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B.H. НИКАНДРОВ 

СТРУКТУРА И СВОЙСТВА МОЛЕКУЛЫ ПЛАЗМИНОГЕНА

Институт ф изиологии Н А Н  Беларуси, Научно-исследовательский институт эпидемиологии и 
микробиологии М инздрава Республики Беларусь

Протеолитические реакции играют важную роль в реализации многих (если не всех) 
процессов жизнедеятельности и практически всех основных патологических процессов.

Среди множества звеньев протеолиза достаточно пристальное внимание исследователей привлекает 
система плазминоген (Pg) -  плазмин, включающая не менее десяти различных белков: Pg, активаторы Pg, 
ингибиторы этих активаторов, плазмин, ингибиторы плазмина. Эта система -  один из двух известных в 
настоящее время механизмов модификации межуточного матрикса -  арены межклеточных 
взаимодействий и разнообразных многочисленных событий, развертывающихся на поверхности клетки. 
Стратегическое положение в системе, как традиционно принято считать применительно к кровяному 
руслу и кровотоку, занимает реакция образования сериновой трипсиноподобной протеиназы -  плазмина 
(Е.С. 3.4.21.7) из зимогена -  Pg. Неудивительно, что эта реакция и ее компоненты являются объектом 
многолетних интенсивных исследований целого ряда научных центров и лабораторий. Этим объясняется 
и то внимание, которое уделяют молекуле Pg. Представление о роли этого зимогена в организме за 
последние десятилетия заметно изменилось. Наибольшее количество Pg, по-видимому, синтезируется в 
печени [1,2]. Однако известны места независимого внепеченочного синтеза белка: например, микроглия 
нервной ткани [3], роговица глаза [4]. Установлено наличие специфических рецепторов Pg на 
поверхности мембран ряда клеток животного организма [5,6] и патогенных микроорганизмов: 
возбудителей менингита, Salmonella enterica var. typhimurium [7], Helicobacter pylori [8], Bon'elia burgdorferi 
[9] и других. В нервной ткани Pg фактически выполняет функции нейротрофина: например, 
промотирует генез мезэнцефальных дофаминергических нейронов, модулирует функции NMDA- 
рецепторов нейронов гиппокампа [10]. Добавки Pg (10“lo-10-8 М) к культуре клеток симпатических 
ганглиев оказывали защитное действие от повреждающего эффекта Н2О2, глутамата, хлорида аммония 
[11,12]. Такое же защитное действие проявлялось на культуре клеток глиомы С6 при переводе их на среду 
с низким содержанием сыворотки крови [13]. Вместе с тем добавки Pg вызывали деструкцию клеток 
чувствительных спинальных ганглиев новорожденной крысы и усиливали действие на них 
повреждающих факторов [14]. Микроинъекции в область ядер ствола головного мозга крысы раствора Pg 
сопровождались изменениями электрической активности нейронов этих ядер [15], а суперфузия 
понтобульбоспинальных препаратов мозга крысы раствором Pg более 10 мин вела к необратимой блокаде 
электрической активности нейронов ядер мозга, контролирующих дыхательную функцию [16]. Даже 
кратковременная (20  м ин) экспозиция катехоламинсодержащих клеток феохромоцитомы в растворе Pg в 
концентрации 10~10-Ю~7 М сопровождалась выраженными изменениями интенсивности 
внутриклеточного АТР- или Са2+-активируемого протеолиза [17]. В то же время исследования показали, 
что в культуральной жидкости при этом не образуется сколь-нибудь заметное количество плазмина [12], 
т. е. Pg на преобразуется в активную протеиназу, его действие реализуется, по-видимому, 
непротеолитическим путем. Вероятно, роль Pg и плазмина как собственных белков молока велика при 
созревании ряда сортов сыра: сортов швейцарского типа, чеддера [18,19].

Вне сомнения, это далеко не все стороны биологического действия белка. Однако и они усиливают 
интерес к нему, его структуре и свойствам молекулы, которые пока все еще далеки от полной ясности.

В настоящей статье обобщены данные литературы и результаты собственных исследований, 
проводимых с 1980 в лаборатории биохимии НИИ эпидемиологии и микробиологии Минздрава 
Республики Беларусь, особенностей структуры молекулы этого зимогена, ее структурной 
лабильности и некоторых функциональных свойств. Следует сразу оговорить, что большинство 
данных относится к молекуле Pg человека. Исследования сравнительно-биохимического плана 
представлены достаточно скупо.

Pg - является одноцепочечным гликопротеином. В составе зимогена обнаружено ~ 2.5% орцин- 
положительных нейтральных сахаров и 2.9 М сиаловых кислот [20], они существенны для функции
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белка. Молекулярная масса этого белка в зависимости от его формы, источника выделения и метода 
определения оценена в 75-93  кДа: а значение pi -  6.0-8.8 [21, 22]. Молекула Pg лишена свободных SH- 
групп, однако содержит до 24 дисульфидных связей [23,24], причём 1—2 из них: C y s^ -C y s^ s  и Cys557~ 
Cys5«  имеют стратегическое значение для связи тяжёлой (Н) и лёгкой (L) цепей плазмина [25], а также 
важны для реализации процесса активации: разрушение этих дисульфидных связей делает нечувстви­
тельной область, содержащую связь Argseo-Valsei, к действию урокиназы. Молекула Pg человека состо­
ит из 790 аминокислотных остатков, в том числе [26]:

Lys - 47 T h r-61 Gly -  60 lie -  20
His -  23 Ser -  56 Ala -  37 Leu -  42
Arg -  42 Glu -  56 Cys -  48 Tyr -  30
Asp -  36 Gin -  29 Val -  46 Phe -  20
Asn -  39 Pro -  69 M et-1 0 Trp -  19

Зимоген кролика, например, состоит из 793 аминокислотных остатков, причем в нем заметно 
увеличено число остатков Arg -  54, Ala -  50, но снижено число остатков Pro -  58 и Val -  34 [27].

Первичная структура  зимогена человека (как и отдельных видов животных) расшифрована 
(рис. 1). Полипептидная цепь включает 5 гомологичных повторов или “кринглов”, которые нахо­
дятся в N-концевой части молекулы. Эти кринглы соответствуют автономным структурным, 
функциональным и сборочным единицам [28]. Единичные замены аминокислотных остатков в 
Pg: А1а«ю—>Thr ведут к функциональной блокаде активного центра образующегося из зимогена 
плазмина и, как следствие, к тромбофилическим состояниям. Таковы мутантные формы Pg: То- 
chigi I, II, Nagoya I [29]. Неактивный плазмин образуется из зимогена при замене Gly—>Arg в ко­
доне 732 -  это вариант Kanagawa I [30].

Рис.1. Первичная структура молекулы плазминогена человека [20]. Показаны места расщепления мо­
лекулы зимогена при активации его урокиназой (UK) и при частичном протеолизе N-концевой области 
плазмином (PH)

Что касается пространственной структуры Pg, то несмотря на то, что еще D. L. Kline [31] уда­
лось получить препараты зимогена в кристаллическом виде, она до сих пор остаётся недостаточно
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туранта в концентрации менее 3 М состояние Тгр-содерж ащ их участков сильно не изменя­
ется: сдвиги А.тах и ДА, не превы ш аю т 2 нм, а изменения I 355/I 328 составляю т 17% (рис. 7). Это 
позволяет предполож ить и некоторое разупорядочивание окруж ения триптоф ановы х остат­
ков. При концентрации G uH C l 3 - 4  М в изменениях Тгр-содерж ащ их участков проявляется 
фазность. Уже в первы е 5 мин отмечен заметный батохромны й сдвиг A, max, зависящ ий от 
концентрации денатуранта. При концентрации гидрохлорида гуанидина 3 М этот сдвиг на­
растает к 30 минуте и дальнейш их изменений не происходит. При концентрации денатуран­
та 4 М отмечено постепенное (но менее сильное) нарастание батохром ного сдвига А.тах на 
протяжении 120 мин. В еличина ДА. при действии G uH C l в обеих указанны х концентрациях 
изменяется идентично и такж е с проявлением фазности: сущ ественное увеличение значения 
этого параметра происходит уже через 5 мин, затем наблю дается его монотонны й, но менее 
выраженный рост величины  вплоть до 60 минуты.

Рис.6. Влияние времени экспозиции на изменения относительной интенсивности ( Iieiaiive. а), положе­
ние максимума (Атах, Ь) и полуширины (ДА, с) спектров плазминогенов человека (А), кролика (В), быка (С) 
при добавках гидрохлорида гуанидина в концентрациии 1(1), 2 (2), 3 (3), 4 (4), 5 (5) и 6 (6) М. Растворитель 
-  0.06М фосфатный буфер pH 7.4, содержащий 0.1М NaCl; 25°С [96]

Туш ение флуоресценции при действии G uH C l в этом диапазоне концентраций не уси­
ливается в сравнении с эф ф ектом  денатуранта в концентрации 2 М. П о-видимому, при ука­
занных концентрациях возрастает контакт остатков триптоф ана с растворителем . Более то ­
го, происходит вы раж енное пространственное разобщ ение Тгр-содерж ащ их участков. Во 
всяком случае, на такое допущ ение наводит практически одинаковая динам ика ДА. при раз­
личаю щ ихся изменениях А.тах. В еличина I355/I328 в присутствии 3 М гидрохлорида гуанидина 
резко возрастает через 30 мин, а при концентрации денатуранта 4 М изменения этого пара­
метра максимальны  уже через 5 мин (рис. 7). С клады вается впечатление, что в последнем 
случае денатурант вы зы вает быстрое туш ение преимущ ественно коротковолновы х (’’голу­
бых”) остатков триптоф ана. При концентрации денатуранта 5-6 М изменения A. max, ДА, и 
I355/I328 сразу же достигаю т м аксимума (рис. 6, 7). Причем добавка соли гуанидина в кон­
центрациях 5 М заметно ослабляла туш ение флуоресценции, а 6 М -- увеличивала ее интен­
сивность на 15--20%. П о-видимом у, локальное разупорядочивание структуры  зимогена в 
этих условиях ведет к снятию  туш ащ его влияния соседних групп на флуоресценцию  длин­
новолновых (“красны х”) остатков триптоф ана. Это наводит на мысль, что последние ориен­
тированы в белке при участии довольно прочных связей, не разры ваем ы х при меньших 
концентрациях денатуранта.
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изученной. Методом седиментационного равновесия в нейтральном изотоническом буфере показано, 
что Pg не проявляет склонности к самоассоциации [32]. Из значения константы седиментации (S°2(kv) 
4.3s, константы диффузии (D%w) 4.31'1(Г7см2с~1, парциального удельного объёма (V) 0.71 см3/г, харак­
теристической вязкости [г|] 0.08, рассчитали молекулярный вес белка -  83.8 кДа и соотношение осей 
молекулы для негидратированного продолговатого эллипсоида (9--16) и для негидратированного 
сплющенного эллипсоида (16-22) [33]. Близкие значения константы седиментации, парциального 
удельного объёма и характеристической вязкости Pg получены [34]. Допуская, что молекула продолго­
ватый негидратированный жёсткий эллипсоид, они рассчитали соотношение осей молекулы, которое 
оказалось равным 22.

Вторичная структура Pg человека (Glu- и Lys-формы) так же, как и плазмина, судя по данным 
спектроскопии кругового дихроизма, включает -20%  Р-структур, 80% неупорядоченного клубка и 
очень небольшую долю а-спирали [25].

Однако это справедливо только для зимогена крови человека. Проведенные сравнительные 
исследования электрофоретически гомогенных образцов Pg человека, кролика и быка, выделен­
ных методом аффинной хроматографии на лизин-содержащих сорбентах, показали [35, 36], что 
спектры кругового дихроизма в дальней ультрафиолетовой области в водно-солевых растворах у 
Pg человека, кролика и быка характеризуются широкой отрицательной полосой, слабой у зимо­
гена человека и более интенсивной -  у Pg кролика и быка с экстремумами соответственно при 
205, 213 и 214 нм ( рис. 2 ). Действительно, результаты расчета доли элементов вторичной струк­
туры показали низкое содержание а-спиралей в зимогене человека ( табл. 1 ). Кроме того, Pg 
кролика включает наибольшую долю P-структур в сравнении с остальными зимогенами.

Рис. 2. Спектры кругового дихроизма плазминогенов человека (-------- ), кролика (•••••), быка (—
••— ••— ), стрептокиназы (— •— •— ) и ее эквимолярной смеси с зимогеном человека (---------- ) в дальней (а)
или ближней (Ь) ультрафиолетовой областях [35]

Все три изучаемые белка содержат P-структуры преимущественно антипараллельной уклад­
ки, хотя для Pg человека различия в доле двух форм P-структур были весьма невелики.
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Спектры кругового дихроизма трех зимогенов в ближней УФ-области (третичная струк­
тура) также заметно различались (рис. 2): у Pg человека отмечена весьма интенсивная положи­
тельная полоса в области 270-300 нм с экстремумом при 281 нм (вклад тирозиновых остатков). В 
спектрах зимогенов кролика и быка обнаружены значительно более слабые отрицательные поло­
сы с экстремумами у Pg кролика при 267, 272 и 279 нм, а у Pg быка -  при 270, 274 и 280 нм. По- 
видимому, это свидетельствует о проявлении ‘Lb-переходов фенольного радикала тирозиновых 
остатков, характеризующихся семейством полос при 275—280 нм, а также о вкладе 'L a переходов 
триптофана, для которых характерные полосы при 26 0 -2 7 0  нм [37]. В ряде случаев мы наблюда­
ли у Pg кролика спектры кругового дихроизма в ближней ультрафиолетовой области, характери­
зующиеся слабой положительной полосой с экстремумом при 283 нм и слабой отрицательной 
при 260 нм. Последняя, по-видимому, отражает вклад остатков фенилаланина [38]. Эта особен­
ность конформационной подвижности молекулы плазминогена кролика не может быть объясне­
на, исходя из данных литературы, и требует специальных исследований.

Локализация хромофорных групп. В этом отношении заслуживают внимания, прежде все­
го, особенности локализации остатков тирозина, поскольку высказано предположение, что имен­
но за счёт них Pg взаимодействует со стрептокиназой [39]. При нитровании Pg относительно лег­
ко модифицируются в Glu-Pg 17 тирозилов, а в Lys-Pg - 18. Однако один остаток Туг модифици­
руется с трудом. При этом на тяжёлую цепь плазмина приходится 12 экспонированных в раство-
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ритель тирозилов, а на легкую -  4. Нитрование подавляет способность зимогена взаимодейство­
вать со стрептокиназой, но на активность плазмина не влияет [39].

Состояние остатков тирозина было изучено также методом спектрофотометрического титро­
вания [35, 36]. У Pg человека ионизация остатков тирозина проходит в две стадии, начиная с pH 
10.0 ( рис. 3 ). Общее число тирозилов, рассчитаное на основании максимального увеличения аб­
сорбции при 295 нм, составляет 24. Это вполне удовлетворительно согласуется с данными лите­
ратуры для Lys- Pg, полученными на основании аминокислотного анализа: 27 остатков [20]. Из 
этих 24 тирозилов в первую стадию ионизируются 6 остатков с константой ионизации рК=10.2.

pH

Рис. 3. Спектрофотометрическое титрование остатков тирозина плазминогенов человека (х), кро­
лика ( • )  и быка (о) [34,35]. Концентрация зимогена человека - 610"бМ, остальных -  З'Ю'6 М. Растворитель 
0.1 М раствор NaCl

Остальные 18 остатков ионизируются лишь при дальнейшем увеличении pH с рК=11.7, по- 
видимому, после конформационного перехода в молекуле зимогена. Ионизация остатков тирозина в 
зимогене человека является обратимой. Остатки тирозина в молекуле Pg кролика и быка ионизируются 
в одну стадию с рК 11.2 (в зимогена кролика - начиная с pH 8.5). Общее их число составляет 33 и 35 
соответственно, что совпадает с данными аминокислотного анализа [40,41]. Поскольку ионизация сво­
бодного тирозина происходит в пределах pH 9.0-9.5, можно предположить, что у зимогенов кролика и 
быка остатки либо частично скрыты и экспонируются в растворитель при небольших конформацион- 
ных изменениях, либо расположены по соседству с сильно заряженными группами. У зимогена челове­
ка локализация тирозиновых остатков более сложна. Так, в молекуле Pg человека 6 остатков легко ио­
низируются, ионизация остальных 18, по-видимому, сопряжена с конформационным переходом моле­
кулы белка. Тем не менее обратимость титрования позволяет допустить, что при спектрофотометриче­
ском титровании Pg человека не происходит грубых нарушений структуры молекулы. Вместе с тем 
разница в количестве остатков тирозина, определяемых по данным спектрофотометрического тит­
рования и, судя по литературным источникам [20], в результате аминокислотного анализа позволяет 
допустить, что в молекуле этого зимогена 2—3 остатка тирозина протонированы при всех значениях pH. 
Такие примеры известны и описаны, в частности, для химотрипсиногена [42].

Параметры спектров триптофановой флуоресценции зимогенов в водно-солевых растворах свиде­
тельствуют о неоднородности остатков триптофана в этих белках, а также о различиях их состояния в
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зимогенах (табл. 1). Исходя из модели трёх классов остатков триптофана в белках [43], можно допус­
тить, что у Pg человека около 35% флуоресценции приходится на долю остатков триптофана, находя­
щихся в свободном контакте с растворителем, и ~65% — на долю остатков, погруженных во внутренние 
области макромолекулы. Близкие значения -  40% и 60% — возможны для Pg кролика. У зимогена быка 
вероятно преимущественно поверхностное расположение триптофанилов с ограниченной доступно­
стью их растворителю. Большая величина полуширины спектров может свидетельствовать также о ге­
терогенности топографии остатков триптофана. Низкий квантовый выход триптофановой 
флуоресценции Pg человека, по-видимому, обусловлен соседством тушащих флуоресценцию групп. С 
помощью метода избирательного тушения показано (табл. 1), что катион цезия оказывает незначитель­
ное действие на триптофановую флуоресценцию белков, причем для плазминогенов кролика и быка 
расчет константы Ш терна-Фольмера оказывался невозможным, поскольку график зависимости y i - l  
от концентрации тушителя представлял прямую параллельную оси абсцисс [34,44]. Значительно более 
эффективным было тушение анионом N 0 3" или молекулой акриламида, однако при концентрации 0,1 
М происходило тушение не более 50% флуоресценции триптофанилов у всех зимогенов [44].

Можно думать, что в контакте с растворителем находится лишь часть триптофанилов, причем не­
которые из них, судя по меньшей эффективности тушения акриламидом в сравнении с анионом нитра­
та, расположены в узких щелях. Остатки триптофана, доступные тушителям, локализованы в областях, 
несущих положительный заряд. Эффективность тушения флуоресценции триптофанилов более высока 
в случае Pg кролика, что может свидетельствовать о том, что у этого белка больше доступных тушите­
лю триптофанилов с относительно высоким квантовым выходом.

Конформационная лабильность зимогена. Этот вопрос остается недостаточно изученным, осо­
бенно учитывая существование молекулярной гетерогенности данного белка и уже отмеченной выше 
специфики конформации зимогенов различных животных.

Методом триптофановой флуоресценции показано, что при pH 6.0— 9.0 состояние триптофансо­
держащих областей молекулы Pg человека характеризуется стабильными параметрами спектров флуо­
ресценции. При pH 6.0— 5.3 отмечается гипсохромный сдвиг максимума спектра, а при дальнейшем 
закислении -  батохромный. Исследование тушения триптофановой флуоресценции белка анионом йо­
да и акриламидом показало, что при нейтральном pH 34% остатков триптофана макромолекулы недос­
тупны тушителю, однако при pH 2.0 (после кислотного перехода) доступность акриламиду приближа­
ется к 100% [45]. Известно также, что Pg человека стабилен при 0 °С, при pH 9.0 в 8 М мочевине 4 ч, а 
при pH 3.0 -  в течение 7 дней [46]. При комнатной температуре плазминоген стабилен в течение не­
скольких часов [47]. Действие кислой среды способно изменять молекулу зимогена, не снижая казеи- 
нолитическую активность образующегося при активации плазмина, но такое воздействие приводит к 
значительной утрате фибринолитической способности [24].

Проведенные нами исследования показали, что судя по величине квантового выхода флуоресцен­
ции (q), положению максимума (к П1ах) и величине полуширины (АХ) спектра флуоресценции, трипто­
фансодержащие участки находились в стабильном состоянии у Pg человека при pH 5 -8 , у Pg кролика 
при pH 7 -9 , у зимогена быка при pH 6 -9  [44, 48]. За пределами этих диапазонов pH отмечено тушение 
триптофановой флуоресценции (рис. 4). При pH 1.0 квантовый выход флуоресценции у всех трех зимо­
генов снижался на 42-50% . Исходя из изменения величины квантового выхода флуоресценции зимо­
генов, при сдвиге pH от 7.0 до 1.0 рассчитана величина рКа, которая составила для белков человека, 
кролика и быка соответственно 3.0,4.37,3.92.

а в с

Рис. 4. Изменения квантового выхода (q, 1), положения максимума (Хтах, 2) и полуширины (АХ, 3) спек­
тров плазминогенов человека (А), кролика (В), быка (С) при различном pH раствора [42,45]



По-видимому, тушение флуоресценции триптофанилов в зимогене кролика идет за счет взаимодей­
ствия с протонированным карбоксилом Glu и Asp. В то же время значения рКа человеческого и бычьего 
зимогенов значительно ниже, чем константы ионизации боковых групп этих аминокислот в белках: 4.4—  
4.6 [43]. Возможно, тушение флуоресценции этих зимогенов в кислой среде идет с участием других меха­
низмов, например, протонированным а-карбоксилом С-концевой части молекулы или же путем конфор- 
мационного превращения макромолекулы белка. Последнее кажется справедливым для Pg человека -  
тушение флуоресценции в кислой среде сопровождается, начиная с pH 4.0, заметным батохромным сме­
щением максимума спектра, позволяющим предположить увеличение доступности триптофановых ос­
татков растворителю. Это удовлетворительно согласуется с увеличением эффективности тушения анио­
ном нитрата триптофановой флуоресценции Pg человека при pH 3.0 в сравнении с pH 7.0: 59% и 38% со­
ответственно [44], а также со значительным увеличением отношения I355/I328 (рис. 5). В то же время значе­
ние константы Ш терна-Фольмера для зимогена кролика при pH 3.0 значительно ниже, чем при pH 7.0 
(табл. 1 и 2). Следует также отметить, что в кислой среде степень тушения триптофановых остатков анио­
ном нитрата (0,1 М) у всех трех исследованных зимогенов заметно возрастает (особенно сильно -  у Pg 
быка): 40% при pH 7.0 и 87% при pH 3.0. Вероятно, при относительно высоких концентрациях нитрата 
тушение осуществляется по смешанному механизму. Это может обусловить отклонение от линейной 
зависимости “концентрация тушителя -эффект” в координатах Штерна-Фольмера [49]. Однако отсутст­
вие изменений положения максимума и полуширины спектров флуоресценции в кислой среде у Pg кро­
лика и быка не дает оснований предположить какие-либо конформационные изменения триптофансо­
держащих участков этих зимогенов.

При pH 9.0 у всех трех белков также отмечается тушение триптофановой флуоресценции. 
Однако степень уменьшения квантового выхода при pH 12.0 у белков заметно различается: у Pg 
человека при сдвиге pH от 8.0 до 12.0 квантовый выход падает на 10%, у Pg кролика -  на 72%, а у 
зимогена быка — на 68 %. Значения рК а функциональных групп, рассчитанные по изменению 
квантового выхода в диапазоне pH 8.0— 12.0 для Pg человека, кролика и быка составляют 9.86; 
10.9 и 11.0 соответственно. Сопоставление этих значений с результатами спектрофотометриче­
ского титрования Туг позволяет заключить, что у Pg кролика и быка данные константы полно­
стью соответствуют константам ионизации остатков тирозина. Следовательно тушение трипто­
фановой флуоресценции этих зимогенов в щелочной среде связано, по-видимому, с ионизацией

133



тирозилов. В то же время, для зимогена человека значение рК а, найденное на основании измене­
ния квантового выхода, несколько ниже, чем рК а ионизации шести легко ионизирующихся ос­
татков тирозина ( 10.2), хотя и близко к последнему по величине.

В щелочной среде у всех трех зимогенов наряду с тушением флуоресценции отмечается ба- 
тохромное смещение максимума спектра. У Pg кролика оно фактически параллельно тушению 
флуоресценции, тогда как у Pg человека отмечается лишь при pH 12.0. У зимогена быка динами­
ка более сложная: батохромному смещению предшествует коротковолновый сдвиг при pH 10.0—
11.0. Кроме того, у белка человека при pH 9.0 -  10.0 отмечено небольшое сужение спектра флуо­
ресценции, а батохромный сдвиг максимума не сопровождается уширением спектра. У Pg кроли­
ка батохромный сдвиг максимума ассоциируется с уширением спектра при pH 11.0-12.0, тогда 
как у Pg быка динамика полуширины спектра совпадает всецело со смещением его максимума. 
Сопоставление этих изменений позволяет предположить, что в щелочной среде структура Тгр- 
содержащих участков частично дезорганизуется. Это сопровождается, возможно, увеличением 
доступности остатков триптофана растворителю. Принимая во внимание изменения величины 
I355/I328 (рис. 5), такое допущение может быть отнесено к Pg человека и кролика.

Рис.5. Зависимость величины I355/I328 спектров флуоресценции плазминогенов человека ( - • - ) ,  кролика 
(—х—) и быка (-А -) от pH раствора [45]

В то же время сдвиги максимума спектра и его полуширины Pg кролика при pH 11.0 не согласуют­
ся со степенью доступности его триптофановых остатков тушителям: она не увеличивается в сравнении 
с pH 7.0 [44]. Это может свидетельствовать о том, что у зимогена кролика изменения максимума спек­
тра и полуширины обусловлены не выходом триптофанилов в свободный контакт с растворителем, а 
изменением локализации тех остатков, которые расположены во внутренних областях молекулы и не­
доступны тушителям. Вместе с тем, описанный феномен может быть обусловлен шириной “карманов”, 
в которых локализованы остатки Тгр. Действительно, радиус иона ОН“ равен 0.15 нм, тогда как у иона 
NO3- он не менее 0.19 нм.

Следовательно, в кислой среде Тгр-содержащие участки претерпевают большие конформа- 
ционные изменения в молекуле Pg человека. В щелочной среде более лабильны подобные струк­
туры Pg кролика. М олекула зимогена быка выглядит структурно более устойчивой.

Иная картина наблю дается при действии гидрохлорида гуанидина [50]. Воздействие 
гидрохлорида гуанидина на Pg человека в диапазоне концентраций  2 -4  М вызы вает не­
больш ое ( ~ 18%) туш ение триптоф ановой флуоресценции, ослабляем ое при концентрации 
денатуранта 5 М (рис. 6). Судя по параметрам  спектров ф луоресценции, при действии дена-
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Рис. 7. Зависимость величины I355/I328 спектров триптофановой флуоресценции плазминогенов челове­
ка ( а ) или быка ( Ь) после экспозиции с гидрохлоридом гуанидина в течение 5 30 ( -х - х -х - ) ,  60
(—0—0—0—) и 120 ( - А - А - А - )  мин [96J

Следовательно, действие гидрохлорида гуанидина на молекулу зимогена человека характе­
ризуется относительно небольшими (±20%) колебаниями интенсивности флуоресценции, суще­
ственными проявлениями изменения состояния остатков триптофана лиш ь при концентрации 
денатуранта >3 М и весьма слабо выраженной динамикой параметров (за исключением узкого 
диапазона концентраций 3—4 М).

В конечной концентрации 1 М денатурант вызывает существенный рост интенсивности флуорес­
ценции Pg быка в первые 30 мин (рис. 6). Этот эффект проявляется и через 120 мин, но слабее. Такое 
ослабление сочетается с медленным и небольшим -  на 3 нм -  батохромным сдвигом Х,па. К тому же, 
уже через 5 мин после добавки денатуранта резко увеличивается соотношение I355/I328 (рис. 7). Вероят­
но, разрыв ограниченного числа относительно слабых связей, стабилизирующих окружение триптофа- 
новых остатков, вначале устраняет действие тушащих групп на длинноволновые остатки триптофана. 
Последующее разрыхление участков способствует изменению окружения этих остатков таким образом, 
что усиление свечения становится невозможным, но тушится флуоресценция коротковолновых остат­
ков. При концентрации денатуранта 2 М усиление флуоресценции не столь значительно, а через 30 мин 
оно сменяется тушением на 20%, которое достигает к 120 минуте 40%. Именно тушение, но не прирост 
флуоресценции происходит на фоне батохромного сдвига ^ гах, усиливающегося в интервале времени 
30-90 мин, а^также увеличения Да. Изменения I 3 5 5 / I 3 2 8  двухфазны: уже через 5 мин прирост величины 
составляет 1/3 исходной, а к 30 минуте она достигает максимума. Можно предположить, что в первые 5 
мин происходит перераспределение вклада флуоресценции между разными группами остатков трип­
тофана: увеличение доли ’’длинноволновых” остатков с одновременным уменьшением “коротковолно­
вых” (из-за ”раскрепощения”структуры глобулы?). К 30 минуте вследствие определенной лабилизации 
структуры белка выявляется лишь тушение флуоресценции коротковолновых остатков. Действие гид­
рохлорида гуанидина в концентрации 3 М через 30 мин вызывало тушение флуоресценции на 38%, 
значительный батохромный сдвиг )Чтх, совпадающий с ростом I 3 5 5 / I 3 2 8 ,  и лишь небольшое уширение 
спектра флуоресценции. Можно думать, что имело место такое же перераспределение вкладов различ­
ных групп остатков триптофана, что и описанное выше. Дальнейшее увеличение концентрации денату­
ранта (4 М) лишь ускоряло проявление описанных сдвигов. Несколько неожиданным оказалось прак­
тически отсутствие изменений ДА,. Возможно, в концентрации < 4 М гидрохлорид гуанидина лишь раз­
рыхляет Тгр-содержащие участки белка, не вызывая существенной дезорганизации их структуры. К 
тому же в первые 5 мин воздействия, по-видимому, усиливается флуоресценция красных” остатков 
триптофана. При концентрации денатуранта 5 М уже через 5 мин величина сдвига )Чгах фактически дос­
тигает максимума (рис. 6). Это сочетается с тушением флуоресценции на 45% (к 60 минуте -  на 54%),
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изменения АХ значительны (8 нм), но максимального уровня они достигают лишь при концентрации 
гидрохлорида гуанидина 6 М. По-видимому, различные Тгр-содержащие участки молекулы Pg быка 
удерживаются довольно прочными связями. В присутствии 5 -6  М денатуранта тушение флуоресцен­
ции несколько ослабляется, причем, судя по величине I ^ / I ^  сначала (5 М) отмечается тушение ’’голу­
бых” остатков триптофана, а затем -  некоторое усиление свечения длинноволновых хромофоров.

В сравнении с Pg человека, действие гидрохлорида гуанидина на зимоген быка сильнее изменяет 
интенсивность флуоресценции: ± 50%. Причем, при низких концентрациях денатуранта в начальную 
стадию действия флуоресценция возрастает, но затем может сменяться тушением, изменения Хта более 
существенны, чем в экспериментах с Pg человека, а во всем диапазоне концентраций действие денату­
ранта вело к проявлению динамики параметров триптофановой флуоресценции. Уже при действии 1 М 
денатуранта в течение первых 5 мин на зимоген было обнаружено перераспределение доли флуорес­
ценции разных групп остатков триптофана. В отличие от зимогена человека наблюдается не S-образная 
зависимость параметра I355/I328 от концентрации денатуранта, позволяющая подозревать кооперативный 
характер изменений Тгр-содержащих участков, а зависимость, приближающаяся к экспоненте. Харак­
тер этой зависимости позволяет предположить двустадийность перестройки этих участков в первые 5 
мин воздействия денатуранта.

Добавка к Pg кролика 1 М гидрохлорида гуанидина, практически, вызывает лишь прирост АХ 
на 2нм (рис. 6). В концентрации 2 М денатурант обусловливает небольшое тушение флуоресцен­
ции, начиная с 30 мин, сочетающееся с батохромным сдвигом Хтт и увеличением АХ. Возможно, 
это свидетельствует о частичном разрыхлении Тгр-содержащих участков белка. Действие 3 М 
денатуранта вело к тушению флуоресценции через 5 мин на 20%, а к 90 минуте -  на 28%. Этот 
уровень тушения максимален при действии денатуранта на данный белок. К тому же, даже в пер­
вые 5 мин заметны батохромный сдвиг А.тах и увеличение ДА,, которые нарастают к 60 минуте. 
При этом АХ достигает максимума и дальнейшее увеличение концентрации гидрохлорида гуани­
дина не ведет к росту этого параметра. Сдвиг же Хтах значителен, но не достигает предела. По­
этому складывается впечатление, что наиболее вероятно увеличение гетерогенности Тгр- 
содержащих участков (например, их пространственное разобщение, увеличение различий их ок­
ружения), но не разупорядочивание этих участков. Пространственное разобщение может быть 
вызвано разрывом части связей, определяющих различную ориентацию доменов. В концентра­
ции 4 М гидрохлорид гуанидина, судя по усилению батохромного сдвига Хтах, отсутствию суще­
ственных изменений АХ и интенсивности флуоресценции, способствует дальнейшему экспониро­
ванию триптофановых остатков в растворитель. Скорее всего, экспонирование достигает предела 
при концентрации денатуранта 5 М, когда сдвиг Х|тшх максимален. Дальнейшее увеличение кон­
центрации гидрохлорида гуанидина не усиливает изменения АХ и Хп1ах, а тушение флуоресценции 
ослабляется. Можно думать, что глубокая дезорганизация Тгр-содержащих участков ведет к ос­
лаблению тушащего влияния групп соседствующих с остатками триптофана.

Действие денатуранта на Pg кролика характеризуется заметным, но не превышающим 30% 
тушением триптофановой флуоресценции при концентрации агента 3—4 М. Ни в одном случае 
воздействие гидрохлорида гуанидина не сопровождается усилением флуоресценции. Существен­
ные изменения состояния триптофансодержащих участков белка начинаются при концентрации 
денатуранта 2 М и достигают максимума при 4 -5  М.

У всех трех Pgs действие GuHCI вызывает изменения интенсивности флуоресценции. Сила 
изменений убывает в ряду Pg быка, Pg кролика, Pg человека. В принципе, при воздействии на все 
зимогены достигаются одинаковые по величине сдвиги положения максимума спектра и его по­
луширины. Однако динамика этих параметров и зависимость их от концентрации денатуранта у 
зимогенов различаются. Это позволяет сделать некоторые выводы относительно особенностей 
лабильности структуры зимогенов, несмотря на то, что из-за более сильного (в сравнении со ще­
лочной средой) действия гидрохлорида гуанидина структуры этих молекул подвергаются более 
генерализованным перестройкам, и полученные материалы описывают скорее предельно воз­
можные изменения состояния остатков триптофана. Так, существенные изменения структуры 
триптофансодержащих участков у Pg человека и кролика реализуются в более узком диапазоне 
концентраций денатуранта, чем у зимогена быка. Причем перестройка структуры этих участков в 
белке кролика достигают максимума при более низкой концентрации соли гуанидина. S- 
образный вид графика изменения соотношения I 3 5 5 / I 3 2 8  в случае Pg человека (в отличие от зимо­
гена быка) наводит на мысль, что в первом при ориентации Тгр-содержащих участков и (или) ор­
ганизации их окружения существенную роль может играть некоторое ’’критическое” число внут­
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римолекулярных взаимодействий, резистентных к денатуранту в низких концентрациях. Как уже 
упомянуто выше, третичная структура зимогена человека более упорядочена, судя по спектрам 
кругового дихроизма. Возможно, это обстоятельство может обусловливать кооперативный ха­
рактер перестроек Тгр-содержащих участков. У зимогена кролика для ориентации тушащих 
триптофановую флуоресценцию групп чувствительные к гидрохлориду гуанидина внутримоле­
кулярные взаимодействия менее значимы.

В целом складывается впечатление, что зимоген кролика является более чувствительным к 
воздействию гидрохлорида гуанидина: существенные изменения состояния Тгр-содержащих уча­
стков начинают проявляться и достигают максимума при более низких концентрациях денату- 
ранта, чем у остальных зимогенов. С этих позиций более устойчивыми выглядят триптофан­
содержащие участки зимогена быка.

Данные экспериментов* по изучению эффекта нагревания на интенсивность триптофановой 
флуоресценции зимогенов человека и быка свидетельствуют ( рис. 8 ), что при нагревании рас­
творов Pg человека от 25 до 70 °С отмечается монотонное тушение триптофановой флуоресцен­
ции, типичное для температурного тушения [43, 51]. Эти изменения обратимы: при постепенном 
охлаждении растворов этого белка интенсивность флуоресценции достигает исходных значений. 
Принципиально иное явление наблюдается при нагревании Pg быка: монотонное снижение ин­
тенсивности флуоресценции при температуре 50— 55 °С сменяется нелинейным падением её, что 
позволяет предположить наличие в этом узком диапазоне конформационной перестройки моле­
кулы. Подобная перестройка имеет необратимый характер, так как при постепенном охлаждении 
растворов бычьего Pg увеличение интенсивности флуоресценции идёт по монотонному типу, не 
достигая исходного значения [44].

Рис. 8. Изменения интенсивности триптофановой флуоресценции плазминогенов человека (1) или 
быка (2) при нагревании и последующем охлаждении их растворов в 0.06М  фосфатном буфере pH 7.4, со­
держащем 0.2 М NaCl. Стрелками показано направление изменения температуры [42]

Изложенные материалы свидетельствуют о различиях организации структуры и структурной 
лабильности Pg человека, кролика и быка. Эти различия, по-видимому, достаточны для того, 
чтобы объяснить, почему Pgs различных видов животных с разной скоростью активируются 
стрептокиназой. Однако они не могут дать сколь-нибудь ясное объяснение тому факту, что для 
активации зимогена кролика образование устойчивых эквимолярных комплексов зимогена и 
стрептокиназы не является необходимым условием [22].

Судя по параметрам триптофановой флуоресценции, на состояние Тгр-содержащих участвок 
в Pg человека не влияют добавки в растворитель ионов Zn2+, Cu2+, Со2+, Са2+ в концентрации 10"8- 
-1 0 3 М [52].

* Эксперименты выполнены Н. В. Демидчик .
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При активации Pg в плазмин происходит специфический разрыв пептидной связи Arg56o - 
Val56i, ведущей к формированию молекулы плазмина [53]. При этом происходят заметные изме­
нения структуры молекулы (см. табл. 3) и её функциональных свойств. Но главных события два: 
одноцепочечная молекула Pg превращается в двуцепочечную молекулу плазмина, а, кроме того, 
у молекулы проявляется каталитическая активность.

Как уже указывалось выше, 2 цепи плазмина: образующаяся из N-концевой части плазмино- 
гена тяжелая (Н или A-цепь) и легкая (L или В-цепь), которая формируется из С-концевой части 
Pg, удерживаются 1—2 дисульфидными связями. Разрыв одной связи при pH 9.0 в 8 М мочевине 
ведет к полной инактивации протеиназы с образованием двух цепей [46]. Остальные из 24 ди- 
сульфидных связей являются внутрицепочечными. При pH 3.0 разрывалось до 10 таких связей, 
однако функция плазмина подавлялась лишь на 50% [46]. Исследования свойств Н- и L-цепи по­
казали различия их физико-химических параметров (табл. 4), и функционального назначения.

В тяжёлой цепи сосредоточены кринглы со специфическими центрами взаимодействия с со- 
аминокислотами. Их более подробная характеристика будет дана ниже. Значение тяжелой цепи 
плазмина, по-видимому, заключается в стабилизации трехмерной структуры активного центра 
легкой цепи, как это было показано в опытах по реконструкции молекулы плазмина из изолиро­
ванных тяжелой и легкой цепей [23]. В легкой цепи локализован активный центр плазмина, 
включающий остатки His6o2> Aspf,45 и Ser74o [58]. Однако препараты изолированной легкой цепи 
плазмина сохраняют лишь 3—6% протеолитической активности протеиназы [59]. Существует 
наследственная аномалия молекулы Pg, связанная с неполноценностью его активного центра. 
После активации такого зимогена урокиназой образуется низкоактивный плазмин, 
инкорпорирующий диизопропилфторфосфат (при образовании эквимолярного комплекса со 
стрептокиназой) лишь в количестве 4.7% от такового нативного плазмина [60]. Кроме того, в 
легкой цепи находится домен, аффинно взаимодействующий с ингибитором Кунитца [61].
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Следует отметить, что в отличие от зимогенов других сериновых протеиназ — трипсиногена, хи- 
мотрипсиногена, имеющих заранее оформленный частично функционирующий активный центр, Pg 
никогда не реагирует с реагентами на активный центр. Однако R. С. Wohl et al. [62] удалось получить 
методом афинной и ионообменной хроматографии из фракции Кона Ш23 Lys-Pg, способный инкорпо­
рировать р-нитрофенил-р'-гуанидинбензоат или [3Н]-диизопропилфторфосфат в количестве до 0.43 
М/М белка или до 0.7 М/М белка соответственно, причем это не было связано с присутствием плазми­
на, поскольку препараты не обладали протеолитической активностью. Поэтому можно считать, что на­
личие активного центра, особенно, реализующего протеолиз, -  прерогатива плазмина. Однако катали­
тическая функция плазмина -  отдельный вопрос, не входящий в задачи данной статьи.

Легкая цепь плазмина автокаталитически распадается на фрагменты 18 кДа и 6.5 кДа, при 
этом энзиматическая активность уничтожается. Тяжелая цепь может деградироваться при про­
должительной инкубации плазмина. Предположительно ее деградация начинается с С-конца, из 
55 кДа образуется фрагмент 50 кДа [63, 64].

Взаимодействие зимогена с лигандами. Данные литературы позволяют считать, что взаи­
модействие Pg с низкомолекулярными лигандами и белками идет за счет, по крайней мере, трех 
типов сайтов: лизинсвязывающих, бензамидинсвязывающего и углеводных цепей (остатков).

В кринглах N-концевой части молекулы зимогена (после активации -  тяжёлая цепь плазмина) 
локализованы специфические центры взаимодействия с со-аминокислотами: лизином, Е-
аминокапроновой кислотой (АКК), 1гапз-4(аминометил)-циклогексан-1 -карбоновой (транексамовой) 
кислотой. Это, как будет показано ниже, весьма важное свойство молекулы Pg (плазмина). Лизин и 
его аналоги связываются с зимогеном стехиометрически 1:1 [20, 65]. По данным калориметрического 
титрования [62] при pH 7.2 и ионной силе 0.15 взаимодействие плазмина с АКК сопровождается сла­
бым тепловым эффектом (105 К = -9.38 ± 20 л/М; -Н ° = -0.75 ± 0.20 ккал/М, -A F = -8.11 ± 0.10 
ккал/М, AS0 = -27.4  ± 1.70 ккал/град). Реакция является экзотермической, причём тепловой эффект не 
изменяется при уменьшении ионной силы от 0.15 до 0.01 и сдвиге pH от 2.5 до 9.5. Эти обстоятельст­
ва, а также данные инфракрасной спектроскопии позволяют исключить участие во взаимодействии 
плазминогена с АКК электростатики кулоновского типа и выявить важную роль водородных связей, 
возможно, при участии гидрофобных взаимодействий [6 6 ].

Взаимодействие Pg с лизином и его синтетическими аналогами вызывает изменения физико­
химических свойств белка: увеличение растворимости, скорости активации (при низкой концен­
трации аминокислот), адсорбции на ДЭАЭ-целлюлозе, замедление электрофоретической под­
вижности в щелочной зоне pH, снижение константы седиментации на 25%, уменьшение объема 
элюции при гель-хроматографии; “размягчает” структуру и укорачивает время жизни в организ­
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ме [20, 21, 67]. При взаимодействии с АКК значение S°2oPg снижается с 5.0 ± 0.15 s до 3.8 ± 0.15 
s. Эти изменения обратимы при диализе. Можно полагать, что молекула приобретает, преимуще­
ственно клубкообразную конформацию ибо значения [©Ьго'Ю'3 град-см2 дмоль-1 для нативной 
молекулы Pg и подвергнутой воздействию АКК соответствую т-4 .2  и -2 .2  [68]. Kd комплексов Pg 
с АКК или транексамовой кислотой (4.5— 5.5)-Ю^М и 8.5-10'5М соответственно [20, 69].

Специфические центры взаимодействия зимогена с лизином и его аналогами (лизинсвязы- 
вающие центры) состоят из одного центра с высоким сродством к АКК (Kd = 9 мкМ) и около че­
тырёх центров с низким сродством (Kd = 5 мМ), причем высокоафинный центр локализован в 
первых трех кринглах (остатки 79—337/353) [58]. Исследования связывания транексамовой ки­
слоты показали также наличие одного высокоафинного центра и 4-х низкоаффинных (Kd 1.1 
мкМ и 0.75 мМ соответственно) в молекуле Glu-Pg. В молекуле Lys-Pg первый центр связывания 
слабее взаимодействует с транексамовой кислотой (Kd = 2.2 мкМ), а второй -  значительно силь­
нее (Kd = ЗбмкМ), чем в Glu-зимогене. При этом оказалось, что за изменения конформационных 
свойств молекулы и скорости ее активации ответственны именно низкоаффинные центры [70]. 
Судя по результатам ЯМ Р - спектроскопии и протеолитической деградации, все кринглы пред­
ставляют собой полости, в формировании которых принимают участие кластеры гидрофобных 
аминокислот, в которых существенную роль играют остатки Тгр [71]. В молекуле Pg человека 
кринглы 2 и 3 соединены связью Cysi69-C y s 29o, образуя супермодуль. Однако крингл 3 не влияет 
на взаимодействие крингла 2 с АКК [72]. Оказалось, что в крингле 3 есть еще один функцио­
нальный сайт: тканевая трансглутаминаза вызывает образование сшивок е-^-глутамил)лизил 
Lys208"G ln 332 [73] вне каталитического участка и лизинсвязывающих сайтов. Возможно, подоб­
ные связи формируются при взаимодействии Pg с белками, мембранами клеток и т.д.

Роль лизинсвязывающих центров заключается в обеспечении способности Pg к образованию 
комплексов с рядом белков и мембран. Показано, что связывание Pg с мембранами нестимулиро- 
ванных или стимулированных тромбином тромбоцитов, образование тройных комплексов с тка­
невым активатором Pg, а 2-антиплазмином, а также специфическое связывание с фибриногеном 
или фибрином, являющееся одним из важнейших событий в реализации фибринолиза, -  процес­
сы, протекающие всецело за счет лизинсвязывающих центров и ингибируемые со- 
аминокарбоновыми кислотами [58,74-77]. Например, тромбин-стимулированный тромбоцит спо­
собен связывать 190.000 ± 45.000 молекул Pg на 1 клетку (Kd = 2.6 мкМ ) [74].

Каждый мономер фибрина имеет один центр, связывающий Pg или плазмин и локализован­
ный в Е-фрагменте, образующемся из ЫНг-концевой части молекулы. Константа диссоциации 
комплексов фибрин—плазмин(оген) соответствует 9.3— 11.0 нМ [77]. АКК и транексамовая ки­
слота вызывает диссоциацию этих комплексов по конкурентному типу с Kd соответственно 
(0.85-1.3)Т0^4 М и (1.4-2.2)-10~5М. Причём, установлено, что одной молекулой фибрин(оген)а мо­
гут связываться 4 молекулы Pg (Glu- или Lys-). Это связывание кооперативно [32], а изменения 
стандартной свободной энергии ассоциации для каждой из четырех молекул Pg соответствует -  
5 .4 8 ;-7 .7 3 ;-8 .8 8  и 11.41 ккал/М (Ка соответственно 2.16-104; 1.32-106; 1.06-107; 1.08-109 М 1).

Несмотря на столь важную роль, лизинсвязывющие центры Pg не являются единственными 
регуляторными центрами молекулы [78]. Существует также центр связывания р- 
аминобензамидина, отличный от лизинсвязывающих центров [69, 79]. Такой центр локализован в 
крингле 5, отличающемся от остальных по данным [’Н]ЯМ Р-спектроскопии большей структури­
рованностью [80]. Он локализован в области Cys46i-Cys54o молекулы Pg и отличается слабым 
сродством к бензамидину (Kd = 1 . 7  мМ-1). Однако специфическое взаимодействие Pg с тромбос- 
пондином эритроцитов (420 кДа гликопротеин) реализуется как раз за счет этого центра [81].

Связывание с фибрином вызывает изменения конформации молекулы Pg и он более легко активирует­
ся [76]. Это относится и к бычьему Pg, который в растворенном состоянии практически не активируется 
стрептокиназой, однако его активация частично реализуется в случае связывания с фибрином.

Наконец, взаимодействие с белками, по-видимому, может осуществляться и за счет углевод­
ных остатков (цепей) молекулы Pg. Ранее нами было установлено образование эквимолярных 
комплексов Pg человека и лактат-, малатдегидрогеназами, пируваткиназой, каталазой [82]. Обра­
зование таких комплексов не подавлялось АКК, но блокировалось в присутствии 0.0001 М галак- 
тозамина [83]. Это позволяет думать как раз о реализации углеводных межбелковых контактов, 
что нуждается в дальнейшем изучении.

Связывание лигандов молекулой Pg изменяет ее конформацию. Так, взаимодействие с АКК в 
крингле 1 сопровождается снижением внутренней подвижности этой структуры в масштабе времен 0.1-
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-5 не [84]. В целом же, детали структурных изменений молекулы зимогена после взаимодействия с ли­
гандами остаются изученными крайне недостаточно. Следует все же отметить, что при взаимодействии 
зимогена человека со стрептокиназой, судя по данным спектроскопии кругового дихроизма, более глу­
бокие изменения претерпевает как раз молекула стрептокиназы (рис. 2).

Молекулярная гетерогенность Pg. Зимоген характеризуется молекулярной гетерогенно­
стью: в донорской плазме обнаружены до 12 молекулярных форм Pg [20, 58], причем гетероген­
ность может сохраняться и в препаратах плазмина [62].

Описаны три типа гетерогенности плазминогена [20]:
1. Гетерогенность по N-концевому остатку. Нативная молекула Pg имеет в качестве N-концевого 

остатка глутаминовую кислоту (Glu-Pg). В ходе реакций ограниченного протеолиза расщепляются свя­
зи Lys76-L ys77, Lys77-'Val78 или Arg67-M et77 (рис. 2), что ведет к утрате N-концевого пептида с молеку­
лярной массой ~8 кДа и к образованию Lys77~Met68 или Val78-P g  (объединяют под общим названием 
Lys-Pg [26]. Эта протеолитическая модификация Glu-Pg катализируется как правило, следовыми коли­
чествами активного плазмина [20, 27, 85-87]. Однако есть указание на то, что аналогичное расщепление 
могут катализировать также тромбин, тканевый активатор плазминогена и урокиназа [85, 88]. Полага­
ют, что урокиназа может гидролизовать связь A rg ^ -M e^ H  некоторые другие [85]. При такой модифи­
кации физико-химические и функциональные свойства Pg заметно изменяются (табл. 5). Кроме того, 
Lys-Pg легче активируется в плазмин. Например, урокиназа активирует его в 20 раз быстрее, чем Glu- 
форму [58, 86], но в отличие от последней он не изменяет конформацию при действии АКК. Это, по- 
видимому, объясняет то обстоятельство, что в присутствии Е-АКК скорость активации Glu-Pg урокина­
зой возрастает в 10 раз, достигая уровня активации Lys— зимогена [85]. К этому пептиду проявляют 
сродство все кринглы молекулы, за исключением крингла 5. Наибольшим сродством отличается крингл 
4 [90].
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Отщепление N-концевого пептида (8 кДа) с аминокислотным составом 
Lys5HisArg3Cys4Asp5ThrvSer6GlU|5ProGly3Ala6Val3MetIle4Leu3Tyr2Phe3 значительно подавляет ак­
тивацию Lys-Pg урокиназой [85]. Этот пептид способен специфически взаимодействовать с Lys- 
Pg в стехиометрических соотношениях 1:1 за счёт нековалентных связей. Взаимодействие подав­
ляется АКК в низких концентрациях. Показано, что за такое взаимодействие ответственен гепта­
пептид (Ala45-Phe-Gln-Tyr-His-Ser-Lys5|), занимающий в интактном плазминогене позицию 45-51 
[80]. Известно также, что N -концевой пептид (1—68 остатки) в положении 36—40 содержит ис­
ключительно “кислые” остатки, образующие “кислую петлю”, стабилизированную связями Cys35- 
-Cys43 и Cys3o-C ys54, что сообщает ему уникальную третичную структуру. При добавке этого 
пептида к Lys-Pg зимоген принимает конформацию нативного Glu-Pg [57].

Кроме того, протеолиз эластазой позволяет получить Pg, у которого удалена значительная 
доля N-концевой части молекулы. Остается участок полипептидной цепи, включающий Val442-  
Asn79o, - это MHHHPg [91]. MnHHPg активируется урокиназой или стрептокиназой в плазмин, одна­
ко он содержит лишь один крингл и обладает крайне низким сродством к лизину, АКК и ее ана­
логам [58].

2. Гетерогенность, выявляемая электрофоретически в гелях полиакриламида или крахмала в 
кислой зоне pH (pH 4.3). Описана возможность получения двух форм Pg методами аффинной 
хроматографии на Lys-агарозе или при электрофорезе. М олекулярная масса их практически 
идентична (табл. 6). Одинаковы N- и С-концевые остатки. Однако при гель-хроматографии фрак­
ция I дает несколько больший объем элюции, что позволяет говорить о более компактной кон­
формации [20]. Хотя, в целом, обе фракции одинаково активируются в плазмин, при низких со­
отношениях активатор : Pg фракция 1 активируется быстрее [20].

* Исследование скорости седиментации при концентрации белка 02 -0 .5 %  даёт линию регрессии S°20, 
w+ be, где с= г /100 мл

** При диализе субформы I против буфера pH 7.4 около 10% материала имеет более низкую молеку­
лярную массу

Каждую из этих фракций можно разделить приблизительно на 5 форм методом гелевого 
электрофореза в слабощелочной среде [25]. Однако данные [93] свидетельствуют о том, что 
фракция I имеет большую молекулярную массу, чем фракция II (соответственно 93 и 89 кДа). По
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данным этих авторов фракция I имеет 32 углеводных остатка (N-связанная цепь у Asn228 и 0- 
связанные олигосахариды у Thr345), а фракция II -  лишь один ( у Thr345); фракция I легче активи­
руется урокиназой или стрептокиназой (причём активация более сильно стимулируется фибри­
ном), заметнее изменяет конформацию и активируется в присутствии транексамовой кислоты и 
АКК. Эта фракция имеет также большее значение Kd с фибрином, что говорит о менее эффек­
тивном взаимодействии с ним. Обе формы содержат фосфо8 ег578 [94]. Вероятно, фосфорилирова- 
ние значимо для регуляции функциональных свойств Pg.

Доказано существование еще одного центра гликозилирования: Б е ^ с о д е р ж и т  цепь NeuAc- 
a2-3Gal bl-3G alN A c [95]. Следует отметить , что еще исследованиями [96] в тяжелых цепях 
плазминов, полученных активацией двух форм Pg, установлено следующее количество углево­
дов, М/М зимогена фракции I (или II): сиаловые кислоты -  3 (1), манноза -  3 (0.2), галактоза -  3.5 
(1.3), N-Ac-GluAm -  4.3 (0.2), N-Ac-GalAm -  1.2 (1.1).

3. Гетерогенность, выявляемая при гелевом электрофорезе при щелочном pH или при изо- 
электрофокусировании проявляется как 6 - 8  форм при электрофорезе или 3 формы при изоэлек­
трофокусировании, однако различий между этими формами в аминокислотном составе, N- 
концевом пептиде, иммунологических свойствах или специфической активности не найдено [2 0 ]. 
Полагают, что этот тип гетерогенности может быть обусловлен изменением содержания в моле­
куле Pg сиаловых кислот. Различия в углеводном составе играют определенную роль в специфи­
ке взаимодействия с фибрином или аг-антиплазмином [58].

Вероятно, отражением подобных типов гетерогенности являются сообщения прежних лет о 
том, что препараты Pg после их активации различаются по соотношению активность по эфирам 
аргинина/активность по эфирам лизина, pH-стабильности и термостабильности [78, 97].

Большой интерес представляют материалы сравнительного изучения свойств Pgs различных живот­
ных. Очищенные образцы Pgs кота, собаки, кролика, быка имеют молекулярную массу 80-90 кДа, гомо­
генны при гель-электрофорезе с додецилсульфатом натрия, однако, как и зимоген человека, гетерогенны 
при электрофорезе без додецилсульфата натрия при pH 8.4 или изоэлектрическом фокусировании. Ин­
корпорация этими плазминогенами [3Н]-Ь-1-хлор-3-тозиламидо-7-амино-2-гептанона колеблется в преде­
лах 0.0101-0.0120 мкМ/мг, что соответствует таковой Lys-Pg человека: 0.0112 мкМ/мг [98]. Плазмины 
всех животных стехометрически взаимодействуют с этим ингибитором с полной инактивацией. Все 
плазмины содержат в активном центре по 1 остатку гистидина. Изоэлектрическая точка карбоксиметили- 
рованной тяжелой цепи плазмина человека и кролика соответствует 5.9, а собаки, кота, быка -  более низ­
кому значению [98]. Pgs различных животных обладают молекулярной гетерогенностью. Так, существо­
вание двух основных форм, разделяемых методом аффинной хроматографии и различающихся по содер­
жанию углеводов, сродству к АКК, аминокислотному составу и другим свойствам, было показано на 
примере Pgs кролика [99] и овцы [100]. При этом у кролика эти формы могут быть разделены методом 
изоэлектрофокусирования на пять субформ каждая [40]. Особенностью молекулярной гетерогенности 
зимогена овцы является наличие низкомолекулярной формы (~ на 40 кДа меньше, чем нативная форма), 
образующейся при действии плазмина [1 0 0 ].

Еще одной чертой структурной специфики Pg является обнаруженное химическим анализом и ме­
тодом атомно-абсорбционной спектроскопии* в его молекуле присутствие железа в количестве 1 атом 
на молекулу зимогена [44, 101]. Именно с этой особенностью связывают способность Pg человека гене­
рировать активные формы кислорода в растворе, что обеспечивает активацию зимогена в активный 
плазмин в отсутствие добавок специфических.белков активаторов Pg, а также при активации зимогена 
стрептокиназой [102]. Эта сторона структуры плазминогена пока очень слабо изучена.

Итак, изложенные выше материалы свидетельствуют о достаточно сложной структурной ор­
ганизации молекулы плазминогена, причем далеко не все особенности этой организации в на­
стоящее время ясны. Более того, остаются пока неполностью раскрытыми структурные аспекты 
функциональной специфики молекулы. Эта специфика также, вне сомнения, изучена не во всех 
ракурсах. Структурная организация молекулы данного зимогена позволяет предположить нали­
чие у белка целого ряда функциональных свойств, имеющих разнообразные проявления в био­
системах. Нуждаются в более обстоятельных исследованиях конформационная подвижность мо­
лекулы зимогена, сравнительно-биохимическая специфика белка. Все это составляет большую и 
сложную многоплановую задачу дальнейших исследований.

* Исследования выполнены канд. хим. наук Г. В. Воробьевой.
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