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Одним з основних факторів розвитку запальних та онкологічних процесів є надмірна активаційна дія плазміну 

- ключового ферменту фібринолітичної ланки системі крові. Така значна активація обумовлена зв’язуванням пла-

зміногену не лише з поверхнею фібринової сітки, а й з поверхнею судин, зокрема, з дипольними парами амінокис-

лотних залишків, які є структурними аналогами лігандів лізин-зв’язуючих ділянок плазміногену і експонуються на 

зовнішній бік клітинних мембран при їх взаємодії з білковими та пептидними продуктами ендогенної інтоксика-

ції. Досліджено активаційну дію специфічно сорбованого на лізин-агарозному носієві плазміну по відношенню до 

розчинного протромбіну плазми крові. Показано розвиток значної тромбін-подібної амідолітичної активності, 

яка не пригнічується наявним в системі антитромбіном ІІІ. Одержані результати свідчать про здатність сор-

бованого лізин-зв’язуючими ділянками плазміну до протеолітичного ушкодження та нефункціональної активації 

розчинних білків крові. Обговорюються механізми формування подібної активації in vivo та її можлива роль за 

розвитку патологічних станів, зокрема, синдрому диссемінованого внутрішньосудинного зсідання крові.  
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Вступ. Ферментативний гідроліз білків стано-

вить невід’ємну складову процесів обміну речо-

вин – молекулярної основи життя. Відомо понад 

п’ятсот протеїназ, які різняться  за будовою ак-

тивного центру, направленістю дії та локалізаці-

єю в компартментах організму (Puente, Lopez-

Otin, 2004). Окрім деградації відпрацьованих, 

денатурованих та харчових білків, протеолітичні 

ферменти опосередковують активаційні процеси 

за рахунок високовибіркового розщеплення так 

званих активаційних зв’язків в проформах найрі-

зноманітніших білків. Нерідко проактивована 

молекула також виявляє активаційні властивості, 

що призводить до формування складних та роз-

галужених активаційних каскадів. При цьому 

надмірна протеолітична активність та активацій-

на здатність обмежується блокуванням фермен-

тів відповідними високоспецифічними білкови-

ми інгібіторами. Сформований таким чином про-

теолітично-інгібіторний баланс забезпечує нале-

жне функціонування незлічених систем організ-

му. Однак за різних патологічних станів відбува-

ється істотний зсув балансу в бік надмірного 

протеолізу з подальшим розвитком комплексних 

порушень на молекулярному та тканинному рів-

нях. Зокрема, надмірна активація протеолізу є 

невід’ємною рисою запальних процесів найріз-

номанітнішої етіології (Lindstedt et al., 2004) та 

визнається одним з провідних чинників канцеро-

генезу (Kassenbrock et al., 2010). При цьому на 

особливу увагу заслуговують ферменти системи 

гемостазу, задіяні в різноманітних фізіологічних 

та патофізіологічних процесах, що виходять да-

леко за межі забезпечення нормального кровоо-

бігу (Волков и др., 2005). Так, надмірна актива-

ційна дія ключового ферменту фібринолітичної 

системи крові плазміну (Пм, КФ 3.4.21.7) визна-

ється одним з основних чинників розвитку запа-

льних та онкологічних процесів (Mc Intyre J., Ma-

trisian L., 2003). Зумовлена вона здатністю про-

ферменту плазміну – плазміногену (Пг) та його 

тканинного активатора (т-ПА, КФ 3.4.21.68) до 

нефункціонального зв’язування зі структурами, 

утвореними білковими компонентами ендогенної 

інтоксикації під впливом клітинних мембран. За-

кономірності взаємодії клітинних мембран зі 

структурно-незбалансованими білками та пепти-

дами призводять до формування на зовнішній 

поверхні клітин дипольних пар амінокислотних 

залишків, що розпізнаються та ефективно 

зв’язуються лізин-зв’язуючими ділянками цир-

кулюючих в кров’яному руслі  Пг та тПА з пода-

льшим розвитком нефункціональних активацій-

них та протеолітичних процесів (Verevka, Gri-

nenko, 2011). За фізіологічних умов подібне 

зв’язування відбувається на поверхні фібринової 

сітки, призводить до перетворення Пг в Пм та 

послідовного розщеплення фібрину (Фн), під час  
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якого Пм за допомогою специфічних ділянок мі-

жмолекулярної взаємодії мігрує по поверхні Фн з 

розщепленням останнього на відносно великі ро-

зчинні фрагменти. Натомість, активація Пг на 

поверхні судин може призвести до нефункціона-

льної активації та протеолітичного ушкодження 

найрізноманітніших білків крові. Відомо, що со-

рбція плазміну на Фн захищає його від інактива-

ції нативним інгібітором – α2-антиплазміном 

(Волков и др., 2005). Видається за доцільне пере-

вірити, чи здатен сорбований Пм до активації ро-

зчинних білків. Чи не найбільший інтерес при 

цьому становить питання про можливість акти-

вації сорбованим плазміном протромбіну – про-

форми ключового ферменту зсідаючої ланки си-

стеми гемостазу тромбіну (КФ 3.4.21.5). Тому 

метою даної роботи було експериментально пе-

ревірити можливість активації протромбіну пла-

зми крові плазміном, специфічно зв’язаним лі-

зин-зв’язуючими ділянками з нерозчинним лі-

зин-агарозним носієм.  

Матеріали та методи дослiдження. Плазмі-

ноген людини отримували з цитратної плазми 

крові за стандартним методом афінної хроматог-

рафії на лізин-агарозі (Deutsch, Mertz, 1970).  Ак-

тивацію Пг в Пм здійснювали відповідно до ста-

ндартної методики з використанням стрептокіна-

зи, ковалентно іммобілізованої на активованій 

BrCN-агарозі (Wiman, Wallen, 1973). Специфічну 

сорбцію Пм на лізин-агарозі проводили наступ-

ним чином: розчин Пм (2,5 мг/мл) за умови пос-

тійного перемішування на шейкері інкубували 

впродовж 5 хв при 20
о
С з суспензією лізин-

агарози в 0,05 М трис-НСІ буфері, рН 7,4, що мі-

стив 0,2 М NaCl. Після інкубації лізин-агарозу з 

сорбованим плазміном поміщали в хроматогра-

фічну колонку, яку послідовно промивали 0,05 М 

трис-НСІ буфером, рН 7,4 та 0,05 М трис-НСІ 

буфером, рН 7,4, що містив 0,2 М NaCl. Для дос-

лідження процесу активації протромбіну викори-

стовували цитратну плазму крові людини, відте-

стовану за параметрами тромбінового, протром-

бінового часу та активованого часткового тром-

бопластиного часу, при цьому значення вказаних 

показників зберігалися в межах, характерних для 

нормального функціонування гемостатичного 

каскаду. З метою одержання плазми, збідненої на 

Пг, її пропускали через колонку з лізин-

агарозою, урівноважену 0,05 М трис-НСІ буфе-

ром, рН 7,4, що містив 0,2 М NaCl. Перевірку 

повноти очищення плазми від Пг проводили за 

стандартним методом визначення амідолітичної 

активності з використанням хромогенного суб-

страту S2251 після активації плазміногену стреп-

токіназою (Fareed et al., 1983). Для визначення 

активаційної дії специфічно сорбованого на лі-

зин-агарозі Пм, плазму, позбавлену Пг інкубува-

ли з лізин-агарозою з сорбованим Пм при 37
о
С 

впродовж 15 хв. Після закінчення інкубації ага-

розу осаджували шляхом  центрифугуванням при 

10 000g, 15 хв та відбирали надосадову рідину. 

Для оцінки активаційної дії сорбованого на лі-

зин-агарозі Пм в лунку мікропланшету послідов-

но вносили 0,05 М трис-НСІ буфер, рН 7,4, 3 мМ  

хромогенний субстрат тромбіну S2238 та дослі-

джувану плазму (Fareed et al., 1983). Реєстрацію 

поглинання вивільнення п-нітроаніліну проводи-

ли в двохвильовому режимі за довжини хвиль 

405 та 492 нм на спектрофотометрі для мікроп-

ланшет Biotek (Bio-Tek Instruments, США). Як 

контроль використовували плазму, одержану за 

аналогічною процедурою з лізин-агарозою, що 

не містила Пм. Математичну обробку даних про-

водили з використанням комп’ютерної програми 

Origin 7.0. Достовірність різниці показників оці-

нювали за допомогою t-критерію Стьюдента. 

Результати та їх обговорення. Як випливає з 

даних, наведених на рис. 1, застосована процеду-

ра очистки плазми від плазміногену є достатньо 

ефективною, лишаючи в розчині лише його слі-

дові кількості. Разом з тим видно, що за тривалої 

інкубації розвивається певна амідолітична акти-

вність стосовно хромогенного субстрату S2251. 

Практично повна відсутність плазмін-подібної 

амідолітичної активності впродовж перших 15 

хвилин інкубації та її поступове наростання з ча-

сом можна пояснити розвитком молекулярних 

змін ex vivo, що хоч і створюють певні усклад-

нення за клінічної діагностики, однак за належ-

ного вивчення можуть слугувати джерелом цін-

ної інформації щодо притаманних патологічним 

процесам молекулярних порушень (Liotta, Petri-

coin, 2006). 

На рис. 2 наведено показники тромбін-

подібної амідолітичної активності позбавленої 

власного Пг плазми крові після інкубації з лізин-

агарозою, що містила попередньо сорбований 

Пм. У порівнянні з контролем спостерігається 

розвиток значної тромбін-подібної амідолітичної 

активності. Характерно, що як і у випадку оста-

точної плазмін-подібної амідолітичної активнос-

ті (рис. 1), гідроліз хромогенного субстрату S2238 

відбувається незважаючи на присутність достат-

ніх кількостей білкових інгібіторів плазміну та 

тромбіну.  

Відомо, що розвиток запальних та онкологіч-

них процесів супроводжується зростанням тром-

бін-подібної амідолітичної активності не зважа-

ючи на цілком достатній рівень інгібітору тром-

біну – антитромбіну ІІІ (Верьовка и др., 2012). 

Подібне явище може бути пояснено за рахунок 

утворення протеолітично ушкоджених похідних 

тромбіну, які виявляються за багатьох патологіч-

них процесів (Chen, Dorling, 2009).  
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Рис. 1. Плазмін-подібна амідолітична активність у 

плазмі крові людини 

Fig. 1. Plasmin-like amidolytic activity in human plasma 

Рис. 2. Тромбін-подібна амідолітична активність у 

плазмі крові людини 

Fig. 1. Thrombin-like amidolytic activity in human 

plasma 

 

Отже, наведені дані однозначно свідчать про 

здатність сорбованого лізин-зв’язуючими ділян-

ками Пм до ефективної протеолітичної активації 

та ушкодження розчинних білків крові.  

Варто зазначити, що виявлений нами ефект 

може мати безпосереднє відношення до такого 

ускладнення гемостазу, як диссеміноване внут-

рішньосудинне зсідання крові (ДВЗ-синдром). 

Як відомо, ДВЗ-синдром спостерігається за бага-

тьох захворювань, що супроводжуються розвит-

ком ендогенної інтоксикації (Rak et al., 2006). Бі-

лкові та пептидні компоненти ендогенної інток-

сикації розподіляються між тканинами та ріди-

нами організму, сорбуються на клітинних мем-

бранах ендотелію. Закономірності взаємодії роз-

балансованих пептидних структур з асиметрич-

ним подвійним фосфоліпідним шаром клітинних 

мембран забезпечують експозицію на зовніш-

ньому боці мембрани взаємно компенсованих 

пар амінокислотних залишків – структурних 

аналогів лігандів лізин-зв’язуючих ділянок Пг. 

Сорбція Пг та його активація до Пм може приз-

водити до нефункціональної активації профер-

ментів та протеолітичного ушкодження розчин-

них білків (Verevka, Grinenko, 2011). Згідно з 

нашими даними, протеолітична дія сорбованого 

Пм забезпечує не лише активацію протромбіну в 

тромбін, але й його протеолітичне ушкодження, 

що виключає або істотно обмежує його інгібу-

вання присутнім в плазмі антитромбіном ІІІ. 

Якою мірою подібні процеси розповсюджуються 

на інші розчинні білки крові, зокрема, на фібрин, 

наскільки ефективно розщеплюється утворений 

за участі протеолітично ушкодженого фібрино-

гену фібриновий згусток? Розв’язання даних пи-

тань може пролити світло на причини утворення 

стабільного фібринового згустку за 

ДВЗ-синдрому (Standeven et al., 2005). З тих же 

міркувань заслуговує на увагу й така властивість 

клітинних мембран, як здатність до пошарової β-

агрегації сорбованих білків (Verevka, 2013). У 

випадку тромбоутворення це створює передумо-

ви для формування “прикордонного шару” фіб-

рину, структура якого відзначається підвищеною 

опірністю до фібринолізу (Savchuk et al., 2009). 

Варто підкреслити, що з огляду на геометричні 

причини вплив всіх цих факторів зростає зі зме-

ншенням розміру судин, оскільки визначається 

співвідношенням периметру судини до його 

площини (2πR/πR
2
 = 2/R). Не менш важливою 

обставиною є зменшення швидкості потоку зі 

зменшенням просвіту судини. Тобто фізичні вла-

стивості саме мікросудин забезпечують форму-

вання своєрідної “камерності” з розвитком про-

цесів, для більших судин нехарактерних. 

Висновки.  Таким чином, наведені дані свід-

чать про здатність сорбованого лізин-

зв’язуючими ділянками плазміну до протеоліти-

чного ушкодження та активації розчинних білків 

крові. Обговорюються функціональні наслідки 
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подібного явища, зокрема, його можлива участь 

в розвитку ДВЗ-синдрому. 
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ACTIVATION EFFECT OF THE SORBED PLASMIN. MODELLING IN VITRO 
 

S. V. Verevka, N. G. Raksha, A. N. Savchuk  
 

One of the major factors of cancer and inflammatory processes development is excessive activation action of plas-

min - a key enzyme of the fibrinolytic system. Such significant activation was caused not only physiological plasmino-

gen binding on the fibrin mesh surface but also pathological-mediated interaction of plasminogen with dipole pairs of 

amino acid residues on the vessels surface. These amino acid pairs are structural analogues of ligands for lysine-

binding sites of plasminogen.  Their exposition on external side of cell membranes is result of interaction of protein and 

peptide products of endogenous intoxication with membranes phospholipids.  Activation action of plasmin specifically 

sorbed on lysine-agarose state against soluble plasma prothrombin had been studied. The development of significant 

amidolytic thrombin-like activity that was insensitive to antithrombin III inhibition was noted. The obtained results 

show the ability of sorbed plasmin to proteolytic damage and non-functional activation of soluble proteins of blood. 

Mechanisms of formation of such activation in vivo and its possible role in the development of various pathologic 

states, particularly at disseminated intravascular coagulation were discussed. 

 

Key words: plasmin, thrombin, disseminated intravascular coagulation. 
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