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ИЗУЧЕНИЕ РОЛИ ЛИЗИН-
И АРГИНИЛ-СВЯЗЫВАЮЩИХ УЧАСТКОВ ПЛАЗМИНА 
НА НАЧАЛЬНЫХ ЭТАПАХ ГИДРОЛИЗА ФИБРИН (ОГЕН)А 

Изучали влияние 6-аминогексановой кислоты (6-АГК) и L-аргинина на скорости на
чальных этапов гидролиза фибрин(оген)а Lys^-, Valuz- и Lys^-плазмином. Показано, 
что 6-АГК в концентрациях, насыщающих участки связывания тяжелой цепи плазмина, 
сильнее тормозила второй этап реакции (гидролиз Х-фрагментов), чем первый (гидро
лиз фибрина). Влияние аргинина в концентрациях, насыщающих участки связывания 
кринглов 1 и 5, на первом этапе было таким же, как у 6-АГК., а на втором этапе не 
проявлялось. Сделано предположение о том, что во взаимодействие фермента с суб
стратом на первом этапе вовлечены кринглы 5 и 1, а на втором — крингл 4. 

Введение. В проявлении высокой избирательности плазмина (КФ 
3.4.21.7) по отношению к специфическому субстрату важное значение 
имеют участки связывания, обеспечивающие сорбцию профермента на 
фибрине, его активацию, а также быструю инактивацию десорбирован-
ного плазмина аг-антиплазмином. Роль участков связывания^ однако, 
не ограничивается этими процессами. Особый интерес представляет 
вопрос об участии их непосредственно в гидролизе фибрин (оген)д. 
Связывающие участки локализованы в крингловых доменах тяжелой 
цепи и отличных от активного центра участках легкой цепи молекулы 
плазмина. Они различаются по степени сродства к лизину и аргинину 
и их химическим аналогам [1—5]. 

По вопросу о роли участков тяжелой цепи плазмина в фиб
рин (оген)олизе в литературе существуют неоднозначные мнения [6— 
8]. Однако показано, что в процессе расщепления субстрата на его 
поверхности экспонируются центры, комплементарные различным уча
сткам связывания плазминогена [9]. Цель настоящей работы — изу
чение роли отдельных участков тяжелой цепи плазмина на начальных 
этапах гидролиза фибриногена. 

Материалы и методы. Ьуз77-плазминоген выделяли из фракции до
норской плазмы аффинно-хроматографическим методом [10]. Lys77-
плазмин получали активацией профермента стрептокиназой («Strep-
tase», Швейцария) [11]. "Уа1442-плазмин и ЬуЭбзо-плазмин, полученные 
согласно описанным методикам [8], были любезно предоставлены 
С. И. Андриановым. Протеолитическую активность ферментов опреде
ляли казеинолитичееким методом [И] . Препарат изолированного 
крингла 4 плазминогена (К4) был любезно предоставлен Т. В. Гри-
ненко. 

В работе использовали тромбин Каунасского предприятия бакпре-
паратов НИИ эпидемиологии и микробиологии. 

Фибриноген получали из бычьей крови по методу Варецкой П2]. 
Белок метили 1251 в присутствии хлорамина Т [13]. Удельная радио
активность полученного 1251-фибриногена составляла 4—5 МБк на 1 мг 
белка. В опытах использовали смесь исходного и меченого фибриноге
на в расчетном соотношении. 

Х2-фрагмент выделяли ограниченным протеолизом фибриногена с 
последующим разделением на колонке с биогелем Р-300 [14]. Элек-
трофореграммы препаратов представлены на рис. 1, а. 
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Гидролиз 1251-фибриногена плазмином, миниплазмином или микро-
плазмином проводили при 37 °С. Среда реакции содержала 50 мМ Na-
фосфатный буфер, рН 7,4, 0,15 М NaCl, 29 мкМ 1251-фибриноген, 0,02— 
0,08 к. е./мл протеолитических ферментов. Реакцию останавливали до
бавлением к пробам равных объемов 10 М мочевины с 2 % DS-Na. 
Электрофореграммы плазминовых гидролизатов фибриногена представ
лены на рис. 1, б. 

Расщепление фибриногена плазмином в присутствии тромбина ана
лизировали при 37 °С в среде, содержащей 20 мМ вероналовый буфер, 
рН 7,4, 0,15 М NaCl, 1 мМ СаС12, 0,05 jdr/Mji_pJ^B^KoHi^HTpauHH 
1251-фибриногена состав
ляла 2,9 мкМ. Гидролиз 
начинали добавлением 
свежеприготовленной сме
си плазмина и тромбина 
до конечного содержания 
0,025 к. е./мл и 2,5 NIH/ 
/мл соответственно. Па
раллельно с сохранением 
тех же условий готовили 
пробы, не содержащие 
тромбина. Реакцию оста
навливали добавлением 

Рис. 1. Электрофореграммы в 
5%-м ПААГ с DS-Na: а —по
лученные препараты: фибрино
ген (/); Хг-фрагмент (2); плаз-
мин (3); К4 (4); б — гидроли-
заты фибриногена, полученные 
за 10 (/); 20 (2); 30 (3); 
40 {4); 50 (5) и 60 мин (6) 

равных объемов 10 М мочевины с 2 % DS-Na, после чего пробы ин
тенсивно встряхивали и выдерживали на водяной бане в течение 5 мин. 

Изолированный Х2-фрагмент гидролизовали плазмином при 37 °С 
в среде, содержащей 50 мМ Na-фосфатный буфер, рН 7,4, 0,15 М NaCl. 
Концентрация Х2 составляла 2,9 мкМ, плазмина — 0,05 к. е./мл. Реак
цию останавливали добавлением к пробам равных объемов 10 М мо
чевины с 2 % DS-Na. 

Электрофорез осуществляли в 5 %-м ПААГ [15]. На дорож
ку наносили 5—10 мкг белка или 100—200 Бк радиоактивного 
материала. 

После окрашивания и высушивания гелей вырезали белковые зо
ны. Концентрации фибриногена и его продуктов в среде реакции рас
считывали из отношения радиоактивности соответствующих белковых 
зон к радиоактивности всей дорожки. 

Скорости исчезновения суммарной фракции фибриногена и Х-фраг-
ментов (Фг+Х), исчезновения фибриногена (Фг) и появления Y-фраг-
ментов определяли по тангенсам углов наклона на прямолинейных 
участках соответствующих кинетических кривых. Лаг-периоды появле
ния Y не учитывали. 

Результаты и обсуждение. Предметом наших исследований было 
влияние ингибиторов L-аргинина и 6-АГК на начальные этапы гидро
лиза фибриногена плазмином и его частично деградированными фор
мами. В этой работе мы использовали Lys77-wia3MHH (плазмин), в мо
лекуле которого присутствуют все крингловые домены (К1—5), Val442-
плазмин (миниплазмин), лишенный в результате частичного отщепле
ния кринглов К1—4, а также деградированную форму плазмина — 
Lys53o-rma3MHH (микроплазмин), в молекуле которого крингловые струк
туры отсутствуют. 
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На первом этапе гидролиза фибриноген в результате отщепления 
аС-доменов и N-концевых участков цепей В{5 превращается В' Х-фраг-
менты. Детальное рассмотрение превращений Х-фрагментов не входи
ло в нашу задачу и на соответствующих рисунках отражено содержа
ние Хь Хо И низкомолекулярных Х-фрагментов в сумме (НМХ). Вто
рой этап реакции связан с отщеплением одного из D-доменов и появ
лением Y-фрагмента. 

Для того чтобы выяснить, на какие участки связывания плазмина 
может быть направлено действие ингибиторов в условиях эксперимен
та, реакцию проводили в присутствии их различных концентраций. При 

Рис. 2. Влияние і-аргинина (а) и 6-АКГ (б) на скорости исчезновения суммарной 
фракции Фг+Х (молекулярная масса 340000) под действием Ьуз77-плазмина (1), 
Уа1442-плазмина (2) и Ьу55зо-плазмина (3). Значения скоростей даны в пересчете на 
1 к. е. фермента 

этом определяли скорости исчезновения суммарной фракции фибрино
гена и Х-фрагментов (Фг+Х), предполагая, что этот показатель дол
жен отражать оба начальных этапа гидролиза. 

На рис. 2 (а) представлены кривые зависимости скоростей исчез
новения Фг+Х под действием плазмина, миниплазмина и микроплаз
мина от концентрации L-аргинина в среде реакции. Тормозящее влия
ние ингибитора на плазмин наблюдалось в области его микромоляр
ных и миллимолярных концентраций, на миниплазмин — только в мил-
лимолярных концентрациях. Активность микроплазмина практически 
не снижалась в пределах испытанных концентраций аргинина. В при
сутствии 10 мМ аргинина скорости гидролиза Фг+Х мини- и микро-
плазмином уравнивались, что свидетельствует о насыщении аргинином 
участка К5. Эффект микромолярных концентраций аргинина можно 
связать с участками, находящимися в KJ—4, поскольку он проявлялся 
только на плазмине, но не на мини- и микроплазмине, в молекулах ко
торых эти участки отсутствуют. С другой стороны, участок К4 был 
практически нечувствительным к аргинину і[5], а участки К2 и КЗ по 
лигандной специфичности были близки к К4 [16]. Показано, что фраг
мент К1—3 плазминогена мог связываться с аргинилподобными лиган-
дами и элюироваться аргинином [4]. Константа диссоциации комплек
са изолированного К1 с аргинином, определенная методом флюорес
центной спектроскопии, находилась в микромолярной области и состав
ляла 4,3 мкМ [5]. 

Таким образом, можно предположить, что ингибирующее влия
ние низких концентраций аргинина на плазмин было обусловлено на
сыщением высокоаффинного участка К1. 
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Аналогичные исследования мы провели с 6-АГК (рис. 2,6). В ин
тервале исследованных концентраций ингибитор более чем на 80 % 
снижал активность плазмина и мало влиял на микроплазмин. По-ви
димому, в присутствии 10 мМ 6-АГК насыщались все вовлеченные 
в гидролиз участки тяжелой цепи плазмина, поскольку в этих усло
виях скорость реакции с участием плазмина и микроплазмнна была 
одинаковой. 

В работах Морриса и соавт. [7] гидролиз фибриногена и Х-фраг-
ментов плазмином и миниплазмином подавлялся в присутствии милли-
молярных концентраций 6-АГК- Аналогичные данные были получены 
Нью при использовании лизина \[6]. В результате этих исследований 
был сделан вывод о том, что структуры К1—4 не являются важными 
для гидролиза. Однако нам представляется затруднительным отдиффе
ренцировать влияние 6-АГК на отдельные участки плазмина при ис
пользовании этого метода, так как константы диссоциации комплексов 
изолированных доменов плазминогена с 6-АГК различались между со
бой меньше, чем соответствующие значения для аргинина [5]. 

Таким образом, 6-АГК в концентрации 10 мМ могла насыщать все 
участки тяжелой цепи плазмина, важные для начальных этапов гид
ролиза фибриногена, а L-аргинин в такой же концентрации — участки 
К1 и К5. 

Следует отметить, что исчезновение фракции Фг+Х L-аргинином 
тормозилось намного слабее, чем 6-АГК. В то же время влияние этих 
соединений на скорость гидролиза фибриногена было одинаковым. 
В присутствии 10 мМ L-аргинина и 10 мМ 6-АГК торможение состав
ляло 35 и 37 % соответственно. Поскольку исчезновение суммарной 
фракции Фг+Х отражает два этапа реакции, а исчезновение Фг—• 
только первый этап, мы предположили, что различие в действии двух 
ингибиторов связано именно со вторым этапом гидролиза и проявляется 
при расщеплении Х-фрагментов. Поэтому исследовали влияние этих 
ингибиторов на первый и второй этапы реакции. 

В реакции, катализируемой плазмином, милли- и сантимолярная 
6-АГК способствовала накоплению суммарной фракции Х-фрагментов 
(рис. 3,а). В отсутствие ингибитора скорости исчезновения Фг и по
явления Y составляли 7,61 и 2,18 нмоль/мин в пересчете на 1 к. е. фер
мента соответственно, а в присутствии 10 мМ 6-АГК эти значения были 
равны 4,86 и 0,53 нмоль/мин. Из приведенных данных следует, что 
скорость исчезновения ФГ снижалась ингибитором в 1,6 раз, а по
явления Y — в 4,1 раза. По-видимому, накопление X было обусловле
но изменением соотношений скоростей первого и второго этапов 
реакции. 

В аналогичных опытах с микроплазмином (рис. 3, б) уровень мак
симального содержания Х-фрагментов в присутствии 6-АГК не изменял
ся и был сопоставим с таковым в реакции с участием плазмина в при
сутствии 10 мМ 6-АГК. Таким образом, наколление Х-фрагментов в 
катализируемой микроплазмином реакции наблюдалось даже в отсут
ствие 6-АГК. Скорее всего, блокирование участков тяжелой цепи плаз
мина 6-АГК или отсутствие крингловых структур (в случае микроплаз-
мина) приводило к одинаковому эффекту: накоплению X. 

На рис. 3, в, отражена кинетика появления и исчезновения фрак
ции Х-фрагментов в присутствии тех же концентраций L-аргинина. Как 
видно из рисунка, в условиях насыщения К1 и К5 (в присутствии 10 мМ 
аргинина) накопления X не отмечалось. Можно сделать вывод о том, 
что торможение второго этапа гидролиза в присутствии 6-АГК было 
обусловлено нечувствительным к аргинину участком тяжелой цепи 
плазмина. 

Изолированный К4 плазминогена проявлял сродство к 6-АГК и 
практически не связывался с аргинином [5]. С другой стороны, пока
зано, что эта структура плазмина может участвовать в гидролизе фиб-
ринового сгустка [8]. В литературе имеются данные о включении это
го участка во взаимодействие с Х-фрагментами [17]. Поэтому нам пред-
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JnZZ веР°л
я™ьш> ч т о торможение расщепления Х-фрагментов в 

пла.Тиия П, А Г К М 0 Г / ° б Ы Т Ь о бУ с л о в лено именно этим участком 
" f 8 ' Д л я т о г о ч т о б ы проверить такое предположение, мы иссле

довали скорости расщепления плазмином изолированного Х2-фрагмента 

ол™£лИчНетИка п„оявления и исчезновения фракции Х-фрагментов (молекулярная мас
са 290000) под действием: а-ЬУ377-плазмина в отсутствие (1) и в присутствии 1 мМ 
>І\ " п ™ vX с «™- б ~~ ^ыо-ллазмина в отсутствие (1) и в присутствии 1 мМ 
\,1 ,« ™ , 1 4 А Г К ; е — !-У877-ллазмина в отсутствие (1) и в присутствии 1 мМ 
(/) .и 10 мМ (2) L-аргинина 

На рис. 4 представлены электрофореграммы плазминовых гидроли-
затов Х2-фрагмента, полученных за 15, 30 и 60і мин гидролиза. Соглас
но рисунку, полное превращение Х2-фрагмента в отсутствие ингибито
ров происходило в течение 30 мин обработки плазмином. L-аргинин в 

?Т' *' Электрофореграммы гидролизатов, полученных после 15 (а), 30 (б) и 60 мин 
(в) обработки Хгфрагментов Ьувту-плазмином в отсутствие ингибиторов (1)- в при
сутствии 1 мМ (2) и 10 мМ (3) L-аргинина, а также 1 мМ (4) и 10 мМ (5) 6-АГК 

концентрациях 1 и 10 мМ не оказывал влияния на протеолиз этого фраг
мента: в гидролизатах присутствовали те же продукты, что и в кон
трольном варианте. Расщепление Х2-фрагмента заметно тормозилось 
1 мМ 6-АГК. С увеличением концентрации 6-АГК до 10 мМ ингибиру-
ющий эффект усиливался: даже за 60 мин гидролиза Х2-фрагмент рас
щеплялся неполностью. 

Мы попытались также использовать изолированный К4 плазминоге-
на в качестве ингибитора плазмина. Предполагалось, что К4 должен 
тормозить гидролиз вследствие конкуренции с соответствующим доме
ном плазмина за комплементарные центры субстрата. На рис. 5 пред
ставлены электрофореграммы гидролизатов, полученных за 15, 30 и 
60 мин обработки Х2-фрагмента плазминов в отсутствие и в присутствии 
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180 мкМ К4. Можно видеть, что по сравнению с вариантом в отсут
ствие ингибитора К4 резко тормозил превращение Х2- в Y-фрагмент. 
Таким образом, данные по изучению гидролиза изолированного Х2-
фрагмента полностью подтверждают 
наше предположение о ведущей роли 
К4 плазмина на втором этапе гидро
лиза фибриногена. Кроме того, по- ^М0ЩШЩЩШ§ШіШШЩІ 
скольку в условиях насыщения К1 и ;|||1|||ЯШМіШ1І1ІІІ1і1ш1 
К5 аргинином скорость расщепления ||І1ІІі|ШІІІІШІШІ1Ш^ВіЩ 
изолированного Х2-фрагмента плазми-
ном не менялась, представляется воз
можным, что роль этих участков в 
гидролизе Х2 незначительна. 

Рис. 5. Электрофореграммы гидролизатов, по
лученных после 15 (а), 30 (б) и 60 мин (в) 
обработки Х2-фрагментов Ьуз77-плазмином в 
отсутствие К4 (1); в присутствии 180 мкМ К4 
(2); 3 — исходный препарат Х2 

Исходя из вышеизложенного и данных литературы можно сделать 
следующие предположения относительно механизма ингибирования 
6-АГК и L-аргинином начальных этапов фибриногенолиза. Вероятно, 
оба соединения подавляют первый этап, связанный с превращением 

Рис. 6. Кинетика гидролиза фибриногена (молекулярная масса 340000) (а), а также 
появления и гидролиза фракции Х-фрагментов (молекулярная масса 290000) (б) в 
отсутствие (J) и присутствии тромбина (2); в — в присутствии 1 мМ 6-АГК и в от
сутствие тромбина (3) и в присутствии 1 М'М 6-АГК и тромбина (4). Условия реакций 
даны в разделе «Материалы и методы» 

фибриногена в Х-фрагменты. При этом их действие направлено на уча
стки К1 и К5 плазмина. Константы диссоциации комплексов этих уча
стков с 6-АГК и аргинином близки [5], что, по-видимому, определяет 
одинаковое по величине влияние их на первый этап реакции. На вто
ром этапе гидролиза, при расщеплении Х-фрагментов, 6-АГК оказы
вала на плазмин больший тормозящий эффект, чем на первом этапе, 
что проявлялось в накоплении Х-фрагментов в среде реакции. Дейст
вие 6-АГК в этом случае было направлено на К4. Эффект аргинина в 
данном случае не проявлялся, поскольку К4 характеризуется низким 
сродством к этому лиганду [5], а участки, расположенные в К1 и К5, 
утрачивали ведущую роль на этом этапе реакции. 

Мы исследовали также влияние 6-АГК на кинетику фрагментации 
фибриногена, обработанного тромбином (фибрина), и его Х-фрагмен
тов (рис. 6, а, б). В присутствии тромбина в пробах образовывались 
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фибриновые сгустки. Параллельно (с сохранением тех же условий) го
товили пробы, не содержащие тромбина. Исчезновение фибрина (а) и 
его Х-фрагментов (б) проходило быстрее, чем в случае гидролиза фиб
риногена, хотя скорости этих процессов были сопоставимы. Разница 
в скоростях фибринолиза и фибриногенолиза определялась, очевидно, 
на первом этапе гидролиза при расщеплении фибрина или фибриногена. 
Тем не менее, характер влияния 1 мМ 6-АГК на второй этап фибри
нолиза был аналогичен таковому при расщеплении фибриногена: 
в обоих случаях наблюдалось накопление Х-фрагментов в реакцион
ной среде. 

Показано, что для разрушения структуры фибринового сгустка яв
ляется важным участие К4 и К5 плазмина [8]. Полученные' нами ре
зультаты позволяют уточнить, что участие К5 может реализовываться 
на первом этапе гидролиза (при расщеплении фибрин (оген) а), а К4 — 
на втором (при расщеплении Х-фрагментов). Эти выводы хорошо со
гласуются с данными Свенсон по связыванию плазминогена с фибри
ном и Х-фрагментами [17, 18]. 

Автор выражает благодарность проф. С. А. Кудинову, Т. В. Гри-
ненко и С. И. Андрианову за помощь, оказанную в работе. 

Е. М. Золотарьова 

ВИВЧЕННЯ РОЛІ ЛІЗИН- І АРПНІЛ-ЗВ'ЯЗУЮЧИХ ДІЛЯНОК ПЛАЗМІНУ 
НА ПОЧАТКОВИХ ЕТАПАХ ГІДРОЛІЗУ ФІБРИН (ОГЕН)У 

Р е з ю м е 

Вивчали вплив 6-аміногексанової кислоти (6-АГК) і і-аргініну на швидкості початко
вих етапів гідролізу фібрин (оген) у Lys77-, Val44|2- і Ьу55зо-плазміном. Показано, що 
6-АГК у концентраціях, насичуючих ділянки зв'язування важкого ланцюга плазміну, 
дужче гальмувала другий етап реакції (гідроліз Х-фрагментів), ніж перший (гідроліз 
фібрину). Вплив аргініну у концентраціях, насичуючих ділянки зв'язування кринглів 
А і 5. на першому .етапі був таким самим, як і 6-АГК, а на другому етапі не ви
являвся. Зроблено припущення про те, що до взаємодії ферменту з субстратом на 
першому етапі залучено крингли 5 і 1, а на другому — крингл 4. 

Е. N. Zolotareva 

STUDDING OF ROLE SITE PLASMIN FOR RELATION WITH LYSINE 
AND ARGININE ON EARLY STAGES FIBRIN(OGEN) HYDROLYSIS 

S u m m a r y 

The effect of 6-aminohexane acid (6-AHA) and L-arginine on the rates of early stages 
of fibrinogen hydrolysis by Lys77-plasmin, Val^-plasmin and Lys53o-plasmin were stu
dded. It was shown that 6-AHA on the second reaction stage (hydrolysis of X) in the 
concentrations saturating the site, of plasmin heavy chain had a strong inhibiting influ
ence even more stronger than a the first slage (hydrolysis of fibrinogen). Effect of 
arginine and 6-AHA on the first stage hydrolysis was identical. Arginine effect on the 
second stage failed to be observed while its concentration were effecting kringle 1 and 
5. It was suggested the enzyme interaction with substrate took place on the first stage 
of hydrolysis under kringles 5 and 1 patricipation on second stage — under kringle 4 
participation. 
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