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 # ВВЕДЕНИЕ

Стрептокиназа (SK), секретируемая Streptococ8
cus equisimilis, и рекомбинантная стафилокиназа

 Сокращения: Pg – плазминоген, Glu�Pg и Lys�Pg – Glu�плаз�
миноген и Lys�плазминоген, Glu�PgII и Lys�PgII – гликофор�
мы II Glu�плазминогена и Lys�плазминогена, Pm – плазмин,
SK – стрептокиназа, STA – стафилокиназа, Pg•SK, Pm•SK,
Pg•STA и Pm•STA – эквимолярные комплексы плазминоген�
стрептокиназа, плазмин–стрептокиназа, плазминоген–ста�
филокиназа и плазмин–стафилокиназа, LBS – лизинсвязыва�
ющие центры, tPA – тканевый активатор плазминогена, uPA –
двухцепочечная урокиназа, α2AP – α2�антиплазмин, SIT – со�
евый ингибитор трипсина, FM – растворимый фибрин�моно�
мер, AFK�pNA – НСО�Ala�Phe�Lys�п�нитроанилид, Z�Lys�
pNP – п�нитрофениловый эфир N�бензилоксикарбонил�L8
лизина, 6�AHA – 6�аминогексановая кислота.

# Автор для переписки (тел: +7 (495) 939�50�83, факс:
+7(495) 939�54�17, e�mail: aisina2004@mail.ru).

(STA), продуцируемая Staphylococcus aureus, ис�
пользуются в качестве тромболитических аген�
тов. В терапии тромбозов SK начала применяться
с 1950 годов, а рекомбинантная STA – лишь в по�
следние годы. Молекула SK (47 кДа) представляет
собой одноцепочечный белок, имеющий по�
движную многодоменную структуру [1] и не со�
держащий углеводные и липидные компоненты
[2]. Рекомбинантная STA (15.5 кДа) – одноцепо�
чечный белок, состоящий из 136 а.о. и не содер�
жащий дисульфидных связей [3, 4]. В отличие от
прямых активаторов плазминогена урокиназного
(uPA, урокиназа, КФ 3.4.21.31) и тканевого типа
(tPA, КФ 3.4.21.68), бактериальные SK и STA не
обладают ферментативной активностью и отно�
сятся к активаторам плазминогена непрямого
действия, т.к. приобретают активаторную актив�
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Проведено сравнительное in vitro8исследование кинетики различных реакций, вовлекаемых в процесс
тромболизиса, инициируемый стрептокиназой (SK) и рекомбинантной стафилокиназой (STA). При вза�
имодействии плазминогена (Pg) с SK или STA в эквимолярных соотношениях скорость образования и
удельная эстеразная активность комплекса плазмина (Pm) c SK (Pm•SK) была выше, чем комплекса
Pm•STA. При этом каталитическая эффективность (kcat /Km) гидролиза хромогенных субстратов плазми�
на комплексом Pm•SK была в 2 раза выше, чем комплексом Pm•STA. В отсутствие фибрина каталити�
ческая эффективность (kPg/KPg) активации гликоформы II Glu�плазминогена и Lys�плазминогена ком�
плексом Pm•SK была выше, чем комплексом Pm•STA. Однако присутствие фибрина повысило kPg/KPg
активации обоих плазминогенов гликоформы II комплексом Pm•STA более значительно, чем комплек�
сом Pm•SK благодаря снижению KPg. Показано, что, в отличие от STA (15.5 кДа), молекула SK (47 кДа)
создает значительные стерические затруднения для взаимодействия плазмина в комплексе Pm•SK с бел�
ковыми ингибиторами. Кроме того, SK вызывала большую деградацию фибриногена в плазме, чем STA.
Комплексы Pm•SK и Pm•STA лизировали фибриновые сгустки в буфере с близкими скоростями, в то
время как скорости лизиса плазменных сгустков, погруженных в плазму, комплексом Pm•STA была зна�
чительно выше, чем комплексом Pm•SK. Обнаружено, что видовая специфичность STA и SK опре�
деляется, в основном, скоростью образования и эффективностью комплексов Pm•SK и Pm•STA в ак�
тивации аутологического плазминогена. Эффективность лизиса плазменных сгустков млекопитающих
падала в ряду: человек > собака > кролик для SK и собака > человек > кролик для STA. Полученные ре�
зультаты показывают, что в чистой системе SK является более эффективным активатором плазминоге�
на, чем STA. В системе, содержащей фибрин и α2AP, активаторная и фибринолитическая активности
STA выше, чем SK, благодаря повышенной стабильности в плазме и фибрин�специфичности STA,
быстрой реакции комплекса Pm•STA с α2AP и способности STA к рециклизации в присутствии α2AP.

Ключевые слова: стрептокиназа, стафилокиназа, активация плазминогена, ингибирование, стабиль8
ность, фибринолиз, фибриногенолиз.
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ность после образования эквимолярных ком�
плексов с плазминогеном (Pg). Несмотря на это
сходство, STA тромболитически более эффектив�
на в лизисе фибриновых сгустков и вызывает
меньшее разрушение фибриногена в плазме кро�
ви человека, чем SK [5]. Терапевтические свой�
ства активаторов плазминогена обусловлены ме�
ханизмами их действия.

Cкорость активации плазминогена определя�
ется конформацией и типом гликозилирования
его молекулы, а также специфичностью его
кринглов к определенным лигандам. Нативный
Glu�плазминоген является одноцепочечным гли�
копротеином (93 кДа, Glu�Pg), который содержит
N8терминальный пептид (NTP), пять гомологич�
ных крингл�доменов (K1–К5) и протеазный до�
мен [7]. Кринглы плазминогена содержат лизин�
связывющие центры (LBS), играющие важную
роль в его связывании с фибрином, α2�антиплаз�
мином (α2AP) и различными рецепторами. В при�
сутствии следовых концентраций плазмина (Pm,
КФ 3.4.21.7) отщепляется NTP (остатки 1–77) и
образуется Lys�плазминоген (85 кДа, Lys�Pg). Рас�
щепление активационной связи Arg561�Val562 в
молекуле плазминогена под действием его актива�
торов приводит к образованию двухцепочечной
молекулы плазмина. 

В зависимости от условий молекула Glu�Pg мо�
жет принимать разные конформации: компактную
“закрытую” α�конформацию, которая поддержива�
ется двумя внутримолекулярными взаимодействия�
ми (между LBS на крингле 5 и N8терминальным
пептидом, и между LBS на крингле 4 и лигандом на
крингле 3), “полуоткрытую” β�конформацию, когда
одно из двух взаимодействий еще сохраняется, и
полностью “открытую” γ�конформацию при разру�
шении обоих внутримолекулярных взаимодей�
ствий [8]. Lys�Pg может иметь только β� или γ�кон�
формацию и активируется быстрее, чем Glu�Pg [9].
В плазме крови плазминоген присутствует в виде
двух гликоформ, имеющих одинаковую аминокис�
лотную последовательность [10]. Гликоформа I со�
держит О8 и N8связанные углеводные цепи, а гли�
коформа II – только О8связанную углеводную цепь.
N8Связанный олигосахарид расположен на крин�
гле 3 (на Asn289), а О8связанный олигосахарид –
между кринглами 3 и 4 (на Thr346). Гликоформа I
активируется под действием uPA, tPA и STA мед�
леннее, чем гликоформа II [11, 12].

SK и STA активируют плазминоген через обра�
зование с ним эквимолярного комплекса. Проч�
ный комплекс Pg•SK (Kd = 0.05 нМ [13]) образу�
ется за счет высокоаффинных взаимодействий SK
с протеазным доменом плазминогена и С�терми�
нального Lys414 SK с кринглом 4 плазминогена
[14–16], а в комплексе Pg•STA (Kd = 10.75 нМ [17])
в три раза меньшая молекула STA связана только с
протеазным доменом плазминогена [6]. За счет

быстрых конформационных изменений в молеку�
ле плазминогена (k = 9–23 мс–1) под действием
SK формируется активный центр без протеолиза
с образованием активного комплекса Pg•SK [18,
19]. Конформационно активированный ком�
плекс Pg•SK катализирует начальный цикл внут�
римолекулярного превращения плазминогена в
плазмин, который действует как триггер [20], и
комплекс Pg•SK быстро (k = 0.24 мин–1 [21]) пре�
вращается в комплекс Pm•SK. Как Pg•SK, так и
Pm•SK способны активировать избыток свобод�
ного плазминогена, в то время как комплекс
Pg•STA неактивен в отношении плазминогена. Ак�
тивация плазминогена стафилокиназой иницииру�
ется следовыми количествами плазмина, при этом
образуется активный комплекс Pm•STA, который
активирует свободный плазминоген, а также уско�
ряет медленную реакцию (k1 = 4 × 10–7 c–1 [3]) пре�
вращения Pg•STA в Pm•STA [6, 22]. Ранее разными
группами ученых, специализирующимися на ис�
следовании либо SK, либо STA, было опубликовано
большое число статей, описывающих отдельные
свойства индивидуальных активаторов. Имеется
ограниченное число публикаций, посвященных
сравнению взаимодействия SK и STA с плазминоге�
ном, их тромболитических и иммунологических
свойств и видовой специфичности [3, 5, 23, 24].

В данной работе представлены полученные
нами результаты комплексного сравнительного
кинетического исследования свойств SK и STA
in vitro, включая образование активаторных ком�
плексов Pm•SK и Pm•STA, их взаимодействие с
плазминогеном человека и белковыми ингибито�
рами, стабильность в буфере и плазме человека,
лизис фибриновых и плазменных сгустков и фиб�
риногенолиз под действием двух активаторов, а
также различия во взаимодействии SK и STA с
плазминогенами разных видов млекопитающих.
На основании сравнительного анализа различ�
ных свойств SK и STA будут продемонстрированы
структурные и функциональные основы разли�
чия терапевтических свойств двух бактериальных
активаторов плазминогена.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Процесс растворения фибрина сгустка под действи�
ем uPA и tPA инициируется прямым расщеплением
ими активационной связи Arg561�Val562 в моле�
куле плазминогена человека. Образовавшийся
фермент плазмин затем растворяет свой физио�
логический субстрат – фибрин. В случае бактери�
альных SK и STA процесс фибринолиза иниции�
руется связыванием их с плазминогеном с образо�
ванием каталитических количеств эквимолярных
комплексов Pg•SK(Pm•SK) и Pm•STA, которые
активируют избыток свободного плазминогена в
плазмин. Для сравнения ниже представлены меха�
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низмы активации плазминогена человека стрепто�
киназой [18] и стафилокиназой [6] (схема):

На тромболитические и фибриногенолитиче�
ские свойства SK и STA помимо механизмов ак�
тивации ими плазминогена влияют фибринспе�
цифичность их действия, прочность, собственная
активность и стабильность образующихся ком�
плексов Pm•SK и Pm•STA и их взаимодействие с
ингибиторами в плазме.

Кинетика образования активаторных комплек�
сов Pm•SK и Pm•.STA. Рост эстеразной активно�
сти при взаимодействии плазминогена с эквимо�
лярными концентрациями SK или STA (рис. 1а)
показывает, что комплексы Pg•SK и Pg•STA пре�
вращаются в комплексы Pm•SK и Pm•STA, что
было подтверждено SDS�ПААГ�электрофорезом
проб в восстанавливающих условиях: уменьшени�
ем интенсивности полосы плазминогена (85 кДа) и
появлением и ростом интенсивности полос тяже�
лой (60 кДа) и легкой (25 кДа) цепей плазмина

Pg + SK Pg•SK Pm•SK
активный активный

Pm

Kd k

Pg + STA Pg•STA Pm•STA
неактивный активный

Pm

Kd k1

k2

(1)

(2)

Схема.

[25]. Как видно из рис. 1а, скорость образования
и максимальная эстеразная активность комплек�
са Pm•SK значительно выше, чем комплекса
Pm•STA. Комплекс Pg•SK, образующийся сразу
после смешивания плазминогена со SK, обладает
максимальной фибринолитической активностью,
которая обеспечивается интактностью молекул
плазминогена и SK (рис. 1б, кривая 1). Однако, как
было сказано ранее, Pg•SK быстро превращается в
комплекс Pm•SK [26], в котором под действием
плазмина начинается деградация нативной моле�
кулы SK, приводящая к снижению фибринолити�
ческой активности. В случае взаимодействия эк�
вимолярных концентраций плазминогена и STA
фибринолитическая активность (рис. 1б, кривая 2)
увеличивается синхронно с ростом эстеразной ак�
тивности (рис. 1а, кривая 2) и достигает максимума
через 20–25 мин, что иллюстрирует наличие актив�
ности обоих видов только у комплекса Pm•STA и
их отсутствие у комплекса Pg•STA.

Полученные нами кинетические параметры гид�
ролиза п�нитрофенилового эфира Nα�бензилокси�
карбонил�L�лизина (Z�Lys�pNP) и НСО�Ala�Phe�
Lys�п�нитроанилида (AFK�pNA) свежеприготовлен�
ными эквимолярными комплексами Pm•SK и
Pm•STA, показали, что каталитическая эффек�
тивность (kcat /Km) гидролиза эфирного (в 2 раза) и
амидного (в 1.7 раз) субстратов плазмина комплек�
сом Pm•SK выше, чем комплексом Pm•STA
(табл. 1). Это согласуется с данными рис. 1а. Ана�
логичное соотношение значений kcat/Km сообща�
лось ранее для гидролиза этими комплексами
H�DVal�Leu�Lys�п�нитроанилида [3].
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Рис. 1. Динамика эстеразной (а) и фибринолитической (б) активностей при взаимодействии 9.4 мкМ плазминогена со
стрептокиназой (кривые 1) и стафилокиназой (кривые 2) в эквимолярных концентрациях (0.1 М фосфатный буфер,
рН 7.4, содержащий 0.15 М NaCl, (37°C)).
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Cтабильность активаторных комплексов
Pm•SK и Pm•STA в растворе. Была изучена кине�
тика падения фибринолитической активности
преформированных комплексов Pm•SK и
Pm•STA во время длительной инкубации в буфе�
ре рН 7.4 (37°C) (рис. 1б). В этих условиях фибри�
нолитическая активность комплекса Pm•STA на�
чинала медленно снижаться через 1.5 ч инкуба�
ции и сохранялась на уровне 80% от исходной
активности через 6 ч инкубации, что указывает на
высокую стабильность к протеолизу небольшой
молекулы STA (15.5 кДа) в составе комплекса.
Комплекс Pm•SK терял 50% фибринолитиче�
ской активности за первые 1.5 ч инкубации, а че�
рез 6 ч он сохранял менее 40% от исходной актив�
ности. Быстрое падение фибринолитической ак�
тивности комплекса Pm•SK связано с высокой
лабильностью в нем молекулы SK к протеолитиче�
ской деградации. Известно, что деградация натив�
ной молекулы SK (47 кДа) с образованием фраг�
ментов с молекулярными массами от 40 до 25 кДа
приводит к значительному снижению плазмино�

генактиваторной и фибринолитической активно�
стей комплекса Pm•SK. Полная потеря способно�
сти активировать плазминоген происходит после
деградации SK до фрагмента с М ≤ 17 кДа [26, 27].

Кинетика активации плазминогена стрептоки�
назой и стафилокиназой. По сравнению со SK, STA
является более слабым активатором плазминогена в
растворе. Ранее было показано, что в присутствии
растворимого фибрина скорость активации плаз�
миногена STA увеличивается в 2–3 раза [3]. Мы срав�
нили зависимости скоростей активации Glu�Pg,
представляющего смесь гликоформ I и II, равными
дозами SK или STA от концентрации растворимого
фибрина (рис. 2). В отсутствие фибрина скорость
активации Glu�Pg нативной SK (0.69 ΔА340/ч2)
была в 4.5 раза выше, чем нативной STA
(0.155 ΔА340/ч2), что связано с низкой скоростью
превращения комплекса Pg•STA в Pm•STA. Од�
нако с ростом концентрации фибрина скорости
активации плазминогена обоими агентами увели�
чивались и достигали максимальных значений (2.1
и 3.0 ΔА340/ч2, соответственно, для SK и STA) при
концентрации фибрина 0.02 мг/мл. Следовательно,
фибрин повышает скорость активации Glu�Pg на�
тивной STA значительно сильнее, чем нативной SK.
Этот эффект можно объяснить тем, что плазмино�
ген связывается с фибрином через LBS крингла 5, в
результате чего нарушается внутримолекулярное
взаимодействие крингла 5 с N8терминальным пеп�
тидом и “закрытая” α�конформация Glu�Pg пре�
вращается в легче активируемую “полуоткрытую”
β�конформацию. Повышение скорости активации
фибрин�связанного Glu�Pg за счет изменения его
конформации приводит и к увеличению скорости
превращения неактивного Pg•STA в активный
комплекс Pm•STA на поверхности фибрина. В слу�
чае SK эффект фибрина ниже, т.к. оба образующие�
ся комплекса Pg•SK и Pm•SK активны и повыше�
ние скорости активации связано только с измене�
нием конформации Glu�Pg.

Кинетические кривые активации плазминоге�
на нативной STA в каталитических концентрациях
характеризуются начальным лаг�периодом, кото�
рый обусловлен скорость�лимитирующей стадией
превращения комплекса Pg•STA в комплекс

Таблица 1. Кинетические параметры гидролиза низкомолекулярных субстратов плазмина эквимолярными ком�
плексами Pm•SK и Pm•STA

Комплекс Субстрат kcat, с
–1 Кm, мМ kcat /Km, мM–1 с–1

Pm•SK
Z�Lys�pNP (рН 6.2; 25°C)

20.1 0.04 502.4

Pm•STA 13.5 0.055 245.5

Pm•SK
AFK�pNA (pH 7.4; 25°C)

13.5 0.130 103.8

Pm•STA 3.4 0.055 61.8

Рис. 2. Зависимость скорости активации 1 мкМ Glu�
плазминогена человека 0.2 нМ стрептокиназой (кри�
вая 1) и стафилокиназой (кривая 2) от концентрации
фибрин�мономера в буфере, рН 7.4, содержащий
0.15 М NaCl (37°С).
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Pm•STA. Поэтому сравнивают активацию плазми�
ногена под действием преформированных комплек�
сов Pm•STA или Pm•SK (Pm•A), кинетика кото�
рой подчиняется уравнению Михаэлиса�Ментен.

Pg + Pm•A  Pg•Pm•A  Pm. (3)

Существует большой разброс значений кинети�
ческих параметров активации плазминогена
(kPg и KPg) стрептокиназой или стафилокиназой,
определенных в разных лабораториях с использо�
ванием Glu�Pg или Lys�Pg и комплекса Pm•SK
[22, 28–30] или Pm•STA [3, 6, 22, 31, 32], а также
различных методов и условий (рН, присутствие или
отсутствие NaCl или температуры). Из анализа этих
данных следует, что в растворе каталитическая эф�
фективность (kPg/KPg) комплекса Pm•STA по отно�
шению к плазминогену ниже, чем комплекса
Pm•SK.

Мы провели сравнительное исследование ки�
нетики активации гликоформы II Glu�Pg и Lys�Pg
(Glu�PgII и Lys�PgII) комплексами Pm•SK и
Pm•STA в отсутствие и в присутствии раствори�
мого фибрина (фибрин�мономера, FМ) в буфере
рН 8.3, содержащем 0.15 М NaCl (табл. 2). В отличие
от гликоформы I, гликоформа II плазминогена не
содержит N8связанный олигосахарид на крингле 3,
присутствие которого ухудшает связывание плаз�
миногена с его активаторами [11, 12, 33]. С другой
стороны, хлорид ионы, сдвигая конформацион�
ное равновесие Glu�Pg к закрытой конформа�
цию, ингибируют его активацию различными
агентами [12, 14, 34].

Как видно из табл. 2, в отсутствие фибрина ка�
талитическая эффективность (kPg/KPg) активации
Glu�PgII и Lys�PgII комплексом Pm•SK выше,
чем комплексом Pm•STA. При этом, по сравне�
нию с Glu�PgII, скорость активации Lys�PgII,

KPg kPg

имеющего более открытую конформацию, была
выше в основном за счет меньшего значения KPg.
Добавление фибрина повышало kPg/KPg актива�
ции обоими комплексами благодаря снижению
KPg (значения kPg не меняются для данной формы
плазминогена). Следовательно, связывание Glu�
PgII и Lys�PgII с фибрином, в отличие от действия
хлорид ионов [12, 14], приводит к сдвигу их кон�
формации к открытой форме. Однако эффект по�
вышения фибрином kPg/KPg активации обоих
плазминогенов комплексом Pm•STA значитель�
но выше, чем комплексом Pm•SK. Представлен�
ные результаты показывают, что STA обладает
большей фибринспецифичностью действия по
отношению к плазминогену, чем SK.

Взаимодействие комплексов Pm•SK и Pm•STA
с белковыми ингибиторами. Активность комплек�
сов Pm•SK и Pm•STA, образующихся в плазме
после введения в кровоток терапевтических доз
SK и STA, регулируется основным ингибитором
плазмина α2�антиплазмином (α2AP). Терапия вы�
сокими дозами тромболитических агентов сопро�
вождается не останавливаемыми кровотечениями,
которые связаны с избыточным образованием
плазмина и истощением уровней α2AP и фибри�
ногена в плазме. Для остановки кровотечений в
кровоток вводят апротинин (панкреатический
ингибитор трипсина, PIT) или антифибриноли�
тические ω�аминокислоты. Мы определили кон�
станты ингибирования (ki) плазмина, комплексов
Pm•STA и Pm•SK тремя белковыми ингибиторами
различного размера, из которых α2AP высоко специ�
фичен, а PIT и соевый ингибитор трипсина (SIT) ме�
нее специфичны по отношению к плазмину (табл. 3).

Более низкие значения ki комплексов Pm•STA
и Pm•SK, в сравнении с ингибированием плаз�
мина для всех ингибиторов свидетельствуют о

Таблица 2. Кинетические параметры активации Glu�PgII и Lys�Pg II 0.13 нМ комплексами Pm•SK и Pm•STA в
отсутствие и в присутствии 0.02 мг/мл растворимого фибрин�мономера (FM) (0.1 M Трис�HCl буфер, pH 8.3,
0.01% Твин 80, 0.15 M NaCl, 37°C)

Активатор Плазминоген KPg, мкМ kPg, с
–1 kPg/KPg × 103,

мкМ–1 с–1

Отношение 
kPg/KPg с FM 

к kPg/KPg без FM

Pm•SK Glu�PgII 4.5 ± 0.2 0.051 ± 0.005 11.3

Lys�PgII 2.2 ± 0.1 0.055 ± 0.004 25.0

Pm•SK + FM Glu�PgII 0.24 ± 0.05 0.054 ± 0.004 225.0 19.9

Lys�PgII 0.15 ± 0.03 0.051 ± 0.004 340.0 13.6

Pm•STA Glu�PgII 14.9 ± 0.4 0.094 ± 0.003 6.3

Lys�PgII 5.4 ± 0.4 0.098 ± 0.004 18.2

Pm•STA + FM Glu�PgII 0.37 ± 0.02 0.096 ± 0.001 259.5 41.2

Lys�PgII 0.19 ± 0.02 0.096 ± 0.003 505.3 27.8
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том, что молекулы STA и SK в составе комплексов
создают стерические затруднения для взаимодей�
ствия плазмина с белковыми ингибиторами. При
этом ki плазмина и комплексов зависят от специ�
фичности ингибиторов к плазмину и, в меньшей
степени, от их размеров (табл. 3). Специфичный
α2AP ингибирует плазмин с самой высокой ki, т.к.
образование прочного фермент�ингибиторного
комплекса осуществляется через связывание
α2AP и с протеазным доменом, и с LBS крингла 1
тяжелой цепи плазмина [13, 35, 36]. Значение ki

на 5 порядков ниже для Pm•SK, в то время как
для комплекса Pm•STA только в 7.4 раза. Это мож�
но объяснить тем, что в прочном комплексе Pm•SK
большая многодоменная молекула SK (47 кДа), свя�
занная с протеазным доменом и тяжелой цепью
плазмина [14, 15] в значительной степени экрани�
рует α2AP�связывающие центры плазмина. В ком�
плексе Pm•STA небольшая однодоменная моле�
кула STA (15.5 кДа), связанная только с протеаз�
ным доменом плазмина [6], создает существенно
меньшие стерические затруднения для взаимо�
действия плазмина с α2AP. Поэтому комплекс
Pm•SK очень медленно реагирует с α2AP, в то
время как комплекс Pm•STA достаточно быстро
нейтрализуется этим основным ингибитором
плазмина.

Стабильность SK и STA при инкубации в плазме
человека. SK и STA, введенные в кровоток, взаи�
модействуют с циркулирующим плазминогеном,

концентрация которого в плазме человека и жи�
вотных составляет 1.5–2 мкМ [37]. В отличие от
стабильности в растворе, сохранение активности
образующихся в плазме комплексов Pm•SK и
Pm•STA определяется не только их устойчиво�
стью к протеолитической деградации, но и их со�
противляемостью к нейтрализации α2�антиплаз�
мином (его концентрация в плазме 1 мкМ [38]).
Стабильность фибринолитической активности
SK и STA, добавленных в плазму человека в кон�
центрациях, близких к терапевтическим концен�
трациям агентов в крови, представлена на рис. 3.
Несмотря на очень низкую константу ингибиро�
вания α2�антиплазмином (табл. 3) образующийся
в плазме комплекс Pm•SK быстро теряет фибри�
нолитическую активность, вероятно, в результате
деградации его SK�части высокими концентра�
циями плазмина, образующегося из плазминоге�
на в плазме. Через 4 ч инкубации 25, 50 и 100 нМ
SK в плазме она теряет 62, 75 и 92% активности, в
то время как STA – 27, 35 и 52% активности, соот�
ветственно. Следовательно, STA значительно более
стабильна в плазме, чем SK, несмотря на то, что
константа ингибирования комплекса Pm•STA
α2�антиплазмином на 4 порядка выше, чем ком�
плекса Pm•SK. Этот парадокс объясняется разли�
чием прочности комплексов Pm•SK (Kd = 0.05 нМ
[13]) и Pm•STA (Kd = 10.75 нМ [17]) и лабильно�
стью молекул SK и STA в них к протеолитической
деградации. В отличие от SK, молекула STA спо�
собна диссоциировать из комплекса Pm•STA по�
сле его ингибирования α2�антиплазмином (т.е. из
α2AP�Pm•STA) и связываться с новыми молеку�
лами плазминогена в плазме с образованием не�
активного комплекса Pg•STA, который медленно
превращается в комплекс Pm•STA [39]. Такая ре�
циклизация STA в присутствии α2AP приводит к
более длительному сохранению его активности в
плазме.

Деградация фибриногена в плазме под действи�
ем SK и STA. Помимо тромболитической эффек�
тивности важной клинической характеристикой
активаторов плазминогена является уровень их
побочных эффектов на важные белки плазмы.
Для поддержания терапевтического эффекта вы�
сокие дозы активаторов плазминогена вводят в
кровоток инфузией, что сопровождается излиш�
ней активацией плазменного плазминогена в
плазмин, который истощает уровень α2AP и де�
градирует фибриноген. Показателем уровня по�
бочных эффектов при терапии тромболитически�
ми агентами является степень фибриногенолиза,
с которым ассоциируются не останавливаемые
кровотечения.

Рис. 4 иллюстрирует кинетику падения уровня
фибриногена в плазме человека под действием SK и
STA в различных концентрациях, а табл. 4 – вычис�
ленные из кинетических кривых времена полуисто�

Таблица 3. Константы ингибирования второго порядка
(ki) плазмина и комплексов Pm•STA и Pm•SK белко�
выми ингибиторами (рН 7.4; 37°C)

Ингибитор 
(M, кДа)

ki × 10–5, М–1 с–1

Pm Pm•STA Pm•SK

PIT (6.5) 3.3 0.85 2.8 × 10–2

SIT (23.5) 2.5 0.80 0.21 × 10–2

α2AP (70) 200 27.0 0.14 × 10–2

Таблица 4.  Времена полуистощения фибриногена (τ1/2)
в плазме человека в присутствии различных концен�
траций SK и STA (37°С)

Концентрация 
SK/STA, нМ

τ1/2, мин

SK STA

10 108 >300

25 96 >300

35 75 >300

50 45 >300

75 30 180

100 24 60
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щения (τ1/2) фибриногена в плазме. Полученные
данные показывают, что SK вызывает значитель�
ный фибриногенолиз: при всех концентрациях
SK остаточный уровень фибриногена в плазме че�
рез 4 ч ≤25%. STA вызывает в тех же концентраци�
ях значительно меньший фибриногенолиз, чем
SK. Это можно объяснить тем, что, в отличие от
SK, STA образует с плазменным плазминогеном
неактивный комплекс Pg•STA, который медлен�

но превращается в активный комплекс Pm•STA.
Кроме того, образовавшийся активный комплекс
Pm•STA очень быстро нейтрализуется α2�анти�
плазмином, что снижает возможность активации
им плазминогена в плазмин. При введении SK в
плазму образуются активные комплексы Pg•SK и
Pm•SK, которые из�за их медленного ингибиро�
вания α2�антиплазмином успевают существенно
активировать плазминоген в плазмин, вызываю�
щий деградацию фибриногена в плазме.

Кинетика лизиса фибриновых и плазменных
сгустков под действием Pm•SK и Pm•STA. Для
сравнения фибринолитических свойств SK и STA
мы изучили кинетику фибринолиза преформиро�
ванными комплексами Pm•SK и Pm•STA (с це�
лью элиминирования лаг�периода в случае STA) в
двух системах: 1) сгусток из фибрина человека,
погруженный в буфер рН 7.4 и 2) сгусток из плаз�
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Рис. 3. Падение фибринолитических активностей
SK (а) и STA (б), добавленных к плазме человека в
концентрациях 25 (1); 50 (2) и 100 нM (3), в ходе ин�
кубации плазмы при 37°С. 
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мы человека, погруженный в плазму. В первой си�
стеме отсутствует α2AP, а плазминоген присут�
ствует в виде примеси только в фибриновом
сгустке. Во второй системе и сгусток, и окружаю�
щая плазма содержат плазминоген и α2AP. Кинети�
ческие кривые лизиса фибриновых сгустков в буфе�
ре (а) и плазменных сгустков в плазме (б) под дей�
ствием 0.1 мкМ свободного плазмина и комплексов
Pm•SK и Pm•STA приведены на рис. 5, а рис. 6 ил�
люстрирует зависимости начальных скоростей ли�
зиса. фибриновых сгустков (а) и плазменных сгуст�

ков (б) от концентрации плазмина и комплексов
Pm•SK и Pm•STA.

Кинетические кривые (рис. 5а, кривые 1 и 2) и
доза�зависимости скоростей лизиса фибриновых
сгустков (рис. 6а, кривые 1 и 2) обоими комплек�
сами в отсутствие α2AP очень близки, хотя катали�
тическая эффективность комплекса Pm•SK по от�
ношению к низкомолекулярным субстратам (табл. 1)
и к плазминогену в растворе (табл. 2) были значи�
тельно выше, чем комплекса Pm•STA. Подобие ско�
ростей лизиса фибриновых сгустков комплексами
Pm•SK и Pm•STA связано с тем, что их фибриноли�
тическая активность (в отсутствие плазминогена в
окружающем буфере) определяется способностью
обоих комплексов активировать плазминоген, вклю�
ченный в сгусток. Фибрин, с которым оба комплекса
связываются через LBS кринглов их плазминов,
сглаживает это различие, повышая скорость актива�
ции фибринсвязанного плазминогена комплек�
сом Pm•STA значительно сильнее, чем комплек�
сом Pm•SK [22, 29] и (табл. 2). Образующийся
фибринсвязанный плазмин эффективно раство�
ряет фибрин.

Меньшая скорость лизиса фибриновых сгустков
свободным плазмином (рис. 5 и 6а, кривая 3) по
сравнению с обоими комплексами (кривые 1 и 2)
обусловлена отсутствием у него плазминогенакти�
ваторной активности и наличием только собствен�
ной литической активности. Более значительное
снижение эффективности лизиса плазменных сгуст�
ков плазмином (рис. 5б и 6б, кривая 3) объясняется
тем, что ki плазмина α2�антиплазмином в плазме зна�
чительно выше, чем комплексов Pm•STA и Pm•SK
(табл. 3).

Существенные различия были обнаружены
нами в кинетике лизиса двумя комплексами плаз�
менных сгустков, содержащих плазминоген и α2AP
в твердой и жидкой фазах. Скорость лизиса плаз�
менного сгустка комплексом Pm•SK замедлялась со
временем (рис. 5б, кривая 1), что связано с внутри� и
межмолекулярной деградацией обоих белковых
компонентов комплекса Pm•SK и, в меньшей сте�
пени, медленной необратимой нейтрализацией его
α2�антиплазмином (ki = 1.4 × 102 М–1 с–1, табл. 3) в
плазме. Однако из�за низкой скорости ингибирова�
ния комплекс Pm•SK успевал активировать плаз�
менный плазминоген (1.5–2 мкМ) в плазмин. При
этом плазмин быстро нейтрализуется α2�антиплаз�
мином в плазме, избыточное его образование
(>1 мкМ) приводит к побочным эффектам. При ак�
тивации фибринсвязанного плазминогена ком�
плексом Pm•SK образуется фибринсвязанный
плазмин, который, инактивируясь α2�антиплазми�
ном (ki = 1 × 105 М–1 с–1 [13]) в 100 раз медленнее, чем
свободный плазмин (ki = 2 × 107 М–1 с–1, табл. 3), осу�
ществляет лизис плазменного сгустка.
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Рис. 5. Кинетика лизиса фибриновых сгустков в бу�
фере, рН 7.4 (а) и плазменных сгустков, погруженных
в плазму, (б) под действием 0.1 мкМ комплекса
Pm•SK (кривая 1), комплекса Pm•STA (кривая 2) и
плазмина (кривая 3). 
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Кинетика лизиса плазменного сгустка ком�
плексом Pm•STA оставалась линейной в течение
4 ч (рис. 5б, кривая 2). В отличие от лизиса фибри�
новых сгустков, скорость лизиса плазменных
сгустков комплексом Pm•STA (рис. 6б, кривая 2)
была значительно выше, чем комплексом Pm•SK
(рис. 6б, кривая 1) во всем изученном диапазоне
концентраций двух комплексов. Следовательно,
комплекс Pm•STA приобретает большую фибри�
нолитическую эффективность, по сравнению с
комплексом Pm•SK, только в присутствии α2AP,
хотя ki комплекса Pm•STA α2�антиплазмином на
4 порядка выше, чем комплекса Pm•SK (табл. 3).
Причины линейной кинетики и большей скоро�
сти лизиса плазменных сгустков комплексом
Pm•STA, в сравнении с комплексом Pm•SK, за�
ключаются в более длительном сохранении ин�
тактности молекулы STA в составе комплекса и ее
способности высвобождаться из тройного ком�
плекса α2AP�Pm•STA после ингибирования по�
следнего α2�антиплазмином в плазме и образовы�
вать со свободными молекулами плазминогена
комплекс Pg•STA. Связывание комплекса Pg•STA
с фибрином через LBS кринглов плазминогена
приводит к ускорению его превращения в активный
комплекс Pm•STA и, как следствие, к увеличению
скорости активации фибринсвязанного плазмино�
гена и скорости лизиса плазменного сгустка. 

Видовая специфичность STA и SK. Тромболи�
тические свойства активаторов плазминогена
определяются различной реактивностью к ним
фибринолитической системы разных видов млеко�
питающих. Ранее сообщалось, что плазминогены

человека, кошки, собаки и кролика имеют различ�
ную чувствительность к активации стрептокиназой
и скорость деградации SK в образующихся эквимо�
лярных комплексах Pm•SK различна для каждого
вида [40, 41]. Позже было проведено сравнение
фибринолитических и фибриногенолитических
свойств SK и STA в плазме различных видов млеко�
питающих in vitro [5]. Анализ эквипотенциальных
концентраций SK и STA, вызывающих 50% лизис
сгустков из плазмы разных видов, погруженных в
аутологическую плазму, показал, что, по сравне�
нию со SK, STA является в 4–12 раз более сильным
тромболитиком в системах человека, бабуина,
кролика и хомяка (при низком уровне фибрино�
генолиза). Система собаки была высоко чувстви�
тельна к STA и в in vivo8испытаниях на собаках
эффективный тромболизис STA сопровождался
серьезными кровотечениями, которые отсутство�
вали у человека [24]. Для выявления причин, ле�
жащих в основе различий видовой специфично�
сти STA и SK, мы изучили кинетику образования
и эстеразные активности комплексов Pm•STA и
Pm•SK при взаимодействии STA и SK с плазми�
ногенами человека, собаки и кролика в эквимо�
лярных соотношениях, активацию этими ком�
плексами аутологических плазминогенов и лизис
плазменных сгустков млекопитающих, погру�
женных в аутологическую плазму, под действием
STA и SK (табл. 5). Нами было выявлено, что
плазминогены лошади, крысы и быка не образу�
ют активные эквимолярные комплексы со STA и
SK, с чем связано отсутствие лизиса сгустков из
плазмы этих животных бактериальными актива�
торами.
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Скорость образования и эстеразная актив�
ность комплекса Pm•STA значительно выше при
взаимодействии STA с плазминогеном собаки,
чем с плазминогеном человека (табл. 5). Поэтому
скорость активации плазминогена собаки аутоло�
гическим комплексом Pm•STA была выше, чем
скорость активации плазминогена человека ауто�
логическим комплексом Pm•STA. Напротив, SK
была более эффективна по отношению к плазми�
ногену человека, чем к плазминогену собаки. При
этом скорость образования и удельная эстеразная
активность комплекса Pm•SK в системе человека
были немного ниже, чем комплекса Pm•STA в
системе собаки. Поэтому скорость активации
плазминогена собаки аутологическим комплек�
сом Pm•STA была выше, чем скорость активации
плазминогена человека аутологическим ком�
плексом Pm•STA. Эффективность лизиса плаз�
менных сгустков млекопитающих падала в ряду:
человек > собака > кролик для SK и собака > чело�
век > кролик для STA. Из полученных данных
следует, что видовая специфичность STA и SK
определяется, в основном, скоростью образова�
ния и каталитической эффективностью эквимо�
лярных комплексов Pm•SK и Pm•STA в актива�
ции плазминогенов каждого вида млекопитаю�
щего. Возможен также менее значительный вклад
и скорости ингибирования комплексов аутоло�
гичными α2�антиплазминами.

Таким образом, рекомбинантная STA обладает
более высокой тромболитической эффективно�
стью и вызывает меньший фибриногенолиз по
сравнению со SK, благодаря повышенной стабиль�
ности молекулы STA к протеолитической деграда�
ции в комплексе Pm•STA и фибринспецифично�
сти этого комплекса в активации плазминогена,
быстрой нейтрализации комплекса α2�антиплазми�
ном в плазме и способности молекулы STA к рецик�
лизации из ингибированного тройного комплекса
α2AP�Pm•STA в плазме. Различия в специфично�
сти тромболитического действия STA и SK в плазме
различных видов млекопитающих определяются, в
основном, скоростью образования и каталитиче�
ской эффективностью эквимолярных комплексов
Pm•SK и Pm•STA в активации плазминогенов
каждого вида.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

В работе были использованы стрептокиназа
(КФ 3.4.99.0) с активностью 6300 МЕ/мг сухой
массы (М 47 кДа, Reyon Pharmaceutical Co. Ltd.,
Корея), высокоочищенная рекомбинантная ста�
филокиназа (SAKSTAR), 15.5 кД, 0.98 мг/мл (Cen�
ter for Molecular and Vascular Biology, University of
Leuven, Бельгия), фибриноген (М 340 кДа), тром�
бин человека (КФ 3.4.21.5) и НСО�Ala�Phe�Lys�
pNA (AFK�pNA) (Технология�Стандарт, Россия),

Таблица 5.  Образование эквимолярных комплексов плазминов человека, собаки и кролика со STA и SK, актива�
ция аутологического плазминогена аутологическими комплексами Pm•SK и Pm •STA и лизис сгустков из плаз�
мы разных видов под действием SK и STA (р < 0.05)

Реакция
Вид млекопитающего 

человек собака кролик

1. Время образования эквимолярного
2 мкM комплекса (мин):

Pm•SK 10 8 >100

Pm•STA 20 5 55

2. Эстеразная активность комплекса (%)*:

Pm•SK 90 85 65

Pm•STA 81 100 90

3. Скорость активации 2 мкМ плазминогена 40 нМ 
комплексом (ΔА405/t2 мг):

Pm•SK 1.5 0.38 0.02

Pm•STA 1.25 1.6 0.165

4. Лизис сгустков из плазмы млекопитающих**:

100 нМ SK ++++ +++ ++

100 нМ STA +++ ++++ ++

* За 100% принята эстеразная активность комплекса Pm•STA.
** ++++ Высокая, +++ средняя, ++ умеренная.
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рептилаза (КФ 3.4.21.29) из яда змеи Bothrops atrox
(Diagnostica Stago, Франция), п�нитрофениловый
эфир Nα�бензилоксикарбонил�L�лизина (Z�Lys�
pNP) (синтезированный в нашей лаборатории),
6�аминогексановая кислота (6�AHA) (Merck, Гер�
мания), замороженная цитратная плазма крови
человека (пул трех доноров) (Гематологический
научный центр МЗ России, Москва), лиофилизо�
ванная стандартная плазма крови человека (Diag�
nostica Stago, Франция), сефадекс G�25 и Lys�се�
фароза 4B (Alliance Healthcare, Швеция), α2�анти�
плазмин (Protogen AG, Laufelfingen, Швейцария),
апротинин Gordox (Gedeon Richter, Венгрия), сое�
вый ингибитор трипсина (Reanal, Венгрия). Осталь�
ные реактивы отечественного производства марки
“ос.ч.” или “х.ч.”

Оборудование. Спектрофотометр Biochrom
WPA Lightwave II, шейкер�инкубатор для план�
шет (ST�3, Elmi, Эстония), планшетный фото�
метр Antos�2020 (Австрия), коллектор фракций
(Biorad 2110). 

Статистический анализ результатов был прове�
ден с помощью программы Sigma Plot 9.0. Данные
считались достоверными при р < 0.05.

Получение Lys�Pg и Glu�Pg. Исходным матери�
алом для получения Lys�Pg и его гликоформы II
был пул плазмы человека. При получении Glu�Pg
и его гликоформы II к 300 мл свежей плазмы не�
медленно добавляли 6000 МЕ апротинина. 

Lys8Pg и Glu8Pg выделяли из плазмы аффинной
хроматографией на Lys�сефарозе 4B при 4°C по ме�
тоду, описанному в работе [42]. Белковые пики Lys�
Pg или Glu�Pg, элюированные с колонки 0.2 М
6�AHA, осаждали сульфатом аммония (0.31 г/мл),
диализовали против воды при 4°C и лиофилизовали.

Гликоформу II Lys8Pg или Glu8Pg получали из
соответствующей плазмы аффинной хроматогра�
фией на Lys�сефарозе 4B при 4°C по методу, опи�
санному в работе [12]. Белковые пики 1 (глико�
форма I) и 2 (гликоформа II) плазминогенов,
элюированные с колонки элюцией в линейном
градиенте концентраций 6�AHA (0–0.012 М),
осаждали сульфатом аммония (0.31 г/мл), диали�
зовали против воды при 4°С и лиофилизовали. В
работе использовали Lys�PgII или Glu�PgII.

Фибрин�мономер (desАА�фибрин) получали
обработкой фибриногена человека тромбинопо�
добным ферментом рептилазой так, как описано
в работе [44].

Эквимолярные комплексы Pm•SK и Pm•STA
получали непосредственно перед применением.
Сначала готовили комплексы Pg•SK и Pg•STA
смешением равных объемов 18.8 мкМ растворов
плазминогена и SK (или STA) в 0.1 М фосфатном
буфере рН 7.4, содержащем 0.15 М NaCl. Раствор
комплекса Pg•SK инкубировали в буфере в тече�
ние 10–15 мин, а комплекса Pg•STA в течение
25 мин, контролируя полноту их превращения в

комплексы Pm•SK или Pm•STA по увеличению
эстеразной активности растворов до максималь�
ного значения.

Стабильность эквимолярных комплексов Pm•SK
и Pm•STA в растворе изучали, инкубируя 9.4 мкМ
растворы свежеприготовленных комплексов
Pm•SK или Pm•STA в 0.1 М фосфатном буфере
рН 7.4, содержавшем 0.15 М NaCl, в течение 6 ч
при 37°C. В ходе инкубации отбирали пробы и из�
меряли в них остаточные фибринолитические и
эстеразные активности.

Фибринолитическую активность комплексов
Pm•SK и Pm•STA в ходе их инкубации в буфере,
рН 7.4 определяли методом Кристенсена [43], ко�
торый основан на измерении времени полного
лизиса фибринового сгустка под действием вклю�
ченного в него активатора. Остаточные фибрино�
литические активности комплексов Pm•SK или
Pm•STA в отобранных пробах определяли с по�
мощью калибровочной зависимости активности
нативной SK или STA (50–500 МЕ/мл) от време�
ни полного лизиса сгустков. Измерение активно�
сти каждой пробы дублировали.

Эстеразную активность комплексов Pm•SK и
Pm•STA измеряли по начальным скоростям гидро�
лиза ими 0.2 мМ Z�Lys�pNP в 0.1 М фосфатном бу�
фере, рН 6.2, содержащем 0.15 М NaCl, при 25°C.
Скорость гидролиза регистрировали по накоплению

п�нитрофенола при 340 нм (  = 6860 M–1 см–1,
рН 6.2). Концентрация эквимолярных комплексов
в кювете составляла 100 нМ. Удельную эстеразную
активность выражали как изменение оптического
поглощения раствора субстрата при λ 340 нм за
1 мин, вызываемое 1 мг фермента (ΔА340/мин мг).

Определение кинетических параметров гидро�
лиза эфирного и амидного субстратов комплексами
Pm•SK и Pm•STA. Кинетические параметры гид8
ролиза Z8Lys8pNP (kcat и Km), катализируемого
50 нМ комплексом Pm•SK (или Pm•STA), опре�
деляли из зависимостей начальных скоростей
реакций (ΔА340/мин) от концентрации субстрата
(0.03–0.5 мМ) в 0.1 М фосфатном буфере, рН 6.2,
содержавшем 0.15 М NaCl, при 25°C в координатах
Лайнуивера�Берка. Скорость гидролиза регистри�
ровали по накоплению п�нитрофенола при 340 нм.
Каждое измерение активности дублировали.

Кинетические параметры гидролиза AFK8pNA
(kcat и Km), катализируемого 100 нМ комплексом
Pm•SK (или Pm•STA), определяли из зависимо�
стей начальных скоростей реакций (ΔА405/мин) от
концентрации субстрата (0.02–0.2 мМ) в 0.1 М
фосфатном буфере, рН 7.4, содержащем 0.15 М
NaCl, при 25°C в координатах Лайнуивера�Берка.
Скорость гидролиза регистрировали по накоплению

п�нитроанилина при 405 нм (  = 10000 M–1 см–1,
рН 7.4). Каждое измерение активности дублировали.

εM
340

Мε
405

5*
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Кинетику активации плазминогена каталитиче�
скими концентрациями SK и STA изучали с помо�
щью сопряженного метода, описанного в работе
[44], с некоторыми модификациями. Метод осно�
ван на сопряжении реакции активации плазми�
ногена его активатором и гидролиза хромогенно�
го субстрата образующимся плазмином. Реакцию
активации проводили в 0.1 М Трис�HCl�буфере,
pH 7.4, содержащем 0.15 М NaCl и 0.01% Triton
X�100, при 37°С в лунках микропланшеты (объем
реакционной смеси 200 мкл). За кинетикой акти�
вации плазминогена следили по высвобождению
п8нитроанилина через 3–5�минутные интервалы
с помощью планшетного фотометра Antos�2020,
соединенного с компьютером и установленного
для измерения поглощения при 405 нм. Результа�
ты обсчитывались с учетом контроля (фоновый
гидролиз в отсутствие активатора). Параболические
кривые образования п8нитроанилина в сопряжен�
ной реакции (А405 от t) спрямляли в координатах А405

от t2, из тангенсов углов которых вычисляли началь�
ные скорости активации для каждой концентрации
плазминогена (v0) (расчеты проводили в программе
Sigma Plot, коэффициент r > 0.99).

Влияние растворимого фибрина на скорость ак8
тивации плазминогена нативными SK и STA. Рабо�
чие лунки микропланшеты содержали 0.6 мМ
AFK�pNA, 1 мкМ Glu�Pg, 0.2 нМ SK (или STA) и
фибрин�мономер в различных концентрациях
(0–0.06 мг/мл) в указанном выше буфере, а кон�
трольные лунки содержали реакционную смесь
без активатора. Начальные скорости активации
(v0) при каждой концентрации фибрин�мономе�
ра фиксировали, как описано выше. Каждый экс�
перимент выполняли по 2 раза.

Определение кинетических параметров актива8
ции Glu8PgII и Lys8PgII комплексами Pm•SK и
Pm•STA. Активацию Glu�PgII и Lys�PgII ком�
плексами Pm•SK и Pm•STA изучали в отсут�
ствие и в присутствии растворимого фибрин�мо�
номера (FM) при 37°C. Реакционный раствор в
рабочих лунках содержал 0.6 мМ AFK�pNA,
0.13 нМ комплекс Pm•SK (или Pm•STA), FM
(0 или 0.02 мг/мл) и Glu�PgII или Lys�PgII в различ�
ных концентрациях в указанном выше буфере. В от�
сутствие FM концентрации плазминогена варьиро�
вали в интервале 1.0–20 мкМ для Glu�PgII и 0.64–
12.5 мкМ для Lys�PgII, а в присутствии FM – в ин�
тервале 0.07–5.0 мкM для Glu�PgII и 0.07–2.0 мкM
для Lys�PgII. При всех концентрациях плазмино�
гена в контрольные лунки вместо активатора вно�
сили равный объем буфера для измерения фоно�

вого гидролиза  Кинетические параметры

активации плазминогена (kPg и KPg) в отсутствие и
в присутствии FM определяли из зависимостей
1/v0 от 1/[Pg] как описано в работах [12, 44]. Каж�
дый эксперимент выполняли по 2 раза.

A405
°( ).

Стабильность SK и STA в плазме крови человека
определяли по падению фибринолитической ак�
тивности образцов по методу, описанному в рабо�
те [45]. В ходе инкубации 25, 50 или 100 нМ на�
тивной SK (или STA) в плазме крови человека при
37°C отбирали пробы плазмы (100 мкл) и выделя�
ли их эуглобулиновые фракции. На фибриновые
пластины стандартной толщины наносили по
10 мкл растворов эуглобулиновых фракций иссле�
дуемых проб плазмы и через 16 ч инкубации при
37°C измеряли площади зон лизиса фибриновой
пластины (в мм2), которые пропорциональны фиб�
ринолитической активности активаторов. Строили
зависимость остаточной фибринолитической ак�
тивности SK (или STA) от времени инкубации.

Влияние SK и STA на уровень фибриногена в
плазме крови человека определяли с помощью ме�
тода, описанного в работе [45]. Метод основан на
изменении мутности исследуемого образца при
превращении фибриногена в фибрин под дей�
ствием тромбина. Различные концентрации SK
или STA (от 10 до 100 нМ) инкубировали в плазме
в течение 4 ч при 37°С. Отобранные в ходе инку�
бации пробы плазмы разбавляли в 5 раз. В ячейки
планшеты вносили по 250 мкл разбавленных проб
плазмы, 50 мкл раствора тромбина (конечная
концентрация 0.06 Ед/мл) и измеряли увеличение
мутности раствора при 405 нм на планшетном фо�
тометре каждые 2 мин. Скорость образования фиб�
рина определяли как тангенс угла наклона линей�
ного участка кривой. Уровень остаточного фибри�
ногена в исследуемых образцах плазмы определяли
по калибровочной зависимости скорости увеличе�
ния мутности от концентрации фибриногена в
стандартной плазме (содержащей 2.4 мг/мл), раз�
бавленной в 5–80 раз. Эксперимент с каждым об�
разцом плазмы выполняли трижды.

Кинетику фибринолиза изучали по скорости
расходования твердофазного субстрата (фибри�
нового или плазменного сгустка) под действием
плазмина и комплексов Pm•SK и Pm•STA, вне�
сенных в жидкую фазу над сгустком. Столбы фиб�
ринового геля формировали, так как описано в
работе [42], а столбы плазменного геля – так как
описано в работе [45]. Над полученными фибри�
новыми или плазменными сгустками помещали
0.45 мл 0.1 М фосфатного буфера, рН 7.4, содержа�
щего 0.15 М NaCl, или плазмы человека, соответ�
ственно. После инкубации пробирок с гелями в
шейкере�инкубаторе при 37°С в течение 15 мин
инициировали реакцию фибринолиза добавлением
50 мкл раствора плазмина, комплекса Pm•SK или
комплекса Pm•STA в надгелевую жидкость. Конеч�
ные концентрации агентов варьировались в интер�
вале 10 нМ–1 мкМ. За кинетикой фибринолиза
следили по уменьшению высоты столба геля (Δl) во
времени при 37°C с помощью катетометра [46].
Каждое измерение дублировали.
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Streptokinase and Staphylokinase: Differences in the Kinetics and Mechanism 
of Their Interaction with Plasminogen, Inhibitors and Fibrin

R. B. Aisina*, #, L. I. Mukhametova*, D. A. Gulin**, K. B. Gershkovich**, S. D. Varfolomeyev*
#Phone: +7 (495) 939850883; e8mail: aisina2004@mail.ru

*Department of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, 
Leninskie Gory, Moscow, 119992 Russia 

**Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, 
Moscow,  119991 Russia

Comparative in vitro study of the kinetics of various reactions involved in the process of thrombolysis initiated
by streptokinase (SK) and staphylokinase (STA) was carried out. It was shown that at the interaction of an
equimolar ratio of plasminogen (Pg) with SK or STA the rate of formation and the specific esterase activity
of the complex plasmin (Pm)•SK are higher than those of the complex Pm•STA. The catalytic efficiency
(kcat/Km) of hydrolysis of the chromogenic plasmin substrates by Pm•SK complex was 2 times higher than
by Pm•STA complex. In the absence of fibrin catalytic efficiency (kPg/KPg) of activation of Glu�plasminogen
and Lys�plasminogen glycoform II by Pm•SK complex was higher than by Pm•STA complex, but the pres�
ence of fibrin increased kPg/KPg activation of both plasminogens by Pm.STA complex significantly stronger
than by Pm•SK complex due to the decrease in KPg. In contrast to STA (15.5 kDa), SK molecule (47 kDa)
creates significant steric hindrances for the interaction of plasmin in Pm•SK complex with protein inhibi�
tors. In addition, SK caused greater fibrinogen degradation than STA. It is shown that Pm•SK and Pm•STA
complexes lyse fibrin clots in buffer with similar rates, while the rate of lysis of plasma clots, immersed in plas�
ma, by Pm•STA complex are significantly higher than those by Pm•SK complex. It was revealed that the
species specificity of STA and SK is determined mainly by the rate of formation and the efficiency of Pm•SK
and Pm•STA complexes in the activation of autologous plasminogen. The lysis efficiency of plasma clots of
mammals fell in the series: human > dog > rabbit for SK and the dog > human > rabbit for STA. The results
show that in the purified system SK is a more effective activator of plasminogen than STA. In the system con�
taining fibrin and α2�AP, the activator and fibrinolytic activities of STA are higher than those of SK, due to
the increased stability in plasma and fibrin specificity of STA, the fast reaction of the complex Pm•STA with
α2AP and the ability of the STA to recyclization in the presence of α2AP.

Keywords: streptokinase, staphylokinase, plasminogen activation, inhibition, stability, fibrinolysis, fibrinogenolysis
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