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У ДК 577.151.042:577.334

В. Н. НИКАК ДРОВ

КИСЛОРОДЗАВИСИМЫЕ РЕАКЦИИ ПРОТЕОЛИЗА:
СУЩНОСТЬ ГИПОТЕЗЫ, ТЕОРЕТИЧЕСКИЕ

И ПРИКЛАДНЫЕ АСПЕКТЫ

Одним из важнейших физико-химических механизмов
физиологии и патологии живых организмов является
протеолиз — разрушение белков путем расщепления пеп­
тидных связей. Он реализуется практически во всех
структурах различных клеток организма и во внеклеточ­
ных жидкостях. Без протеолиза немыслимы регуляция
кровяного давления, свертывание крови, тромболизис,
иммунный ответ, гистогенез, онкогенез, споруляция пато­
генных микроорганизмов, инвазия их и ряда вирусов в
организм хозяина и другие процессы [28].

Различают тотальный и ограниченный протеолиз.
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В первом случае расщепление белка идет до малых пеп­
тидов и аминокислот, что обычно при пиптевярении,
разрушении чужеродных или собственных «отработан­
ных» белков, проникновении в биосистему патогенных
агентов. Во втором случае расщепляются всего несколь­
ко пептидных связей или даже одна, а аминокислотный
состав исходной и модифицированной молекул белка
может быть идентичен. Это типично для регуляции сле­
дующих биохимических процессов [28]:

экспрессии генов путем расщепления белков хромати­
на;

инициации биосинтеза белков вследствие отщепления
специфического аминокислотного остатка;

процессинга белков (активации зимогенов; формиро­
вания третичной структуры или сборки белков, например
фибрина, путем отщепления вспомогательной части на­
тивной цепи пробелка; отщепления лидерной или сиг­
нальной последовательности при транспорте молекулы
белка через биомембраны);

высвобождения биологически активных поли- и олиго­
пептидов из соматотропина, тиреойодглобулина и т. д.

Раскрытие механизмов протеолиза и его регуляции
составляет одну из стратегических проблем биологии и
медицины, но она далека от решения. Считают, что про­
теолиз катализируют протеиназы и он является истинно
гидролитическим процессом. Расщепление пептидной свя­
зи рассматривают как пример общего кислото-основного
катализа с нуклеофильной атакой соответствующего ато­
ма субстрата [1]. Но в протеиназах нет групп с доста­
точно высокой для этого реакционной способностью: ведь
свободная энергия гидролиза пептидной связи равна
500 кал-Мл1. Поэтому предполагают наличие особых пу­
тей повышения реакционной способности отдельных ами­
нокислотных остатков в протеиназах или связанных с ни­
ми молекул воды [1].

Истинный механизм каталитической функции про­
теиназ все еще не ясен. К тому же протеолиз могут ини­
циировать факторы, лишенные протеиназной активности:
белки (3-гемолитических стрептококков (стрептокиназа)
или патогенных стафилококков (стафилокиназа и стафи-
локоагулаза) [32]. Все это препятствует решению- ряда
сопряженных проблем, в том числе созданию ингибито­
ров протеиназ. Важность их велика для ряда нозологиче­
ских форм, например острого панкреатита или эмфиземы
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легких, ведущим механизмом патогенеза которых являет­
ся дефицит ингибиторов протеиназ (при эмфиземе cti-ан-
титрипсина). До сих пор в качестве их ингибиторов ис­
пользуют либо реагенты, модифицирующие группы ак­
тивного центра энзима (это сильные яды), либо белки (а
также олиго- или полипептиды), образующие с протеина­
зами непродуктивные комплексы (в том числе исполь­
зуемые в медицине контрикал, тразилол, гордокс).

В 1980 г. в нашей лаборатории в связи с созданием
отечественного лечебного препарата целиазы и обоснова­
нием технологии его производства начаты исследования
структурно-функциональной специфики стрептокиназы —-
одного из сильнейших активаторов плазминогена. К то­
му времени пространственная структура стрептокиназы
была изучена крайне недостаточно, а в отношении ее
плазминоген-активаторной функции доминировала гипо­
теза «активаторного комплекса», объясняющая эту функ­
цию обязательным образованием устойчивого эквимоляр­
ного комплекса стрептокиназы и плазмин (оген) а [32].
Полагали, что в составе комплекса молекула плазмин-
(оген)а деформируется, у зимогена частично обнажается
активный центр (у плазмина конфигурация его меняет­
ся), который обладает уникальной способностью расщеп­
лять в свободном плазминогене всего одну пептидную
связь (Аргббо—Bansei). Начиная с 1980 г. нами (В. Н.
Никандров, Г. В. Воробьева, Н. С. Пыжова, О. АьКазю-
чиц, Н. В. Демидчик, С. Г. Цыманович, Ю. Е. Клингер,
Ю. М. Судник) получены оригинальные материалы о но­
вых сторонах механизма активаторной функции стрепто­
киназы и физико-химической сущности протеолиза.

Методами дифференциальной спектроскопии, гель-
хроматографии, триптофановой флуоресценции и круго­
вого дихроизма показано, что в присутствии мочевины
(при pH 1,8 или 11,6) после йодирования части остатков
тирозина стрептокиназы или обработки ее системой водо­
растворимый карбодиимид—нуклеофил она не образует
устойчивых комплексов с плазминогеном человека, но со­
храняет активаторную функцию [5, 8, 14, 39]. Следова­
тельно, образование подобных устойчивых комплексов не
является обязательным условием активации зимогена.
Исследования структуры комплекса плазминоген—стреп­
токиназа позволили считать, что в нем резко изменяется
структура как раз стрептокиназы, а не зимогена [39].

Ранее [9] мы полагали, что стрептокиназа — высоко-
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специфическая протеиназа. Примеры очень высокой спе­
цифичности протеиназ известны. Поскольку она не чув­
ствительна к специфическим ингибиторам сериновых про­
теиназ, мы допускали важную роль в ее гидролазной
функции остатков гистидина и СООН-групп. Однако при
этоксиформилировании стрептокиназы, сенсибилизиро­
ванном метиленовым синим ее фотоокислении, обработке
смесью водорастворимый карбодиимид — нуклеофил бы­
ла показана несущественность этих остатков именно для
активаторной функции стрептокиназы [5, 6, 18]. Значи­
тельные нарушения вторичной и третичной структур, со­
стояния триптофансодержащих участков стрептокиназы
под действием мочевины, а также при сдвиге pH, нагре­
вании, частичной замене воды органическими раствори­
телями могут не вести к утрате ее активаторной способ­
ности [8, 13, 14]. Все это навело на мысль, что последняя
определяется относительно небольшим ригидным участ­
ком молекулы белка.

Дальнейшие исследования показали, что обработка
образцов плазминогена системами генерирования супер­
оксидного радикала значительно повышает их фибрино­
литическую активность (табл. 1). Это позволило предло­
жить способ получения плазмина [15]. Эксперименты
выявили также следующие особенности активации плаз­
миногена:

инициированный стрептокиназой лизис фибринового

Т а б л и ц а  1. Влияние систем генерации кислородных радикалов
на фибринолитическую активность образцов плазминогена человека

(п =  5) [81

Условия эксперимента

Плазминоген
ТЕМЕД (6-10~3 М)+рибофлавин (7-10-6 М)
NADH (3-Ю -4  М)+феназинметосульфат (3-10~6 М)
NADH (9-Ю- 5  М) ф-рибофлавин (4-Ю- 5  M )+FeSO 4

(10-5 М)
Плазминогенф-ТЕМЕД+рибофлавин
Плазминоген+ИАОН+феназинметосульфат
Плазминоген 4- НАОНф-рибофлавин+Ре5О4Плазминогенф-стрептокиназа, 750 ME

Площадь зон
фибринолиза,

мм2

о
о

. о

о
350+21
140+9
119+13
405+28

П р и м е ч а н и е. ТЕМЕД •— тетраметилэтилендиамин.
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сгустка резко замедляется при удалении растворенного
кислорода [20];

стрептокиназа способна к конверсии супероксидного
радикала, генерируемого модельными системами [8, 21];
эта способность не уступает способности, например, Си,.
Zn-супероксиддисмутазы эритроцитов (рис. 1);

активаторная функция стрептокиназы нечувствитель­
на к перехватчикам синглетного кислорода или гидро-

Рис. 1. Влияние Си, Zn-супероксиддисмутазы (/, «Sigma») и стрепто­
киназы (2) на восстановление нитротетразолиевого синего в системе
NADH-феназинметосульфат. Растворитель — 0,06 М фосфатный бу­
фер (pH 7,4, температура 25 °С, время реакции 2 мин, общий объем

реакционной смеси 4 мл)

ксильного радикала, но в отличие от активаторной
способности урокиназы и протеолитической активности
трипсина и сс-химотрипсина резко подавляется перехват­
чиками супероксидного радикала [22];

очищенные образцы плазминогена человека могут ак­
тивироваться при обработке Н2О2 (этот процесс, как и
активация стрептокиназой, подавляется только перехват­
чиками супероксидного радикала) или ионами железа
[12,26];

плазминогены человека и кролика, активируемые
стрептокиназой, могут генерировать активные формы
кислорода при разложении Н2О2 или восстановлении мо­
лекулярного кислорода [11, 24]; значительно слабее ак­
тивируемый плазминоген быка уступал в этой способнос-
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ти зимогену человека на порядок; скорость генерирования
супероксидного радикала плазминогеном человека очень
низка: 0,12 М-мин-1 на 1 М зимогена [И], что несравни­
мо с активностью белков типа ферредоксина или ксанти-
ноксидазы (однако и биологическое назначение плазми­
ногена совершенно иное — он не служит именно источни­
ком подобных радикалов);

генерирование радикалов плазминогеном, супероксид­
трансформирующая и активаторная функции стрептоки­
назы подавляются комплексонами, что указывает на их
металлзависимый характер [8, И, 21, 24];

активаторная функция стрептокиназы (но не урокина­
зы) оезко угнетается АТФ и 3Z, б'-АМФ, но не АДФ, АМФ,
ГТФ, УТФ и т. д. [23].

Более подробно эти факты проанализированы в ранее
опубликованных нами обобщающих статьях [36, 38]. Их
совокупность позволила в 1987 г. обосновать положение о
кислородзависимом пути активации плазминогена, реали­
зующемся без участия активаторов протеиназного типа
[37] и обеспечиваемом супероксид-генерирующей спо­
собностью зимогена и супероксид-конвергирующей функ­
цией стрептокиназы. Следовательно, полученные нами
данные проливают свет на механизм активаторной функ­
ции стрептокиназы. Впервые был описан феномен участия
собственных для взаимодействующих белков активных
форм кислорода в реакции органического протеолиза —
активации плазминогена. Сходный пример описан немец­
кими исследователями для коллагеназы [29], однако об­
работка латентной коллагеназы проведена экзогенным
источником активных форм кислорода.

Это положение ставит вопросы о степени распростра­
ненности подобных механизмов в протеолитических про­
цессах и о возможности реализации их в живых клетках
и тканях. Еще в 1988 г. мы предположили, что активные
формы кислорода могут участвовать в активации зимоге­
нов протеиназ и в каталитической функции этих энзимов
[38] . Нами установлена возможность активации очищен­
ных образцов трипсиногена при обработке их Н2О2, сис­
темами генерирования супероксидного радикала (табл.
2) или ионами железа [27]. Она отличалась от актива­
ции плазминогена: перехватчики супероксидного ради­
кала слабее подавляли ее, а эффект ионов железа дости­
гался при меньшей концентрации [26, 271. Обработка
химотрипсиногена системами генерирования супероксид-
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Т а б л и ц а  2. Фибринолитическая активность образцов трипсиногена
(«Sigma») при обработке их системами генерирования супероксидных

радикалов (и =  6) {27]

Условия эксперимента
Площадь зон
фибринолиза,

мм2

Трипсиноген (контроль)
ТЕМЕД (6-Ю -3 М)+рибофлавин (7-Ю -6 М)
NADH (1,7-10- 4  М)+рибофлавин (1,7-Ю- 4  М) +

+FeSO 4 (10-3 М)
Феназинметосульфат (3-Ю""6 M )+NADH (3- 10~4 М)

L-метионин (8-Ю - 3  М)4-рибофлавин (1,1-10~4 М)
Трипсиноген+ТЕМЕД+рибофлавин
Трипсиноген +  NADH +  рибофлавин +  FeSO4
Трипсиноген + феназинметосульфат 4-NADH
Трипсиноген-)-метионин+рибофлавин

96+4
О

О
о
о

124+9*
63+5*

115+8*
118+6*

* Изменения, статистически достоверные при Т’^0 ,05 .

ного радикала также вызвала его частичную активацию
[27]. Методом лизиса фибриновых пластин показано
существенное изменение активности сериновых (трипси­
на, а-химотрипсина, урокиназы), цистеиновой (папаина)
и аспартильной (пепсина) протеиназ рядом оксидоредук-
тантов, в том числе метиленовым синим, феррицианидом
калия, феназинметосульфатом, NAD [26, 41]. Выявлено
резкое подавление активности папаина и пепсина пере­
хватчиками супероксидного радикала [40].

Эти материалы позволили сформулировать гипотезу
кислородзависимых реакций протеолиза [35], согласно
которой каталитическая функция протеиназ и аутоакти­
вация зимогенов определяются генерированием в систе­
ме энзим—субстрат собственных активных форм кисло­
рода, участвующих в разрыве пептидной связи.

Показанная методами хемилюминесценции, окисления
адреналина в адренохром способность трипсин (оген) а,
папаина и пепсина генерировать активные формы кис­
лорода при разложении Н2О2 или восстановлении (+
[25] в определенной мере подтверждает указанную ги­
потезу. Сущность ее принципиально отличается от уже
известных механизмов активации протеолиза путем окис­
лительной модификации белков-субстратов или белков-
ингибиторов протеиназ экзогенными для системы субст­
рат—протеиназа активными формами кислорода [30,
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36]. Здесь активированный кислород выполняет скорее
вспомогательную функцию.

Предлагаемая гипотеза открывает широкое поле ис­
следований энзиматического протеолиза и в целом ката­
лиза в двух основных направлениях: в расшифровке ме­
ханизмов процессов на молекулярном, субмолекулярном,
атомном и электронном уровнях и в изучении функцио­
нальной значимости таких реакций в клетках и тканях
организма. Первое направление сопряжено с пересмот­
ром сложившихся концепций о функции протеиназ как
гидролаз и о сущности энзиматического гидролиза вооб­
ще. Возможны ревизия представлений о структуре та­
ких, казалось бы, хорошо изученных белков, как трипсин
и пепсин, анализ их радикал-генерирующих центров, рас­
крытие точных путей участия радикалов кислорода в
разрыве пептидных связей и основ специфичности этого
разрыва.

Вторая задача более сложна: в клетках и тканях реа­
лизуется множество реакций, генерирующих и утилизи­
рующих активные формы кислорода. Различные биохи­
мические системы конкурируют за эти формы и за белки-
субстраты. Вычленение механизмов участия активных
форм кислорода в каталитической функции протеиназ и
активации зимогенов в клетках представляет серьезную
проблему в методическом плане, так как существуют ме­
нее специфические механизмы участия активных форм
кислорода в протеолизе, о которых упомянуто выше.
Особенно сложна ситуация при так называемой свободно­
радикальной патологии — заболеваниях, развитие кото­
рых связывают с резким увеличением в тканях активных
форм кислорода: анемии Фанкони, синдроме Блума, стар­
ческой деменции альцгеймеровского типа, иммунодефи­
цитных состояниях, эссенциальной гипертензии, атеро­
склерозе, раке, дистрофии почек, некрозе печени и др.
[31].

Однако уже сейчас имеется ряд прикладных аспектов
гипотезы кислородзависимых реакций протеолиза. Со­
гласно мнению ряда клинических центров США, стрепто­
киназа не утратит своего значения как эффективное
тромболитическое средство [3]. Исходя из молекуляр­
ных механизмов ишемии миокарда (избыточное образо­
вание в нем кислородных радикалов), признается целе­
сообразным использование стрептокиназы в сочетании с
супер оксиддисмутазой. Но мы отмечали выше (рис. 1),
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что стрептокиназа не уступает ей в супероксид-конверги-
рующей функции, сочетая свойства инициатора протео­
лиза и ловушки радикалов.

Описано использование стрептокиназы и при лечении
гепатита или простатита [2, 4], причем эффект связывают
с нейтрализацией антиактиваторов плазминогена. Дейст­
вительная причина ее лечебного действия может заклю­
чаться как раз в удалении избытка активных форм кис­
лорода — одного из ведущих факторов патологии клет­
ки. Представления о функции системы плазминоген—
плазмин в организме в последние 15—20 лет существенно
изменились. Обнаружены специфические рецепторы плаз­
мина, плазминогена, его активаторов на мембранах раз­
нообразных клеток [34]. Мощным источником этих акти­
ваторов являются опухолевые клетки, например злока­
чественная меланома. Важная роль компонентов
указанной системы продемонстрирована при деструкции
внеклеточного матрикса, демиелинизации, овуляции,
имплантации эмбрионов, дифференциации тканей, воспа­
лении, малигнизации и метастазировании опухолей, ре­
продукции ряда вирусов [33].

Обнаружение нового пути активации плазминогена
даст возможность решения разнообразных вопросов фи­
зиологии и патологии организма. Уже на нынешнем эта­
пе использование приемов регуляции кислородзависимых
реакций протеолиза позволило предложить средства ле­
чения длительно незаживающих ран [19] и керато­
конъюнктивита вирусной этиологии [71. Обычно лечение
таких ран невозможно без набора средств для борьбы с
микрофлорой, лизиса некротических тканей и очищения
очага, стимуляции грануляций. Использование регуля­
ции кислородзависимого протеолиза обусловило лечение
(на базе клиники Белорусского НИИ травматологии и
ортопедии, отделения гнойной хирургии 9-й клинической
больницы г. Минска) только одним средством полива­
лентного действия.

Касаясь роли кислородзависимого пути активации
плазминогена в репродукции вирусов, отметим обнару­
женную совместно с Ю. М. Судником способность очи­
щенного вируса гриппа значительно повышать фибрино­
литическую активность образцов плазминогена человека
[38]. Эта способность блокируется актимицином А — ин­
гибитором транспорта электронов по дыхательной цепи
и модификатором железо-серных центров металлопротеи-
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нов. Можно надеяться, что предложенная гипотеза при­
ведет к раскрытию новых ракурсов патогенеза вирусных
инфекций и созданию эффективных антивирусных
средств. В этом плане заслуживает внимания протеиназа
вируса иммунодефицита человека. Она важна для репро­
дукции вируса и, судя по субстратной специфичности и
чувствительности к ингибиторам, отнесена к аспартиль­
ным протеиназам [42]. Выше мы упоминали о возмож-

Рис. 2. Влияние диазо-1- (а) и сульфо- (б) производных полимера
природного происхождения на фибринолитическую активность трип­
сина (1), ос-химотрипсина (2), пепсина (3), папаина (4), а также на
активаторную функцию урокиназы (5) или стрептокиназы (6) [26]

ности участия активных форм кислорода в функции ас­
партильной протеиназы — пепсина.

Еще одним аспектом приложения данной гипотезы
является изучение механизма действия микробных ток­
синов, среди которых есть не только энзимы (нейрамини­
дазы, гиалуронидазы, фосфолипазы, коллагеназы и т. п.),
но и белки, у которых не обнаружено какой-либо гидро­
лазной активности. Примером их являются стрептолизи­
ны — гемолитические белки патогенных стрептококков.
Точный механизм разрушения ими клеточных мембран
оставался неизвестным. Нами показана определяющая
роль в гемолитической активности стрептолизина О ак­
тивных форм кислорода [10].

Наконец, совершенно самостоятелен вопрос создания
специфических ингибиторов протеолиза. До недавнего
времени, например, в отношении активации плазминоге-
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Т а б л и ц а  3. Изменений инициированного стрептокиназой
фибринолиза в присутствии некоторых лекарственных препаратов —

производных ароматических или гетероциклических соединений
(« =  6)

Условия эксперимента
Площадь

зон фибри­
нолиза ,

мм2
Условия эксперимента

Площадь
зон фибри­

нолиза,
мм2

Контроль 480+38 +м единал (1,3 М) 355 +  25*

+ анальгин + ам иназин (0,035 М) 158+13*
0,001 м 437+ 38 +коф еин
0,1 м 499+22 0,001 54 499+41
0,5 М 470+29 0,1 М 464+26

0,5 М 336+26*
+ антипирин

0,001 М
0,1 М
0,5 М

451+31
518+41
341+28*

+ДИМЄДООЛ
0,001 М
0,1 м
0.5 М

523+41
432+ 27

0*
+амидопирин +эф едрин

0,001 М 494+ 40 0,001 М 490+ 19
0.1 М 493+23 0.1 м 619+42
0,5 М 322+30* 0,5 М 437+28
1,3 М 182+18* +ф олиевая кислота

(0,14 М) 302+17*

* Изменения, статистически достоверные при Р ^.0 ,0 5 .

на стрептокиназой он не имел решения. Нами впервые
описано специфическое подавление этого процесса рядом
биогенных соединений: АТФ, З'Л'-АМФ и NAD [8, 23т
26], а затем установлено [16, 17] сильное ингибиторное
действие модифицированных полимеров природного про­
исхождения (рис. 2). Значимость их для клинической ме­
дицины пока проблематична — слишком велика скорость
взаимодействия стрептокиназы с супероксидным радика­
лом. Но на этой основе возможен отбор стрептокиназо­
подобных активаторов плазминогена. Разнообразие и
недостаточная изученность микробных белков дают все ос­
нования для такого допущения. В перспективе не исклю­
чено и изучение кислородзависимой инициации протеоли­
за с диагностическими целями. Этот вопрос пока не стоит
на повестке дня, так как он слабо изучен в теоретическом
плане, но такая возможность вполне реальна.

Следует обратить также внимание на возможности
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изменения инициируемого стрептокиназой фибринолиза
различными лекарственными препаратами. В нашей* ла­
боратории исследованиями Н. С. Пыжовой показано что
на этот процесс не влияют антиоксиданты — производные
оксипиридина [26], однако ряд лекарственных препара­
тов гетероциклического или ароматического характера
резко его угнетает (табл. 3). По-видимому, здесь целесо­
образны дальнейшие _ исследования.

Рассмотренные в нашей статье материалы об участии
активных форм кислорода в каталитической функции
протеиназ и активации зимогенов являются фактически
лишь первыми шагами в раскрытии новой, чрезвычайно
серьезной и сложной проблемы. Работы в этом направ­
лении продолжаются. С 1992 г. они финансируются Фон­
дом фундаментальных исследований Республики Бела­
русь.
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