
LDH bound with zinc, cobalt , and nickel ions. It is no t ewor thy tha t one zinc ion bin-
d i n g is specific for L D H M4. It is shown tha t zinc ion b ind ing causes the changes in 
the LDH kinetic propert ies , no c h a n g e s in LDH secondary s t ruc tu re occurr ing. 
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ВЛИЯНИЕ ИОННОЙ СИЛЫ 
НA ФЕРМЕНТАТИВНУЮ АКТИВНОСТЬ ТРОМБИНА 

Исследовано влияние ионной силы среды на активность тромбина (TP) при действии 
его на фибриноген (ФГ) и низкомолекулярный субстрат. Сделан вывод о том, что ус-
ловия низкой ионной силы (1 = 0,05—0,07) благоприятны для специфического взаимо-
действия TP с ФГ, не затрагивающего активного центра фермента. 

Введение. По современным представлениям, в протеолизс фибриногена 
тромбином, кроме активного, участвует и дополнительный центр 
(ДЦ) — особый элемент молекулы фермента, ответственный за узнава-
ние — связывание высокомолекулярных субстратов [1]. Д о настояще-
го времени Д Ц остается структурой гипотетической, хотя и имеются 
косвенные экспериментальные данные, свидетельствующие о его су-
ществовании и в какой-то мере характеризующие его [2]. Предполага-
ется, что Д Ц содержит кластер положительно заряженных аминоки-
слотных остатков, которые взаимодействуют с отрицательно заряжен-
ными остатками участка Αα-цепи ФГ, несколько удаленного от расще-
пляемой связи. Это взаимодействие приводит к конформациоппым из-
менениям фермента и субстрата, выражающимся в том, что расщепля-
емая связь занимает оптимальное для акта катализа положение по 
отношению к активному центру фермента [1, 3, 4]. При гидролизе пиз-
комолекулярных субстратов Д Ц тромбина в реакцию не вовлекается; 
ориентация расщепляемой связи зависит от соответствия их структуры 
строению вторичных связывающих участков активного центра фермен-
та. Родственные тромбину пищеварительные протеиназы широкого 
спектра действия подобным Д Ц регуляторным элементом не облада-
ют [4] 
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Цель настоящей работы — проверит!) приведенную гипотезу в от-
ношении справедливости предположения об ионной природе специфи-
ческого взаимодействия TP и ФГ вне активного центра. 

Выяснить, участвуют ли в каком-либо процессе электростатиче-
ские силы, можно, исследуя зависимость его от ионной силы (I). При 
повышении ионной силы в среде подавляется формирование ионных 
связей между заряженными группами па поверхности реагирующих 
молекул. И если эти связи необходимы для данного процесса, 
то .максимальная активность будет проявляться в условиях низкой 
ионной силы. 

При работе с TP, в частности при оценке его протеолптической 
активности по свертыванию ФГ, обычно применяются растворы с ион-
ной силон, близкой к ее физиологическому значению (1 = 0,15). Одна-
ко Ротоли и др. показали, что свертывающая способность TP намного 
выше в условиях низкой ионной силы (1 = 0,05) [5]. Рассматривается 
это явление с точки зрения оптимизации условий стабилизации и оп-
ределения активности препаратов ТР. Но при интерпретации эффекта 
Ротоли следует учесть, что свертывание Φ Г — сложный процесс; пос.іе 
отщепления фибрипопептидов тромбином наступает пеферментативпый 
этап — полимеризация (самосборка) фибрин-мономера (ФМ) без уча-
стия TP [6]. Авторы другой работы, также отметившие ускорение свер-
тывания при уменьшении концентрации нейтральной соли в среде 
ниже 1 = 0,1, предполагают, что происходит стимуляция полимериза-
ции [7]. Систематически влияние ионной силы па процесс полимериза-
ции было исследовано при значениях 1 ^ 0 , 1 [8]. Однако данные об 
уменьшении растворимости ФГ при дальнейшем снижении ионной силы 
делают весьма вероятным ускорение спонтанной полимеризации в этих 
условиях [9]. Наконец, нельзя исключить влияния низкой ионной силы 
на собственно каталитический акт TP, так как ему непосредственно 
предшествует связывание положительно заряженного бокового радика-
ла субстрата с противоиопом в первичном кармане активного центра 
[10]. В этом отношении также нет четких данных, поскольку гидролиз 
низкомолекулярных субстратов TP исследовали при значениях I вы-
ше 0,1 [11]. 

Учитывая эти обстоятельства, в работе были поставлены две ос-
новные задачи: 

— сравнение влияния ионной силы па различные типы активности 
TP, гипотетически отличающиеся по участию в них Д Ц ; 

— воспроизведение эффекта Ротоли при свертывании ФГ тромби-
ном, определение влияния низкой ионной силы па различные этапы 
процесса. 

Материалы и методы. α - T P в ы д е л я л и из пасты фракции 1 1 + 111 по Кону крови 
человека методом Фентона . γ - Τ Ρ получали из него автолизом в 3 M N a C l при рН 8,0 
и / = 4 ° С [12] . С в е р т ы в а ю щ а я активность α - T P с о с т а в л я л а 2 000—2 500 N I H е д / м г 
белка , γ - Τ Ρ — 15—20 N I H е д / м г белка . 

Ф Г из п л а з м ы крови быка получали м н о г о к р а т н ы м п е р е о с а ж д е н и е м сернокислым 
натрием [13] ; Ф М — р а с т в о р я я ф и б р и н о в ы й сгусток в 0,02 M уксусной кислоте на хо-
л о д у [14] . 

К о н ц е н т р а ц и ю белка Определяли СПеКТрОфОТОМетрИЧеСКИ, Принимая А / 0 і см , 280 им 
д л я CC- и γ - Τ Ρ 18,5 [15] , Ф Г и Ф М — 15,1 [16] . 

С в е р т ы в а н и е Ф Г т р о м б и н о м и п о л и м е р и з а ц и ю Ф М исследовали в и з у а л ь н о (по 
времени о б р а з о в а н и я ф и б р и н о в о г о сгустка) и спектрофотометрически [17], фиксируя 
величину лаг -периода перед н а р а с т а н и е м мутности на с п е к т р о ф о т о м е т р е Speco rd U V -
V I S при длине волны 320 нм. П р и действии T P концентрация его в пробе с о с т а в л я л а 
0,01—0,2 N I H ед. на 1 мг ФГ. В случае Ф М р е а к ц и ю инициировали разведением ис-
ходного 5 % -ного р а с т в о р а Ф М в уксусной кислоте в 10—20 р а з при добавлении в 
р е а к ц и о н н у ю среду. П о с л е д н я я с о д е р ж а л а 0,02 M трис-HCl , р Н 7,4, 0,66 % полиэти-
ленгликоль ( П Э Г ) 6 000 [18] и N a C l в различной концентрации (от 0,01 д о 1 М ) . Элек-
т р о п р о в о д и м о с т ь с л у ж и л а контролем ионной силы реакционной среды. Д л я в ы ш е у к а -
з а н н о г о р а с т в о р а с 0,04 M N a C l она с о с т а в л я л а 2,8 мСм, с 0,15 M N a C l — 15 мСм (со-
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ответственно і равно 0,05 и 0,16). При расчете ионной силы принимали дли 0,02 M 
трис-1 ICi, р Н 7,4; 1 = 0 , 0 1 [19]. 

Казеиполитическую активность трипсина определяли по методу Кунитца [20]. 
Амидазную активность T P и трипсина определяли по гидролизу трипептидного 

пара-нитроанилидного субстрата Tos -Gly -P ro -Arg -pNA в 0,05 M трис-HCl, р Н 8,0, с 
разной концентрацией хлорида натрия; t = 22°C . Измеряли поглощение освобождающе-
гося / : -нитроаиилида, принимая E i m Icm i 4 Oshm=IOOOO. Величину активности учитыва-
ли но ыачальной скорости гидролиза. 

Б работе использовали трипсин, казеин, трис, П Э Г 6000 («Serva», Ф Р Г ) и другие 
реактивы квалификации х. ч. отечественного производства . Тромбиновый субстрат 
Tos -Gly -P ro -Arg -pNA синтезирован в отделе химии белка Ин-та биоорг. химии и неф-
техимии АН У С С Р Д . И. Карой. 

Результаты и обсуждение. Результаты определения зависимости 
свертывающей активности TP от ионной силы среды (по времени об-
разования фибринового сгустка) представлены на рис. 1. С наиболь-
шей скоростью процесс происходит при 1 = 0,06 (31 с по сравнению 
с 80—90 с при 0,15 М, что соот-
ветствует 4-кратной разнице в 
активности, рассчитанной в стан-
дартных NIH ед.). Таким обра-
зом, подтверждается эффект сти-
муляции свертывания в условиях 
низкой ионной силы. 

Совсем иной характер зави-
симости от ионной силы среды 
имеет амидазная активность 
α-TP, определенная по гидролизу 

Рис. 1. Влияние ионной силы на сверты-
вающую активность α - T P 
Fig . 1. Ef fec t of ionic s t r eng th on fibri-
nogen c lo t t ing by th rombin 

хромогенного субстрата (рис. 2, α). При 1 = 0,05 активность минималь-
ная; при повышении I—увеличивается . Подобная зависимость наблю-
дается и при гидролизе того же субстрата γ-ΤΡ (рис. 2, б) . Этот резуль-
тат показывает, что образование солевой связи между Arg субстрата и 
Asp фермента в первичном кармане связывания в процессе катализа 
нечувствительно к изменению концентрации ионов у поверхности реа-
гирующих молекул в данном диапазоне ионной силы. Вероятно, надеж-
ность упомянутой солевой связи для «хороших» субстратов в нервую 
очередь обусловлена конфигурацией самого кармана связывания .С дру-
гої! стороны, некоторое ингибироваппе по этому локусу при повышении 
концентрации ионов внешней среды может быть замаскировано созда-
нием благоприятных условий для формирования кооперативных связей 
другого типа — гидрофобных взаимодействий между ферментом и суб-
стратом по вторичной контактной зоне активного центра. Отсутствие 
эффекта низкой ионной силы при гидролизе пизкомолекулярных суб-
стратов в этих двух случаях указывает на то, что слабые электроста-
тические взаимосвязи, характерные для специфического взаимодейст-
вия TP π ФГ, образуются вне активного центра фермента. О том же 
свидетельствуют опыты с трипсином (рис. 3). Эффект низкой ионной 
силы при действии этого фермента на низкомолекулярный трппептпд-
ЇІЬП'І И высокомолекулярный протеолптический (казеин) субстраты не 
обнаружен. 

Согласно гипотезе о природе узкой специфичности TP, дополни-
тельный центр», ответственный за взаимодействие с ФГ, не участвует 
в гидролизе α -TP низкомолекулярных субстратов, а у γ -ΤΡ и трипсина 
отсутствует совсем. Следовательно, различный ответ на снижение пон-
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ной силы среды четырех типов активности, не связанных с Д Ц , и свер-
тывающей способности α -TP ставит этот эффект в прямую зависи-
мость от взаимодействия TP с ФГ. 

Далее предстояло выяснить, с какими именно этапами инициируе-
мого тромбином свертывания ФГ и в какой степени связан наблюдае-
мый эффект. Визуальное наблюдение за образованием сгустка фикси-
рует начало заключительной стадии самосборки — желатинизации 

Рис. 2. Влияние ионной силы на а м и д а з н у ю активность α - T P (J) и γ - Τ Ρ (2) по гидро-
лизу T o s - G l y - P r o - A r g - p N a 
F ig . 2. E f f c c t of ionic s t r e n g t h on h y d r o l y s i s of Tos -Gly -Pro-Arg-pNA by α - t h r o m b i n 
(J) and γ - t h r o m b i n (2). 
Рис. 3. Влияние ионной силы на а м и д а з н у ю ( / ) и протеолитическую (по г и д р о л и з у 
к а з е и н а ) (2) активность трипсина 
F ig . 3. E f f e c t of ionic s t r e n g t h on amido ly t i c wi th T o s - G l y - P r o - A r g - p N A ( / ) and p ro teo-
lyt ic w i th case in (2) a c t iv i ty of t r y p s i n 

фибрин-полимера. При помощи спектрофотометрического метода мож-
но зарегистрировать по появлению мутности более раннюю стадию — 
латеральную полимеризацию. Используя такой подход, мы показали, 
что при действии TP на ФГ в условиях низкой ионной силы лаг-фаза 
(инкубационный период), когда оптическая плотность остается неиз-
менной, значительно сокращена (рис. 4). Однако во время лаг-фазы, 
кроме протеолиза тромбином, происходит и начальная стадия полиме-
ризации — образование протофибрилл путем продольной димеризации 
ФМ, которое еще не вызывает появления мутности. Д л я разграничения 
этих этапов параллельно со свертыванием ФГ тромбином изучали спон-
танную полимеризацию ФМ. Последний представляет собой раствор 
мономерных составляющих фибрин-полимера в кислой среде, препят-
ствующей полимеризации, и эквивалентен ФГ после отщепления фиб-
ринопептидов тромбином. В момент разведения ФМ начинается его 
свертывание, при котором так же, как и при действии TP на ФГ, мож-
но определить лаг-фазу по светопропусканию и время образования 
фибринового сгустка. Эксперименты проводили по схеме, представ-
ленной на рис. 5. 

Результаты опытов приведены в табл. 1 и 2. Анализ их показыва-
ет, что низкая ионная сила стимулирует как ферментативный этап 
реакции, так и полимеризацию ФМ. Лаг-период полимеризации при 
действии TP сокращается в условиях низкой ионной силы в такой ж е 
степени, как и образование сгустка (примерно в 4 раза ) . Протеолити-

Рис. 4. В л и я н и е ионной силы 
на л а г - ф а з у полимеризации 
при действии T P на ФГ. 
К о н ц е н т р а ц и я Ф Г в р а с т в о -
р е 0,5 м г / м л (кривые J1 3) 
и 0,25 м г / м л (2, 4) 
Fig . 4. E f f e c t s of ionic 
s t r e n g t h on the l ag -pe r iod of 
t u r b i d i t y t ime cu rves u n d e r 
f i b r i n o g e n c lo t t i ng by t h r o m -
bin. F i b r i n o g e n c o n c e n t r a -
t ion ( m g / m l ) is 0.5 ( c u r v e s 
J, 3) and 0.25 (cu rves 2, 4) 
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ческий этап реакции оценивали по разнице между временем сверты-
вания ФГ тромбином и ФМ так же, как между лаг-фазами смеси ФГ — 
TP и ФМ. Хотя по абсолютной величине длительность ферментатив-
ного этапа, рассчитанная по данным двух методов, отличается, сти-
мулирующий эффект низкой ионной силы подтвержден обоими мето-
дами и для всех исследованных концентраций ФГ (ФМ). 

Полученные данные позволяют судить о вкладе отдельных этапов 
свертывания в эффект стимуляции низкой ионной силой. В значитель-
ной мере он зависит от ускорения стадии образования димерных про-
тбфибрилл. Это следует из факта отсутствия лаг-фазы при полимери-
зации ФМ в данных условиях при низкой ионной силе. Так как при 

Рис. 5. Схема изучения отдельных 
этапов с в е р т ы в а н и я Ф Г тромбином 
F ig . 5. A scheme of s e p a r a t e s t a g e s of 
f i b r i n o g e n c l o t t i n g d e t e r m i n a t i o n 

определении по лаг-фазе с учетом этапа димеризации эффект ионной 
силы для ферментативного этапа меньше, чем по суммарному процессу 
(табл. 2), а при расчете по данным свертывания, включающим весь 
этап полимеризации,— больше (табл. 1), можно предположить, что 
поздние стадии полимеризации менее чувствительны к ионной силе, 
чем ферментативный этап и димеризация. 

Т а б л и ц а 1 
Свертывание фибриногена (тромбином) и фибрин-мономера в условиях низкой (Н:1 = 
= 0,05) и высокой (В:I = 0,16) ионной силы 
Clottinff times (in sec) of fibrinogen (under thrombin action) and fibrinmonomer in the 
conditions of low (L:I = 0,05) and high (H:I = 0,16) ionic strength 

Концентрация 
ФГ (ФМ), 

мг/мл 
I *ФГ· с (tB/tH)CDr tФM' с 

tФГ-tФM= 
= t T P , с ( t B/ t H)TP 

0 , 2 5 H 69 3 , 8 25 44 4 , 6 
В 264 61 203 

4 , 6 

0 , 5 H ' 5 5 4 , 6 19 36 5 , 6 
в 253 52 201 

1 ,0 H 20 4 , 7 — 

в 94 — — — 

Т а б л и ц а 2 
Лаг-фаза полимеризации ( J l ) смеси фибриноген — тромбин и фибрин-мономера в ус-
ловиях низкой (Н:1=0,05) и высокой (В: 1 — 0,16) ионной силы 
Lag-period of turbidity time curves under fibrinogen clotting by thrombin and self-as-
sembly of fibrinmonomer in the conditions of low (L:I = 0,05) and high (HA = O.16) 
ionic strength 

Концентрация 
ФГ (ФМ), 

мг/мл 
I Лфг с ( Л в / Л Н ) ф Г Л ф М , с 

Л Ф Г ~ Л Ф М = 

= t T P ' с ( t B/ t H)TP 

0 , 2 5 H 
В 

30 
122 

4 , 0 0 
59 

30 
63 

2 , 1 

0 , 5 H 
В 

19 
80 

4 , 0 0 
44 

19 
36 

1 , 9 

1 ,0 H 
в 

14 
47 

3 , 4 — — — 
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Как указывалось выше, данные о влиянии ионной силы непо-
средственно на ферментативный этап свертывания ФГ тромбином в 
доступной нам литературе отсутствуют. Предположение о том, что на 
неферментативном этапе влияние ионной силы сильнее всего отража-
ется на образовании димерных протофибрилл, согласуется с тем, что 
эта стадия считается лимитирующей скорость реакции в процессе по-
лимеризации [8] и чувствительнее к различным факторам среды, чем 
последующие. 

Ускорение ферментативного этапа и полимеризации при снижении 
ионной силы, очевидно, имеет одинаковую природу — создание благо-
приятных условий для дальних электростатических взаимодействий. 
В работах В. А. Белицера и его школы развивается представление о 
том, что в самосборке фибрин-полимера важную роль играет форми-
рование солевых связей между специфическими центрами полимериза-
ции, открывающимися па поверхности ФГ вследствие протеолиза его 
тромбином [21]. Наши данные указывают на вероятность существова-
ния специфических участков на поверхности TP и ФГ, обеспечивающих 
эффективность их взаимодействия с помощью электростатических сил 
на первом этапе свертывания ФГ, хотя непосредственно в каталити-
ческом акте эти центры не участвуют. Таким образом, этот результат 
может служить еще одним аргументом в пользу гипотезы о допол-
нительном центре TP, определяющем узкую специфичность его в отно-
шении ФГ [1, 4]. 

Авторы выражают глубокую признательность Т. В. Варецкой за 
обсуждение материалов статьи. 

T H E I i F F E C T O F I O N I C S T R E N G T H ON E N Z Y M A T I C A C T I V I T Y O F T H R O M B I N 

1. V. Pekhnik, M. Yu. S e l i s h e h e v a , A. A. Sereyskaya 

I n s t i t u t e of B i o o r g a n i c C h e m i s t r y A c a d e m y of Sc iences 
of the U k r a i n i a n S S R , Kiev 

S u m m a r у 

The d e p e n d e n c e of h u m a n α - t h r o m b i n a n d i ts n o n - c l o t t i n g γ - f o r m ac t iv i ty have been s tu -
died fo r the i r d e p e n d e n c e on ionic s t r e n g t h of the m e d i u m re la t ive to the ac t ion on f ib-
r i n o g e n and l ow-molecu l a r t r i pep t i de s u b s t r a t e . The p r e v i o u s l y f o u n d Roto l i e f fec t of 
s t i m u l a t i o n of f i b r i n o g e n c l o t t i n g by t h r o m b i n w i t h ionic s t r e n g t h m u c h lower a s a g a i n s t 
i t s p h y s i o l o g i c a l level (up to I 0.05) is c o n f i r m e d . Acce le ra t ion of bo th f i b r i n o g e n pro-
t eo lys i s by t h r o m b i n and the n o n - e n z y m i c s t a g e of t he process , n a m e l y , p o l y m e r i z a t i o n 
of f ib r in m o n o m e r w a s s h o w n to unde r l i e th i s p h e n o m e n o n . D u r i n g the l o w - m o l e c u l a r 
s u b s t r a t e h y d r o l y s i s by both f o r m s of t h r o m b i n a n d t r y p s i n no low ionic s t r e n g t h s t imu-
l a t ion w a s obse rved . The d a t a o b t a i n e d p e r m i t c o n c l u d i n g t h a t due to the ionic s t r e n g t h 
d e c r e a s e the c o n d i t i o n s f a v o u r a b l e fo r t h r o m b i n speci f ic i n t e r ac t i on (ou t s ide i ts ac t ive 
cen t r e ) w i th f i b r i n o g e n by m e a n s of l o n g d i s t r a n c e e l ec t ros t a t i c c o u p l i n g be tween t h e m 
a r e c rea ted . 
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ПРИРОДА ДЕФЕКТНЫХ СОСТОЯНИЙ 
В КРИСТАЛЛАХ ОСНОВАНИЙ НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ 

Метоп тсрмостимулированной люминесценции применен для исследования дефектных 
состоянии в кристаллах оснований нуклеиновых кислот (OHK) различной степени чис-
тоты, облученных УФ-светом в интервале 5·—300 К или γ - л у ч а м и при 77 и 300 К. Обна-
ружены ловушки носителей заряда, в чистых кристаллах. IIa основе сравнения кривых 
терм,оиысвечивания (ТВ) кристаллов цитозини и его метилпроизводных и сопоставле-
ния их с результатами квантовохимических расчетов потенциалов ионизации таутомер-
Hhix форм, молекул цитозини сделан вывод о наличии таутомеров в исследованных 
кристаллах. В кристаллах цитозини моногидрата, облученных у-лучами, обнаружены 
дефекты, образованные в результате взаимодействия молекул цитозина с продуктами 
ра<)иолизи воды. 

Кристаллы OIIK являются модельными объектами для изучения про-
цессов радиационного повреждения, а также оптических и фотоэлектри-
ческих свойств сложных биологических систем. Экспериментальные 
данные о дефектах в этих кристаллах крайне малочисленны и получе-
ны в основном методами фотопроводимости и термостимулированной 
люминесценции (TCJl) [1—3]. Однако природа этих дефектов до сих 
noj) оставалась неизвестной. 

Установлено, что в свободном состоянии молекулы OIIK претерпе-
вают различные таутомерные превращения, например, кетоенольные и 
ампн-импнные [4, 5]. Данные о существовании таутомеров в кристал-
лах OIIK отсутствуют. Из рентгеноструктурных исследований извест-
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