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Конечная стадия хронической болезни почек (ESRD) является патологическим состоянием, которое соп�
ровождается воспалительными процессами, повышенным окислительным стрессом и ассоциируется с рис�
ком возникновения сердечно�сосудистых осложнений и коагулопатий. В настоящей работе проведен ана�
лиз структуры фибриногена, выделенного из образцов крови больных с ESRD, находящихся на перитоне�
альном диализе, и охарактеризован образующийся из него фибрин. Показано, что фибриноген, получен�
ный от больных, отличается от фибриногена у здоровых людей высокой степенью карбонилирования. Наи�
более подверженной окислению оказалась Aα�цепь, затем следовала Bβ�цепь. В то же время γ�цепь оказа�
лась наиболее устойчивой к окислению. На основании результатов спектрофлуометрического анализа пред�
положено, что у больных происходит дополнительная модификация боковых цепей аминокислотных остат�
ков фибриногена. При этом пространственная структура фибриногена изменяется в большей степени по
сравнению со вторичной структурой. При сравнении тестируемых групп не выявлено значительных разли�
чий в продолжительности и скорости (кинетика) коагуляции фибриногена. Фибрин, образующийся из вы�
деленного фибриногена, имел сходную структуру в обеих группах. Полученные результаты подтверждают,
что у пациентов с ESRD, находящихся на перитонеальном диализе, происходит окисление молекулы фиб�
риногена и изменения её структуры. В то же время эти структурные изменения не влияли непосредственно
на процесс образования фибрина. Принимая во внимание тот факт, что некоторые больные страдают от
кровотечения, в то время как у других наблюдаются тромбоцитические осложнения, необходимы дальней�
шие исследования в этой области, чтобы выявить другие компоненты и процессы, которые вносят вклад в
исход заболевания.
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ВВЕДЕНИЕ

Конечная стадия хронической болезни по�
чек (ESRD) – это состояние, сопровождающе�
еся повышенным воспалением и окислитель�
ным стрессом [1]. Как следствие, значительно
возрастает риск развития сердечно�сосудистых

осложнений, что является основной причиной
смертности у пациентов с ESRD [2]. Многие
факторы свертывания крови, которые способ�
ствуют атеросклерозу, при ESRD повышены, в
том числе фибриноген, факторы свертывания
крови VII, VIII и XIII [3]. В то время как некото�
рые пациенты страдают от кровотечений, у дру�
гих развиваются тромботические осложнения.
Механизмы, приводящие к тому или иному ре�
зультату, все еще не до конца понятны [4], и по�
этому необходимы дальнейшие исследования в
этой области.

Пациенты, которые подвергаются гемодиа�
лизу или перитонеальному диализу, испытыва�
ют усиленный окислительный стресс, уровень
которого зависит от состава растворов, исполь�
зуемых для диализа. При этом было обнаружено

П р и н я т ы е  с о к р а щ е н и я : ESRD – конечная стадия
хронической болезни почек (end�stage renal disease); ROS –
активные формы кислорода (reactive oxygen species); PD –
peritoneal dialysis; BCA – бицинхониновая кислота (bicin�
choninic acid); DNP – 2,4�динитрофенилгидразин (2,4�
dinitrophenyl hydrazine); CD – круговой дихроизм (circular
dichroism); SEM – сканирующая электронная микроско�
пия (scanning electron microscopy); PCO – карбонильные
группы белков (protein carbonyl groups).
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как увеличение продукции активных форм кис�
лорода (АФК), так и снижение антиоксидант�
ной способности [5]. Кроме того, сообщалось,
что пациенты, проходящие процедуру перито�
неального диализа, имеют более протромботи�
ческий профиль по сравнению с пациентами,
находящимися на гемодиализе [6].

Фибриноген (фактор свертывания крови I)
представляет собой большой гликопротеин
плазмы крови с мол. массой 340 кД. В основном
он экспрессируется при первичном и вторичном
гемостазе [7] и состоит из двух Aα�, двух Bβ� и
двух γ�цепей. В целом, его структуру можно
представить в виде (Aα�Bβ�γ)2. Коагуляционные
свойства этого белка могут изменяться вслед�
ствие изменения его концентрации, структур�
ной или химической модификации, включая
окисление белка или изменение картины его
гликозирования [8, 9]. Повышенная концентра�
ция и окисление фибриногена были обнаруже�
ны у пациентов с хроническим заболеванием
почек [10], и это влияло как на образование, так
и на свойства фибрина.

Несмотря на то, что ранее было показано,
что фибриноген подвержен окислению [11],
имеющиеся данные о последствиях этого изме�
нения для функционирования фибриногена
противоречат друг другу. Согласно некоторым
авторам [12], окисленный модифицированный
фибриноген приобретает тромбогенные свой�
ства. Однако другие исследователи считают, что
при определенных условиях, когда наблюдается
повышенный окислительный стресс, фибрино�
ген становится более способным лизировать
тромбы и, следовательно, вызывать повышен�
ный риск кровотечения [13]. В исследованиях,
проведенных до настоящего времени по форми�
рованию и свойствам сгустка крови у пациентов
с ESRD с использованием образцов цельной
крови или плазмы [14, 15], была подтверждена
тромбогенная природа сгустка. Чтобы исклю�
чить влияние различных компонентов крови и
терапевтических препаратов на полученные ре�
зультаты, целью данного исследования было
анализ специфических изменений структуры
фибриногена, выделенного из плазмы пациен�
тов с ESRD, и изучение возможного влияния
этих изменений на процесс образования фибри�
на и его свойства.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Образцы. Образцы крови (n = 50, 25 мужчин,
25 женщин, возраст от 22 до 87 лет) были взяты
у больных с диагнозом ESRD, которых регуляр�
но подвергали процедуре перитонеального диа�

лиза (PD) в Сербском клиническом центре.
Всем больным, обследованным в данной работе,
был поставлен диагноз хроническое заболева�
ние почек 5�й степени. Все они проходили оди�
наковое заместительное лечение почек, т.е. пе�
ритонеальный диализ, в течение более шести
месяцев. На протяжении трех месяцев перед за�
бором крови ни у одного из пациентов не было
зарегистрировано ни одного случая тромбоза
или кровотечения. Кровь собирали в пробирку с
антикоагулянтом (лимонной кислотой) рано ут�
ром перед проведением процедуры диализа.

Исходя из индивидуальных потребностей,
все пациенты получали в качестве плановой те�
рапии карбонат кальция, витамин D, эритропоэз�
стимулирующий агент, блокатор рецепторов ан�
гиотензина II, ингибитор ангиотензин�превра�
щающего фермента и блокатор кальциевых ка�
налов. Критерием исключения было наличие
любой ранее известной аномалии при коагуля�
ции. Исследование было проведено в соответ�
ствии с Хельсинкской декларацией и Руковод�
ством по этическим принципам для медицинс�
ких исследований с участием людей, и оно было
одобрено Советом по этическим нормам клини�
ческого центра Сербии и INEP (приказ
№ 890/8). Образцы плазмы получали центрифу�
гированием при 3500 об/мин в течение 5 мин че�
рез 1 ч после отбора проб. Контрольная группа
(H) состояла из здоровых людей соответствую�
щего пола и возраста (n = 30, 14 мужчин, 16 жен�
щин, возраст 30–85 лет). Перед выделением
фибриногена были проведены рутинный биохи�
мический и гематологический анализы образ�
цов.

Выделение фибриногена. Фибриноген выде�
ляли из плазмы крови путем его осаждения при
насыщении сульфатом аммония до конечной
концентрации соли, равной 20%. Образцы цент�
рифугировали на центрифуге Eppendorf
Minispin при 10 000 об/мин в течение 5 мин. По�
лученный осадок промывали 20%�ным сульфа�
том аммония в 50 мМ PBS, pH 7,4. Затем фибри�
ноген растворяли в 50 мМ PBS и его чистоту оп�
ределяли с помощью электрофореза. Концент�
рацию полученного фибриногена определяли с
помощью набора с BCA («Thermo Fisher
Scientific», США). В различных экспериментах
использовали фибриноген в концентрациях, со�
ответствующих определенным условиям.

Определение карбонильных групп белков. Об�
разцы фибриногена (в конечной концентра�
ции, равной 14,7 мкМ) инкубировали с 2,4�ди�
нитрофенилгидразином (DNP), который взаи�
модействует с карбонильными группами в мо�
лекуле белка (PCO), в соответствии с опублико�
ванным ранее методом [16]. Обработанный
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фибриноген анализировали путем электрофо�
реза в 10%�ом полиакриламидном геле в прису�
тствии додецилсульфата натрия (SDS�PAGE) в
восстанавливающих условиях. После заверше�
ния электрофореза белки переносили на нитро�
целлюлозную мембрану, окрашивали красите�
лем Ponceau S и исследовали с помощью имму�
ноблоттинга с использованием кроличьих ан�
тител против DNP («Sigma», Германия), конъ�
югированных с пероксидазой хрена вторых ан�
тител против кроличьих IgG («AbD», Велико�
британия), и реагента для усиления хемилюми�
несценции («Pierce Biotechnology», США). Бел�
ки визуализировали на основе денситометри�
ческого анализа с помощью программы Image
Master TotalLab («Amersham BioSciences», Вели�
кобритания). Значения интенсивности окра�
шивания, полученные при иммуноблоттинге,
нормализовали относительно значений интен�
сивности окрашивания, полученных с по�
мощью Ponceau S.

Спектрофлуориметрический анализ полученC
ного препарата фибриногена. Были приготовлены
два набора образцов фибриногена: от здоровых
людей (H) и больных, подвергающихся процеду�
ре диализа (PD). Каждый набор образцов содер�
жал равные количества фибриногена. Наборы
фибриногена (конечная концентрация белка
была равна 20 нM) анализировали с использова�
нием спектрофлуориметра FluoroMax®�4
(«HORIBA Scientific», Япония) с шириной щели
возбуждения и эмиссии, равной 5 нм. Спектры
регистрировали в диапазоне длин волн 310–400 нм
(после возбуждения остатков триптофана в мо�
лекуле фибриногена при 295 нм) и корректиро�
вали относительно фонового сигнала, вызванно�
го буфером 50 мМ PBS, pH 7,4.

Анализ фибриногена с помощью метода спектC
рометрии кругового дихроизма (CD). Спектры
кругового дихроизма (КД) двух наборов препа�
ратов фибриногена, приготовленных так же, как
в случае спектрофлуориметрии (конечная кон�
центрация 3 мкМ), регистрировали на спектро�
поляриметре J�815 («Jasco», Япония). КД�спект�
ры в дальнем ультрафиолете (Far�UV CD spec�
tra), используемые для анализа вторичной
структуры белков, регистрировали в диапазоне
длин волн 185–260 нм при скорости сканирова�
ния 50 нм/мин с использованием ячейки с опти�
ческой длиной волны 0,1 мм и накоплением
трех сканов. Спектры кругового дихроизма в
близком ультрафиолете (Near�UV CD spectra),
которые используются для определения прост�
ранственной структуры белка, регистрировали в
диапазоне длин волн 250–350 нм при скорости
сканирования 50 нм/мин, используя ячейку с
длиной оптического пути, равной 10 нм, и про�

изводя запись трех последовательных сканов.
Полученные спектры КД в дальнем ультрафио�
лете анализировали с помощью программы
CDPro.

Определение времени свертывания выделенC
ного фибриногена. Коагуляционный анализ про�
водили при комнатной температуре в микроп�
ланшете для титрования. Тромбин (1 IU/мл, ко�
нечная концентрация) добавляли к фибриноге�
ну (индивидуальные образцы, конечная концен�
трация белка в 50 мМ PBS, дополненном 2,2 мМ
CaCl2, равна 2,9 мкМ). Полученные образцы не�
медленно помещали на прибор Victor3V multil�
abel reader, снабженный орбитальным шейкером
(«Perkin Elmer», США). Процесс коагуляции ре�
гистрировали при длине волны 350 нм в течение
8 мин с интервалом 10 с [17]. Полученные дан�
ные корректировали относительно контроля,
содержащего все компоненты за исключением
фибриногена. Скорость и время коагуляции
вместе с изменениями максимальных значений
поглощения, отражающих толщину фибрилл,
определяли согласно уравнению: A350 = f(вре�
мя), как было описано ранее [18].

Определение толщины фибрилл. Для проведе�
ния сканирующей электронной микроскопии
(SEM) были приготовлены гели с использова�
нием объединенного препарата фибриногена,
приготовленного так же, как в случае спектро�
флуориметрии (11,8 мкМ в 50 мМ PBS, допол�
ненном 2,2 мМ CaCl2), и тромбина (1 IU/мл).
После лиофилизации на образцы фибрина на�
пыляли золото и проводили сканирование с по�
мощью сканирующего электронного микроско�
па JSM 6390LV scanning electron microscope
(«JEOL», США). Полученные изображения изу�
чали с помощью программы ImageJ («NIH»,
США) и толщину фибрилл измеряли в несколь�
ких частях каждого изображения.

Статистическая обработка данных. Получен�
ные результаты представлены в виде медиан с
рангом 2,5 и 97,5 процентиля. Сравнение дан�
ных двух групп образцов проводили с использо�
ванием U�критерия Манна–Уитни. Различия
считали достоверными при значениях p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Биохимическая и гематологическая характеC
ристика полученных образцов. Основные данные
по биохимическим и гематологическим показа�
телям образцов фибриногена, полученных от
здоровых людей (H) и больных с ESRD, подвер�
гающихся перитонеальному диализу (PD)
представлены в табл. 1. Аналогично результатам
других авторов [14], нами также было показано,
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что у больных, подвергающихся перитонеально�
му диализу, изменяются концентрации многих
анализируемых веществ, что сказывается на их
состоянии.

Определение содержания карбонильных групп
в цепях фибриногена. В результате проведения
реакции между образцами выделенного препа�
рата фибриногена и динитрофенилгидразином
(DNP) и последующего электрофореза белков в
восстанавливающих условиях (SDS�PAGE) и
иммуноблоттинга с антителами против DNP
было показано, что фибриноген, выделенный из
крови больных с ESRD, характеризуется значи�
тельно большим содержанием карбонильных
групп по сравнению с фибриногеном, получен�
ным от здоровых людей. На рис. 1, а (вместе с
необработанными DNP образцами в качестве
контроля) представлен репрезентативный им�
муноблот, полученный с помощью антител про�
тив DNP. Результаты денситометрии иммуно�
блотов и статистическая обработка значений
интенсивности сигналов для всех образцов по�
казаны на рис. 1, b. Все значения сигналов им�
муноблотов были нормализованы относительно
сигналов общего белка, полученных при окра�
шивании мембран красителем Ponceau S. В со�
ответствии с ранее сообщенными повышенны�
ми концентрациями конечных продуктов окис�

ления у пациентов с ESRD, подвергнутых пери�
тонеальному диализу [10, 19, 20], нами было по�
казано, что фибриноген был одной из модифи�
цированных молекул. Как можно видеть на рис. 1,
а, больше всего окислению подвержена Aα�
цепь фибриногена, за которой следует Bβ�цепь.
В то же время γ�цепь устойчива к действию ак�
тивных форм кислорода.

Разницу в восприимчивости цепей фибри�
ногена к окислению можно объяснить различ�
ными первичными структурами этих полипеп�
тидов, а также различной стерической доступ�
ностью специфических групп, способных взаи�
модействовать с АФК. Сравнение содержания
карбонильных групп в отдельных цепях фибри�
ногена (рис. 1, с) выявило увеличение содержа�
ния PCO в Aα� и Bβ�цепях в группе больных на
50 и 60% соответственно. В случае карбонили�
рования γ�цепи существенной разницы между
двумя группами не обнаружено. Окисление
фибриногена может влиять на его функциони�
рование, что было показано в случае больных с
диабетом [21], циррозом [22] и инфарктом мио�
карда [23]. Также предполагается, что окисли�
тельная модификация играет важную роль в раз�
витии сердечно�сосудистых заболеваний у боль�
ных с ESRD, проходящих процедуру гемодиали�
за [24]. Окисленный фибриноген часто демон�
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Концентрация

Возраст

Мужчины

Женщины

Общий белок (г/л )

Альбумин (г/л)

C�реактивный белок мг/л)

Фибриноген (г/л)

Мочевина (ммоль/л)

Креатинин (мкмоль/л)

Мочевая кислота (мкмоль/л)

Натрий (ммоль/л)

Калий (ммоль/л)

Фосфат (ммоль/л)

Кальций (ммоль/л)

Железо (мкмоль/л)

Эритроциты (1012)

Гемоглобин (г/л)

Гематокрит (л/л)

Таблица 1. Биохимический и гематологический анализ образцов, полученных от здоровых людей (H) и больных с ESRD,
проходящих процедуру перитонеального диализа (PD)

Различия, величина p

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

0,012

0,23

0,72

<0,001

0,72

<0,001

<0,001

<0,001

<0,001

Группа PD, n = 50

22–87

25

25

64 (55–77)

37 (28–44)

6,0 (0,7–124,0)

4,5 (2,9–7,0)

16,1 (8,5–26,0)

668 (384–997)

310 (218–471)

138 (131–143)

4,3 (3,2–5,6)

1,4 (0,8–2,4)

2,3 (1,8–2,8)

11,5 (7,6–19,7)

3,4 (0,3–4,3)

103 (72–129)

0,31 (0,03–0,41)

Группа H, n = 30

30–85

14

16

72 (68–77)

44 (40–49)

2,2 (1,1–3,8)

3,5 (2,9–4,0)

5,1 (4,3–6,1)

81 (48–109)

230 (132–375)

140 (137–142)

4,4 (3,9–4,5)

0,9 (0,8–1,0)

2,3 (2,1–2,4)

17,6 (9,8–21,5)

4,5 (4,2–5,3)

141 (125–166)

0,40 (0,36–0,47)
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стрирует тромбогенные свойства, так как фор�
мируемый им сгусток имеет более тонкие фиб�
риллы и является менее пористым и поэтому
менее проницаемым для фибринолитических
агентов [25]. В то же время иногда фибриллы
фибрина и поры в сгустке, образующемся на ос�
нове окисленного фибриногена, не отличаются
от фибрилл и пор нативного белка, хотя сгустки
демонстрируют меньшую пористость [22].
Окисление белка может оказывать влияние на
вторичную и пространственную структуру фиб�
риногена и соответственно влиять на его свой�
ства и поведение.

Анализ полученного препарата с помощью меC
тода спектрофлуориметрии и спектрометрии круC
гового дихроизма (КД). Были получены спектры
эмиссии флуоресценции фибриногена, полу�
ченного от двух наборов образцов (группы H и
PD). Максимум эмиссии для обеих групп распо�
лагался при длине волны 344 нм (рис. 2, a), од�
нако интенсивность максимальной внутренней
эмиссии в группе PD была снижена на 17 % по
сравнению с группой H. Это снижение интен�
сивности может являться следствием несколь�
ких событий: изменений в химическом микро�
окружении остатков триптофана (т.е. увеличе�
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Рис. 1. а – Репрезентативный иммуноблот, полученный с использованием антител против DNP, в случае выделенного
фибриногена, необработанный динитрофенилгидразином (nd: non�derivatised) и обработанного DNP (d: derivatised), по�
лученного от здоровых людей (H1�6) и больных с ESRD, подвергнутых перитонеальному диализу (PD1�6); b – cтатисти�
ческий анализ значений интенсивности сигнала антител против DNP для всех образцов фибриногена, нормализованных
относительно сигнала общего белка, полученных при окрашивании мембран красителем Ponceau; с – статистический
анализ значений интенсивности сигнала антител против DNP для отдельных цепей всех образцов фибриногена. Данные
в боксах колеблются от 25 до 75�ого процентиля, нижние границы данных колеблются от 25�й до 5�й процентиля, тогда
как верхние данные колеблются от 75�го до 95�го процентиля; горизонтальные полосы в боксах представляют медианы,
звездочки определяют 1�й и 99�й процентиль, верхние горизонтальные полосы определяют максимальные значения, тог�
да как нижние горизонтальные полосы определяют минимальные значения
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ния экспонирования остатка триптофана в раст�
воритель вследствие конформационных изме�
нений белка), тушения эмиссии остатка трипто�
фана вновь образованными флуорофорами
(вследствие карбонилирования молекулы фиб�
риногена) и/или окисления остатков триптофа�
на [9] и последующей утраты способности вы�
зывать эмиссию флуоресценции после её воз�
буждения [26, 27].

На основе результатов, полученных при ре�
гистрации спектров кругового дихроизма в ульт�
рафиолетовой области (рис. 2, b и с), были уста�
новлены небольшие различия в пространствен�
ной и вторичной структуре образцов фибрино�
гена из обеих групп. Наиболее явные различия
наблюдали при записи спектров КД в ближнем
ультрафиолете.

С помощью программного пакета CDPro
были произведены расчеты, основывающиеся
на ограниченном количестве данных. Было по�
лучено на основе анализа спектров КД в даль�
нем ультрафиолете, что содержание α�спирали,
доминирующего типа вторичной структуры в
молекуле фибриногена, было равно 33% в груп�
пе H и 34% в группе PD. На основе анализа ре�
зультатов спектрометрии как в дальнем, так и
ближнем ультрафиолете (вторичная и простран�
ственная структура белка соответственно) мож�
но предположить, что пространственная струк�
тура фибриногена у больных в большей степени
изменена по сравнению со вторичной структу�
рой, так как различия в спектрах КД в ближнем
ультрафиолете выражены более значительно по
сравнению с различиями спектров КД в дальнем
ультрафиолете. Также было показано, что как
Aα�, так и Bβ�цепи фибриногена подвержены
окислительной модификации. Аминокислот�
ные остатки, которые подвергаются окислению
в этих двух типах цепей, располагаются внутри

всех элементов их структуры. В связи с тем, что
Aα�цепь особенно подвержена окислению, и в
особенности этим отличается её концевой αC�
домен, можно предположить, что изменения
пространственной структуры фибриногена мо�
гут быть вызваны в основном в результате изме�
нений, происходящих в Aα�цепи. Окисление
многих аминокислотных остатков в αC�доменах
приводит к ослаблению взаимодействий связи
αC�αC и, как следствие, к возникновению
структурных изменений [28].

Коагуляционный анализ выделенного фибриC
ногена. Результаты определения продолжитель�
ности и скорости коагуляции фибриногена в
присутствии тромбина свидетельствуют о том,
что нет различий между двумя группами, и это
можно видеть в табл. 2. Временная диаграмма
процесса коагуляции представлена на рис. 3.
Скорость коагуляции определяли по углу накло�
на начальной скорости процесса. Время коагу�
ляции – это время, за которое достигается поло�
вина максимальной величины оптического пог�
лощения. Изменения максимального значения
оптического поглощения определяли при завер�
шении определения времени и скорости коагу�
ляции. Все три параметра отчетливо показаны
на рис. 3.

В предыдущих работах, посвященных изуче�
нию процесса коагуляции у больных с ESRD,
использовали цельную кровь или плазму [14,
15]. Обычно на основании данных о повышен�
ной концентрации фибриногена делали вывод о
том, что такие больные находятся в группе рис�
ка образования тромбов [29]. В настоящей рабо�
те с использованием одинаковых концентраций
выделенного фибриногена из всех тестируемых
образцов не было обнаружено значительных
различий между параметрами коагуляции в двух
изученных группах (у пациентов с ESRD и здо�
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Рис. 2. Структурный анализ фибриногена, полученного от здоровых людей (H) и больных с ESRD, проходящих процеду�
ру перитонеального диализа (PD), с помощью (a) спектрофлуориметрии, (b) кругового дихроизма в ближнем ультрафио�
лете и (c) кругового дихроизма в дальнем ультрафиолете. (С цветными вариантами рис. 2 и 3 можно ознакомиться в элект�
ронной версии статьи на сайте:  http://scincejournals.ru/yournal/biokhsm/



БАРАЛИЧ и др.

ровых людей). В таком выбранном нами типе
эксперимента, не только удалялись различия,
которые могли быть связаны с различиями в
концентрации белка, но также исключалось
влияние других факторов, которые имеются в
крови (например, другие компоненты каскада
свертывания крови, лекарства и т.д.). Идея на�
шего исследования заключалась в том, чтобы
изучить влияние исключительно фибриногена.
Согласно полученным нами результатам, окис�
ленный фибриноген не оказывает прямого вли�
яния на процесс образования фибрина при
ESRD. Таким образом, можно предположить,
что кроме химических изменений (т.е. окисле�
ние и карбамилирование [30]) и модификации
структуры фибриногена у больных с ESRD, про�
ходящих процедуру перитонеального диализа,
изменения других факторов коагуляции могут
действовать синергично, приводя к возможной
коагулопатии.

Для изучения структуры фибрилл фибрина,
образующихся из выделенного фибриногена,

использовали сканирующую электронную мик�
роскопию. На рис. 4 показаны два репрезента�
тивных примера полученных изображений. 

Результаты сканирующей электронной мик�
роскопии соответствуют данным коагуляцион�
ного анализа, поскольку на изображениях пока�
заны сходные сгустки в двух группах образцов
при условии, что для формирования фибрина
были взяты равные количества полученного
фибриногена. Известно, что более толстые фиб�
риллы фибрина могут коррелировать с большей
пористостью и более быстрым лизисом [22, 31].
Значения максимального оптического поглоще�
ния при 350 нм в нашем эксперименте, которые
зависят от толщины фибрилл, были идентичны
в обеих исследованных группах (табл. 2), и этот
результат нашел свое подтверждение при рас�
смотрении изображений, полученных с по�
мощью сканирующей электронной микроско�
пии, на которых видны фибриллы фибрина
сходной толщины.

Aα� и Bβ�цепи фибриногена являются ос�
новными участниками процесса образования
фибрина после активации тромбином. После
удаления A� и Б�пептидов фибрина происходит
промежуточное и боковое объединение моно�
меров фибрина. Далее в латеральную агрегацию
мономеров фибрина вносят вклад αC�домены
[7]. Интенсивное окисление Aα� и Bβ�цепей,
сопровождающееся изменениями во вторичной
и пространственной структуре, может влиять на
свойства фибрина. Это предположение не было
подтверждено в нашей работе, что позволило
нам предположить, что модификация молекулы
фибриногена и их влияние на эту молекулу яв�
ляются специфичной для этой патологии. Необ�
ходимы дальнейшие исследования на молеку�
лярном уровне для выявления механизмов, ко�
торые ответственны за аномалии процесса коа�
гуляции в различных патологиях, ассоцииро�
ванных с коагуляцией.

В экспериментах с образцами плазмы крови
или выделенного фибриногена, полученных от
больных с заболеваниями печени, было показа�
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Параметр коагуляции

Время коагуляции (s)

Скорость коагуляции (ΔA/мин)

Изменение максимальной
величины оптического
поглощения при 350 нм

Таблица 2. Коагуляционные свойства фибриногена, выделенного из крови здоровых людей (H) и больных с ESRD, про�
ходящих процедуру перитонеального диализа (PD)

Различия, величина p

0,857

0,389

0,617

Группа PD, n = 50

53,0 (38,4–71,8)

0,030 (0,010–0,045)

0,038 (0,032–0,057)

Группа H, n = 30

51,0 (27,9–77,5)

0,035 (0,018–0,054)

0,038 (0,026–0,053)

Рис. 3. Временная диаграмма процесса коагуляции в слу�
чае репрезентативных образцов из каждой группы: здоро�
вые люди (H) и больные с ESRD, проходящие процедуру
перитонеального диализа (PD)
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но, что карбонилированный фибрин способ�
ствует созданию более гидрофобного микроок�
ружения, которое приводит к снижению его по�
ристости даже в том случае, когда структура
сгустка не изменяется [25]. Это может также
быть одним из свойств фибрина у больных с
ESRD, у которых фибриноген был в большей
степени карбонилирован, однако при этом не
происходило значительных изменений в струк�
туре фибрина. Известно, что у больных с хрони�
ческими заболеваниями почек карбамилирова�
ние фибриногена приводит к возникновению
устойчивости фибрина к деградации, вызванной
плазмином, и к снижению его механической
стабильности [30]. В настоящий момент не ясна
роль каждой из этих химических модификаций
в обнаруживаемых изменениях структуры фиб�
риногена. Так как фибриноген очень подвержен
окислению [11], и ESRD является состоянием,
которое сопровождается повышенным окисли�
тельным стрессом, можно предположить, что
окисление является основной химической мо�
дификацией, ответственной за обнаруженные
изменения. Очевидно, что очень сложный
комплекс взаимодействий между различными
факторами, которые могут иметь измененную
концентрацию или структуру, обуславливает ос�
ложнения в процессе свертывания крови, наб�
людаемую у больных с ESRD, проходящих про�
цедуру перитонеального диализа. Поэтому не�
обходимы дальнейшие исследования в этой об�
ласти и, в особенности, касательно роли отдель�
ных компонентов этого процесса. Так как ESRD

у некоторых больных сопровождается кровоте�
чением, а у других приводит к тромботическим
осложнениям [32], необходимы дополнитель�
ные исследования механизмов, приводящих к
тому или иному исходу. Полученные нами ре�
зультаты предоставляют детальные сведения,
касающиеся изменений структуры ключевого
белка процесса свертывания крови, каким явля�
ется фибриноген.

Показано, что фибриноген, выделенный из
крови больных с ESRD, проходящих процедуру
перитонеального диализа, отличается повы�
шенным содержанием карбонильных групп,
особенно в его Aα� и Bβ�цепях, и измененной
вторичной и пространственной структурой.
Время и скорость его коагуляции, а также тол�
щина фибрилл у больных и здоровых людей не
различаются, что подразумевает то, что фибри�
ноген, подвергшийся окислительной модифи�
кации, не оказывает прямого влияния на ско�
рость образования фибрина. Полученные нами
результаты говорят о том, что другие факторы,
кроме окисления фибриногена, оказывают вли�
яние на поведение этого белка у больных с
ESRD, особенно если принять во внимание тот
факт, что при таком патологическом состоянии
регистрируются как кровотечение, так и тром�
боз.

Финансирование. Работа выполнена при фи�
нансовой поддержке Министерства образова�
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Рис. 4. Репрезентативные изображения, полученные с помощью сканирующей электронной микроскопии (SEM) фиб�
рилл фибрина, образующихся из фибриногена, полученного от (a) здоровых людей и (b) больного с ESRD, проходящего
процедуру перитонеального диализа
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An end�stage renal disease (ESRD) is a condition accompanied by increased inflammation, oxidative stress, risk of
cardiovascular complications and coagulopathies. The structure of fibrinogen, isolated from plasma samples from
ESRD patients on peritoneal dialysis, was investigated in this study, together with characteristics of its fibrin. A high�
er degree of carbonylation was detected on fibrinogen from patients than from healthy persons. The Aα chain was the
most susceptible to oxidation, followed by the Bβ chain, whereas the γ�chain was the most resistant. The spectroflu�
orimetric analysis suggested that additional modification of the amino acid side chains occurred in fibrinogen from
patients. The tertiary structure of fibrinogen was more affected than the secondary. The time and the speed (kinetics)
of fibrinogen coagulation did not differ between the tested groups. Fibrin prepared from isolated fibrinogen had a sim�
ilar structure in both groups. Our results confirm that oxidation and structural alterations of fibrinogen occur in ESRD
patients on peritoneal dialysis, although direct consequences on fibrin formation were not seen. Taking into account
that some patients suffer from bleeding, whereas others develop thrombotic complications, further research on this
subject is required to map other involved components and processes which contribute to the outcome.
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