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СПЛЛУЧАНАЕ АКІСЛЕННЕ АДРЭНАЛ1НУ
І ПЛАЗМІНАГЕНУ У ВОДНЫХ РАСТВОРАХ

Раскрыццё шляхоу актьівацьіі плазмінагену (Пг) і механізмау яе 
рзгуляцьіі мае вялікае значэнне, улічваючьі важную ролю звяна плаз- 
мінаген — плазмін у гамеастазе.

Добра вядомы шлях активациі Пг, які рзалізу-ецца у ходзе абме- 
жавапага пратзолізу, што каталізуецца вузкаспецьіфічньїмі серынавы- 
мі пратзіназамі: уракіназай, тканкавьімі активатарамі Пг [І]. Разам 
з гатим апісана активация Пг стрзптакіназай—актыватарам непратзі- 
назнага характеру, які сінтззуеіша р-гемалітичньїмі стрзптакзкамі. Ад- 
нак на працягу_доутага перыяду природа гэтай актывацъп заставалася 
нявысветленай.

Нядауна на мі билі выяулены залежнасць актнзациі Пг стрзптакі- 
назай ад прьтсутнасці у растворах кіслароду [21, а таксама здольнасць 
стрзптакінази ажьщцяуляць : канверсію кіслароднмх (супераксідних) 
радыкалау [3]. Гэтыя абставіньї разам з данимі аб упливе на акты- 
ватарную функцию стрзптакінази перахватчыкау актыуных форм кіс
лароду [4, 5] дазваляюць гаварьщь аб магчьімасці існавання кісларод- 
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залежнага шляху актьівацьіі Пг, які рзалізуецца без удзелу актывата- 
рау пратзіназнага типу.

.Чагчымасць існавання такога шляху заканамерна ставіць пытание 
аб крышцы супераксідньїх радыкалау у сістзме Пг—стрзптакіпаза. 
У гэтай сувяз! трэба адзначыць, што у водным асяроддзі Пг здольны 
і у адсутнасць бялковых актыватарау зазнавань павольную аутаакты- 
ьацыю, прычым тэты працэс паскараецца у прьісутнасці этанолу, глі- 
аэрыны, хлараформу, [6] — арганічньїх растваральнікау, якія павяліч- 
ваюць працягласць жыцця пекаторых радыкалау кіслароду [7].

Гзта дазваляе меркаваць, што малекула Пг валодае здольнасцю 
генерыраваць супераксідньїя радикалы у працзсе аутаакіслення. Зы- 
ходзячы з выкладзенага вышэй, у дадзенай рабоце вьівучана акісленне 
Пг у водных растворах аднаго з перахватчыкау супераксідньїх ірадьїка- 
лау — L-адрзналіну.

Матэрыялы і метады. Узоры Пг высокая ступені чьісціні атрыманы 
метадам афіннай храматаграфіі, як і у папярздніх наших работах [8]. 
При атрьіманні Пг чалавека у якасні крьініцьі вьїкаристоувалі абага- 
чанук- р-глабулінамі фракцию плазмы крьіві. Удзельная актыунасць 
втриманих узорау адпавядала 20 казеіналітьічньш адз/мг бялку. При 
даследаванні узорау плазмінагену метадам злек-іірафарззу у поліакрьіл- 
амідньш гелі у прнсутнасці дадэцылсульфату натрыю [8] выяулена : 
адна бялковая паласа з малекулярнай масай 85 кДа. Актыунасць Пг 
вьізначалі казеіналітьічньїм метадам [9], колькасць бялку — па метаду 
Лоуры [10] ці па велічьіні аптычнай шчьільнасці растворау прьі 280 нм, 
выкарыстоуваючы для разліку значзнне А]% =  17,1 [11]. Узоры Пг 
быка атрыманы аналапчным чынам, але з суцэльнай плазмы крьіві. 
Перад выкарыстаннем бялкі двухразова пераасаджвалі сульфатам амо
нію і дьіялізавалі на працягу 24 гадз пры 4 °С супраць 0,06 М фасфатнага 
буфера pH 7,4.

Акісленне L-адрзналіну даследавалі у атмасферы паветра спектра- 
фотаметрычна пры тэмпературы 25 °С у кюветах з таушчынёй слоя 
і см у інкубацьійнай сумесі наступнага саставу (мл): 0,06 М фасфатны 
буфер pH 7,4—2,0; 0,16 М.!раствор L-адрзналіну гідрахларьіду (ці тар- ■ 
трату)—0,4; раствор Пг (5—7 мг/мл)—.0,4; раствор зфектару, які 
даследуецца,-— 0,4. Пры дасле^аванні акіслення адрзналіну гемаглабі- 
нам у рэакцыйную сумесь уносілі замест Пг 0,4 мл раствору гемаглабі- 
ну (4,2 мг/мл). Аб акісленні адрзналіну меркавалі па утварзнню адрз- 
нахрому, якое рзгістравалі штомінутна па абсорбцьіі растворау пры 
480 нм, выкарыстоуваючы для разліку канцзнтрацьіі казфіцьіент зк- 
стьінкцьіі 4020 М'-1 • см-1  [ 12].

Колькасць кіслароду у растворах змянялі шляхам папярздняга дзга- 
зіравання на працягу ЗО мін при разрзджванні 10 мм рт. ся., дабаулення 
дьітьіяніту ці сульфіту натрыю, якія звязваюць кісларод.

Ва усіх доследах уводзілі пагірауку на спантаннае акісленне адрз
наліну, выкарыстоуваючы у якасці «сляпых» пробы, якія змяшчаюць 
усе кампанентьі рэакцыйнай сумесі, а замест Пг ці гемаглабіну — 
0,4 мл 0,6 М фасфатнага буфера pH 7,4.

У рабоце выкарыстаны азід натрыю, каталаза печані быка («Ser- 
va», ФРГ), гемаглабіи буйной рагатай жывёлы, зтилендьіямінтзтраацз- 
тат натрыю (ЭДТА), L-гістьіДьш («Reanal», ВИР), цьіянід калію, D- 
маніт, р-хлормеркурыбензаат («Chemapol», ЧССР), L-адрзналіну гідра- 
хларыд (ці тартрат) («Serva», ФРГ). Астатнія рэактывы бьілі айчын- 
нан вьітворчасці маркі ас. ч., х. ч., ч. д. а., якія вьїкаристоувалі пасля 
дадатковай ачьісткі. Усе даследаванні выкананы не менш чым чатырох- 
разова, рэзультаты апрацаваиы статыстычна з разлікам Скрытэрыю 
Ст'юдэнта [13].

Вьшікі і іх абмеркаванне. У прнсутнасці чалавсчага Пг L-адрзналін 
акісляецца з утварэннем адрэнахрому (рыс. 1). Даследаванне кінетьткі
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акіслення у каардынатах [Ао] — [Р] -н/ дазваляе меркаваць, што у па- 
чатковай стадні, калі (рэакцыя акіслення адрзналіну ідзе на вялікую 
глнбіню, працзс падпарадкоуваецца кінетици першага парадку з кан- 
стантай скорасці (5,0±0,4) • 10~5 мін-1. Аднак раскрыпдё кінетнчнага 
механізми працэсу патрабуе специальных даследаванняу і вьіходзіць за 
рамкі гзтага артикула.

Назапашванпс адрэнахрому практична поунасцю адсутнічае при 
pH ніжзй за 6,0 і вышэй за 9,5 (рис. 2). Відаць, тэта абумоулена тим,..

Рыс. 1. Кінетика утварэння адрэнахрому (вось ардынат) у прьїсутнасці плазмінагену 
чалавека (а) і яе паулагарьіфмічная анамарфрза (lg ( [Ао] — [Р]) (б). Канчатковая 

; канцэнтрацыя адрзналіну -10 2 М, крлькасць плазмінагену у пробе — 2,6 мг, pH 7.0, 
Ууб'У"-'"./; ■ : тэмпература 25 °С, даследаванні праведзены у атмасферн паветра

што при наяунасці пратонау у асяроддзі супераксідни радикал легка 
пераутвараецца у гіергідраксільньї ці у Н2О2 [7, 14], а при pH больш 
за 16 адрэнахром нястойкі [15], У цэлым жа Дания аб упливе pH у 
диапазоне 6,0—7,4 на акісленне адрзналіну поунасцю узгадняюцца 
з рН-залежнасцю утварэння .адрэнахрому, выяуленай при каталізе пра
цэсу ферытынам [12]. Максімальная скорасць акіслення .адрзналіну 
адзначана намі пры pH 8,0—8,5, але пры гэтым назірауся хуткі пераход 
адрэнахрому у меланінападобньїя рэчывы з пабурэннем раствору. Таму 
эксперименты виконвалі пры pH 7,0—7,5. Даследавапне залежнасці 
скорасці утварэння адрэнахрому ад канцзнтрациі адрзналіну у дыяпа- 
зоне канцэнтрацый апошняга ад 10~3 М да 4- Ю-2 М наказала, што у ж о 7 
пры канцзпф.рацьіі 2-10 3 М скорасць дасягае мяжы. Скорасць жа утва- /у 
рэння адрэнахрому пры фіксаванай канцзнтрациі адрзналіну расце.
з павслічзннем у сістзме узроуню Пг (рыс. 3). -■ , /у

Паколькі папярздняе дзгазі’раванне кампанентау рэакцыйнай сумесі 
ці увядзенне дитьіяніту або сульфіту (але не сульфату) натрию, якія 
звязваюць кісларод, пригнечвае акісленне адрзналіну Пг (табл, 1), 
можна думаць, што у прьїсутнасці Пг рзалізуецца кіслародзалежнае 
акісленне адрзналіну, г. зп. Пг валодае аксідазападобпай функцияй. 
Прычым працраванне пры 80 °С на працягу/30. мін зніжае інтзнсіунасЦь 
акіслення толькі на 20 %.

Дабаукі перахватчыкау сінглетнага кіслароду — L-пстыдыну (у кан- 
чатковай канцзнтрациі 2-10~2 М), ’ОН-радикала — D-маніту (10-2  М) 
ці этанолу (ЇМ), Н2О2 — каталазы (у канчатковай канцзнтрациі. 
2-Ю-7 М) практична не упльївалі на скорасць акіслення адрзналіну.. 
Тэта дає падставы лічьіць, што адреналін акісляецца при удзеле іменна 
супераксідньїх радиКалау, якія утвараюцца при аутаакісленні Пг.

Вядома, што у рада бялкоу генерация супераксідньїх радыкалау 
абумоулена акісленнем SH-rpyn [16]. Аднак такая генерация магчнма 
толькі у прьїсутнасці хінонау типу менадыёну, вікасолу, і яна прыгнеч- 
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г тед-а пры мадьіфікацьіі SH-груп. Свабодныя SH-групы у Пг адсут- 
нР-і-с-гь [17], а дабаукі р-хлормеркурыбензаату, які мадьіфікуе іх, у 
дзи'іатковай канцзнтрацьп. 10~4 М. практична не уплывалг на скорасць 

73_'??лня адрэнахрому (Х10 7 М-мін-1):16,7±1,3 супраць 15,0±1,4
■ ?-.аятоолі. Гэта дазваляе выключишь магчьшасць тыёлзалежнай гене- 
; супераксідних радьїкалау;

+ той жа час акісленне адрзналіну Пг прьігнечваласяо-фенантралі- 
аіам, актнвіравалася ЭДТА (табл. 2), што паказвае на магчымы удзел

Рыс. 12. рН-залежнасць утварэння адрэнахр&му. я е і каталізуецца плазмінагенам чала- 
века(вось ардынат). Умовы .тая ж. што і на рыс. 1

Рьіс. 3. Залежнасць скорасці утварэння адрэнахрому (вось ардынат) пры акісленні 
адрзналіну, якое каталізуецца плазмінагенам чалавека, ад колькасці плазмінагену (вось 
' . абсцис) у пробе пры ктататартаьгі адрзналіну Ю~2 М ай.++.+■-

у працэсе металу з пераменнай валентнасцю. Пры гатим акісленне 
адрзналіну з удзелам Пг было мала адчувальнае ,да цияніду ці азіду. 
Дабауленне ж да рэакцыйнай сумесі дыэтылдытыёкарбамату вьіклікала 
памутненне раствору'са з’яуленнем зеленаватага афарбоування.

Вядома, што акісленне адрзналіну могуць каталізаваць іони Fe3+ 
(але не Fe2+), нрычым іх эфект рэзка узмацняецца ЭДТА [12]. Аднак 
у наших экспериментах дабаукі Fe3+ у канчатковай канцзнтрацьіі 
ДО- 5  М да Пг не упльївалі на скорасць акіслення адрзналіну: скорасць

Т а б л і ц а 1. Акісленне L-адрзналіну, якое каталізуецца 
плазмінагенам чалавека, пры змяненні колькасці кіслароду 

у асяроддзі ці награванні

Умовы эксперыменту

Утна рэнке адрэнахрому.

X 10~? М-мін- 1 % да конт
ролю

Кантроль (плазмінаген) 9 ,0 + 1 ,2 100-
Дзгазіраванне 2,30-0,3* ;+. 25
N32S2O4. 10~“ м 5,04-0,5* 5'-55- і-”
Na2SO3, 10 ■2 м 5,94-0,5*1 65
Na2SO4 , IO -2 м . 8 ,1 + 0 ,5 ?  .0.1 90
Награванне, 80°С, ЗО мін 7 ,2 + 0 ,5 . 80 і

З а у в а г а .  Тут і у табл. 2 знакам * адзначаны змяненні, 
статистична верагодныя пры Р<Й,05.
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Т а б л і ц а 2. Уплыу розных металкамплексуючых злучэнняу на ак ісленне  
L -адраналіну плазмінагенам чалавека ці гемаглабіиам (n -~ 5 )

1’эчыва, якое даследуецца

Утварэнне адрэнахрому, х  10“ 7 М-мін- 1  
, у прьісутнасці

• ’■ 'О ' /'
плазмінагену чалавека гемаглабіну быка

Каптроль
А зід натрыю, 10“ 2 м

1 0 " 1 м
Ц ьіянід калію , 10- 3  м -
Э Д Т А , 1 0 - 3 м

IO - 2 м 
о-фенантралін, 10- 3  м

IO - 2 м
Дыэтылдытыякарбамат натрыю, 

1 0 - 3 м

7 ,7 + 0 ,8  (100)
5 ,6 + 0 ,8  ( 73) 

■ 6 , 5 + 0 , 8 ( 8 5 )
:■ 8,1 +  1 ,2  (105) ’

1 2 ,2 + 0 ,7 * (1 5 8 ) 
1 2 ,3 + 0 ,7 ^ (1 6 0 ) 
4 ,9 + 0 ,6 * (  63) 
3 ,6 + 0 ,7 * (  47)

1 8 ,3 + 0 ,9  (100) 
т - г г  1 3 ,5 + о ,5 * (  74)

: не даслед.
9 ,0 + 1 ,3 * (  49)

2 .1 ,1 + 0 ,9 (1 1 5 )
■ не даслед .. 6 ■++■

\ 1 9 ,6 + 3 ,0  (107) 
У + ц н е  даслед,:

1 3 ,5 + 0 ,7 :і'( 74)

З а у в а г а .  У дуж ках  дадзены змяненні. у % да кантролю

утварэння адрэнахрому (Х10~7 М-мін •’) складала 14,4+0,8 супраць 
15,0+1,4 у кантролі. Тэта, відань, абумоулена тим, щто, як вядома,. 
Fe3+ можи не толькі актьівіраваць кісларод з утварзннем супераксідньїх 
радыкалау, але і каталізаваць іх канверсію. У прьісутнасці Пг магчыма 
утварэнне комплексу жалеза з бялком, прычым канкрэтныя уласцівасці 
гзтага комплексу нельга прадказаць, у тим ліку характер яго каталі- 
тычнай актьіунасці. Аднак Втримання намі факты адназначна сведчаць 
аб тим, што акісленне адрзналіну у присутнасці Пг не абумоуленапры- 
месямі жалеза, паколькі у апошнім випадку дабаука яго да Пг внклі- 
кала б узмацненне акіслення адрзналіну. Больш таго, у пірьісутпасці 
ЭДТА акісленне адрзналіну Пг узмацнялася толькі на 60%, тады як у 
выпадку Fe3+ ці ферытыну ЭДТА павялічвау інтзнсіунасць працзсу 
практична на парадах [12].

Акісленне адрзналіну могуць таксама каталізаваць жалезазвязваль- 
ны бялок крьіві — трансферын і гемапратэшы, аднак у випадку транс- 
фёрыну працэс не змяняецца пры дабауках ЭДТА, што адрозніваецца 
ад вьіяуленага намі зфекту [12]. Каб висветліць. ці звязапы тэты зфект 
з прьімесямі гемапратзінау, мы правилі параунальны аналіз акіслення 
адрзналіну, які каталізуешіа Пг ці гемаглабіиам, Як вьісветлілася, існує 
принциповая розніца ва упливе на гэтыя працэсы цьіяніду, о-фснантра- 
ліну, ЭДТА. Акрамя таго, у выпадку гемаглабіну акісленне адрзналіну 
прикметна’ прыгнечвалася дыэтылдытыёкарбаматам. Выкладзеныя 
факты дазваляюць лічьтць, што апісани намі феномен акіслення адрз
наліну абумоулени не прьімесямі іонау жалеза ці жалезазамяшчаліьних 
бялкоу, а іменна малекулай Пг. Аднак пьітанне аб тим, ці магчыма 
лічьіць Пг сапраудннм металапратзінам, патрабуе сиецыяльнага виву- 
чзння.

Дадатковае пацверджанне таго, што прысутнасць функцыянальна 
актиунага металу з’яуляецца неад’емнай уласцівасцю малекулы Пг, 
атрымана пры параунальным даследаванні Пг чалавска і быка. Утва
рэнне адрэнахрому пры канцзнтрацьіі абодвух бялкоу 2,6 мг у пробе 
склала для Пг чалавека (7,0+0,8) • 10"7 М-мін- 1 , а для Пг быка — 
(0,98+0,1) • 10-7  М-мін-’. Улічваючи, што супераксідньї радикал ады- 
грывае вялікую ролю у актьівациі Пг стрзптакіназай і у присутнасці 
перахватчьгкау супераксідньїх радикалау гэта актывацыя не рзалізуец- 
ца [5], становіцца зразумелай матчимая причина вельмі павольнай 
актьівациі у присутнасці стрзптайінази Пг бика у параунанні з Пг 
чалавека.

Выкарыстоуваючы даныя рис. 1, можна разлічиць, што у перияд, 
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калі рэакныя акіслення адрзналіну падпарадкоуваецца кінетьщн пер- 
шага парадку, иазапашванне адрэнахрому за 10 мін адпавядае 11,2Х 
Х ібг6 М, г. зн. скорасць яго утварэння роуная 11,2-10~7 М-мін- 1 . Па- 
кдлькі канчатковая канцэнтрацыя Пг адпавядае 9,5-10—6 М, скорасць 
утварвння адрэнахрому складає 0,12 М-міїї-1  на 1 М плазмінагену. 
Гзіз. значна уступає скорасці працэсау утварэння адрэнах’рому у пры- 
сутдасді флавшмонануклеатыду і флавадаксіну, не гаворачы ужо аб 
бядках типу ферздаксіну і ксантьінаксідазьі [15].

Внкладзеныя факты дазваляюць выказаць наступнае меркаваннс. 
З хыны наяунасці у малекуле металу Пг пераменнай валентіїасці Пг 
■ газека здольної да павольнага аутаакіслення з генерацыяй суперак- 
сідннх радыкалау. Тэта уласцівасць Пг, відаць, ляжыць у аснове непра- 
тзіназнага шляху яго актьівацьіі: як павольнай аутаактьівацьіі, так і ак- 
тьівацьіі у прьісутнасці стрзптакіназьі. Можна таксами дапусціць, што 
дадзеная уласцівасць дазваляе Пг акрамя асноунай яго функцьіі слу- 
жы'ць папярзднікам актыунай пратзіназьі (плазміну), выконваць і якую- 
небудзь іншую функцию. Трэба адзначьшь, што Пг выяулен у радзе 
клетачных злементау криві [18], аднак прызначэнне яго у гэтых клет
ках застаецца нявысветленым. Тэта питание патрабуе далейшага выву- 
чэння. У сучасны момант ёсць усе падставы думаць, што магчымасцю 
генерацьіі супераксідних радыкалау плазмінагенам абумоулена яго 
здольнасць активіравацца стрзптакіназай.Summary

Human plasminogen was found to be able to catalyze adrenaline oxidation in 
aqueous solutions. It is possible that this phenomenon is due to the degeneration of supe
roxide radicals by plasminogen during its auto-oxidation. The present results suggest 
that plasminogen auto-activation and activation by streptokinase are based on the disco
vered ability of plasminogen.
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