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При фотохимическом окислении в системе, содержащей в качестве фо- 
тосеисибилизатора метиленовый синий, происходит разрушение одного 
остатка гистидина, стрептокииазы. Процесс модификации остатка гистидина 
стрептокииазы характеризуется константой скорости псевдопервого п о р яд ­
ка  5,1 ■ 10—2 мин"'1, близкой значению таковой при фотоокислении с в о б о д - '  
ного L -ристидина, и частичной; утратой активаторной функции бедка. С к о ­
рость фотоокисления и фотоинактивации зависит от pH среды. Судя по 
результатам КД-спектроскопии и: гель-хроматографии, . фотоокисление в 
слабокислой среде приводит к изменению вторичной и третичной структур ■ , . ,
стрептокиназиого белка, затрагиваю щ ему иидольные группы остатков трип- ‘ 
тофана. В. слабощелочной среде выраженных изменений конформации при 
фотоокислеиии стрептокииазы не наблюдается. Фотоокисляемая имидазоль- 
н ая  группа не играет существенной роли в проявлении специфической ак ти в ­
ности стрептокииазы и в образовании устойчивого комплекса .с плазмииоге-

. ном человека. О бсуждаются вопросы специфичности модификации о стат ­
ков гистидина при фотоокислении.

Исследование функциональных пруотп молекулы стрептокииазы — 
одного из наиболее сильных активаторов плазминогена — важно как  для 
раскрытия механизма ее специфического действия, так и для конструи­
рования на ее основе новых лекарственных препаратов и форм.

К настоящему времени нами получены материалы об изменении кои- 
-формационных свойств и активности стрептокииазы при модификации 
ряда функциональных групп [1—4]. В частности, показано, что два из 
четырех имеющихся остатков триптофана существенны для проявлення 
■специфической активности белка [1]. При модификации гистидилов 
-стрептокииазы диэтилпирокарбонатом наряду со снижением активатор­
ной функции белка наблюдалось образование олигомеров [4], что не по­
зволило сделать определенный вывод о роли остатков гистидина стрепто-
■ киназы в ее специфическом функционировании и поддержании нативной 
конформации.

В связи с этим настоящая статья посвящена исследованию активатор­
ной функции и коиформационных особенностей стрептокииазы при ее фо­
тоокислении, так как применение этого метода позволяет исключить вве­
дение химического реагента в молекулу белка.

МЕТОДЫ  ИССЛЕДО ВАН И Я

О б р азц ы  стрептокииазы выделяли из культуральной  жидкости р-гемолитичеекого
■ стрептококка ш тамм Н46А в экспоненциальной ф азе  его роста, а т ак ж е  ш  отечествен­
ного коммерческого п р е п а р а т а — целиазы. Процесс очистки белка описан нами в пре­
ды дущ их статьях [1, 4], Полученные образц ы  стрептокииазы  были гомогенны при •элек-
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трофорезе в 12,5%-иом полиакриламидном геле в присутствии 0 ,1% -його D S -N a  и име­
ли удельную активность 100 тыс, м еж дународны х ед. на I мг белка.

Очистка плазминогена из обогащенной р-глобулинами фракции п л а з м ы  крови че­
ловека проведена методом аффинной хроматографии на лизин-сефарозе [5 ] .  Получен­
ные образцы при электрофорезе в полиакриламидном геле в присутствия D S-N a х а­
рактеризовались наличием основной (80% ) белковой полосы с м олекулярной  массой 
83 к Да. (соответствует плазминогену) и минорной с молекулярной массой  72 к Д а  (со­
ответствует плазмииу). Активность полученных образцов, которую оп ределяли  к а зе ­
ин о л ит и ч е с к и м методом после активации стрептокииазой [6], соответствовала  19 ка- 
зеииолитическиМ ед. на 1 мг белка.

Фотоокисление проводили в 0,06 М калий-натрий-фосфатном буф ере при разли ч­
ных значениях pH. В качестве источника света использовали лампу н а к а л и в ан и я  м ощ ­
ностью 200 Вт с красным светофильтром, расстояние до поверхности о б р а з ц а  со ставл я­
ло 20 см. Световую экспозицию проводили при охлаждении до 2°. Время освещения — 
15 и 60 мин. В качестве фотосеисибилизатора использовали метиленовый синий (5- 
• Ю-8  М.). Контролем служили образцы, содерж ащ ие такое ж е  количество фотосенси­
билизатора, но защищенные от  действия света, а так ж е  образцы, о свещ авш и еся  в от­
сутствие красителя. Отделение 'модифицированного белка от низком олекулярны х ком­
понентов смеси после модификации проводили на колонке (1 X 1 0  см) с сефадексом 
G-25 в 0,06 М фосфатном буфере, pH 7,4 (в темноте).

Этоксиформилироваиие остатков гистидина проводили в ацетатном буфере, pH 
5,9, при концентрации диэтилпирокарбоната 1 мМ, концентрации стрептокиназы  б- 
■ 1 0 -^ М , температуре 20°. З а  ходом образования этоксиформилпистидина следили при 
помощи дифференциальной УФ-спектроскопии по образованию п р о д у к та  с =  
= 2 4 0  им. Д л я  расчета использовали величину коэффициента молярной экстинкции это- 
ксиформилгистидина 3200 М - 1 ’см-1 [7].

Спектры поглощения записывали на спектрофотометре Specord М -40 в кю ветах  с 
длиной оптического пути 1 см.

Спектры флуоресценции снимали на спектрофлуориметре Fica-55 п р и  монохром а­
тическом возбуждении 296 нм.

Спектры кругового дихроизма записывали на спектрополяриметре J -2 0  в интерва­
ле длин волн 200—250 нм (при концентрации белка 0,2— 0,6 мг/мл в кю ветах  с т о л ­
щиной слоя 0,1 см при чувствительности прибора 0,01 и 0,005 град/см и скорости  ск а ­
нирования 5 нм/мин) и 250—350 им (при концентрации белка 0,7— 1,0 м г /м л  в кю ве­
тах  с толщиной слоя 1 см при чувствительности прибора 0,002 граД/см и скорости 
сканирования 5 нм/мин). Значения молярной эллиптичности рассчитывали, принимая 
среднюю массу аминокислотного остатка равной .133,6, исходя из данных ам инокислот­
ного состава стрептою ш азы .-[8]. П рибор калибровали по Д -пантолактону  и Д -10-кам- 
форсульфоиовой кислоте. Расчет  относительной доли элементов вторичной структуры 
вели по пяти реперным спектрам [9] на Э В М  СМ  1420.01.

Термоииактивацию стрептокиназы  и ее модифицированных производны х изучали 
при 50, 80 и 100° в 0,06 М  фосф атном  буфере, pH  7,4, при концентрации белка  5- 10~б М. 
Константу термоииактивации у  рассчитывали как  тангенс угла наклона изотерм ы  инак­
тивации д л я  каж дой  данной тем пературы , время, полужизни — по ф о р м у л е  
— In 2 /y  [10].

Об образовании эквимоляриы х комплексов стрептокиназы и плазминогена чело­
века судили на основании результатов  гель-хроматографии на колонке с сефадексом 
G-200 в 0,01 М трис-лизииовом буфере, pH  8,0, как  подробно описано ран ее  [1 ] .

Активность стрептокиназы определяли методом лизиса пластин и сгустков из че­
ловеческого фибрина, содерж ащ его  плазминоген [11, 12]. Расчет  активности вели по 
международному стандарту  «стрептокиназа — стрептодорназа» (Лондон, В О З ) .

Концентрацию белка определяли  колориметрически по методу Б р ед ф о р д  [13], а 
т а к ж е  по величине абсорбции при 280 нм, используя значения коэффициента Л іо м | °/о 
д л я  стрептокиназы и плазминогена соответственно 9,0 и 17,1 [ 14, 15].

Концентрацию аминокислот в экспериментах по фотоокислеиию L-триптоф ана и 
L -тирозина оценивали по абсорбции при 280 нм, используя значения коэффициентов 
молярной экстинкции соответственно 5600 и 1040 -см-1 [16]. К онцентрацию  м етио­
нина и гистидина определяли колориметрическими методами соответственно по реак ­
ции с нитропруссидом '[17] и по  реакции П аули  [18].

Электрофорез проводили по [19] в режиме, описанном ранее [1].
Все эксперименты выполнены ие менее чем трехкратно, результаты  об работаны  

статистически.
В работе использовали сефадексы  G-25, Q-100, G-200, Д Э А З-сеф адекс  А-50, B rC N - 

сефарозу и голубую г.ефарозу CL-6B («?Pharmacia», Ш веция), кумасси бриллиантовый 
голубой G-250, Д -пантолактон. Д -10-камфорсульфоновую  кислоту, диэтилпирокарбонат 
(«Serva», Ф Р Г ),  D S-N a («Koch-Light», Великобритания), L -лизин гидрохлорид, L -ги-
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Рис. 1. Кинетика фотоокисления свободного L-гистидииа в присутствии метиленового 
синего: а —-кривые фотоокисления при различных значениях pH: 1 —  5,6, 2  —  6,4, 3  —■ 
6,9, 4 —  7,3, 5-— 7,9, 6 — 8,7; б  — те ж е  зависимости в полулогарифмических к о о р д и н а­
т ах  для  определения констант скорости; в — зависимость константы скорости фото-

окисления от pH

стидин, В,Ь-тирозин, L -триптофан, ДЭАЭ-целлюлозу, реагенты для  электр о ф о р еза  в п о -  
лиакриламидиом геле {«Reanal», В Н Р ) .  Остальные реактивы были отечественного про­
изводства марок ос. ч,, х. ч. или ч. д. а. Их использовали после соответствую щ ей д о ­
полнительной очистки.

Р Е З У Л Ь Т А Т Ы  И ИХ О Б С У Ж Д Е Н И Е

Фотоокисление отдельных аминокислот. Данные литературы [20—22] 
свидетельствуют о том, что при фотохимическом окислении белка могут 
подвергаться разрушению остатки триптофана, гистидина, тирозина, ме­
тионина и цистеина. Не все аминокислотные остатки одинаково воспри­
имчивы к фотоокислению. Р а зн а я  чувствительность обусловлена как  
структурной спецификой конкретного белка, так  и условиями реакции, 
в частности значением pH [23—25]. Сопоставление скорости фотоинак- 
тидации при разных величинах pH со скоростью фотоокисления свобод­
ных аминокислот широко используется при исследовании функциональных 
групп ферментов и других белков [26—29]. В связи с этим прежде всего 
для выяснения, какие ж е функциональные группы претерпевают изме­
нение в процессе реакции фотоокисления в наших конкретных условиях, 
мы считали целесообразным исследовать специфику фотоокисления сво­
бодных аминокислот в зависимости от величины pH.

Поскольку молекула стрептокииазы не содержит остатков цистеина и 
цистина [8], модельных экспериментов со свободным цистеипом мы не 
проводили.

При температуре 2° в интервале pH 5,6—8,7 изучена кинетика моди­
фикации L-гистидина (рис. 1, а). Спрямление кривых модификации в 
полулогарифмических координатах (рис. 1, б) показывает, что эта р еак ­
ция псевдопервого порядка. Построение графика зависимости констант 
скорости фотоокисления от pH  ПО ЗВО ЛИЛО определить значение рКа И'МИ-
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Рис. 2 Рис. 3

Рис. 2. Д инам ика спектров абсорбции L -триптофаиа при фотоокислеиии. Спектры 
аминокислоты до окисления ( / )  и через 5 (2), 10 (3 ), 15 (4), 60 мии (5) после начала 
фотоокислеиия. Температура среды 2°, pH 7,0, концентрация метиленового синего^

5- Ю“ 8 М

Рис. 3. Зависимость фотоокисления L-триптофаиа (1, 2)  и D, L -тирозина (5) от pH 
среды через 15 (J) в 60 мин (2, 3) после начала реакции. Тем пература 2°, начальная 

концентрация триптофана 8- Ю-5 М, тирозина 40- 10“ Е М

дазольной группы (рис. 1, б), равное 6,9, 'что несколько превышает дан­
ные литературы [25] относительно значения рК„ N3 для свободного ги­
стидина, но близкое к значению рК„ Ns для свободного имидазола [26]. 
•• 1 Фотоо'кисление в избранных нами условиях L-триптофана вызывало 
постепенное изменение спектра абсорбции аминокислоты с изменением 
поглощения при 280 нм (рис. 2) и образованием изобестических точек 
при 257 и 295 нм. Реакция протекает в ■слабокислой, нейтральной и ще­
лочной средах, достигая максимальной скорости при р Ы > 7 ,0 .  В этой 
области'кривая--убыли аминокислоты имеет плато (рис. 3),

К ак  видио из зависимости скорости фотоокислеиия тирозина от pH 
(рис. 3), разрушение аминокислоты происходит только в щелочной обла­
сти, ибо, как  известно [27], реакционной способностью обладает только 
ионизированное фенольное ядро (рК« ~  10,0).

При фотооблучеиии в наших условиях метионина при pH 6,9 и 7,3 не 
происходило изменения концентрации аминокислоты в течение 60 мин. 
Это дает основания полагать, что при модификации в указанной системе 
стрептокииазы фотоокисления остатков метионина не происходит:

Сравнение констант скорости реакции фотоокислеиия триптофана* ги­
стидина и тирозина (табл. 1) показало, что в избранных условиях бы­
стрее других модифицируется гистидин, а медленнее (при р Н > 7 ,0 )  — 
тирозин. Значения констант скорости фотоокислеиия триптофана превы­
шают таковые величины для тирозина, но меньше их значений для ги­
стидина. *

Фотоокисление стрептокииазы. При фотооблучении стрептокииазы 
происходит изменение спектров абсорбции белка, при этом снижается 
поглощение при 280 нм и выявляются изобестические точки при 260 и 
297 нм (рис. 4), соответствующие значениям изобестических точек на 
спектрах при фотоокислении свободного триптофана. Исследование ки­
нетики процесса позволило определить константы скорости псевдсперво- 
го порядка (табл. 1), значения которых превышают константы скорости
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Рис. 4 Рис. 6

Рис. 5

Рис . 4. Динамика, спектров абсорбции стрептокииазы при фотоокислеиии в присутст­
вии метиленового синего до реакции (J) и через 15 (2) и 60 мин (3) после н ач ал а  р е ­
акции. Концентрация стрептокииазы  2 - Ю - 5 М, pH 6,9, остальные условия —  те же,,

что па рйс. 2

Рис. 5. Фотрокисление стрептокииазы  при разных значениях pH: а — кривые фото­
окисления за 15 ( / )  и 60 мин (2), б —  зависимость константы скорости фотоокисления

от pH

Рис. 6. Фотоинактивация стрептокииазы  при различных значениях pH. В ремя реакции 
60 мин. Активность стрептокииазы  определяли по лизису пластии (1) и сгустков (2) 
фибрина. Концентрация стрептокииазы  2 •10—5 М, концентрация метиленового синего

■5-Ю-8 М

фотоокисления свободного триптофана, но несколько ниже величин кон­
стант скорости фотоокисления свободного гистидина.

Скорость фотоокисления зависит от pH среды (рис. 5, а).  Построение 
графика зависимости константы скорости от pH позволило определить 
величину рК фотоокисляемой группы (<рис. 5, б), равную ~ 7 ,5 .  Известно, 
что при фотооблучении разруш ается только нспротопированная форма 
имидазольного кольца гистидина [6]. В соответствии с этим увеличение
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Таблица 1

Константы скорости реакции фотоокислеиия свободных аминокислот и стрептокииазы
(Т =  2°, концентрация метиленового синего 5 -Ю -8 М)

Начальная концентрації я 
аминокислоты (бел к а), М

ЯрН  в,в> мин-1 КрІ-І 7,3’ Шп1“‘

L-Гистидин, 18-10~5 4 ,4 .1 0 -» 8 , М О - з
L-Триптофаи, 8-10~а 4 ,8 -Ю -з 2 ,0 -1 0 ~ 3
D, L-Тирозим, 4 0 -Ю-0 реакция не идет 1 , 6 .1 0 “ *
Стрентокиназа 2 -Ю "5 4 , 5 - Ю - з 5 , М 0 - 3

скорости процесса фотоокисления данной аминокислоты в кислой среде с 
повышением pH обусловлено депр о тонизацией атома азота, стоящего в 
третьем положении имидазольного кольца, его рКа равно 6 [25, 26]. Д ру­
гое значение рКа N3 для имидазола равно 7 [26]. Приводимые в литера­
туре величины рКа N3 имидазольной группы гистидилов белков варьи­
руют от 7,15 до 7,52 [28, 29]. Таким образом, можно полагать, что в мо­
лекуле стрептокииазы при избранных условиях фотоокислению подвер­
гается имидазольиая группа (или имидазольные группы) гистидина. 
Однако вопрос о статусе триптофанилоз в молекуле модифицированной 
фотоокислением стрептокииазы остается открытым и требует своего р а з ­
решения, поэтому мы .проводили флуоресцентную спектроскопию и спек­
троскопию К Д  в ароматической области модифицированной стрептоки- 
назы в сравнении с нативным белком (результаты приведены ниже).

Фотоокислеиие стрептокииазы (рис. 6) сопровождалось снижением ее 
активаторной функции. При определении методом лизиса фибриновых 
пластин активность стрептокииазы снижалась до 25% , а при определе­
нии по методу лизиса сгустков фибрина снижение активности стрептоки- 
назы было более выраженным, однако необходимо учитывать большую 
погрешность этого метода. Скорость фотоинактивации зависела от pH, 
причем потеря активности стрептокииазы происходила при pH >•{),•! 
(рис. 6) . Известно, что -выраженная зависимость скорости фотоинактива­
ции от р.Н наблю дается только при фотоокислении остатков гистидина 
[25].:Это связано с наиболее быстрыми и глубокими изменениями, про­
исходящими в структуре имидазольного кольца при pH 6,0—8,0. [29.]. 

t С другой стороны, как нами было показано ранее [ 1 ], модификация даже
:: одного из имеющихся в молекуле стрептокииазы четырех триптофаиилов

приводит к сильному (до 50—80%) снижению функциональной; актив­
ности.белка, а окисление двух остатков триптофана сопровождается 
полной инактивацией. Все это свидетельствует в пользу, модификации 
гистидиновых остатков аїри фотоокислении, стрептокииазы. :

Кроме того, титрование остатков гистидина, нативного и модифици­
рованного фотоокислением, при pH 6,9 бел к а диэтил пи р ок а рбонатом
дало соответственно значения 8,5 и 7,2.остатков на молекулу, т. е. фото-
окисленный белок содерж ал н а один остаток гистидин а меньше..

Нами изучена кинетика термоинактивацииіфяда'тарошводньгх; стреп- 
токиназы при 50, 80 и 100° (рис. 7).  Выявлено, (габл. 2), что значения 
константы термоинактивации- у . ш -времени ; иол у ж из и и %  стрептокиназы, 
модифицированной при pH 6,9, близки к кинетиічееким1 параметрам про-
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Рис. 7. Кинетика термоинактивации этоксиформилироваииой стрептокииазы (1),  м оди­
фицированной фотоокислением при pH  6,9 (2) и белка с модифицированным в систе­

ме Н г0 2 — диоксаи одним остатком три птоф ан а (3 ) при 50 (а ) ,  80 (б) и 100° (в)

цесса термоинактивации производного стрептокииазы с одним этокси- 
формилированным гистидилом, но существенно отличаются от величин |  
и 11/2 стрептокииазы с одним окисленным в системе Н 20 2 — диоксан о стат­
ком триптофана.

Таким образом, можно предполагать, что при фотоокислеиии в из­
бранных условиях происходит разрушение лишь одного остатка гистиди­
на, количество остатков триптофана, вероятно, не меняется, 
і

Т аблица  2
Значения констант термоинактивации и времени полужизни нативной 

и модифицированной стрептокииазы при различных температурах

Образец стрептокииазы
50° 80° 100°

7 , мин-1 tXj 2 ,  мин V, мин-1 *1/2, МИН "V, мин-1 ^1/2' мин

Модифицированная фо­ 1 , М О " ? 630 О J о
э 147 1 , 9 . 1 0 - 2 36

тоокислением при pH
6,9

С одним этоксиформили-

СО1ОО4-І 693 3 , 1 - Ю - 3 224 1 , 9 . 1 0 - 2 36
рованным остатком гис­
тидина

С одним окисленным в 2 ,8 .1 0 - з 248 4 ,2 -1 0 -2 17 1 9 ,7 -1 0 -2 4
системе Н 2Ой—диоксан
остатком триптофана

Н ативная (контроль) 0 , 9 - 10-з 770 5 ,8 -1 0 -3 119 1 ,5 -1 0 -2 46
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Рис. 8. Спектры триптоф ановой  
флуоресценции нативной стр еп то ­
киназы (7) и модифицированной 
фотоокислением при p H  7,3 в т е ­
чение 15 (2) и 60 мим (5 ) .  К он­
центрация белка 0,3— 0,6 м г /м л , 
растворитель — 0,06 М  ф о с ф а т ­

ный буфер, pH  7,4

Рис. 9, Спектры триптоф ановой  
флуоресценции нативной стр еп то ­
киназы (1) и модифицированной 
фотоокислепнем при pH  6,9 в т е ­
чение 15 (2) и 60 мин (5). К он ­
центрация белка 0,3— 0,5 м г/м л , 
растворитель — 0,06 М. ф о с ф а т ­
ный буфер, pH 7,4 (а) и 0 ,06 М 
фосфатный буфер, pH 7,4, с 6 М 

мочевиной (б)

Рис, 8

Рис. 9

Тем не менее поскольку абсорбция стрептокиназы сниж ается б обла­
сти поглощения ароматических аминокислот, мы считали необходимым 
прямо проверить, не происходит ли фотоокисление ее триптофанилов.

С этой целью проведено исследование флуоресценции образцов 
стрептокиназы, подвергшихся фотоокислению при pH 6,9 и 7,3 при воз­
буждении хромофоров триптофана (А,позб= 2 9 6  нм). Спектры триптофа- 
новой флуоресценции модифицированных при pH 7,3 образцов стрепто-

1854



Относительные доли (%) элементов вторичной структуры стрептокиназы при ее
фотоокислении (п  = -  3)

Таблица З

Исследуемы е образцы о-Спирали

[■5-Структуры
(3-Изгибы

Н еупорядочен­

антипарал-
лельпые параллельные

ная конфор­
мация

С т р е д т о к и н а з а , моди­
фицированная фотоокис­
лением п р и  pH  0,9 в те­
чение

0 мии 2 2 , 5 - Й ,  7 1 0 ,1 - 4 , 1 1 ,9 - -1 ,4 1 5 , 1 + 1 ,2 5 0 , 4 + 2 , 2
15 мин 1 5 , 8 + 2 ,3 0 , 4 + 0 , 3 12 ,8 - -3 ,3 1 8 , 4 + 0 ,9 5 2 , 9 + 2 , 7
60 мин 1 3 , 5 + 2 ,3 5 ,4 - L-1,8 9 ,1 - -2 ,5 1 6 , 4 + 1 ,4 5 5 , 6 + 1 ,8 .

С тредтокиназа, моди­
фицированная фотоокис- 
леиием при pH 7,3 в те­
чение

0 мин 1 9 , 6 + 2 , 4 12 ,54 -0 ,8 0 ,9 - -0 ,4 1 3 , 5 + 0 ,6 5 3 , 5 + 2 , 3 '
15 мии 2 1 ,4 4 -1 ,9 1 2 ,1 - - 0 ,6 0 , 3 - -0 ,2 1 3 , 7 + 0 ,9 5 2 , 8 + 1 , 9
60 мин 2 1 , 9 + 1 , 3 1 2 ,84 -0 ,9 0 / г - =0,2 1 4 , 0 + 0 ,6 5 1 , 4 + 2 , 3

киназы совпадали со спектрами нативного, белка (рис. 8); это свидетель­
ствует, о том, что хромофоры триптофаиилов не разрушаются в процессе 
фотоокисления белка при данном значении pH. У подвергшихся фото- 
окислению в течение 60 мин при. pH 6,9 образцов стрептокиназы н аблю ­
далось некоторое снижение интенсивности флуоресценции (рис. 9, а).. 
При добавлении 6 М мочевины, т. е. в условиях, когда происходит раз- 
упорядочение вторичной структуры стрептокиназы [30], спектры натив­
ного и модифицированного белков практически .совпадали (рис. 9, б).. 
Это вероятно, свидетельствует о том, что при значении pH среды, р а в ­
ном 6,9, фотоокисление стрептокиназы приводит к изменению м икроок­
ружения остатков триптофана, что влечет за  собой снижение интенсивно­
сти их флуоресценции. Однако неизвестно, микроокружение скольких 
триптофаиилов при этом затрагивается.

Чтобы выяснить, не происходит ли изменений вторичной и третичной 
структур молекулы стрептокиназы после фотоокисления, мы провели: 
спектроскопию кругового дихроизма образцов нативного и модифициро­
ванного фотоокислением белков. Показано, ч іо  спектры К Д  образцов, 
стрептокиназы, подвергшихся фотоокислению при pH 7,3, в области по­
глощения пептидных хромофоров имеют небольшие отличия от спектров 
нативного белка (рис. 9, а ) : в области л/-^л;*-лерехода ( К 2 1 5  нм) зн а ­
чения молярной эллиптичности іпо абсолютной величине возрастаю т с 
увеличением времени фотоокисления. В области д->я*-перехода пептид­
ных хромофоров ( 2 1 5 ^ Я ^ 2 4 0  нм) спектры К Д  нативной и модифици­
рованной фотоокислением в указанных выше условиях стрептокиназы 
практически идентичны. Рассчитанные по реперным спектрам относи­
тельные доли пяти элементов вторичной структуры нативного и модифи­
цированного белков практически не различаю тся (табл. 3).

КД-Спектры в области поглощения боковых хромофоров ароматиче­
ских аминокислот модифицированной фотоокислением при pH 7,3 стреп­
токиназы не выявляют принципиальных изменений при сравнении их с 
аналогичными спектрами нативного белка (рис. 9, б). Сохраняются все
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Рис, 10. Спектры кругового.: дихроизма нативной стрептокииазы ( / )  и мо­
дифицированной фотоокислением' п р и - pH  7,3 в течение Г51 (2) и 60  мин 
(3) в пептидной (а)  и ароматической (б) областях. Р аств о р и тел ь  —

0,06 фосфатный буфер, pH 7,4

Рис. 11. Спектры кругового дихроизма нативной стрсптокипазы (1) и 
модифицированной фотоокислением при pH 6,9 в течение 15 (2 ) и 60 мин 
(.3) в пептидной (а) и ароматической (б) областях, Р аство р и тел ь  —

0,06 М фосфатный буфер, p H  7,4
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Рассчитанные по результатам гель-хроматографии на сефадексе G-200 значения 
кажущейся молекулярной массы белков 

(Ко =  4,3)

Таблица 4

Исследуемый образец Ve, мл Мп  кДа

Н ативн ая  стрептокиназа 8 ,5 51
Плазминоген 7 ,6 82
Эквимольная смесь стрептокииазы и плазмино- 6 ,6 127

гена
Модифицированная фотоокислением при pH  6,9 

в течение 60 мин стрептокиназа
7 ,9 68

Эквимольная смесь модифицированной стрецто- 
киназы с ллазмииогеном

7 ,2 119

имеющиеся в спектре .нативной стрептокииазы полосы при некотором 
снижении интенсивности экстремума іпри 260 нм и увеличении интенсив­
ности при 276 и 286 им, что, гю-видимому, свидетельствует об изменении 
оптических переходов остатков тирозина и триптофана в молекуле моди­
фицированной фотоокислением в слабощелочной области стрептокииазы,

В пептидной области спектры кругового дихроизма фотоокислеиной 
при pH 6,9 стрептокииазы отличаются от спектров нативного белка, 
(рис. 10, а).  Значения молярной эллиптичности модифицированного бел­
ка в областях как л—кгс*-, так и /г-нх*-перехода ниже по абсолютной ве ­
личине, чем у нативного белка, Расчет вклада элементов вторичной 
структуры (табл. 3) указывает на снижение относительной доли а-спи- 
ралей и некоторое увеличение суммарной доли ^-структуры и неупорядо­
ченной конформации (до 5% ). В то же время характер спектров К Д  в 
ближней ультрафиолетовой области, по-видимому, указывает иа изме­
нение третичной структуры молекулы (рис. 10, б).  После фотоокисления 
стрептокииазы в слабокислой среде исчезают экстремумы при 288 и 
295 нм, отражающие оптические переходы остатков триптофана.

Таким образом, при фотоокислеиии стрептокииазы существенное зн а ­
чение имеет pH среды, Фотоокисленйе в слабокислой среде приводит к 
изменению вторичной и третичной структур белка. В слабощелочной 
среде таких изменений и не наблюдается. Это может быть связано с р а з ­
личным состоянием (в зависимости от pH) группы (или групп), входя­
щей в микроокружение фотоокисляемого остатка гистидина и оказы ваю ­
щей влияние иа реакционную способность имидазольиой группы. 
Возможно, последняя функционирует в составе области, имеющей вы ра­
женный нуклеофильный характер. Н а  то, что такое явление возможно в 
белках, указывает ряд авторов [25, 31].

Необходимо отметить, что при гель-хроматографии нативной и моди­
фицированной фотоокислеиием при pH 6,9 стрептокииазы выявилась 
следую щ ая картина: нативный белок выходит с колонки при таком соот­
ношении VJVo, что рассчитанная его каж ущ аяся  молекулярная масса со­
ответствует величине порядка 51 кД а  (рис. 11, табл. 4), а модифициро­
ванная стрептокиназа выходит в объеме, который соответствует к а ж у ­
щейся молекулярной массе - 6 8  кДа, Этот факт такж е является под­
тверждением изменения конформации стрептокииазы.

Исследование способности модифицированной фотоокислені/ем при 
pH 6,9 стрептокииазы к образованию устойчивого комплекса с плазмино- 
геном методом гель-хроматографии на сефадексе G-200 показало, что
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Рис. 12. Гель-хроматография стрептокииазы, плазминогена и их эквимольной смеси н а  
колонке с сефадексом G-200 в 0,01 М  трис-буфере, pH 8,0, содерж ащ ем 0,1 М  L-л и ­
зина ( /* — плазминоген, 2•— стрептокиназа, 3  —  эквимольная смесь п лазм иногена  И' 
стрептокииазы) при использовании иат.ивиой стрептокииазы (а) или м о д и ф иц и рован ­
ной фотоокислением при pH 6,9 ( б ) . в  —  Активность фракций нативной стрептокииазы: 
(4), фракций модифицированной стрептокииазы (5), фракций смеси нативной  стреп- 
токиназы  с плазминогеном (6), фракций смеси модифицированной стрептокииазы  с

плазминогеиом (7)

при нанесении на колонку эквимолярной смеси модифицированной стреп- 
токиназы и плазминогена пик белка (и активности) элюируется быстрее,, 
чем плазминоген и модифицированная стрептокиназа, но несколько м ед­
леннее, чем пик, соответствующий комплексу нативной стрептокииазы с  
плазминогеном (рис. 12). При этом каж ущ аяся величина молекулярной 
маосы соответствует ~  120 кД а, несмотря на то, что каж ущ аяся величина 
молекулярной массы модифицированной стрептокииазы, найденная в 
этих ж е условиях, выше, чем каж ущ аяся  величина молекулярной массьг 
нативного белка (табл. 4). По-видимому, модифицированная фстоокис- 
лением стрептокиназа сохраняет способность к образованию эквимоль- 
ных комплексов с плазминогеном человека, но характер образованных 
комплексов несколько иной. Это требует специального изучения.

Н а основании изложенного можно заключить, что при фотоокислении 
стрептокииазы происходит разрушение имидазольной группы одного 
остатка гистидина. Это свидетельствует о том, что гистидилы стрептоки- 
■назы (их число, как нами показано ранее [4], равно 9) гетерогенны в 
функциональном отношении. Фотоокисляемая имидазольная группа 
стрептокииазы не играет существенной роли в проявлении специфической 
активности белка, что хорошо согласуется с результатами этоксиформи- 
лирования стрептокииазы [4]. Однако при фотоокислении в слабокислой, 
области происходит изменение конформации стрептокиназного белка, з а ­
трагивающее иидольные группы остатков триптофана. В слабощелочной 
среде выраженных изменений конформации при фотоокислении стрепто- 
киназы не наблюдается. Вероятно, на реакционную способность им ида­
зольной группы оказывают влияние другие остатки, состояние которых 
зависит от величины pH.
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Белорусский Н И И  эпидемиологии 
и микробиологии М инздрава БССР,
Минск

О. A.  K A Z Y U C H I T S ,  V,  N.  N I K A N D R O V ,  О. S.  Y A N K O V S K A Y A ,  Р.  О. R Y J  / K

M O D IFIC A T IO N  O F FU N C T IO N A L  G R O U PS OF T H E  ST R E PT O K IN A S E  
M O L E C U L E  DURING P H O T O O X ID A T IO N

Key words:  s t rep tokinase , photooxidation, pho to inactivation , L-histidine.

Photochem ical ox idati ton  with m ethylene blue as pho tosensit izer  resu lts  in the 
■destruction of one h istid ine residue in the s trep tok inase  molecule. This process is c h a ra ­
cterized by th e  ra te  co n s tan t  co rresponding  to the  m od if ica tion  of free L-histidine and 
results in partia l  inac tiva tion  of the protein. The ra te  of p ro te in  photo  oxidation and  pho­
to inactivation  is pH -dependent.  As can be judged  from th e  re su lts  of CD spectroscopy and  
gel ch rom atography , in w eakly  acidic (but not in w eak ly  alkaline) media the reaction 
results in con fo rm ation  changes of the s trep tok inase  g lo b u le  wehich affect the  s ta te  of 

th e  protein t ry p to p h an y l  residue. It  w as found th a t  the im idazo le  g roup  destroyed d u r in g  
the photooxidation  reaction  is not essential either for the  specific activity  of s trep tok i­
nase or for the fo rm a tion  of is s table  complex w ith  h u m an  plasm inogen . The specificity 
o f  m odification of the  s trep tok inase  histidine res idue d u r in g  the  photooxidation reaction  

as discussed.
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