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Впервые методами динамического и упругого светорассеяния, а также конфокальной лазерной ска-
нирующей микроскопии исследовались нарушения пространственной структуры фибрина при пе-
роксид- и гипохлорит индуцированном окислении фибриногена. В то время как перекись водорода
оказывала слабый эффект на структурную организацию фибрина, действие гипохлорита вызывало
образование аномального фибрина с тонкими волокнами и мелкопористой структурой. Измерения
распределения по размерам нативного и окисленного ФГ обнаружили уменьшение гидродинами-
ческого размера молекулы ФГ при увеличении концентрации окислителей. Это свидетельствовало
о росте гидрофобности поверхности белка и снижении его коллоидной устойчивости. В работе ана-
лизируется возможная роль окислительных сайтов в сборке аномального по структуре фибрина.
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Образование фибринового сгустка, являюще-
еся одним из важнейших процессов свертывания
крови, включает катализируемую тромбином ге-
нерацию молекул мономерного фибрина из фиб-
риногена и последующую их спонтанную поли-
меризацию, в результате которой формируется
сеть произвольно ориентированных стержнепо-
добных волокон фибрина.

Фибриноген (ФГ) представляет собой высоко
уязвимую потенциальную мишень для окислите-
лей [1], вследствие чего посттрансляционные мо-
дификации ФГ, возникающие как in vitro при ин-
дуцированном окислении, так и in vivo при разви-
тии окислительного стресса, способны вызывать
нарушение пространственной организации фиб-
рина, его вязко-эластических и биохимических
свойств. Морфология такого фибрина характери-
зуется преимущественно тонкими волокнами,
обладающими уменьшенной механической проч-

ностью, мелкопористой структурой, что, в конеч-
ном итоге, обусловливает возрастающую рези-
стентность фибриновой сети к фибринолизу [2, 3].
Эти данные легли в основу концепции взаимо-
связи между окислительным стрессом, наруше-
ниями структуры фибрина и риском возникнове-
ния кардиоваскулярных заболеваний [4, 5].

Полагают, что доминирующий вклад в нару-
шение пространственной организации окислен-
ного фибрина вносит окислительная модифика-
ция метионина АαMet476, локализованного в αC-
доменах ФГ [3]. Окисление этого остатка, как по-
лагают [3], ослабляет взаимодействия между со-
седними αC-доменами, играющими важную роль
в латеральной агрегации фибриновых протофиб-
рилл. Однако образование аномального, “грубо-
го” фибрина, образованного из озонированного
ФГ, не подтверждает этот вывод [6, 7].

Ранее методом масс-спектрометрии было по-
казано, что гипохлорит-индуцированное окисле-
ние ФГ вызывает в белке множественные моди-
фикации, затрагивающие широкий набор амино-
кислотных остатков [8, 9], в то время как
пероксид-индуцированное окисление ФГ огра-
ничивалось лишь модификациями некоторых
остатков Met, Trp и His [10].

В настоящей работе совокупностью методов
упругого и динамического светорассеяния, а так-
же конфокальной микроскопии исследуется вли-
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яние гипохлорит- и пероксид-индуцированного
окисления ФГ на архитектуру образующегося
фибрина и анализируется возможная природа та-
кого влияния.

ФГ был выделен из цитратной плазмы крови
доноров методом глицинового осаждения. Окис-
ление ФГ индуцировали либо раствором H2O2
(Sigma-Aldrich, США), либо гипохлоритом (Sig-
ma-Aldrich, США) в концентрациях 25, 50 и
300 мкМ/2.94 мкМ белка соответственно. Реак-
ции протекали в течение часа при температуре
37°C, после чего останавливались 10-молярным
избытком L-метионина [3]. Удаление метионина
из раствора проводили центрифугированием с
помощью фильтров Amicon Ultra (10 kDa,
UFC501096, Merck, Darmstadt, Germany).

Реакция превращения ФГ в фибрин, катали-
зируемая тромбином, проводилась в микроплан-
шетах при 37°C в течение 60 мин [10]. Кинетику
реакции регистрировали на xMark™ Microplate
Absorbance Spectrophotometer (США) при длине
волны 350 нм.

Метод динамического светорассеяния был ис-
пользован для получения распределения молекул
ФГ по размерам. Измерения проводили на при-
боре Zetasizer-Nano S (Malvern, Англия). Для
каждого образца были выполнены три независи-
мых измерения, каждое из которых включало три
технические повторности (30 сканов для каждого
измерения).

Угловые зависимости упругого светорассея-
ния образцов фибрина были получены на cпек-
трометре Malvern (Англия) с гелий-неоновым ла-
зером (длина волны лазера λo = 632.8), как описа-
но ранее [11]. Анализ экспериментальных данных
осуществлялся в рамках приближения Carr и Her-
mans [12] для ансамблей длинных, произвольно
ориентированных стержневидных макромоле-
кул. Данные были получены на основании трех
независимых экспериментов, каждый из которых
имел три технические повторности.

Для ковалентного мечения молекул белка в ка-
честве флуоресцентной метки использовали флу-
оресцеин изотиоционат (ФИТЦ). Молярное от-
ношение краски к белку в реакционной смеси
MR = 5. Реакцию проводили в 0.1 М бикарбонат-
ным буфером (pH 9.0) в течение 2 ч (+4°C) при
постоянном перемешивании. После чего оста-
навливали реакцию получасовой инкубацией с
30 мМ гидроксиламингидрохлоридом (pH 8.5).
Для очистки конъюгата от непрореагировавшей
флуоресцентной метки реакционную смесь цен-
трифугировали в течение 1 мин при 16 000 g на
микроцентрифужных колонках с Sephadex G-25.
Степень мечения и концентрацию белка контро-
лировали спектрофотометрически. Для образова-
ния фибринового геля смесь (9:1) немеченого и
меченого фибриногена (конечная концентрация

белка 3 мкМ), хлорид кальция (конечная концен-
трация 5 мM) и тромбин (конечная концентрация
5 нM) поочередно вносили в реакционную лунку
на предметном стекле. Общий объем раствора со-
ставлял 30 мкл. После внесения реагентов лунку
накрывали покровным стеклом и инкубировали в
течение часа при +37°С во влажной камере и ис-
следовали сразу после окончания инкубации. Для
получения микрофотографий использовали мик-
роскоп Zeiss Axio Observer Z1 с конфокальным
модулем CSU-X1M 5000 (Carl Zeiss, Jena, Germa-
ny), снабженный объективом со 100-кратным
увеличением.

Исследование кинетики реакции превраще-
ния ФГ в фибрин под действием тромбина пока-
зало, что окисление ФГ гипохлоритом вызывает
существенное ингибирование реакции и сниже-
ние мутности геля, но имеет относительно сла-
бый эффект на сборку фибрина при использова-
нии перекиси водорода (рис. 1).

Данные динамического светорассеяния (рис. 2)
выявили интересную особенность действия окис-
лителей на молекулы фибриногена. Как видно из
рис. 2, при концентрациях HOCl/–OCl, 25 и
50 мкМ распределение молекул по размерам
оставалось унимодальным. Однако средний раз-
мер молекул фибриногена незначительно умень-
шался с 22.92 ± 1.12 нм для нативного фибриноге-
на, до 21.45 ± 1.02 и 20.64 ± 1.02 нм при инкубации
белка с 25 и 50 мкМ HOCl/–OCl соответственно.
Для  фибриногена, обработанного  300 мкМ
HOCl/–OCl, средний размер молекул фибриноге-
на составлял 17.97 ± 1.08 нм. Однако при этом
можно наблюдать едва визуально различимое по-
явление относительно высокоразмерных класте-
ров фибриногена со средним размером ~36 нм.
При обработке фибриногена 25 и 50 мкМ H2O2
распределение молекул по размерам, также как и
в случае гипохлорита, было одномодальным со
средними размерами молекул фибриногена, рав-
ными 21.5 ± 0.82 и 22.26 ± 0,90 нм соответственно.
При окислении фибриногена 300 мкМ H2O2 рас-
пределение молекул по размерам становилось би-
модальным, характеризующееся средними раз-
мерами, равными 15.26 ± 1.76 и 28.54 ± 1.60 нм со-
ответственно.

Выраженное бимодальное распределение по
размерам фибриногена, обработанного H2O2
(рис. 2), можно объяснить следующими причина-
ми. Изменение молекулярного распределения по
размерам наблюдается в результате изменения
гидратации молекул фибриногена. Подобно дру-
гим белкам [13], окисление остатков метионина в
фибриногене, вызванное H2O2, вызывает увели-
чение гидрофобности поверхности белка, кото-
рое обусловливает уменьшение степени гидрата-
ции молекул. С увеличением концентрации H2O2
этот эффект также усиливается. При обработке
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фибриногена 300 мкМ низкоразмерные молеку-
лы (т.е. поверхность которых обладает наиболь-
шей гидрофобностью) агрегируют с образовани-
ем кластеров большей размерности.

Как было показано ранее методом масс-спек-
трометрии высокого разрешения (ВЭЖХ-
МС/МС) [10], окисление фибриногена, вызван-
ное 300 мкМ H2O2, происходит в основном за счет
модификации остатков метионина (18 остатков),
наряду с четырьмя остатками Trp и двумя остатка-
ми His. Окисление только этих остатков, как мы
полагаем, обеспечивает описанный выше меха-
низм снижения коллоидной стабильности моле-
кул фибриногена, обработанных H2O2. В отличие
от H2O2, HOCl/–OCl является мощным окислите-
лем. При обработке фибриногена HOCl/–OCl на-
ряду с вышеупомянутыми остатками многие дру-
гие аминокислотные остатки, такие как Tyr, His,
Ser, Asp, Asn, Lys, Pro, Trp, Phe , Arg и Glu были
идентифицированы [8, 9]. В этой связи можно
предположить, что участие этих остатков в окис-
лительной модификации в той или иной степени
нейтрализует влияние окисления метионинов на
возрастающую гидрофобность поверхности фиб-
риногена. По этой причине, в отличие от перок-
сида водорода, действие HOCl/–OCl вызывает не-
значительный эффект на образование высоко-
размерных кластеров.

Угловые зависимости отношения Рэлея, R(θ)
для нормального и окисленного гелей фибрина,
как видно из рис. 3, представляют собой прямые
линии, проходящие через начало координат. Со-
гласно теории рассеяния света [12], в случае фиб-
ринового геля, который можно рассматривать как
сеть прямых волокон разной длины, соединенных
вместе в некоторых случайно распределенных узло-
вых точках, отношение Рэлея описывается следую-
щим выражением: R(θ) = cKλ0μ/4n0sin(θ/2), где c –
концентрация белка, μ = M/L – отношение мас-
сы к длине волокна, выраженное в г/(моль см), и
n0 – коэффициент преломления растворителя.
K – константа для вертикально поляризованного
луча, равная 4π2  (dn/dc)2/(NA ), где NA – число
Авогадро, n0 – показатель преломления раствори-
теля, dn/dc – инкремент показателя преломле-
ния, равный 0.176 см3/г. Вышеприведенная фор-
мула позволяет рассчитать значения μ по наклону
прямых линий. В случае полимеров фибрина, об-
разованных из нативного фибриногена, это зна-
чение составляет (8.25 ± 0.47) × 1012 г/(моль см),
(рис. 3, прямая 1). Так как молекула ФГ может
быть аппроксимирована палочкой длиной 45 нм
при диаметре ~ 2–5 нм [14], величина μ для ФГ
составляет 7.55 × 1010 г/(моль см). Из этого следу-
ет, что в условиях модельного эксперимента на-
тивная фибриновая сеть составлена из нитей,
толщина которых более чем в сто раз превышает

2
0n λ4

0

таковую, характерную для ФГ. Обработка ФГ ги-
похлоритом вызывает значительные структурные
нарушения в фибрине, проявляющиеся в образо-
вании существенно более тонких фибрилл, по
сравнению с контролем (рис. 3, прямые 2 и 3). Ве-
личины μ составляли (6.32 ± 0.37) × 1012 и (3.09 ±
± 0.23) × 1012 г/(моль см) для фибрина, образо-
ванного из ФГ, окисленного 25 и 50 мкМ гипо-
хлорита соответственно. В то же время окисление
ФГ перекисью водорода практически не влияло
на толщину фибрилл. Как следует из рис. 3, пря-
мые 4, 5 в пределах статистической погрешности
отношение массы к длине окисленных фибрилл
оказалось равным таковому для неокисленного
фибрина. Слабый эффект пероксид-индуциро-
ванного окисления ФГ на структуру фибрина был
также выявлен методом атомно-силовой микро-
скопии [15].

Рис. 1. Кинетика образования фибрина, образован-
ного из окисленного ФГ: 1 – неокисленный ФГ; 2, 3,
4 – ФГ, окисленный 25, 50 и 300 мкМ гипохлорита
или такими же количествами перекиси водорода.
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Результаты упругого светорассеяния хорошо
согласуются с морфологией фибрина, получен-
ного конфокальной микроскопией (рис. 4). В
фибрине, образованном из пероксид-индуциро-
ванного ФГ, изменения в структуре незначитель-
ны, в то время как в образцах, представленных на
рис. 4, отчетливо видно наличие тонких фибрилл
и мелкопористой структуры фибрина при обра-
ботке ФГ 50 мкМ гипохлорита.

Посттрансляционные модификации в первич-
ной структуре молекулы ФГ при ее окислении и
последствия этих модификаций для вторичной и
третичной структуры белка [11], очевидно, прояв-
ляются в изменении коагуляционного потенциа-
ла ФГ формировать нормальную структуру фиб-
рина. Как полагают [3], модификация остатка
АαMet476 в αC-доменах благодаря повреждению
структуры N-концевых субдоменов нарушает их
способность взаимодействовать друг с другом,
обусловливая тем самым ингибирование лате-
ральной агрегации фибриновых протофибрилл.
Однако вовлечение в модификацию вышеупомя-
нутого остатка во всех случаях при обработке ФГ
озоном, гипохлоритом и перекисью водорода и
наблюдаемые различные эффекты на самосбор-
ку фибрина являются достаточно веским осно-
ванием полагать об ошибочной точке зрения,
касающейся функциональной роли метионина
АαMet476. Если к этому добавить, что метионин
АαMet476 является одним из наиболее уязвимых
к окислению остатком по сравнению с другими
метионинами в ФГ, можно прийти к выводу, что
он выполняет антиоксидантную функцию, как
постулировалось ранее [10].

Как свидетельствуют результаты данной рабо-
ты, воздействие умеренных количеств Н2О2 на
ФГ не сопровождается значимым эффектом на
структуру фибрина. В свою очередь, это подразу-
мевает, что обнаруженные модификации в ФГ в
результате пероксид-индуцированного окисле-
ния [10] не играют особой функциональной роли
в образовании фибрина. Функционально важные
остатки могли бы располагаться в ряду модифи-
цированных сайтов, идентифицированных в ФГ
при его озонировании или обработке гипохлори-

Рис. 2. Распределение по размерам молекул ФГ, окисленных 25, 50 и 300 мкМ гипохлорита или такими же количества-
ми перекиси водорода.

35
30
25
20
15
10
5
0
10 16 25 39 62

Диаметр, нм

Контрольный 
образец

К
ол

ич
ес

тв
о,

 %

35
30
25
20
15
10
5
0
10 16 25 39 62

Диаметр, нм

К
ол

ич
ес

тв
о,

 %
35
30
25
20
15
10
5
0
10 16 25 39 62

Диаметр, нм

К
ол

ич
ес

тв
о,

 %

35
30
25
20
15
10
5
0
10 16 25 39 62

Диаметр, нм

К
ол

ич
ес

тв
о,

 %

35
30
25
20
15
10
5
0
10 16 25 39 62

Диаметр, нм

К
ол

ич
ес

тв
о,

 %

35
30
25
20
15
10
5
0
10 16 25 39 62

Диаметр, нм

К
ол

ич
ес

тв
о,

 %

35
30
25
20
15
10
5
0
10 16 25 39 62

Диаметр, нм

К
ол

ич
ес

тв
о,

 %

25 μm H2O2 50 μm H2O2 300 μm H2O2

25 μm HOCl 50 μm HOCl 300 μm HOCl

Рис. 3. Угловые зависимости упругого светорассея-
ния фибрина, образованного из нативного ФГ (1);
ФГ, окисленного 25 и 50 мкМ гипохлорита (2, 3 соот-
ветственно) и ФГ, окисленного 25 и 50 мкМ перекиси
водорода (4, 5 соответственно). Для наглядности пря-
мые 4 и 5 смещены вверх по ординате на 1.5 и 1.8 ед.
соответственно.
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ЮРИНА и др.

том за исключением тех модифицированных сай-
тов, которые были обнаружены в пероксид-инду-
цированном фибриногене. Кроме того, так как
озонирование ФГ или его обработка гипохлори-
том вызывала образование грубых [6] или тонких
гелей [3], соответственно, необходимо исключить
из рассмотрения общие окислительные сайты для
обоих окислителей в модифицированном белке.
Однако и в этом случае функциональная принад-
лежность сайтов осложняется главным образом
двумя факторами. Во-первых, при использова-
нии метода масс-спектрометрии для картирова-
ния первичной структуры окисленного (также
как и не окисленного) ФГ отдельные сайты или
даже пептидные участки, представляющие ми-
шень для окислителей, могут оказываться не де-
тектированными. Во-вторых, латеральная ассоци-
ация протофибрилл обусловлена участием различ-
ных структур ФГ, а не только взаимодействием
αC-доменов. В процесс сборки фибрилл вовлека-
ются также С-концевые субдомены и αC–кон-
некторы, C-концевые участки γ-цепей, соседние
участки β-цепей (β-nodules), суперспиральные
структуры (coiled-coils) и некоторые другие [14].
Во всех этих структурах ФГ найдены окислитель-
ные сайты, которые могли бы влиять в той или
иной степени на латеральную агрегацию [6–10].
Однако какие из этих сайтов могли бы вносить
преобладающий вклад в окислительное повре-
ждение структуры фибрина, все еще представля-
ется достаточно неопределенным. В этой связи
приписывание отдельным окислительным сай-
там конкретных функциональных свойств в обра-
зовании аномальной структуры фибрина остает-
ся сложной и запутанной проблемой, решение

которой может быть предметом будущих исследо-
ваний.
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EFFECT OF HYPOCHLORITE- AND PEROXIDE-INDUCED OXIDATION 
OF FIBRINOGEN ON THE FIBRIN STRUCTURE
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By applying the methods of dynamic and elastic light scattering and confocal laser scanning microscopy the
damage in the spatial fibrin structure during peroxide- and hypochlorite-induced oxidation of fibrinogen has
been explored. While peroxide had weak effect on the structural organization of fibrin, the hypochlorite
caused the formation of abnormal fibrin with reduced individual fiber diameter coupled with decreased po-
rosity. Measurements of the size distributions of the different samples of fibrinogen revealed a decrease in the
hydrodynamic sizes of the oxidized fibrinogen molecules. These results indicate that the hydrophobicity of
fibrinogen surface became increased hereupon the oxidized molecules tended to decrease in its colloidal sta-
bility. The possible role of oxidative sites in the assembly of structurally abnormal fibrin is analyzes.
Keywords: fibrinogen, fibrin gel, oxidation, elastic and dynamic light scattering, confocal laser scanning mi-
croscopy
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