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FХа превращает протромбин в тромбин.
Последний, активируя тромбоциты и вызы�
вая превращение фибриногена в фибрин —
основной структурный компонент кровяного
сгустка, — обеспечивает формирование тром�
ба. Образование следового количества тром�
бина резко ускоряет этот процесс, посколь�
ку тромбин активирует факторы V, VIII, XI.

Тромбин является одним из компонентов
системы гемостаза, поддерживая баланс
между процессами образования тромбоза
и кровотечения. Способность тромбина про�
являть про� и антикоагулянтные свойства
служит основанием для поиска возможнос�
ти превращения тромбина в антикоагулянт
в терапевтических целях. Этот поиск дости�
гается в основном с помощью мутагенеза.
Рекомбинантный тромбин не способен прев�
ращать фибриноген в фибрин, не активиру�
ет тромбоциты, не расщепляет рецепторы
(PAR�1), активируемые протеиназами. Ус�
тановлено, что рекомбинантный тромбин не
взаимодействует со многими кофакторами
свертывания крови. В то же время сохраня�
ется его способность активировать протеин
С в комплексе с тромбомодулином. 

Тромбин — мультифункциональная се�
риновая протеиназа, являющаяся одним из
основных физиологических регуляторов

Система свертывания крови представля�
ет собой каскад протеолитических реакций,
которые осуществляются протеинами —
факторами свертывания крови. Каждый
следующий энзим является субстратом для
предыдущего и таким образом проэнзим
превращается в энзим [1, 2]. Ведущая роль
в этом процессе принадлежит сериновым
протеиназам системы свертывания крови,
таким как факторы VII (VIIа), IX (IХа), X
(Ха), XI (XІа) и особенно тромбину. Взаимо�
действуя со специфическими рецепторами
клеточных мембран тромбоцитов, лейкоци�
тов и эндотелия, они индуцируют и регули�
руют процессы гемостаза. Рецепторы этой
системы включают тканевой фактор (ТF),
рецептор тромбина (PAR1 — рецептор 1, акти�
вированнный протеиназой) и тромбомодулин.
Открытие рецептора PAR1 способствует по�
ниманию того, как тромбин взаимодейству�
ет с клетками, и дает новое направление для
фармакологического контроля влияния
тромбина на клетки. При повреждении сосу�
дистой стенки ТF экспонируется в кровоток,
и внеклеточная часть его молекулы служит
рецептором для фактора VII. Комплекс
ТF–FVIIа является пусковым механизмом
активации FХ и FIX в FХа, FIXa. В присут�
ствии своего кофактора — фактора Vа (FVа)
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системы гемостаза. Благодаря своей много�
функциональности тромбин участвует в раз�
личных физиологических процессах, под�
держивая динамическое равновесие между
коагулянтным и антикоагулянтным звенья�
ми гемостаза. Отличительная его черта —
способность проявлять про� и антикоагуля�
нтные свойства. Поскольку главная функ�
ция тромбина — участие в процессе образо�
вания фибринового сгустка, его способность
проявлять антикоагулянтную активность
представляет особый интерес для научных и
клинических исследований, так как исполь�
зуя мутагенез, можно создавать препараты
тромбина с заданными (антикоагулянтны�
ми) свойствами [1–11].

Тромбин является аллостерическим эн�
зимом, существующим в двух формах, кото�
рые находятся в равновесии: каталитичес�
кая fast�форма и неактивная slow�форма.
Связывание с Na+ изменяет равновесие в поль�
зу fast�формы и координирует основную
цепь кислородов Arg�221а и Lys�224 с че�
тырьмя молекулами воды. Эта координация
зависит от солевого мостика между Lys�224
и Glu�217 энзима. Конформация этой петли
резко изменяется при замене Glu�217 на Lys,
а Arg�221а непосредственно связан с Na+

и его замещение аланином также обуслов�
ливает возникновение свойств, подобных
дикому типу slow�формы тромбина [12–14].
По�видимому, замещение Glu�217 лизином
или аланином дестабилизирует конформа�
цию fast�формы тромбина. В структуре ак�
тивного энзима между боковой цепью Gly�
217 и Thr�172 образуются водородная связь
и солевой мостик (2,7° ) с Lys�224. Можно
предположить, что изменение положения
боковой цепи Lys�224 будет оказывать деста�
билизирующий эффект на петлю Na+�связы�
вания. Расстояние  между этими двумя Na+�
координирующими остатками Lys�224
и Arg�221a составляет 5,4 , в то время как
расстояние между их боковыми цепями —
5,7 . Таким образом, наблюдается от�
талкивающий эффект между этими аминокис�
лотными остатками. Потеря любого из
солевых мостиков должна оказывать значи�
тельное влияние на энергию координацион�
ных связей Na+. Следствием эффекта может
быть уменьшение сродства Na+ к активному
центру тромбина и смещение равновесия
в сторону slow�конформации. Это предполо�
жение подтверждается различными мутаци�
ями в тромбине, например там, где Arg�221а
и Lys�224 были заменены аланином. Обна�
ружено, что свойства вариантов К224А

и Е217А оказались идентичными и соответ�
ствовали свойствам slow�формы дикого типа
тромбина [13–15].

Тромбин играет важную роль в воспали�
тельных процессах и эмбриогенезе, разви�
тии нервной системы и некоторых патологи�
ческих состояниях. Известные мутации
в генах часто являются причиной наслед�
ственных нарушений, связанных с функци�
онированием системы свертывания крови
[16, 20]. Описаны два основных фенотипа та�
ких мутаций. При дефиците протромбина
имеют место умеренные кровотечения из�за
нарушения формирования тромба [21–24].
Повышение содержания протромбина в плаз�
ме крови связано с тромбофилиями. Они ши�
роко распространены в популяциях различ�
ных стран и являются одним из самых
серьезных факторов риска венозных и арте�
риальных тромбозов [17, 24–29].

Одной из важнейших функций тромбина
является его участие в активации протеина
С — физиологического антикоагулянта,
циркулирующего в кровотоке в виде зимоге�
на. Протеин С является витамин К�зависи�
мым мультидоменным протеином, состоя�
щим из легкой и тяжелой цепей, связанных
дисульфидной связью. Витамин К�зависи�
мый домен, содержащий остаток γ�карбо�
ксиглутаминовой кислоты (Gla�домен),
и два домена, подобные эпидермальному
фактору роста (EGF�домены), расположены
в легкой цепи. Тяжелая цепь протеина содер�
жит короткий активационный пептид и се�
ринпротеиназный домен [30–35]. Gla�домен
связывается с отрицательно заряженными
фосфолипидными мембранами, которые
важны для антикоагулянтной активности
активированного протеина С (АРС). Этот домен
может также связывать эндотелиальный ре�
цептор протеина С (EPCR), взаимодействие
с которым имеет существенное значение как
для активации протеина С, так и для прояв�
ления противовоспалительной и антиапоп�
тозной активности АРС. Функции EGF�до�
менов еще недостаточно изучены, но
наиболее вероятно, что они важны для взаи�
модействия с другими протеинами, такими
как протеин S, FVа и FVIIIа. Активацион�
ный пептид протеина С отщепляется во
время активации его комплексом
Т–ТМ–EPCR (тройной комплекс тромбина
с тромбомодулином и эндотелиальным
рецептором протеина С), вследствие чего об�
разуется активная конформация РС [36, 38].

В процессе активации тромбином систе�
мы протеина С тромбомодулин выступает
в роли кофактора. Он представляет собой ре�
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цептор тромбина, расположенный на поверх�
ности эндотелия сосудов и капилляров. Зна�
чительная площадь поверхности эндотели�
альной клетки и высокая концентрация
тромбомодулина (ТМ) обусловливают связы�
вание тромбина и способствуют активации
протеина С [31, 38, 39]. ТМ занимает функци�
онально важный экзосайт I в тромбине и тем
самым блокирует взаимодействие с другими
тромбинсвязывающими белками. Кроме то�
го, ингибиторы тромбина антитромбин (АТ)
и ингибитор протеина С (РСI) эффективно
ингибируют ТМ�связанный тромбин [30, 34,
39]. Способность ТМ связываться с тромби�
ном, тем самым превращая его в активатор
протеина С, и ускорение торможения тром�
бина позволяют считать ТМ одним из основ�
ных регуляторов свертывания крови. Изве�
стно, что ТМ содержит несколько доменов
и его молекула является мембранным про�
теином типа I. За N�концевым лектинподоб�
ным доменом следуют шесть EGF�доменов
[36, 41]. Ser/Thr�участок содержит боковую
цепь хондроитинсульфата, который усили�
вает ингибирование тромбина, связанного
с ТМ, АТ и PCI. EGF�домены молекулы
тромбомодулина важны для активации про�
теина С. При этом тромбин связывается
с EGF 5 и EGF 6, в то время как протеин С
взаимодействует с EGF 4, причем в этой ре�
акции важную роль играет положительно
заряженный кластер протеина С, образован�
ный остатками основных аминокислот в се�
ринпротеиназном домене, в состав которого
входят ключевые петли на поверхности мо�
лекулы протеина С — 37, 60, 70 и 148 [30].
Активация протеина С значительно ускоря�
ется при взаимодействии с EPCR, который
связывает Gla�домен протеина С и ориенти�
рует субстрат комплементарно активирую�
щему комплексу Т–ТМ [32–35].

Активированный протеин С регулирует
процесс свертывания крови на этапе актива�
ции протромбина в тромбин, ограничивает
реакции воспаления и замедляет апоптоз эн�
дотелиальных клеток в ответ на воспаление
[36, 37, 44–47]. Основными компонентами
системы РС являются тромбин, тромбомоду�
лин, эндотелиальный рецептор протеина С
(ЕРСR), протеин S, протеин С и активируе�
мый тромбином ингибитор фибринолиза
(TAFI) [49–53]. EPCR ускоряет активацию
протеина С приблизительно в 20 раз in vivo
при образовании активационного комплекса
тромбин–тромбомодулин. Активированный
протеин С (АРС) сохраняет способность свя�
зываться с EPCR, и этот комплекс, очевид�
но, включается в сигнальный механизм

клетки, угнетающей образование воспали�
тельных цитокинов (фактор некроза опухо�
ли, интерлейкин 6). Затем АРС диссоцииру�
ет [39–42, 54–56] из комплекса с EPCR
и связывается с протеином S, который явля�
ется кофактором РС, с последующей инак�
тивацией факторов Vа и VIIIа, и тем самым
ингибирует дальнейшую генерацию тромби�
на [38,42,43,58]. Клинические исследова�
ния показали, что дефицит протеина С
приводит к микрососудистому тромбозу
(purpura fulminans), обусловливающему
увеличение адгезии лейкоцитов и количест�
ва цитокинов. Клиническими исследовани�
ями также установлено, что АРС препят�
ствует развитию острого сепсиса [39, 47,
54–56].

Тромбин взаимодействует со многими
кофакторами, способными вызывать кон�
формационные превращения и изменять его
протеиназную активность. Однако физиоло�
гическое значение аллостерии тромбина не
выяснено до сих пор [58, 59]. Наиболее зна�
чительные изменения активности тромбина
вызваны связыванием энзима с ТМ, но мо�
гут быть обусловлены и другими кофактора�
ми. В частности, отмечена важная роль свя�
зывания Na+ в модуляции активности
тромбина [10,60]. Выяснение структуры
Na+�связывающего участка энзима пред�
ставляется ключевым аспектом при опреде�
лении взаимоотношения структура — функ�
ция. Переход форм тромбина обусловлен
связыванием ионов Na+ на участке энзима,
расположенного в пределах цилиндричес�
кой полости, которая образована тремя ан�
типараллельными β�структурами В�цепи
(Met�180�Tyr�184a, Lys�224�Tyr�228 и Val�
213�Gly�219), диагонально пересекаемыми
тяжем Glu�188 Glu�192. Этот участок окру�
жен петлей, соединяющей последние две β�
структуры, и располагается на расстоянии
более чем 1,5 от каталитической триады ак�
тивного центра тромбина. Цилиндрическая
полость, проходящая через субстратсвязы�
вающий участок активного центра тромби�
на, локализована рядом с карманом его пер�
вичной специфичности, который содержит
на дне остаток Asp�189. Связанный ион Na+

координируется в форме октаэдра карбо�
нильными атомами кислорода Tyr�184a,
Arg�221a, Lys�224 и тремя молекулами во�
ды, погруженными в молекулу тромбина
[61, 62]. Предполагают, что связывание
тромбина с Na+ или ТМ при взаимодействии
с субстратами вызывает конформационные
изменения активного центра энзима, особен�
но в его щели и в остатках Trp�60d и Trp�215
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[61, 63, 64]. В предварительных исследова�
ниях было выявлено, что мутации в Na+�свя�
зывающем участке тромбина изменяют рав�
новесие в пользу конформации slow�формы.
При этом, исследуя изменение структуры
активного центра, можно четко идентифи�
цировать аллостерию тромбина в гемостазе.
Однако до сих пор не обнаружено никакой
другой структуры активного центра, кроме
slow�формы [59, 65]. Вопрос аллостерии
тромбина особенно важен для развития но�
вой терапии. Наличие тромбина в slow�фор�
ме позволит широко использовать его в ме�
дицине в качестве антикоагулянта [10, 60,
66, 67]. С этой целью в ряде исследований
были применены приемы мутагенеза для по�
лучения рекомбинантного тромбина, прояв�
ляющего себя на моделях животных как
эффективный антикоагулянт, через стиму�
ляцию протеина С [68–73]. Исследуя анти�
коагулянтную функцию тромбина, можно
теоретически представить сложную взаи�
мосвязь между структурой протеинов и их
функциями, а практически — использовать
полученную информацию в медицине при
лечении воспалительных процессов различ�
ной этиологии, а также ингибирования
апоптоза [68–73].

Наряду с исследованиями естественных
мутаций молекулы α�тромбина (например,
его мутаций в А�цепи) методами протеино�
вой инженерии создан ряд антикоагулянт�
ных форм энзима и разработан рациональ�
ный проект оптимальной специфичности
и мощности антикоагулянта тромбина in
vivo. С этой целью были исследованы раз�
личные мутанты тромбина, в молекулах
которых проведена замена отдельных ами�
нокислотных остатков непосредственно
в Na+�связывающем сайте молекулы энзима
или вблизи его, экзосайте 1 или в его аполяр�
ном сайте, либо в отдельных петлях активно�
го центра. Остатки аминокислот тромбина,
расположенные в наиболее важных функци�
ональных участках энзима, а именно в экзо�
сайте I, экзосайте II, петле 60, специфичес�
ких участках S1�S4 и в Na+�связывающем
сайте, подвергали сайт�направленному му�
тагенезу. В этих исследованиях значительное
внимание уделено конформационным прев�
ращениям молекулы тромбина, о чем свиде�
тельствует представленный ниже материал,
в котором показана возможность моделиро�
вать производные тромбина с заданной специ�
фичностью, комбинируя отдельные мутанты
с определенными структурами их молекул.

Обнаружение факта Na+�зависимой ал�
лостерической активации хотя и усложнило

выяснение механизма специфичности тром�
бина, но в то же время привело к четкому
выводу, что ионы Na+ выполняют роль ал�
лостерического эффектора в реализации
двух конформационных состояний энзима,
осуществляющих соответственно две фунда�
ментальные и конкурирующие функции
в процессе гемостаза. Следует отметить, что
координационная ячейка иона Na+ образует�
ся молекулами воды и атомами полипептид�
ной цепи энзима [62, 74–76]. Из данных
литературы известно, что только одна из че�
тырех молекул воды образует связь между
Na+�связывающим участком и боковой
цепью Asp�189 кармана первичной специ�
фичности. Если ион Na+ удалить из ячейки,
то молекула воды меняет свое расположе�
ние, боковая цепь Asp�189 становится не�
подвижной и приобретает ориентацию, ме�
нее благоприятную для электростатического
связывания с гуанидиновой группой боко�
вой цепи Arg в положении Р1 субстрата [75].
Данные, представленные рядом авторов, по�
казали, что остаток Asp�189, во�первых, оп�
ределяет первичную специфичность энзима,
а, во�вторых, принимает непрямое участие
в координационных связях с ионами Na+.
Замена Asp�189 тромбина на Ala, Asn, Glu
или Ser резко уменьшает специфичность эн�
зима по отношению к субстратам, содержа�
щим Arg и Lys в положении Р1, что подтве�
рждает важную роль Asp�189 тромбина
в связывании субстратов [2, 9, 73, 75]. Рент�
генструктурные исследования мутантных
форм тромбина показали изменение ориен�
тации Asp�189, что не обеспечивает опти�
мального связывания различных соедине�
ний. На основании этих данных был сделан
вывод о том, что изменение полярности ос�
татка Asp�189 является источником значи�
тельных структурных перестроек тромбина,
обусловливающих заметное изменение ката�
литической активности и отрицательно вли�
яющее на его двойную функцию.

Исследование специфичности тромбина
к одновалентным катионам в последнее вре�
мя осуществляют методом прямого мутаге�
неза. Показано, что петли 220 и 186 опреде�
ляют размер щели молекулы тромбина,
которая рассматривается как вход в Na+�свя�
зывающий участок [72, 73, 77]. Обнару�
жено, что структура петли 220 весьма
консервативна, в отличие от петли 186, про�
являющей заметную вариабельность. Были
созданы мутанты как с удлиненными встав�
ками в петле 186, так и без них. Сделан ряд
замещений аминокислот в положениях 
Рro�186,  Asp�186а, Glu�186b, Lys�186d и Arg�187а
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на аланин, что способствует уменьшению
длины петли. Кроме того, были удалены че�
тыре остатка вставок 186 а–d. Замещения
Ala в положениях Pro�186, Asp�186a, Glu�
186b и Lys�186d оказывали умеренный эф�
фект на активность тромбина. Полученные
мутанты не имели сродства к ионам Na+ и К+,
хотя предпочтительное связывание Na+ по
сравнению с К+ было сохранено во всех слу�
чаях [77–79].

Был создан мутант quad А′ [77], содержа�
щий вставки четырех остатков Ala. Исполь�
зование хромогенных субстратов показало
снижение каталитической активности, что
вызвано, с одной стороны, ухудшением Na+�
связывания, а с другой — резким изменени�
ем одновалентной катионной специфичнос�
ти по сравнению с диким типом энзима.
Сродство мутанта quad А′ к ионам К+ оказа�
лась почти в 10 раз выше, чем к ионам Na+.
Профиль связывания катионов у него суще�
ственно отличается по сравнению с диким
типом. Замена Arg�187 на Ala резко умень�
шает сродство энзима к ионам Na+. Известно,
что Arg�187 стабилизирует Na+�связываю�
щий участок тромбина за счет взаимодей�
ствия ионной пары Asp�221 и Asp�222. Как
и следовало ожидать, в мутантном протром�
бине Greenville обнаружена замена R187Q,
что изменяет интенсивность кровотечения.
Отсутствие каталитической активности
у мутанта может служить примером того,
как утрата способности связывать ионы Na+

стабилизирует тромбин в антикоагулянтной
slow�форме [9, 77, 80].

Описан весьма интересный мутант, в ко�
тором два остатка Asp заменены на аланин и
лизин [62, 81, 82]. У такого двойного мутан�
та Д221А/Д222К (ARK) сродство к ионам
Na+ оказалось гораздо меньше. При исследо�
вании каталитической функции ARK пока�
зано, что его взаимодействие с фибриногеном
и гирудином более эффективно в slow�фор�
ме, чем в fast�форме по сравнению с диким
типом.

Связывание ионов Na+ вблизи кармана
первичной специфичности увеличивает про�
коагулянтную, протромбиновую и регуля�
торную активность тромбина. Этот эффект
отражает аллостерическую связь между
Na+�связывающим сайтом и сайтами, обес�
печивающими узнавание субстрата. Функ�
циональный эпитоп участка связывания
ионов натрия, неидентифицированный Аla�
сканирующим мутагенезом, обозначили как
«аллостерическое ядро», обусловливающее
slowfast переход форм энзима [82]. Было ус�
тановлено, что практически все остатки ал�

лостерического ядра располагаются вокруг
Na+�связывающего участка, и ни один из
них не обнаружен в экзосайте I, II или петле
60 [82–84]. На эффективность участка свя�
зывания Na+ оказывают значительное влия�
ние мутации Asp�189, Glu�217, Asp�222
и Tyr�225. Как было отмечено ранее, Asp�
189 обеспечивает правильную ориентацию
одной из четырех молекул воды, участков
связывания ионов Na+ энзима и Р1�остатка
субстрата [77]. Аминокислота Glu�217 опре�
деляет полярные контакты с Lys�224 и Thr�
172, что помогает стабилизировать петлю
220 в Na+�участке узнавания субстрата. Му�
тации Lys�224 и Thr�172 также влияют на
эффективность связывания Na+, хотя и в мень�
шей степени по сравнению с Е217А. Известно,
что естественный мутант тромбина Scran�
ton, имеющий замещение К224Т, вызывает
характерное кровотечение из�за снижения
сродства Na+ к энзиму [85]. Ионная пара
между Arg�187 и Asp�222 связывает петлю
186 с петлей 220, что обеспечивает стабиль�
ность соотношения размера входа катиона
с его связывающим участком [74]. Мутация
Arg�187 также оказывает влияние на Na+�
связывание, но в меньшей степени по срав�
нению с D222A. Во встречающемся в приро�
де мутанте протромбина Greenville замена
R 187Q обусловливает характер кровотече�
ния из�за снижения эффективности связы�
вания Na+ с энзимом [80]. Аминокислота
Tyr�225 играет важную роль в определении
Na+�зависимой аллостерической природы
сериновых протеиназ, обеспечивая ориента�
цию аминокислотного остатка 224, что спо�
собствует правильной ориентации ионов
Na+. Боковая цепь Tyr�225 также обеспечи�
вает целостность водных каналов, которые
внедрены в карман первичной специфичнос�
ти и необходимы для правильного узнава�
ния субстратов [10, 11].

Четыре остатка аллостерического ядра
занимают критические позиции около
участка связывания ионов Na+ и помогают
сохранить целостность координационной
ячейки вокруг катиона. Аллостерическое
ядро способствует правильному расположе�
нию других остатков аминокислот (Thr�172,
Tyr�184a, Arg�187, Ser�214 и Gly�2230), за�
мещение которых на Ala в 10 раз уменьшает
связывание Na+. В тромбине Thr�172 распо�
ложен на некотором расстоянии от кармана
первичной специфичности и выполняет
особую роль в связывании с Glu�217, что
обеспечивает контакт аминокислот Ile�174
с ароматическим участком узнавания S3–S4.
Поэтому можно считать, что Thr�172 связывает



БІОТЕХНОЛОГІЯ, Т. 2, №3, 2009

14

Glu�217 аллостерического ядра с остатками,
участвующими в узнавании субстратов [64,
75, 76, 82]. Аминокислота Tyr�184a обеспе�
чивает «заякоривание» молекулы воды, ко�
торая принимает участие в координации
Na+�связывающего участка тромбина. Arg�
187 образует ионную пару с Asp�222 в алло�
стерическом ядре. Аминокислоты Ser�214
и Gly�223 поддерживают конформацию ак�
тивного центра тромбина, принимая таким
образом участие в его каталитическом дейст�
вии. Следовательно, четыре остатка аллосте�
рического ядра (Asp�189, Glu�217, Asp�222
и Tyr�225) и пять соседних аминокислотных
остатков (Thr�172, Tyr�184a, Arg�187, Ser�
214, Gly�223) образуют сеть, которая струк�
турно и энергетически соединяет Na+�связы�
вающий участок с карманом специфичности
S3–S4 и участком специфичности S1 [10, 11, 73].

Среди этих остатков Asp�189 вместе
с Asp�221 определяет возрастание каталити�
ческой активности тромбина в результате
связывания ионов Na+. Asp�189 и Asp�221
рассматриваются как ключевые остатки,
контролирующие связывание субстратов
fast�формой тромбина. Asp�189 является
частью аллостерического ядра и определяет
первичную специфичность энзима, коорди�
нируя комплементарно гуанидиновую груп�
пу Arg при Р1 субстрата. Asp�221 является
главным компонентом участка Na+�связыва�
ния с его боковой цепью, перемещая одну из
четырех молекул воды и соединяя ионы Na+

через Н�связывание с аминокислотой Asp�
189. Мутация Asp�221 не влияет на эффек�
тивность связывания Na+, но почти устраняет
вызываемое ионами Na+ увеличение эффек�
тивности гидролиза субстрата. Следует от�
метить, что аминокислота Asp�221 абсолют�
но консервативна в молекулах тромбина
различного происхождения, что подтверж�
дает решающую роль этого остатка в прояв�
лении аллостерических свойств энзима. По�
лученные результаты свидетельствуют
о том, что аллостерическое влияние Na+�свя�
зывания на каталитическую активность
тромбина обусловлено определенными ами�
нокислотными остатками энзима. Этот факт
важен для будущих исследований, направ�
ленных на создание (инженерию) участка
Na+�связывания и увеличение каталитичес�
кой активности тех протеиназ, у которых от�
сутствует это свойство [3, 64, 75, 76]. Пока�
зано, что переход из slow� в fast�форму
тромбина приводит к образованию ионной
пары между Arg�187 и Asp�222, что стабили�
зирует петли 220 и 186 и изменяет положе�
ние атома кислорода D221 для оптимальной

координации; к смещению в боковой цепи
Asp�189 для оптимального электростатичес�
кого взаимодействия с гуанидиновой группой
Р1 остатка аргинина субстрата; к смещению
в боковой цепи Glu�192 как промежуточного
звена, что сопровождается изменением рас�
положения молекулы воды, которая связана
с Ser�195 для оптимальной нуклеофильной
атаки входящего субстрата.

Переход тромбина из slow� в fast�форму
оптимизирует его прокоагулянтную и сиг�
нальную функции. Однако ориентация Glu�
192 в slow�форме вызывает неблагоприят�
ные изменения вокруг Asp�189 и Ser�195
и ослабляет электростатическое взаимодей�
ствие с кислотными остатками протеина С
при Р3 и Р3′ [75, 76]. Это объясняет, почему
генетические дефекты приводят к ухудше�
нию Na+�связывания, как, например, у прот�
ромбинов Franfurct [64], Salakta [65],
Greenville [67], Scranton [83–87].

Интересно, что существенное различие
между двумя аллостерическими формами
тромбина выявлено в структуре сети моле�
кул воды, расположенной между Na+�связы�
вающим участком и остатком активного
центра энзима. Функциональная роль этой
сети заключается в обеспечении связывания
отдельных остатков молекулы энзима
в пространстве. Эта сеть соединяет Na+�свя�
зывающий участок с аминокислотой Ser�
195, расположенной на расстоянии > 1,5 нм
от активного центра тромбина, используя
как промежуточные звенья боковые цепи
Asp�189 и Glu�192. Аллостерические свой�
ства тромбина, вероятно, зависят от струк�
туры сети молекул воды, которая обеспечи�
вает передачу информации от участка ионов
Na+ к Ser�195 активного центра. Следует от�
метить, что изменения в ней и аллостеричес�
ком ядре Na+�связывающего сайта энзима
являются основным звеном повышения
сродства между тромбином и субстратом,
а также механизма активации энзима иона�
ми Na+ [88–90].

При исследовании мутагенеза тромбина
обнаружено, что замена остатков W50, K52,
E229, R223 аланином изменяет субстратную
специфичность тромбина в сторону антикоа�
гулянтной активности in vivo [69, 91]. В про�
цессе мутагенеза этих остатков естественно
встречающимися аминокислотами была по�
лучена единственная мутация E229K, в ко�
торой в 130 раз повышена антикоагулянт�
ная специфичность к субстрату протеина С
по сравнению с прокоагулянтной активно�
стью на фибриногене. Тромбин E229K ока�
зался также менее эффективным в активации
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тромбоцитов, более устойчивым к ингиби�
рованию антитромбином III (в присутствии
и при отсутствии гепарина) и имел пролон�
гированный период полужизни в плазме
крови in vitro. Таким образом, E229K тром�
бин проявляет себя как мощный и специфи�
ческий активатор эндогенного протеина С
и как антикоагулянт in vivo. Подобный ре�
комбинантный тромбин в slow�форме был
создан комбинацией мутантов Е217А
и W215А [86, 91, 92].

Двойной мутант тромбина W215А/Е217А
обладает очень низкой каталитической ак�
тивностью по отношению к хромогенным
и природным субстратам, но эффективно ак�
тивирует протеин С в присутствии тромбо�
модулина. Чтобы объяснить выраженные
антикоагулянтные свойства этого мутанта,
было проведено рентгеноструктурное иссле�
дование кристаллических форм как свобод�
ного энзима, так и в комплексе с активным
участком ингибитора H�D�Phe�Pro�Arg�CH2�
Cl (PPACK). Оказалось, что PPACK�связан�
ная структура W215А/Е217А идентична
PPACK–slow�форме тромбина. С другой сто�
роны, в структуре свободной формы энзима
обнаружено разрушение участка 215–217,
обусловливающее исчезновение множества
взаимодействий между Рhe�227, Trp�215,
Glu�217 с Thr�172 и Lys�224 и изменение пер�
вичной специфичности тромбина [71, 93].

Другие значительные изменения вызва�
ны свободным вращением карбоксильной
группы Asp�189, разрушением Н�связи меж�
ду каталитическими Ser�195 и His�57, раз�
рывом ионной пары между Asp�222
и Arg187 и значительными структурными
изменениями в петлях 186 и 220, которые
входят в Na+�связывающий сайт энзима. Эти
данные объясняют низкую каталитическую
активность W215А/E217A и показывают,
что анализ механизма узнавания субстрата
тромбином и другими протеиназами на мо�
лекулярном уровне требует кристаллизации
как свободной, так и связанной форм энзима
[64, 75, 76].

Следует отметить, что Pineda и соавт.
[75–77], исследуя мутант тромбина R77aA,
в котором отсутствует аутопротеолитичес�
кая деградация при экзосайте 1, показали,
что на рекомбинантный тромбин не оказы�
вали действия различные ингибиторы и эф�
фекторы. Этот мутант стабилизирован
в slow�форме, при этом выявлено только
незначительное отличие структуры его мо�
лекулы от обычной структуры Na+�связан�
ной fast�формы энзима. Наиболее заметны�
ми различиями являются перемещение

Asp�189 в S1 кармане специфичности, сдвиг
участка 190�193, перемещение боковой цепи
Glu�192 и значительное перемещение ката�
литического S�195. Именно структура slow�
формы тромбина объясняет снижение его
специфичности к синтетическим и природным
субстратам и предполагает молекулярную ос�
нову его антикоагулянтных свойств [92].

В мутанте W215А/E217A определена ве�
личина kcat/Km при высвобождении фибри�
нопептида А из фибриногена, которая
уменьшается в 20 000 раз по сравнению с ди�
ким типом тромбина, тогда как активация
протеина С в присутствии тромбомодулина
повышается почти в семь раз [69, 96]. Изме�
нение в специфичности энзима вызывает ан�
тикоагулянтный эффект, усиливающийся
снижением скорости инактивации энзима
антитромбином в присутствии гепарина
в 3 000 раз. Это предполагает удлинение
времени жизни мутанта в крови по сравне�
нию с менее мощными антикоагулянтными
тромбинами, уже исследуемыми in vivo [65,
67]. Мутант W215А/E217A практически не
активен по отношению к прокоагулянтным
субстратам (фибриногену и PAR1) и не спо�
собен вызывать значительную агрегацию
тромбоцитов in vivo. При физиологических
условиях дикий тип тромбина в концентра�
ции 4 нМ свертывает фибриноген за 30 с,
мутант W215А/E217A расщепляет и акти�
вирует протеин С в присутствии тромбомо�
дулина со скоростью в 6 раз меньшей, чем
дикий тип. Увеличивая концентрацию
тромбина до 12 нМ (его концентрация in
vivo), можно достичь скорости активации
протеина С в пределах 50% от величины
дикого типа, в то время как для свертыва�
ния фибриногена необходимо более двух су�
ток. Низкая активность в отношении проко�
агулянтных субстратов, незначительная
скорость ингибирования антитромбином III
и заметная скорость гидролиза протеина С
в присутствии физиологического кофактора
тромбомодулина дает основания считать му�
тантный тромбин W215А/E217A мощным
антикоагулянтом [93, 94]. Мутант практи�
чески не активен по отношению к природ�
ным субстратам, пока не связан с тромбомо�
дулином, и поэтому может играть главным
образом антикоагулянтную роль в микро�
циркуляции, когда концентрация тромбо�
модулина высокая и необходима стабилиза�
ция гемостаза [64, 75, 76].

Carter и соавт. [59] получили рекомбинант�
ный тромбин Е217К. Обнаружено, что этот
мутант представляет собой каталитически
инертный тромбин со значительно измененной
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геометрией молекулы, обуславливающей
изменение водородного связывания, а так�
же стерической блокировки субстратсвязы�
вающих сайтов активного центра. Целесооб�
разность этой структуры обсуждалась
в связи с физиологическим равновесием
между slow� и fast�состоянием и аллостери�
ей тромбина в гемостазе. Чтобы сравнить об�
щую структуру Е217К с другими структура�
ми тромбина, необходимо было выбрать 150
наиболее соответствующих параметров. Бы�
ло показано, что структура Е217К тромбина
существенно отличалась от дикого типа
тромбина. Участки, конформация которых
подвергалась значительному изменению ос�
новной цепи, следующие: 1) петля�60; 2) ос�
татки 73–76; 3) остатки 95–98; 4) γ�петля;
5) петля 186; 6) остатки 192 и 193, 7) петля от
215 до 223; 8) N� и С�концевые участки молеку�
лы энзима. Из указанных изменений струк�
тур наиболее значимым для каталитической
функции тромбина является перемещение
остатков 192 и 193 и петли, которые содер�
жат точечную мутацию Е217К [12, 59, 64].
Обнаружено, что каталитическая актив�
ность Е217К тромбина значительно снижена
по отношению к фибриногену, хромогенному
субстрату S2238 (D�Phe�Pip�Arg�pNA) и ан�
титромбину (в 270, 250 и 22 раза соответ�
ственно) по сравнению с диким типом. Это
происходит из�за изменений кинетических
величин — увеличения Км и уменьшения kcat.
Исследованиями варианта Е217К установле�
ны факторы, приводящие к снижению ката�
литической активности энзима. Показано,
что Е217К тромбин неактивен вследствие
измененного водородного связывания остат�
ков его активного центра. Водородное свя�
зывание в активном центре варианта Е217К
оказалось весьма необычным и обусловило
стерическое блокирование участков суб�
стратного связывания и каталитическую
несостоятельность структуры активного
центра. Определенная ориентация катали�
тической триады Asp�102, His�57 и Ser�195
необходима для нуклеофильной атаки Оγ
Ser�195 на карбонильный углерод расщеп�
ляемой связи [12,59,64]. Конформация
тетраэдра, которая образуется при этом, ста�
билизируется оксианионной полостью, воз�
никающей при взаимодействии амидных
водородов Gly�193 и Ser�195. В структуре
Е217К тромбина Glu�192 сдвигает положе�
ние боковой водородной связи основной
цепи с амидным водородом Ser�195. Окси�
анионная полость в дальнейшем перестраива�
ется вследствие перемещения остатков
аминокислот Gly�193 и Glu�192. Резкое пе�

ремещение Glu�192 в структуре молекулы
тромбина приводит к экранированию Ser�
195. Таким образом, измененная картина
водородного связывания в активном центре
варианта тромбина Е217К делает его ката�
литически инертным, блокируя доступ
субстрата к активному центру и изменяя ге�
ометрию расположения аминокислотных
остатков, необходимых для катализа.

Кроме эффекта измененных водородных
связей активного центра на kcat Е217К тром�
бина, структура участков, примыкающих
к каталитическому центру, также приводит
к значительному увеличению Км. Физиоло�
гическая специфичность тромбина часто оп�
ределяется взаимодействием экзосайтов, но
для отдельных пептидных субстратов и ин�
гибиторов специфичность определяется
главным образом позицией Р1, Р2 и Р4 при
расщеплении связей между Р1 и Р1′ [41, 94].
Это соответствует карманам связывания S1
и S2 и арилсвязывающему участку (или S4)
тромбина. Основным эффектом структурной
перестройки молекулы тромбина Е217К яв�
ляется сжатие щели активного центра тром�
бина. Дикий тип тромбина имеет открытую
щель активного центра с наружным катали�
тическим Оγ серина, тогда как мутант
Е217К имеет закрытый активный центр
и полностью экранирован Оγ Ser�195. Струк�
тура комплекса Михаэлиса между тромби�
ном и кофактором II гепарина обеспечивает
самую лучшую модель взаимодействия
тромбин–субстрат [81, 82]. Если структуру
аллостерически активированного тромбина
совместить со структурой тромбина в комп�
лексе с этим серпином, реактивная основная
петля ингибитора легко расположится меж�
ду Р4 и Р4′. Однако, если таким способом ис�
следовать вариант Е217К, субстратная петля
кофактора II — гепарин не может распола�
гаться подобным образом. Основное наруше�
ние связывания обнаружено между участком
Р4�Р1 субстрата и боковой цепью атомов ще�
ли активного центра энзима: Р1Leu блоки�
руется от S1 кармана аминокислотами Cys�
191, Glu�192, Gly�216, и эффект будет более
сильным с Arg в Р1 позиции субстрата, Pro
в положении Р2 субстрата перекрывается
петлей Trp�60d и Glu�192; Met P3, остатка�
ми Trp�215 и Asp221; P4 Phe перекрывается
боковой цепью Trp�215 молекулы энзима.

Таким образом, антитромботические
свойства Е217К тромбина связаны с неспо�
собностью энзима превращать фибриноген
в фибрин, а его тромбомодулинзависимая
функция активации протеина С сохраняет�
ся. Показано, что Е217К тромбина вызывает
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существенное разрушение активного центра
энзима. В частности, представляет интерес
перемещение Glu�192, которое связано с Ser�
195 водородными связями, что приводит
к полной закупорке активного центра
и деструкции его оксианионной полости.
При этом обнаружено, что субстратсвязыва�
ющие участки в значительной степени бло�
кированы аминокислотными остатками,
предварительно вовлеченными в аллосте�
рию тромбина. Постулируется, что мутации
вызывают аллостерическую инактивацию
тромбина дестабилизацией Na+�связываю�
щего участка молекулы энзима, которая
представляет Na+�свободную каталитически
инертную slow�форму.

О роли дисульфидных связей в каталити�
ческом домене сериновых протеаз известно
немного. Предварительное изучение функ�
ций мутанта трипсина С191А/220А не при�
вело к получению убедительных данных о ро�
ли дисульфидной связи Cys�191�Cys�220 [95,
96]. В то же время результаты, полученные
при изучении мутанта тромбина С191А/С220А,
показали примерно 100�кратную потерю ак�
тивности по отношению к некоторым хромо�
генным и природным субстратам, имеющим
Arg или Lys при Р1[97]. Дисульфидная
связь Cys�191�Cys�220 расположена между
участком 190, который связывает оксиани�
онную полость с Na+�связывающим сайтом
молекулы тромбина. Рентгеноструктурным
анализом (разрешение 1,54 ) структуры
С191А/С220А мутанта обнаружена конфор�
мация, подобная Na+�свободной slow�форме
дикого типа энзима. Установлено, что отсут�
ствие дисульфидной связи ориентирует бо�
ковую цепь Asp�189 к растворителю, затра�
гивает атом кислорода Gly�219 и вызывает
беспорядок в участке петель 186 и 220, опре�
деляющих Na+ сайт тромбина. Эта конфор�
мация мутанта с Na+�сайтом и активным
центром, доступным субстратам, дает пред�
ставление о недавно идентифицированной Е*

форме тромбина [97].
Нарушение структуры петель 186 и 220

и смещение Gly�219 корректируются актив�
ным участком ингибитора H�D�Phe�Pro�Arg�
CH2Cl, что показано с помощью рентгено�
структурного анализа (разрешение 1,8 ).
На основании результатов исследования был
сделан вывод, что дисульфидная связь Cys�
191�Cys�220 стабилизирует карман первич�
ной специфичности, экранируя Asp�189 от
растворителя и ориентируя атом кислорода
пептидного остова Gly�219 для оптимально�
го связывания субстрата. Кроме того, ди�
сульфидная связь стабилизирует петли 186

и 220, которые являются основными для Na+�
связывания и активации. Удаление дисуль�
фидной связи Cys�191–Cys�220 в мутанте
С191А/220А оказывает значительный эф�
фект на связывание с антитромбином, что
связано с перестройкой петель 186 и 220
в дополнение к перестройке кармана пер�
вичной специфичности [98].

Рентгеноструктурным анализом кристал�
лических структур свободной (ССF) и РРАСК�
ингибированной (ССВ) форм С191А/С220А
мутанта выявлено изменение отдельных
участков молекулы энзима, вызванное уда�
лением дисульфидной связи. Структура
ССF, в отличие от ССВ, свидетельствует об
автолизе некоторых петель, особенно участ�
ков петель 186 и 220, определяющих Na+�
сайт. Активный центр ингибитора коррек�
тирует структурное нарушение, вызванное
мутацией, и создает архитектуру молекулы,
подобную к таковой у дикого типа тромбина,
что недавно подтверждено для мутанта
W215A/E217A [99].

Отсутствие в структуре CCF вынужден�
ного стерического соответствия для связы�
вания субстрата с активным центром делает
эту структуру приемлемой для аллостерии
тромбина. Существуют три доминантные
формы тромбина, две — в Na+�свободной
(Е + Е*) и одна — в Na+�связанной (Е: Na+)
конформации [97, 99, 100]. Структура CCF
имеет свойства, характерные для slow�фор�
мы тромбина, хотя некоторые из них имеют
существенные отличия. Форма Е* отличает�
ся от формы Е тромбина, поскольку не мо�
жет связывать Na+ и, таким образом, мутант
С191А/С220А становится неспособным
к связыванию Na+ [97, 100]. По результатам
предварительных спектроскопических ис�
следований было сделано предположение,
что Е* может быть также неактивным по отно�
шению к некоторым субстратам [74] и, как со�
общено недавно для кристаллической струк�
туры D102N мутанта тромбина, в этой форме
энзима обнаружена самоингибирующая кон�
формация с Na+�связывающим участком
и закрытым активным центром [101,102].

Таким образом, в представленном выше
материале приведен ряд мутаций молекулы
тромбина, нарушающих функционирование
прокоагулянтных, антикоагулянтных фак�
торов и системы фибринолиза.

Исследован ряд различных мутаций мо�
лекулы тромбина, которые вызваны измене�
нием аминокислотных остатков как в ани�
онном и аполярном сайтах активного центра
энзима, так и в Na+�связывающем сайте
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молекулы тромбина. Эти мутации вызыва�
ют: 1) закупорку щели активного центра
тромбина; 2) блокирование участков связы�
вания субстратов; 3) дестабилизацию Na+�
связывающего сайта молекулы тромбина; 4)

усиление взаимодействия энзима с протеи�
ном С (через тромбомодулин); 5) обусловли�
вают существование slow�формы тромбина,
в каталитически инертной молекуле кото�
рой отсутствует Na+.
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РЕКОМБІНАНТНА АНТИКОАГУЛЯНТНА
ФОРМА α7ТРОМБІНУ ЛЮДИНИ

М. В. Колодзейська
В. І. Грищук
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В огляді розглянуто мутантні форми тром�
біну, які спричинюють істотні зміни геометрії
активного центру, блокування субсайтів зв’я�
зування субстратів, що розташовані в окремих
петлях молекули ензиму, що зумовлює зміну
конформаційної рухомості молекули і, отже,
активності ензиму.

Питання алостерії тромбіну є важливим
для ідентифікації взаємозв’язку між його
структурою і функціями тромбіну, а також
для розвитку нового напряму в терапії.

Ключові слова: рекомбінантний тромбін, ало�
стерія, мутагенез, протеїн С, тромбомодулін,
антикоагулянтна функція.

RECOMBINANT ANTICOAGULANT FORM
OF A HUMAN α7THROMBIN

M. V. Kolodzejskaja
V. I. Grishchuk

T. M. Chernyshenko
E. I. Jusova

T. V. Grinenko

Palladin Institute of Biochemistry 
of National Academy of Sciences of Ukraine, Kyiv
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Mutant thrombin forms that cause essential
changes of an active center geometry, blocking
of the subsites of the substrata linkage located in
separate loops of a molecule of enzyme that
results in change of conformational mobility of
a molecule and hence an increased activity of
enzyme are discussed in the review.

Question concerning thrombin allostery is
important for identification of interrelation
between its structure and thrombin functions
and also for development of a new direction in
therapy.

Key words: recombinant thrombin, allostery,
mutagenesis, protein C, thrombomodulin, anti�
coagulant function. 




