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ДЕЙСТВИЕ HАТИВНОГО (а) 
И МОДИФИЦИРОВАННОГО (γ) ТРОМБИНОВ 
НA N-КОНЦЕВЫЕ ФРАГМЕНТЫ ФИБРИНОГЕНА БЫКА 

Сравнивается гидролиз N-концевых фрагментов фибриногена быка нативным а-тром-
бином и его некоагулянтной у-формой с нарушенным дополнительным центром узна-
вания высокомолекулярных субстратов. Обнаружено, что чувствительная к тромбину 
связь 19—20 фрагмента 1—54 Aa-це пи фибриногена, изолированного или в составе N-
KOHi [свого дисульфидного узла, гидролизу от с я α-тромбином намного эффективнее, чем 
у-формой фермента. Разница между ними исчезает при отщеплении последователь-
ности 37—54 с С-конца фрагмента, причем скорость гидролиза α-тромбином снижается 
до уровня у-формы. Эти результаты свидетельствуют о том, что: 1) в пределах после-
довательности 37—54 Аа-цепи фибриногена быка находится участок, «узнающий» до-
полнительный центр тромбина; 2) взаимодействие между ним и дополнительным цент-
ром: приводит к усилению каталитического действия активного центра фермента. 

Введение. Тромбин (TP) инициирует свертывание фибриногена (ФГ), 
о т щ е п л я я с N - к о н ц о в его Αα-цепей фибринопептиды А (ФПА). Затем 
В ПрОДеССе С В е р Т Ы В а Н И Я T P ГИДрОЛИЗуеТ ЄШЄ НеСКОЛЬКО СВЯЗеЙ В N -KOH-
цевых участках Aa- и Ββ-цепей фибриногена, но гораздо медленнее [1]. 

Характерной особенностью TP является его способность сохранять 
каталитическую активность в отношении низкомолекулярных субстра-
тов при резком снижении или полной потере ряда важных физиоло-
гических функций, в том числе и свертывающей. Такими свойствами 
обладают β, γ и другие формы TP, полученные из коагулянтного 
(свертывающего) α-TP путем определенных модификаций его струк-
туры. Полагают, что у этих форм нарушен дополнительный центр (эк-
зосайт) связывания — узнавания высокомолекулярных субстратов, от-
деленный от активного центра [2—4]. 

Разными авторами предпринимались попытки локализовать учас-
ток на ФГ, ответственный за связывание с дополнительным центром 
ТР. Для этого действие TP на ФГ изучали по отщеплению ФПА при 
гидролизе пептидной связи1 во фрагментах ФГ различной длины. Ре-
зультаты исследований привели к предположению о том, что участок 
специфического узнавания тромбина удален от расщепляемой связи и 
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находится ніа Αα-цепи ФГ человека в пределах последовательности 
34—51 [1, 5, 6]. 

Задача настоящей работы — локализация узнающего участка на 
ФГ с помощью некоагулянтного γ-ΤΡ, действие которого на фрагмен-
ты ФГ ранее не изучалось. Основой наших экспериментов стало пред-
положение о том, что разрушение дополнительного центра при превра-
щении α-TP в γ-форму должно: 

а) резко снизить эффективность гидролиза тромбином фрагментов 
ФГ, имеющих в своем составе гипотетический «узнающий» участок, и 
лишенных его; 

б) привести к тому, что эти фрагменты будут гидролизоваться а-
и γ-ΤΡ с одинаковой эффективностью. 

Эксперименты проводили на выделенных нами N-концевых фраг-
ментах ФГ быка. Сравнивали гидролиз их а- и γ-тромбинами человека. 

Материалы и методы. α-TP выделяли из пасты фракций 11 —hIII по 
Кону крови человека, γ-ΤΡ получали путем автолиза α-TP в 3 M NaCl1 
рН 8,0, при температуре 22 °С в течение 3—5 сут [7]. 

Свертывающую активность тромбина определяли по времени об-
разования фибринового сгустка, амидазную — по гидролизу Tos-Gly-
Pro-Arg-pNa (хромозим Th), измеряя оптическое поглощение освобож-
дающегося п-нитро'апилина при 405 нм [8]. 

Выделенный из плазмы крови быка с помощью фракционного вы-
саливания сернокислым натрием ФГ [9] подвергали бромциановому 
расщеплению в кислой среде. Смесь фрагментов разделяли гель-филь-
трацией для получения наиболее высокомолекулярного продукта рас-
щепления— N-концевого дисульфидчого узла (НДСУ) [10]. Послед-
ний после рехроматогріафии обрабатывали β-меркаптоэтаноло'м в 8 M 
мочевине [11] для восстановления дисульфидных связей, соединяющих 
N-концевые фрагменты Αα-, Ββ- и γ-цепей ФГ. Алкилированные йод-
уксусной кислотой фрагменты разделяли гель-фильтрацией и ионооб-
менной хроматографией. Фрагменты идентифицировали с помощью 
аминокислотного анализа, гель-электрофореза, флюоресцентной спек-
троскопии, по наличию фибринопептидов. 

Для определения фибринопептидов А и Б в ЫДСУ и Aa 1—54 их 
(а тіакже ФГ — в качестве контроля) гидролизовали TP (отщепляет 
от ФГ фибринопептиды А и Б) и тромбинсподобным ферментом змеи-
ного яда анцистроном H (отщепляет только фибринопелтид А [12]). 
Фибринопептиды идентифицировали методом высоковольтного элек-
трофореза на бумаге. 

Для модификации фрагмента Aa-цепи 1—54 его расщепляли по 
остаткам триптофана, обработав N-бромсукцинимидом [13]. 

Более подробно разработанная нами методика получения N-кон-
цевых фрагментов ФГ опубликована ранее [14]. 

Фрагменты ФГ гидролизовали а- и γ-тромбинами в 0,05 M карбо-
натном буфере, рН 8,5, с 0,1 M NaCl. Количество освобожденных ами-
ногрупп при гидролизе пептидной связи определяли по реакции с флю-
орескамином [15]. Спектры флюоресценции и ее интенсивность реги-
стрировали на спектрофлюориметре «Hitachi» (Япония), модель 850. 

Результаты и обсуждение. Один из основных способов получения 
некоагулянтного· TP — автолитическое расщепление. Однако отписан-
ные разными авторами методики автолиза [7, 16] варьируют и нам 
пришлось опытным путем подбирать различные условия. В растворе с 
низкой ионной силой (0,02—0,05 M NaCl, рН 8,0) при малых концент-
рациях фермента (0,4 мг/мл) свертывающая !активность TP снижает-
ся очень медленно- (до 16% за 13 сут), параллельно уменьшается и 
амидазная (до 17 %). Очевидно, расщепление пептидных связей в об-
ласти дополнительного центра TP в этом случае сопряжено1 с денату-
рацией белка, что отражается на общей каталитической активности 
фермента. Кроме того, не исключено действие на TP протеаз микроб-
ного происхождения, так как для экспериментов стерильные условия 
не создавались. 
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Повышение ионной ,силы среды препятствовало денатурации и, ве-
роятно, способствовало автолитическому разрушению дополнительного 
центра; при этом происходила почти полная потеря способности TP 
свертывать ФГ, в то время как активность в отношении хромозима Th 
существенно не изменялась и составляла 82—100 % от исходной. Уве-
личение концентрации соли, по-видимому, дестабилизирует те элек-
тростатические взаимодействия, которые участвуют в формировании 
Т а б л и ц а 1 
Свойства α-TP и продукта его автолиза у-ТР, полученного в 3 M NaClt рН 8,0 
(концентрация фермента 2,4 ml мл) 
Properties of α-thrombin and its autolysis product (γ-thrombin), obtained in solution 
of 3 M NaCly PH 8,0 at enzyme concentration 2,4 mg/ml 

Форма TP 

Ферментативная активность 

Молекулярная 
масса по электро-

форезу в ΠΛΛΓ 
с DS-Na 

Форма TP 
По свертыванию 

фибриногена 
По гидролизу 
хромозима Th 

Молекулярная 
масса по электро-

форезу в ΠΛΛΓ 
с DS-Na 

Форма TP 

NIH ед./мг о/ /0 катал/моль о/ /о 

Молекулярная 
масса по электро-

форезу в ΠΛΛΓ 
с DS-Na 

a 2500 IOO 87 100 36000 
у 4 °С, 5 сут 65 2,6 90 100 11 000, 
γ 22 °С, 3 сут 35 1,4» 70 82 13000 

П р и м е ч а н и е . γ - Τ Ρ состоит из трех ф р а г м е н т о в р а з м е р а м и : Б1 — 13 000, БЗ-А — 
U 000 , Б 4 — 13 ООО [171. 

дополнительного центра, вследствие чего он становится более доступ-
ным для автолитического разрушения. Поэтому оптимальными усло-
виями для получения γ-ΤΡ, по· нашему мнению, является 3 M NaCl, 
рН 8,0, в среде которого через 3—5 сут (в зависимости от температу-
ры) по ферментативной активности и электрофорезу в ПААГ наблю-
дали 90—95 %-ное превращение α-TP в γ-форму. Свойства обеих форм 
фермента приведены в табл. 1. 

Амидазная активность полученных нами препаратов а- и γ-ΤΡ 
практически одинакова и в 2 раза превосходит активность трипсина в 
отношении того же специфического для TP низкомолекулярного суб-
страта. Это служит доказательством сохранности у γ-ΤΡ интактного 
активного центра со всеми его особенностями, а дополнительный центр, 
судя по падению свертывающей активности, нарушен. 

Препараты а- и γ-ΤΡ использовались нами для изучения роли до-
поллительното центра фермента в гидролизе фрагментов фибриногена. 
Субстратами тромбина служили фрагмент Αα-цепи 1—54, выделенный 
из ІЧДСУ фибриногена быка, сам ЫДСУ и их производные, получен-
ные расщеплением полипептидной цепи по остаткам триптофана. 
Фрагмент Aa 1—54 ФГ быка соответствует Aa 1—51 ФГ человека 
(рис. 1), эксперименты с которым привели к предположению о важ-
ной роли последовательности 34—51 в эффективном гидролизе связи 
16—17 [1, 5, 6] (19—20 на ФГ быка). Кроме Aa 1—54, ЫДСУ ФГ бы-
ка содержит фрагменты цепей Ββ 1 —143 и γ 1—78 (рис. 2). ЫДСУ ФГ 
быка и человека отличаются по локализации остатков Trp и Туг. 
У первого' во» фрагменте Aa есть триптофан и нет тирозина, во фраг-
ментах Ββ и γ, наоборот, имеется тирозин, а триптофан отсутствует. 
Это дало нам возможность 1) идентифицировать Aa 1—54 по спектру, 
'характер-ному для триптофановой флюоресценции с максимумом при 
~ 3 5 0 нм (тирозиновое плечо с максимумом при —310 нм отсутству-
ет); 2) отождествить модификацию остатков триптофана N-бромсук-
цинимидом в изолированном фрагменте Aa 1—54 и в составе ЫДСУ. 
Ход реакции проверяли по снижению триптофановой флюоресценции и 
величины A2SO- Последняя соответствовала модификации двух остат-
ков триптофана в Aa 1—54 и четырех — в МДСУ (НДСУ является ди-
мером). Следовательно, обработка N-бромсукцинимидом указанных 

84 ISSN 0233-7657. БИОПОЛИМЕРЫ И КЛЕТКА. 1991. Т. 7. № 3 6* 84 



фрагментов приводит к расщеплению полипептидной цепи Aa 1—54 по, 
триптофану в положениях 36 и 44. Пептидная связь, гидролизуемая 
тромбином, сохраняется во фрагменте A a l — 3 6 (см. рис. 1). 

I IO 
А1 а-А sp-S е r-G Iy-G Iu-G Iy-A sp-Phe -Leu-A 1 а-G Iu-G I y - I 

GIu-A sp-GIy-S ег-A sp-Prо-Prо-S ег-GIy-A sp-Phe-Lеu-Thr-GIu-GIy- 11 
I IO 

1 2 0 
GIy-GIy-Val-Arg-GIy-Pro-Arg-Vа1—Val-Glu-Arg-His-Gli>-Ser-Ala- I 
'Gly-Gly-Val-Arg-Gly-Pro^Arg-Leu-Val-Glu-Arg-Gln-Gln-Ser-Ala- I I 

20 30 

3 0 4 0 
Cys-Lys-Asp-Ser-Asp-Trp-Pro-Phe-Cys-Ser-Asp-Glu-Δsp-Trp-Asn- I 
Cys-Lys-Glu-Thr-Gly-Trp-Pro-Phe-Cys-Ser-Asp-Glu-Asp-Trp-Asn- I I 

ЧО 

50 5 1 
Tyr-Lys-Cys-Pro-Ser-Gly-Cys-Arg-Met I 
Thr-Lys-Cys-Pro-Ser-GIy-Cys-Arg-Met I I 

5 0 5 4 

Рис . 1. Строение N-концевого бромцианового фрагмента Αα-цепи фибриногенов 
человека ( / ) [5] и быка ( I I ) [18] . У к а з а н а связь , предпочтительно р а с щ е п л я е м а я 
тромбином 

Гидролиз фрагментов ФГ тромбином определяли по реакции с 
флюорсскамином освобождающихся N-концевых аминогрупп. Учитыва-
ли прирост a-NH2-rpynn в пробах, отобранных в ходе инкубации TP с 
субстратом. Эксперименты пока-
зали, что а- и γ-ΤΡ гидролизуют 
все использованные в качестве 
субстратов фрагменты. γ-ΤΡ бо-
лее слабый катализатор, чем 

Рис. 2. Схема строения N -концевого ди-
сульфидного узла фибриногена быка 
[19] . α, β, у— цепи фибрина ; А, Б — 
фибринопептиды с, ^ -іМЗ 

α-ΤΡ. При работе с ним для достижения ощутимого эффекта приходи-
лось увеличивать концентрацию фермента в пробе с (0,4—1) -10 - 9 M 
до 2-10-8 М. 

Максимальное увеличение количества α-аминогрупп в наших опы-
тах составляло 100 % от исходной величины, что соответствует рас-
щеплению одной пептидной связи. Очевидно, гидролизу подвергалась 
связь Argl9—Gly20 Αα-цепи, как известно, наиболее чувствительная 
к ТР. По приросту количества свободных аминогрупп рассчитывали 
начальную скорость реакции, выражали ее в каталах (моль субстра-
та/с) и соотносили с концентрацией фермента. Эта величина по спо-
собу выражения ( V 0 / [ Е ] ) сходна с kKaT, но их нельзя отождествлять, 
так как вваду недостаточного количества материала·—фрагментов 
ФГ, пришлось ограничиться только* одной концентрацией субстрата. 
Тем не менее, не настаивая на абсолютном значении этих величин, 
можно на их основании сравнить эффективность гидролиза α-тромбином 
и его пекоагулянтной γ-формой различных фрагментов ФГ (табл. 2). 

Анализ экспериментальных дашшх показывает, что α-ΤΡ гораздо 
лучше гидролизует NJXCY и Aa 1—54, чем γ-форма. Так как основное 
различие между этими формами TP заключается в нарушении допол-
нительного центра у γ-ΤΡ, подтверждается .необходимость взаимодей-
ствий TP с ФГ не только за счет активного, но и дополнительного цен-
тра. При гидролизе обработанных N-бромсукцинимидом 1МДСУ и 
Aa 1—54 для обеих форм фермента получены одинаковые результаты. 
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Скорость ферментативного процесса для α-TP, значительно уменьшен-
ная по -сравнению с гидролизом немодифицированных фрагментов, ста-
новится такой же, как для γ-ΤΡ. На действие γ-ΤΡ модификация суб-
стратов не влияет. Следовательно, расщепление Αα-цепи по ТгрЗб и 
Тгр44 превратило 1МДСУ и Aa 1—54 из специфических субстратов TP 

Т а б л и ц а 2 
Гидролиз а- и у-тромбинами 
N-концевых фрагментов фибриногена 
быка 
Bovine fibrinogen N-terminal fragments 
hydrolysis by a- and y-thrombins 

Т а б л и ц а 3 
Типы высокомолекулярных субстратов 
тромбина и эффективность их гидролиза 
Types of thrombin high molecular substrates and 
their hydrolysis efficiency 

α-TP I γ-ΤΡ 

Субстрат 
катал/моль катал/моль 

Субстрат 
Отношение 
скорости 
гидролиза 

V-TP к a -TP 

Тип 
субс-
трата 

Активнос-
ть α-тром-

бина , 
катал/ 
/моль 

Ы Д С У 34,8 2,9 
ІМДСУ, о б р а б о т а н -
ный N-бромсукцини-
мидом 1,5 1,5 
A a l - 5 4 1 15,7 2,0 
A a l - 3 6 1,4 1,4 

в неспецифические. Это сопро-
вождается резким снижением 
эффективности гидролиза а-
тромбином; очевидно, допол-
нительный центр в процессе 
не участвует. Потеря чувстви-
тельности к дополнительному 

Ф Г человека 
(по отщепле-
нию Ф П А ) 
[24] 
Φ Г быка 
Ы Д С У 
ЫДСУ, обра-
ботанный N-
бромсукцини-
мидом 
A a l - 5 4 
A a l - 3 6 
Б-цепь инсу-
лина 
Химотрипси-
но ген 

0,02 I 84,0 

0,08 I 34,8 

1.00 II 1,5 
0,12 I 15,7 
1,00 и 1,4 

1,00 I I 6 , 4 - I O - 5 

1,00—1,50 и — 

центру при отщеплении участка 37—54 означает, что в нем находится 
элемент структуры ФГ, ответственный за специфическое взаимодейст-
вие с коагулянтной формой TP вне активного центра. 

Данные, приведенные в табл. 2, дают основание для обсуждения 
еще одного вопроса — причины большей эффективности гидролиза 
1\1ДСУ по сравнению' со свободным фрагментом Aa 1—54. Поскольку 
•некоторое повышение скорости гидролиза характерно и для γ-ΤΡ, мож-
но допустить некие конформационные изменения в области расщепля-
емой связи 19—20 при выделении фрагмента Aa 1—54 из ІЧДСУ, ухуд-
шающие ее связывание в активном центре. 

Последовательность 37—54 ФГ быка, играющая, как показано, 
важную роль при взаимодействии TP с ФГ, содержит кластер отрица-
тельно заряженных аминокислотных остатков. Анионный характер ее 
согласуется с предполагаемой катионной природой дополнительного 
центра TP [2, 3, 20]. Участие ионных связей в специфическом взаимо-
действии TP с ФГ показано нами ріанее [21]. С учетом этого основ-
ные результаты настоящего исследования изображены в виде следу-
ющей схемы. 
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Выводы, которые можно сделать на основании всего изложенного 
в данной работе, а также в предшествующей статье, посвященной 
сравнению действия а- и γ-форм TP на неспецифические белковые суб-
страты химотрипсиноген и Б-цепь инсулина [22], согласуются с нашей 
гипотезой о· двух типах высокомолекулярных субстратов TP, различа-
ющихся по наличию в их структуре участка, комплементарного допол-
нительному центру [4, 23]. Фрагмент Aa 1—54, NJXCY1 как и сам ФГ, 
следует отнести к субстратам I типа. У фрагмента Aa 1—36 скорость 
гидролиза связи Argl9—Gly20 уже не зависит от дополнительного 
центра фермента, поэтому Aa 1—36 относится·, ко II типу субстратов 
ТР. К этому же типу принадлежат химотрипсиноген и Б-цепь инсули-
на, так как они одинаково гидролизуются а- и γ-ΤΡ. Очевидно, в их 
структуре отсутствует участок, функционально подобный находящему-
ся в пределах 37—54 Αα-цепи ФГ, который был бы комплементарен 
дополнительному центру. Связывание субстратов II типа с TP менее 
продуктивно и зависит, в основном, от степени соответствия вторич-
ной контактной зоне активного центра фермента, имеющей гидрофоб-
н у ю природу. Весьма примечательно, что по требованиям· вторичной 
специфичности тромбина ФГ нельзя отнести к лучшим его субстратам 
[2—4]. Тем не менее он так же, как и полученные из него NJXCY и 
Aa 1—54, очень хорошо гидролизуется тромбином. В результате поте-
ри участка 37—54 Αα-цепи, контактирующего с дополнительным цент-
ром, образуется субстрат Aa 1—36, который гидролизуется на порядок 
хуже. Следовательно, существует связь между участием дополнитель-
ного центра в протеолизе высокомолекулярных субстратов и эффек-
тивностью' процесса (табл. 3). Возможно, с помощью дополнительного 
центра компенсируются дефекты конформзции вблизи расщепляемой 
связи. 

Недавно опубликованные результаты рентгеноструктурного анали-
за TP человека [25] подтверждают реальность существования допол-
нительного центра. Показано, что узкая щель активного центра TP, 
ограниченная гидрофобными остатками, снаружи еще окаймлена кла-
стером положительно заряженных остатков, вероятно, и составляющих 
дополнительный центр. На самой поверхности молекулы в этой облас-
ти находится связь Arg77A—Asn78, которая расщеплена у інекоагу-
лянтных β- и γ-форм ТР. 

Можно представить, что при сближении за счет электростатиче-
ских взаимодействий дополнительного центра с узнающим его анион-
ным участком субстрата I типа создается конформация, оптимальная 
в смысле ориентации расщепляемой связи в каталитическом центре. 
Нарушение дополнительного1 центра, недостаточно эффективное вза-
имодействие с узнающим его участком высокомолекулярного' субстра-
та приводят к искажению этой конформации, вследствие чего катали-
тический процесс значительно затруднен или практически не 
происходит. 

В заключение важно отметить основные выводы данной работы. 
1. Показано, что γ-ΤΡ (фермент с !нарушенным дополнительным 

центром) гидролизует ЫДСУ и Aa 1—54 значительно менее эффектив-
но, чем нативный α-ΤΡ, содержащий интактный дополнительный центр. 

2. При отщеплении С-концевого участка 37—54 фрагмента Aa 1—54 
(изолированного или в составе Ї\ГДСУ) скорость гидролиза а-тромби-

(Ном снижается до· уровня, характерного для γ-формы, что указывает 
на необходимость данного участка для узнавания и эффективного рас-
щепления чувствительной связи 19—20. 

Авторы весьма признательны А. А. Гершковичу за плодотворную 
дискуссию при обсуждении результатов работы и А. И. Корнелюку — 
за любезно* предоставленную возможность спектрофлюориметрических 
исследований. 
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Р е з ю м е 

Пор івнюється г ідроліз N-кінцевих фрагмент ів фібриногену бика нативним а - т р о м б і н о м 
та його н е к о а г у л я н т н о ю γ - ф о р м о ю з п о ш к о д ж е н и м д о д а т к о в и м центром в п і з н а в а н н я 
високомолекулярних субстратів. Знайдено, щ о чутливий до тромбіну зв'язок 19—20 
ф р а г м е н т у 1—54 Α α - л а н ц ю г а фібриногену, і зольованого або в складі N-к інцевого ди-
сульфідного вузла , г ідрол і зується α - т р о м б і н о м н а б а г а т о ефективніше, н і ж γ - ф о р м о ю 
фермента . Р і з н и ц я м і ж ними зникає у разі в і дщеплення послідовності 37—54 з С-кін-
ця фрагменту , причому швидкість г ідрол і зу з н и ж у є т ь с я д о р івня γ - ф о р м и . Ці резуль-
тати св ідчать про те, щ о 1) в м е ж а х послідовності 37—54 Α α - л а н ц ю г а ф ібриногену 
з н а х о д и т ь с я д ілянка , щ о «впізнає» д о д а т к о в и й центр тромбіну ; 2) в з а є м о д і я м і ж ним. 
та д о д а т к о в и м центром призводить д о посилення катал і тично ї ді ї активного центру 
фермента . 

S u m m a r y 

B o v i n e f i b r i n o g e n N - t e r m i n a l f r a g m e n t s w e r e h y d r o l y s e d by n a t i v e α - t h r o m b i n and i t s 
n o n c l o t t i n g γ - f o r m (wi th d i s r u p t u r e d a d d i t i o n a l cen t r e fo r h igh m o l e c u l a r s u b s t r a t e s re-
c o g n i t i o n ) . It w a s f o u n d t h a t suscep t ib ie bond 19—20 of A a cha in is c leaved by α - t h r o m -
bin m o r e e f f i c i en t l y t h a n γ - f o r m both in the s t r u c t u r e of N - t e r m i n a l d i su l f i de knot a n d 
in the i so la ted A a f r a g m e n t 1—54. This d i f f e r e n c e d i s a p p e a r s a s a r esu l t of p e p t i d e 
b o n d s s p l i t t i n g due to A a Trp3G and Trp44 m o d i f i c a t i o n . The r a t e of α - t h r o m b i n h y d r o -
lys i s of mod i f i ed s u b s t r a t e s is lowered s i g n i f i c a n t l y ad reached t he γ - t h r o m b i n level. 

The d a t a p r e s e n t e d here e s t ab l i sh t h a t 1) the specif ic si te c o m p l e m e n t a r y to t h r o m -
bin a d d i t i o n a l r ecogn i t i on cen t re is local ized wi th ing the sequence 37·—54 of bov ine f ibr i -
n o g e n A a cha in ; 2) i n t e r a c t i o n s be tween f i b r i n o g e n and t h r o m b i n r ecogn i t i on s i tes a r e 
n e c e s s a r y fo r e f f ec t ive 19—20 bond hyd ro lys i s . 
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Ин-т биоорг. химии и нефтехимии А Н У С С Р , Киев П о л у ч е н о 18.10.90 

УДК 015.357.631:577.15+611.657 

Ю. И. Губский, Е. JI. Левицкий, Р. Г. Примак, А. Н. Величко 

ИЗМЕНЕНИЕ СТРУКТУРНОГО СОСТОЯНИЯ 
ФРАКЦИОНИРОВАННОГО ХРОМАТИНА ПЕЧЕНИ 
ПРИ АКТИВАЦИИ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ ЛИПИДОВ 

Обнаружено изменение структурного состояния фракций транскрипционно активного 
и репрессированного хроматина печени крыс при стимуляции перекисного окисления ли-
пидов τ етpax лор метаном и Ε-витаминной недостаточностью, заключающееся в релак-
сации структуры второй фракции и компактизации первой. Указанные нарушения мо-
гут быть связаны с изменением содержания металлов (Ca, Fe, Си) в исследованных 
фракциях хроматина. 

Введение. Одним из основных молекулярных механизмов действия ря-
да генотоксических факторов (облучение, химические повреждения, 
старение и др.) на клетку является свободнорадикальное повреждение 
Д Н К и хроматина [1—3]. При этом основными генераторами свобод-
ных радикалов могут быть полиненасыщеьные жирные кислоты фос-
фолипидов биологических структур — мембран и хроматина [4, 5] . Ра-
нее нами были обнаружены резкие нарушения функционирования 
фракций изолированного хроматина при активации1 перекисного окис-
ления липидов (ПОЛ) in vivo и in vitro [б—8]. 

В ,настоящей работе проведен анализ структурного состояния 
фракций транскрипционно активного (TAX) и репресированного хро-
матина (PX) печени крыс при активации ПОЛ однократным введе-
нием классического· прооксидантного агента тетрахлорметана (TXM) 
[3] и содержании животных на Е-авитаминозном рационе [9]. В ка-
честве критериев, характеризующих структурное состояние хроматина, 
использовали спектры его· собственной флюоресценции, отношение бе-
л о к / Д Н К и процентное содержание фракций. Состояние липидного 
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