíèå ôóíêöèîíàëüíî àêòèâíîãî ÀÒ III ïîñëå âîçäåéñòâèÿ ÓÇ ðàñ-

ñ÷èòûâàëè, èñïîëüçóÿ î÷èùåííûé ÀÒ èç ïëàçìû ÷åëîâåêà â êà÷åñòâå ñòàí-

äàðòà. Êàëèáðîâî÷íóþ êðèâóþ ïîëó÷àëè â ðåçóëüòàòå èíêóáàöèè èçâåñòíîãî

êîëè÷åñòâà êîíòðîëüíîãî ñòàíäàðòà â äèàïàçîíå îò 2 äî 20 íìîëü â ïðèñóòñò-

âèè 20-êðàòíîãî ìîëÿðíîãî èçáûòêà ïîëíîðàçìåðíîãî íåôðàêöèîíèðîâàííî-

ãî ãåïàðèíà (Ìr 17 500 Äà) ñ ïîñòîÿííûì êîëè÷åñòâîì òðîìáèíà (8 íìîëü) â

îáúåìå 200 ìêë â òå÷åíèå 40 ìèí ïðè 37 �Ñ â 0,05 Ì íàòðèé-ôîñôàòíîì áóôå-
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ðå (ðÍ 7,4), ñîäåðæàùåì 0,1 Ì NaCl. Ïîñëå èíêóáàöèè îñòàòî÷íóþ òðîìáè-

íîâóþ àêòèâíîñòü îïðåäåëÿëè äîáàâëåíèåì ñìåñè ê 1,8 ìë ýòîãî æå áóôåðà,

ñîäåðæàùåãî 100 ìêÌ ñóáñòðàòà S-2238 (H-D-Phe-Pip-Arg-pNA, «Chromoge-

nix»). Íà÷àëüíóþ ñêîðîñòü ãèäðîëèçà ñóáñòðàòà S-2238 ñî ñâîáîäíûì òðîì-

áèíîì [27] èçìåðÿëè â äâîéíîì ýêñïåðèìåíòå ïî ïîãëîùåíèþ âûñâîáîæäàå-

ìîãî ï-íèòðîàíèëèäíîãî ôðàãìåíòà ïðè 405 íì íà ñïåêòðîôîòîìåòðå «Shi-

madzu 1202» ñ èñïîëüçîâàíèåì ïðîãðàììû êèíåòè÷åñêèõ èçìåðåíèé.
Âûñîêîýôôåêòèâíóþ æèäêîñòíóþ õðîìàòîãðàôèþ âûñîêîãî äàâëåíèÿ

(ÆÕÂÄ) ïðîâîäèëè íà õðîìàòîãðàôå «Shimadzu LC-10AD» ñ èñïîëüçîâàíèåì

UV/VIS ôîòîäèîäíîãî äåòåêòîðà SPD-M10A. Äëÿ ãåëü-ïðîíèêàþùåé õðîìàòî-
ãðàôèè ïðèìåíÿëè êîëîíêó «SPHEROGEL TSK» (7,5 õ 300 ìì) («Beckman»), à

äëÿ àíèîíîîáìåííîé õðîìàòîãðàôèè – êîëîíêó «ET NUCLEOSIL 4000-7 PEI»

(4�125 ìì) («Macherey-Nagel»). Ãîëóáîé äåêñòðàí (2�10
6
Äà) èñïîëüçîâàëè äëÿ

îïðåäåëåíèÿ ñâîáîäíîãî îáúåìà êîëîíêè äëÿ ãåëü-ïðîíèêàþùåé õðîìàòîãðà-

ôèè, êîòîðóþ êàëèáðîâàëè ñ èñïîëüçîâàíèåì òèðîãëîáóëèíà, �-ãëîáóëèíà,

îâàëüáóìèíà è öèòîõðîìà ñ ñ Ìr, ðàâíûìè 670, 158, 45 è 12,5 êÄà ñîîòâåò-
ñòâåííî. Óñëîâèÿ õðîìàòîãðàôèè è îáðàáîòêà õðîìàòîãðàìì (ôîðìà ãðàäèåí-
òà, èíòåãðèðîâàíèå ïëîùàäåé ïèêîâ, ñêîðîñòü ïîäà÷è ýëþåíòà) çàäàâàëèñü
ïðîãðàììíûì îáåñïå÷åíèåì Shimadzu CLASS VP (ßïîíèÿ).

ÐÅÇÓËÜÒÀÒÛ È ÎÁÑÓÆÄÅÍÈÅ

Âëèÿíèå óëüòðàçâóêà íà ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíûå ïåðåõîäû: íàòèâ-
íûé – ëàòåíòíûé – àãðåãàòíûé ÀÒ III. Èñïîëüçîâàëè âûñîêîàôôèííûé ê ãåïà-
ðèíó íàòèâíûé ñåðïèí, ïîëó÷åííûé àôôèííîé õðîìàòîãðàôèåé íåïîñðåäñòâåí-

íî ïåðåä ïðîâåäåíèåì ýêñïåðèìåíòîâ (âðåìÿ õðàíåíèÿ ïðè 5 �Ñ íå ïðåâûøàëî

2 ñóò). Îáðàáîòêó ÓÇ ïðîâîäèëè ïðè 37 �Ñ â 0,05 Ì íàòðèé-ôîñôàòíîì áóôåðå

(pH 7,4) ïðè êîíöåíòðàöèè ñåðïèíà 0,5–1 ìã/ìë è èíòåíñèâíîñòè ÓÇ

5–26 Âò/cì
2
ñ ÷àñòîòîé 26 êÃö. Â ñïåöèàëüíûõ îïûòàõ óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðè èí-

òåíñèâíîñòè ÓÇ â äèàïàçîíå 5–15 Âò/ñì
2
çàìåòíûõ îòëè÷èé ïðè îöåíêå ñîäåðæà-

íèÿ ÀÒ III ïî îñòàòî÷íîé àìèäîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè òðîìáèíà ïî ñðàâíåíèþ ñ

èíêóáàöèåé ïðè 37 �Ñ íå íàáëþäàëîñü. Íà ðèñ. 1 ïðèâåäåíû õðîìàòîãðàììû îá-
ðàçöîâ ÀÒ III, èëëþñòðèðóþùèå âîçäåéñòâèå íà áåëîê ÓÇ áîëåå âûñîêîé ìîùíîñ-

òè (26 Âò/cì
2
) è òåìïåðàòóðû 37 �Ñ. Èíêóáàöèÿ ïðè 37 �Ñ â òå÷åíèå 1 ÷ ñîïðîâîæäà-

ëàñü íåêîòîðûì óâåëè÷åíèåì ñîäåðæàíèÿ àãðåãàòîâ (ïèê 1, Mr > 400 000, 6,9 %)
ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì îáðàçöîì (1,2 %), à ñóììàðíîå êîëè÷åñòâî ëàòåíòíîé è

íàòèâíîé ôîðì â ñìåñè ñîñòàâëÿëî 93,2 % (Mr 65 000, ïèê 2), òîãäà êàê â îçâó-
÷åííîì îáðàçöå ïðè ýòîé æå òåìïåðàòóðå ñîäåðæàíèå àãðåãàòíûõ ïîëèìåðîâ äîñ-
òèãàëî 23,7 %, à ñìåñè ëàòåíòíîé è íàòèâíîé ôîðì óìåíüøàëîñü äî 76,3 %. Íà
âñòàâêàõ íà ðèñ. 1 èçîáðàæåíû ýëåêòðîôîðåãðàììû îáðàçöîâ ÀÒ III ïîñëå ãåëü-
ýëåêòðîôîðåçà â íåäåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ, êîòîðûå ïîäòâåðæäþò îáðàçîâà-

íèå ïîëèìåðíûõ ôîðì ÀÒ III (ðèñ. 1, á è â) ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîäíûì îáðàçöîì

(ðèñ. 1, à). Èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäóåò, ÷òî âûñîêîî÷èùåííûé ÀÒ III â
îòñóòñòâèå ñòàáèëèçèðóþùèõ äîáàâîê (ìàííèòîë, öèòðàò íàòðèÿ, ãëèöåðèí, àëü-

áóìèí) ñïîñîáåí óæå ïðè òåìïåðàòóðå 37 �Ñ ê ïåðåõîäó â àãðåãàòíûå ôîðìû.
Äåéñòâèå ÓÇ çíà÷èòåëüíî óñèëèâàåò ýòîò ýôôåêò. Èíòåðåñíî, ÷òî ïî äàííûì
ÆÕÂÄ îáðàçîâàíèå ïîëèìåðíûõ àãðåãàòîâ íå ïðîèñõîäèëî ÷åðåç äèìåðíóþ ôîð-
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ìó, êîòîðàÿ ÿâëÿëàñü îïðåäåëÿþùåé ïðè ïðîâåäåíèè êðèñòàëëèçàöèè äëÿ ðåíòãå-
íîñòðóêòóðíûõ èññëåäîâàíèé ýòîãî ñåðïèíà [28, 29]. Êàê ïðàâèëî, áåëêîâûå àãðå-
ãàòû îáðàçóþòñÿ çà ñ÷åò ñëàáûõ íåêîâàëåíòíûõ âçàèìîäåéñòâèé, òàêèõ êàê âîäî-

ðîäíûå ñâÿçè, ãèäðîôîáíûå âçàèìîäåéñòâèÿ. Ïîñêîëüêó ÀÒ III – îäíîöåïî÷å÷íûé
ãëèêîïðîòåèä, à 6 îñòàòêîâ öèñòåèíà îáðàçóþò òðè äèñóëüôèäíûå ñâÿçè [30], òî íå
èñêëþ÷åíà âîçìîæíîñòü êîâàëåíòíûõ ìåæìîëåêóëÿðíûõ ñøèâîê äèñóëüôèäíû-
ìè ìîñòèêàìè. Ïðîâåäåíèå ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà â ïðèñóòñòâèè äîäåöèëñóëüôàòà
íàòðèÿ áåç ïðåäâàðèòåëüíîãî âîññòàíîâëåíèÿ áåëêà 2-ìåðêàïòîýòàíîëîì ïîêàçàëî
îòñóòñòâèå ìåæìîëåêóëÿðíûõ äèñóëüôèäíûõ ñâÿçåé. Ýòî ïîäòâåðæäàåò, ÷òî àãðå-
ãàöèÿ íå ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ðåàêöèé òèîë-äèñóëüôèäíîãî îáìåíà â õîäå ïðîöåñ-

ñîâ ðàçâîðà÷èâàíèÿ – ñâåðòûâàíèÿ, èíäóöèðóåìûõ âîçäåéñòâèåì ÓÇ.
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ÐÈÑ. 1. Àíàëèç ìåòîäàìè ãåëü-ïðîíèêàþùåé ÆÕÂÄ è ãåëü-

ýëåêòðîôîðåçà îáðàçîâàíèÿ àãðåãàòîâ (1) è ñîäåðæàíèÿ ìîíî-

ìåðíîé ôîðìû (2) ÀÒ III:

à – èñõîäíûé ÀÒ III, á – îáðàçåö ÀÒ III, èíêóáèðîâàííûé 1 ÷ ïðè

37 �Ñ, â – îáðàçåö ÀÒ III, ïîäâåðãíóòûé âîçäåéñòâèþ ÓÇ (26 Âò/ñì2,

26 êÃö) ïðè 37 �Ñ â òå÷åíèå 1 ÷. Íà âñòàâêàõ ñïðàâà ïðèâåäåíû

ýëåêòðîôîðåãðàììû ñîîòâåòñòâóþùèõ îáðàçöîâ ÀÒ III, ïîëó÷åí-

íûå ïîñëå ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà â íåäåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ



Íà ðèñ. 2 ïðèâåäåíî èçìåíåíèå ñîäåðæàíèÿ àãðåãàòíûõ ôîðì (Ìr > 400 000 Äà)

è ìîíîìåðíîãî áåëêà (Ìr 65 000 Äà), à òàêæå ÀÒ III, îöåíèâàåìîãî ïî îñòàòî÷-

íîé àêòèâíîñòè òðîìáèíà ñ õðîìîãåííûì ñóáñòðàòîì S-2238, â çàâèñèìîñòè îò

ïðîäîëæèòåëüíîñòè âîçäåéñòâèÿ ÓÇ. Îáùåé çàêîíîìåðíîñòüþ ïðè ðàçëè÷íûõ

âðåìåííûõ èíòåðâàëàõ ÓÇ-ýêñïîíèðîâàíèÿ ÿâëÿëîñü óâåëè÷åíèå ñîäåðæàíèÿ

àãðåãàòîâ ïðè ïðîïîðöèîíàëüíîì óìåíüøåíèè ñîäåðæàíèÿ èñõîäíîãî áåëêà,

÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î òîì, ÷òî äðóãèå àãðåãàòíûå ôîðìû ðàçëè÷íîé êðàòíî-

ñòè (äèìåðû, òðèìåðû, òåòðàìåðû) ÿâëÿëèñü èíòåðìåäèàòàìè ïðè îáðàçîâà-

íèè àãðåãàòîâ (Ìr > 400 000 Äà). Èç ðèñ. 2 âèäíî, ÷òî äîëÿ àãðåãàòîâ îò îáùåãî

êîëè÷åñòâà ÀÒ III íå ïðåâûøàåò 25 %. Âìåñòå ñ òåì ïàðàëëåëüíî èçìåðÿåìàÿ

îñòàòî÷íàÿ àìèäîëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü òðîìáèíà (êîëè÷åñòâî íàòèâíîãî

ÀÒ III) óìåíüøàëàñü çíà÷èòåëüíî ñóùåñòâåííåå, ÷åì ìîæíî áûëî îáúÿñíèòü,

èñõîäÿ èç îáðàçîâàíèÿ òîëüêî ôóíêöèîíàëüíî íåàêòèâíûõ àãðåãàòîâ. Òàêîé

ôîðìîé ìîãëà ÿâëÿòüñÿ ëàòåíòíàÿ ôîðìà ÀÒ III, îáëàäàþùàÿ ïîíèæåííûì

ñðîäñòâîì ê ãåïàðèíó, èëè ïðîòåîëèòè÷åñêè ìîäèôèöèðîâàííûé êîíôîðìåð

ñåðïèíà [21, 22, 31]. Äëÿ ïðîâåðêè ýòîãî ïðåäïîëîæåíèÿ áûëà ïðîâåäåíà àíà-

ëèòè÷åñêàÿ àôôèííàÿ õðîìàòîãðàôèÿ íà êîëîíêå ñ ãåïàðèí-ñåôàðîçîé îçâó-

÷åííîãî îáðàçöà ÀÒ III (ðèñ. 3). Íà ïðîôèëå ýëþèðîâàíèÿ ÷åòêî âèäíû òðè ïè-

êà: ïèê I (12 % îò îáùåãî êîëè÷åñòâà áåëêà) ñîäåðæàë áåëêîâûé ìàòåðèàë,

ýëþèðóåìûé â ñâîáîäíîì îáúåìå êîëîíêè, ïèê II (48 %) ñîäåðæàë áåëîê, ýëþ-

èðóåìûé ïðè êîíöåíòðàöèè NaCl 0,35–0,4 Ì è, íàêîíåö, ïèê III (40 %) ñîäåð-

æàë âûñîêîàôôèííûé ê èììîáèëèçîâàííîìó ëèãàíäó áåëîê (ýëþèðîâàíèå äî-

ñòèãàëîñü ïðè êîíöåíòðàöèè NaCl 0,9–1,0 Ì). DS-Na-ÏÀÀÃ-ýëåêòðîôîðåç ïî-

êàçàë, ÷òî âñå òðè ïèêà ñîäåðæàëè îäíó ìîíîìåðíóþ ôîðìó áåëêà ñ

Mr 65 000 Äà, ÷òî ãîâîðèëî îá îòñóòñòâèè ðàñùåïëåíèÿ ïîëèïåïòèäíîé öåïè

ñåðïèíà èëè îáðàçîâàíèÿ êîâàëåíòíûõ ìåæìîëåêóëÿðíûõ ñøèâîê. Îáúåäè-

íåííûå ôðàêöèè áûëè ñêîíöåíòðèðîâàíû ïðèìåðíî â 10 ðàç â öåíòðèôóæíûõ

óëüòðàôèëüòðàöèîííûõ êàðòðèäæàõ, è ñ ïîìîùüþ ãåëü-ïðîíèêàþùåé ÆÕÂÄ

áûëî óñòàíîâëåíî, ÷òî áåëîê ôðàêöèè I, íå âçàèìîäåéñòâóþùèé ñ èììîáèëè-

çîâàííûì ãåïàðèíîì, ÿâëÿëñÿ èñêëþ÷èòåëüíî íåêîâàëåíòíûì ïîëèìåðîì (àã-

ðåãàòîì), à íèçêîàôôèííàÿ ôðàêöèÿ II (ëàòåíòíàÿ ôîðìà) ñîñòîÿëà íà 90 % èç

ïðîòîìåðíîé ôîðìû ñåðïèíà è íà 10 % èç àãðåãàòîâ. Ôðàêöèÿ III ïðåäñòàâëÿ-
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ÐÈÑ 2. Çàâèñèìîñòü ñîäåðæàíèÿ ìîíîìåðíîé (1), àãðå-

ãàòíîé ôîðì (2) è àêòèâíîãî ÀÒ III (3) îò ïðîäîëæè-

òåëüíîñòè íåïðåðûâíîãî ÓÇ-âîçäåéñòâèÿ



ëà ñîáîé âûñîêîàôôèííûé ê ãåïàðèíó íàòèâíûé ñåðïèí. Ñîñòàâ ðàçëè÷íûõ

ôîðì ÀÒ III ïî äàííûì ãåëü-ïðîíèêàþùåé ÆÕÂÄ è àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè

ïðåäñòàâëåí â òàáë. 1.

Òàáëèöà 1

Ñîäåðæàíèå àãðåãàòíîé, ëàòåíòíîé è íàòèâíîé ôîðì ÀÒ III ïî äàííûì

ãåëü-ïðîíèêàþùåé ÆÕÂÄ è àôôèííîé õðîìàòîãðàôèè íà ãåïàðèí-ñåôàðîçå

Îáðàçåö Àãðåãàòû, % Ëàòåíòíàÿ ôîðìà, % Íàòèâíàÿ ôîðìà, %

Èñõîäíûé ÀÒ III 1,2 – 98,8

ÀÒ III (1÷, 37 �Ñ) 6,9 27,3 65,8

ÀÒ III (ÓÇ, 1 ÷, 37 �Ñ) 23,7 40,6 35,7

Èç ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòàòîâ ñëåäîâàëî, ÷òî äåéñòâèå ÓÇ ñîïðîâîæäàëîñü

óâåëè÷åíèåì îáðàçîâàíèÿ êàê èíãèáèòîðíî íåàêòèâíîé ëàòåíòíîé ôîðìû, îá-

ëàäàþùåé ïî îòíîøåíèþ ê ãåïàðèíó ïîíèæåííûì ñðîäñòâîì, òàê è àãðåãàòîâ,

íå îáðàçóþùèõ êîìïëåêñîâ ñ ãåïàðèíîì.
Èññëåäîâàíî òàêæå âëèÿíèå ðàçëè÷íûõ äîáàâîê íà ïðîöåññû èíäóöèðîâàí-

íîãî ÓÇ îáðàçîâàíèÿ àãðåãàòíûõ è ëàòåíòíîé ôîðì ÀÒ III. Èñïîëüçîâàëè êàê
ïðèðîäíûé ôèçèîëîãè÷åñêèé êîìïëåêñîîáðàçóþùèé ýôôåêòîð ãåïàðèí

[32–34], òàê è åãî ïîëóñèíòåòè÷åñêèé àíàëîã ïåíòîçàíïîëèñóëüôàò, ïðåäñòàâ-
ëÿþùèé ñîáîé âûñîêîñóëüôàòèðîâàííóþ ïîëèêñèëîçó, ñòàòèñòè÷åñêè ñîäåð-
æàùóþ íà êàæäîé äåñÿòîé åäèíèöå îäíó ãëþêóðîíîâóþ ãðóïïó [35]. Êðîìå òî-
ãî, â êà÷åñòâå ïðîòåêòîðà îáðàçîâàíèÿ àãðåãàòîâ ïðèìåíèëè öèòðàò íàòðèÿ
[21]. Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ïðèâåäåíû â òàáë. 2.

Ñîäåðæàíèå àãðåãàòîâ è ìîíîìåðíûõ ôîðì îöåíèâàëè ãåëü-ïðîíèêàþùåé

ÆÕÂÄ íàòèâíîé ôîðìû – ïî îñòàòî÷íîé àìèäîëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè òðîìáè-
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ÐÈÑ. 3. Àôôèííàÿ õðîìàòîãðàôèÿ ÀÒ III, ïîä-

âåðãíóòîãî äåéñòâèþ ÓÇ (26 Âò/ñì2, 26 êÃö,

37 �Ñ, 1 ÷), íà êîëîíêå ñ ãåïàðèí-ñåôàðîçîé:

I, II è III – îáúåäèíåííûå ôðàêöèè äëÿ ïîñëå-

äóþùåãî êîíöåíòðèðîâàíèÿ è àíàëèçà ãåëü-

ïðîíèêàþùåé ÆÕÂÄ



íà, èñïîëüçóÿ äëÿ ïîñòðîåíèÿ êàëèáðîâî÷íîãî ãðàôèêà íàòèâíûé ïðåïàðàò ÀÒ

III (àãðåãàòû íå áîëåå 2 %). Êîëè÷åñòâî ëàòåíòíîé ôîðìû îïðåäåëÿëè êàê ðàç-

íîñòü ìåæäó îáùèì ñîäåðæàíèåì èñõîäíîãî ÀÒ III è ñóììîé ìîíîìåðíîé è àã-

ðåãàòíîé ôîðì, ïîñêîëüêó ïðîâåäåíèå àíàëèòè÷åñêîé àôôèííîé õðîìàòîãðà-

ôèè íà êîëîíêå ñ ãåïàðèí-ñåôàðîçîé äëÿ îöåíêè ëàòåíòíîé ôîðìû áûëî çà-

òðóäíåíî âñëåäñòâèå ýëþèðîâàíèÿ ðàçëè÷íûõ ôîðì ÀÒ III â ñâîáîäíîì îáúåìå

êîëîíêè èç-çà íàëè÷èÿ ðàñòâîðèìûõ ëèãàíäîâ – ãåïàðèíà èëè ïåíòîçàíïîëè-

ñóëüôàòà. Ñîäåðæàíèå àãðåãàòîâ, ëàòåíòíîé è íàòèâíîé ôîðì äëÿ îáðàçöîâ

ÀÒ III, ïîäâåðãíóòûõ âîçäåéñòâèþ ÓÇ áåç ââåäåíèÿ ïðîòåêòèðóþùèõ äîáàâîê,

íàõîäèëîñü íà áëèçêîì óðîâíå êàê ïî îïðåäåëåíèþ ñî÷åòàíèåì àôôèííîé õðî-

ìàòîãðàôèè è ÆÕÂÄ (òàáë.1), òàê è ñî÷åòàíèåì ÆÕÂÄ è îñòàòî÷íîé àêòèâíî-

ñòè òðîìáèíà (òàáë.2). Â ïðèñóòñòâèè ãåïàðèíà ñîäåðæàíèå íàòèâíîé ôîðìû

áûëî íàèâûñøèì (85,2 %), òîãäà êàê öèòðàò íàòðèÿ è ïåíòîçàíïîëèñóëüôàò

îêàçûâàëè ïðèìåðíî îäèíàêîâûé ñòàáèëèçèðóþùèé ýôôåêò (íàòèâíàÿ ôîðìà

ñîñòàâëÿëà ñîîòâåòñòâåííî 69,7 è 63,6 %). Ïðè âñåõ ïðîòåêòèðóþùèõ äîáàâ-

êàõ êîëè÷åñòâî àãðåãàòîâ ñîñòàâëÿëî 6–12 % ïðè ïðîïîðöèîíàëüíîì óìåíüøå-

íèè ìîíîìåðíûõ ôîðì. Âìåñòå ñ òåì ãåïàðèí îêàçûâàë íàèáîëåå ñóùåñòâåííîå

âëèÿíèå íà îáðàçîâàíèå ëàòåíòíîé ôîðìû (åå ñîäåðæàíèå ñîñòàâëÿëî 9,2 %), â

òî âðåìÿ êàê öèòðàò íàòðèÿ è ïåíòîçàíïîëèñóëüôàò ñóùåñòâåííî ìåíåå ýôôåê-

òèâíî ñòàáèëèçèðîâàëè íàòèâíóþ ôîðìó – ñîäåðæàíèå ëàòåíòíîé ôîðìû ñîñ-

òàâëÿëî ñîîòâåòñòâåííî 22,3 è 24,4 % (òàáë. 2).

Òàáëèöà 2

Ñîäåðæàíèå àãðåãàòíîé, ëàòåíòíîé è íàòèâíîé ôîðì ÀÒ III ïðè îáðàáîòêå îáðàçöîâ

áåëêà ÓÇ â ïðèñóòñòâèè ðàçëè÷íûõ ýôôåêòîðîâ

Îáðàçåö Àãðåãàòû, %
Ëàòåíòíàÿ

ôîðìà, %

Íàòèâíàÿ

ôîðìà, %

ÀÒ III, ÓÇ, 37 �Ñ, 1 ÷ 22,2 37,8 40,0

ÀÒ III + ãåïàðèí (0,2 ìÌ) 5,6 9,2 85,2

ÀÒ III + ïåíòîçàíïîëèñóëüôàò (0,2 ìÌ) 12,0 24,4 63,6

ÀÒ III + öèòðàò íàòðèÿ (0,25 Ì) 8,0 22,3 69,7

Ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû ñâèäåòåëüñòâîâàëè î òîì, ÷òî âîçäåéñòâèå ÓÇ äå-
ñòàáèëèçèðîâàëî ìîëåêóëó íàòèâíîãî ÀÒ III çà ñ÷åò ðàçðóøåíèÿ âíóòðèìîëå-
êóëÿðíûõ íåêîâàëåíòíûõ ñâÿçåé, â ðåçóëüòàòå ÷åãî ïðîèñõîäèëî îáðàçîâàíèå
àãðåãàòîâ è ëàòåíòíîé ôîðìû. Ëàòåíòíàÿ ôîðìà ÀÒ III ÿâëÿåòñÿ íàèáîëåå óñ-
òîé÷èâîé êîíôîðìàöèåé ñåðïèíà [21]. Ìåõàíèçì îáðàçîâàíèÿ ïîëèìåðíûõ àã-
ðåãàòîâ íå èçâåñòåí, íî ïî àíàëîãèè ñ îáðàçîâàíèåì äèìåðîâ [23] ìîæíî ïðåä-
ïîëîæèòü, ÷òî îíè èìåþòò ëèíåéíûé õàðàêòåð: öåíòðàëüíàÿ ðåàêòèâíàÿ ïåò-
ëÿ îäíîé ìîëåêóëû ÀÒ III âõîäèò â äðóãóþ ìîëåêóëó ñ îáðàçîâàíèåì íåàêòèâ-
íîé ôîðìû, òà â ñâîþ î÷åðåäü îòäàåò ñâîþ öåíòðàëüíóþ ðåàêòèâíóþ ïåòëþ â
ñëåäóþùóþ ìîëåêóëó è ò. ä. Ìåæìîëåêóëÿðíûå êîâàëåíòíûå ñøèâêè â ðå-
çóëüòàòå ìîäèôèêàöèè êèñëîðîäñîäåðæàùèìè ðàäèêàëàìè îñòàòêîâ öèñòåèíà
èëè àðîìàòè÷åñêèõ àìèíîêèñëîò èñêëþ÷åíû, èëè â äàííûõ óñëîâèÿõ îçâó÷è-
âàíèÿ èõ îáíàðóæåíèå íàõîäèòñÿ çà ïðåäåëàìè ÷óâñòâèòåëüíîñòè ÆÕÂÄ è
ãåëü-ýëåêòðîôîðåçà. Â ïðèñóòñòâèè ãåïàðèíà ÀÒ III áîëåå óñòîé÷èâ ê äåéñòâèþ
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ÓÇ (ïî êðèòåðèÿì îáðàçîâàíèÿ àãðåãàòîâ è ëàòåíòíîé ôîðìû), ÷åì â ïðèñóò-
ñòâèè öèòðàòà íàòðèÿ èëè ïåíòîçàíïîëèñóëüôàòà. Êîìïëåêñ ÀÒ III è ãåïàðèíà
ñòàáèëèçèðîâàí áîëüøèì ÷èñëîì âîäîðîäíûõ ñâÿçåé ìåæäó ñóëüôàòíûìè è
êàðáîêñèëüíûìè ãðóïïèðîâêàìè ïåíòàñàõàðèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè ìîëå-
êóëû ãåïàðèíà è îñòàòêàìè Arg è Lys ìîëåêóëû èíãèáèòîðà. Ïðè êîìïëåêñî-
îáðàçîâàíèè öåíòðàëüíàÿ ðåàêòèâíàÿ ïåòëÿ ñåðïèíà ðàñïîëàãàåòñÿ â áîëåå ýê-
ñïîíèðîâàííîé îðèåíòàöèè â ðåçóëüòàòå çàêðûòèÿ À-ñëîÿ è óäëèíåíèÿ ñïèðà-
ëè D, íà êîòîðîé ïðîèñõîäèò ñìåùåíèå çàðÿäîâ [32]. Î÷åâèäíî, ñóëüôàòèðî-
âàííûå ïîëèñàõàðèäû, êàê äîñòàòî÷íî áîëüøèå ïîëèàíèîíû, â ðàçëè÷íîé ñòå-
ïåíè áëîêèðóþò êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ ìîëåêóë ÀÒ III, ñïîñîáñòâóþ-
ùèå èõ ñëèÿíèþ â ïîëèìåðíûå àãðåãàòû. Íà îñíîâàíèè ïîëó÷åííûõ ðåçóëüòà-

òîâ íåëüçÿ èñêëþ÷èòü, ÷òî â óñëîâèÿõ îáðàáîòêè òðîìáîâ in vivo äåéñòâèå ÓÇ
ìîæåò îêàçàòüñÿ ôàêòîðîì, óñêîðÿþùèì ïðîöåññ ëîêàëüíîãî îáðàçîâàíèÿ
êîíôîðìàöèîííî íåàêòèâíûõ ôîðì ñåðïèíà è, ñëåäîâàòåëüíî, ïîâûøåííîé
àêòèâíîñòè ôàêòîðîâ ñâåðòûâàíèÿ êðîâè.

Âëèÿíèå ÓÇ íà êîìïëåêñíûé ïðåïàðàò PPSB. Ìîëåêóëÿðíûìè ìèøåíÿìè

ÀÒ III ÿâëÿþòñÿ ïðåæäå âñåãî àêòèâèðîâàííûå ôàêòîðû ñâåðòûâàíèÿ êðîâè –

òðîìáèí (FIIà) è ôàêòîð Xa. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ áëàãîäàðÿ áèîõèìè÷åñêèì è

ðåíòãåíîñòðóêòóðíûì èññëåäîâàíèÿì õîðîøî îáîñíîâàí ìåõàíèçì êîíôîðìà-

öèîííîé àêòèâàöèè ÀÒ III ãåïàðèíîì ñ ïîñëåäóþùèì ìîëåêóëÿðíûì «çàõâà-

òîì» ìîëåêóëàìè ñåðïèíà ñîîòâåòñòâóþùèõ àêòèâèðîâàííûõ ôàêòîðîâ. Âíà-

÷àëå íåîáõîäèìî áûëî âûÿâèòü âîçìîæíîñòü ïðÿìîãî äåéñòâèÿ ÓÇ íà íåàêòè-

âèðîâàííûå ôàêòîðû ñâåðòûâàíèÿ. Äëÿ ýòîãî áûë èñïîëüçîâàí PPSB-êîíöåíò-

ðàò, ñîäåðæàùèé ñìåñü IX, II, VII è X ôàêòîðîâ ñâåðòûâàíèÿ êðîâè. Äëÿ îöåí-

êè èçìåíåíèÿ ñîäåðæàíèÿ íåàêòèâèðîâàííûõ ôàêòîðîâ ïîä äåéñòâèåì ÓÇ

ïðèìåíÿëè ÆÕÂÄ äëÿ ðàçäåëåíèÿ áåëêîâûõ ôàêòîðîâ PPSB-êîìïëåêñà â íå-

äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ.

Ñèëüíûé êàòèîíîîáìåííèê ñ ïðèâèòûìè îñòàòêàìè ñóëüôîíîâîé êèñëî-

òû (Nuckleogel SCX 1000-8/46) èëè ãèäðîôîáíûé íîñèòåëü ñ ôåíèëüíûìè îñ-

òàòêàìè (TSK Phenyl-5PW) ïðè ÆÕÂÄ â ðàçëè÷íûõ ðåæèìàõ õðîìàòîãðà-

ôèè íå ïîçâîëèëè äîáèòüñÿ óäîâëåòâîðèòåëüíûõ ðåçóëüòàòîâ ðàçäåëåíèÿ.

Êàê è ïðåäïîëàãàëîñü íà îñíîâàíèè çíà÷åíèé èçîýëåêòðè÷åñêèõ òî÷åê îòäå-

ëüíûõ ôàêòîðîâ, íàèëó÷øèå ðåçóëüòàòû áûëè ïîëó÷åíû ïðè èñïîëüçîâàíèè

àíèîíîîáìåííîé ÆÕÂÄ íà ïîëèýòèëåíèìèíîñîäåðæàùåì íîñèòåëå (Nucleo-

sil 4000-7 PEI). Â êà÷åñòâå èëëþñòðàöèè íà ðèñ. 4 ïðåäñòàâëåíû ïðîôèëè

ýëþèðîâàíèÿ ïðè ÆÕÂÄ êîíòðîëüíîãî (37 �Ñ, 1 ÷) è îçâó÷åííîãî (26 Âò/ñì
2
,

37 �Ñ, 1 ÷) îáðàçöîâ PPSB-êîíöåíòðàòà. Èíòåãðèðîâàíèå ïèêîâ ïîçâîëèëî

óñòàíîâèòü (ñ ó÷åòîì ïîïðàâîê íà êîýôôèöèåíòû ìîëÿðíîãî ïîãëîùåíèÿ

ïðè 280 íì äëÿ èíäèâèäóàëüíûõ ôàêòîðîâ) îòíîñèòåëüíîå ñîäåðæàíèå ôàê-

òîðîâ ñâåðòûâàíèÿ â îçâó÷åííîì îáðàçöå: ôàêòîð VII – 15 %, ôàêòîð X –

22 %, ôàêòîð II – 28 % è ôàêòîð IX – 35 %. Ýòè çíà÷åíèÿ ñîîòâåòñòâóþò äàí-

íûì ñïåöèôèêàöèè ïðåïàðàòà ïî îòíîñèòåëüíîé àêòèâíîñòè è â ïðåäåëàõ

òî÷íîñòè ÆÕÂÄ áëèçêè ê êîíòðîëüíîìó îáðàçöó PPSB-êîìïëåêñà. Íåîáõî-

äèìî îòìåòèòü, ÷òî ÆÕÂÄ ïðîâîäèëàñü â íåäåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ, ïîý-

òîìó îáðàçîâàíèå «ëåãêèõ» è «òÿæåëûõ» öåïåé êàê ïðîäóêòîâ àêòèâàöèè

ïðîôåðìåíòîâ íå ôèêñèðîâàëîñü èç-çà íàëè÷èÿ ìåæöåïî÷å÷íûõ äèñóëüôèä-

íûõ ñâÿçåé. Áëèçêèé õàðàêòåð ïðîôèëåé ýëþèðîâàíèÿ ïîçâîëèë ñäåëàòü çà-

êëþ÷åíèå, ÷òî àêóñòîõèìè÷åñêèå ðåàêöèè íå âûçûâàëè çíà÷èòåëüíûõ íàðó-
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øåíèé ñòðóêòóðû áåëêîâ (ìîäèôèêàöèÿ áîêîâûõ ðàäèêàëîâ àìèíîêèñëîò,

êîâàëåíòíàÿ èëè íåêîâàëåíòíàÿ àãðåãàöèÿ). Ïðè ãåëü-ýëåêòðîôîðåçå êàê

êîíòðîëüíûé, òàê è îçâó÷åííûé îáðàçöû PPSB-êîìïëåêñà õàðàêòåðèçîâà-

ëèñü áëèçêèì êîëè÷åñòâåííûì è êà÷åñòâåííûì ðàñïðåäåëåíèåì ïîëèïåï-

òèäíûõ öåïåé (âñòàâêè íà ðèñ. 4). Áûëî îáíàðóæåíî äîïîëíèòåëüíîå íåçíà-

÷èòåëüíîå íàêîïëåíèå «òÿæåëûõ» è «ëåãêèõ» öåïåé ïî ñðàâíåíèþ ñ èñõîä-

íûì PPSB-êîìïëåêñîì, ÷òî ñâèäåòåëüñòâîâàëî î ìèíîðíîé àêòèâàöèè ïðî-

ôåðìåíòîâ çà ñ÷åò ñëåäîâ ýíäîãåííûõ àêòèâèðîâàííûõ ïðîòåèíàç [36]. ÓÇ íå

ïðîìîòèðîâàë ýíäîãåííûé ïðîòåîëèç è ñîîòâåòñòâóþùóþ àêòèâàöèþ ôàêòî-

ðîâ ñâåðòûâàíèÿ â ïðåïàðàòå PPSB. Óñòîé÷èâîñòü ïðîôåðìåíòîâ êîàãóëÿöèè

ê äåéñòâèþ ÓÇ ìîæåò áûòü îáóñëîâëåíà óíèêàëüíîé ñòðóêòóðíîé îðãàíèçà-

öèåé ýòèõ áåëêîâ [37]. Îíè ÿâëÿþòñÿ 4-äîìåííûìè ãëèêîïðîòåèäàìè, êîòî-

ðûå âñëåäñòâèå íàëè÷èÿ óãëåâîäíûõ êîìïîíåíòîâ óñòîé÷èâû ê ïîâðåæäåíè-

ÿì çà ñ÷åò ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ, ãåíåðèðóåìûõ êàâèòàöèåé [38]. Êðîìå òî-

ãî, â ìîëåêóëàõ ýòèõ áåëêîâ èìåþòñÿ ìíîãî÷èñëåííûå âíóòðèöåïî÷å÷íûå

äèñóëüôèäíûå ñâÿçè, êîòîðûå ìîãóò ïðåïÿòñòâîâàòü ðàçâîðà÷èâàíèþ è äå-

íàòóðàöèè íàòèâíûõ áåëêîâûõ ãëîáóë ïîä äåéñòâèåì ÓÇ. Íåîáõîäèìî òàêæå
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ÐÈÑ. 4. Àíàëèç ìåòîäîì àíèîíîîáìåííîé ÆÕÂÄ è DS-Na-ÏÀÀÃ-ýëåêò-

ðîôîðåçà áåëêîâ PPSB-êîìïëåêñà ïîñëå èíêóáàöèè ïðè 37 �Ñ â òå÷åíèå

1 ÷ êîíòðîëüíîãî (à) è îçâó÷åííîãî â òå÷åíèå 1 ÷ ïðè 37 �Ñ (á) îáðàçöîâ:

1 – ôàêòîð VII, 2 – ôàêòîð X, 3 – ôàêòîð II, 4 – ôàêòîð IX. Ñòðåëêàìè íà

ýëåêòðîôîðåãðàììàõ ïîêàçàíû «òÿæåëûå» è «ëåãêèå» öåïè ôàêòîðîâ



ó÷èòûâàòü, ÷òî PPSB-êîíöåíòðàò ñîäåðæèò â ñâîåì ñîñòàâå ãåïàðèí, êîòî-

ðûé ìîæåò ñòàáèëèçèðîâàòü áåëêè çà ñ÷åò êîìïëåêñîîáðàçîâàíèÿ, à òàêæå

ÿâëÿòüñÿ ýôôåêòèâíîé «ëîâóøêîé» ñâîáîäíûõ ðàäèêàëîâ. Â ÷àñòíîñòè, ñó-

ëüôàòèðîâàííûå ïîëèñàõàðèäû ìîãóò âûñòóïàòü êàê êîìïëåêñîîáðàçóþùèå

ëèãàíäû è ìåæìîëåêóëÿðíûå íåêîâàëåíòíî ñøèâàþùèå ðåàãåíòû äëÿ áåë-

êîâ PPSB-êîíöåíòðàòà [39]. Íåñìîòðÿ íà îòñóòñòâèå âûðàæåííîãî ïðÿìîãî

äåéñòâèÿ, äåòàëüíûé àíàëèç âîçäåéñòâèÿ ÓÇ íà ïîëíîòó è êèíåòèêó àêòèâà-

öèè ïðîôåðìåíòîâ êîàãóëÿöèè â ðàçëè÷íûõ óñëîâèÿõ ÿâëÿåòñÿ ïðåäìåòîì

ïîñëåäóþùèõ èññëåäîâàíèé, òàê êàê ôóíêöèîíàëüíûå ìîäåëè ìîãóò áûòü

áîëåå èíôîðìàòèâíûìè ïðè îöåíêå àêóñòîõèìè÷åñêèõ âîçäåéñòâèé. Â ÷àñò-

íîñòè, ðàíåå íàìè ïîêàçàíî, ÷òî ïðè ïðåâûøåíèè òåðàïåâòè÷åñêèõ äîç

ÓÇ-îáðàáîòêè áåëêîâûé àêòèâàòîð ïëàçìèíîãåíà – ñòðåïòîêèíàçà ïîäâåðãà-

ëàñü íåîáðàòèìîé àãðåãàöèè, à òàêæå ðàçâîðà÷èâàíèþ ñ ïîâûøåíèåì äîñ-

òóïíîñòè äëÿ ïðîòåîëèòè÷åñêîé àòàêè ïðîäóêòîì àêòèâàöèè – ïëàçìèíîì

[40], à ñòðóêòóðíî-ôóíêöèîíàëüíàÿ ìîäåëü àêòèâàöèè ýêâèìîëÿðíîé ñìåñè

ïðîôåðìåíòîâ òðèïñèíîãåíà è õèìîòðèïñèíîãåíà ïîêàçàëà, ÷òî íàèáîëåå

÷óâñòâèòåëüíûì êîìïîíåíòîì ê âîçäåéñòâèþ ÓÇ ÿâëÿëñÿ òðèïñèí [41].

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Áåëîðóññêîãî ðåñïóáëèêàí-

ñêîãî ôîíäà ôóíäàìåíòàëüíûõ èññëåäîâàíèé (ãðàíòû Á00-259 è Á00Ì-027).
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