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Изучено взаимодействие стрептокиназы с диэтилпирокарбонатом. Уста­
новлено, что при pH 6,0 диэтилпирокарбонат реагирует с восемью остатками 
гистидина на молекулу белка, что сопровождается существенным снижением 
функциональной активности последнего. Процесс модификации гистидилов 
стрептокиназы характеризуется константой скорости псевдопервого порядка, 
равной 0,1 мин-1 и близкой к таковой для процесса этоксиформилирования 
свободного L-гистидина, и частичной утратой активаторной функции белка.
Два остатка гистидина этоксиформилируются необратимо, обработка моди­
фицированной стрептокиназы гидроксил амином не приводит к ее реакти­
вации. Судя по характеру спектров кругового дихроизма, модифицируемые 
диэтилпирокарбонатом остатки не вносят существенного вклада в стабили­
зацию вторичной структуры белка. Обсуждаются вопросы специфичности 
модификации гистидилов диэтилпирокарбонатом. На основании данных гель- 
хроматографии предполагается, что частичная инактивация стрептокиназы 
обусловлена образованием олигомеров белка с пониженной активаторной 
функцией.

Структурно-функциональная специфика одного из наиболее сильных 
белковых активаторов плазминогена—стрептокиназы-— остается поня­
той не до конца. Это касается структурной организации молекулы, реа­
лизации ее функциональной активности, в частности функциональных 
групп молекулы. К настоящему времени получены материалы об изме­
нении конформационных свойств и активности стрептокиназы при моди­
фикации остатков триптофана, тирозина, аминогрупп [1—3].

Одной из гипотез, трактующих специфику стрептокиназы, является 
«квазипротеазная», основанная на обнаруженной гомологии первичной 
структуры стрептокиназы и некоторых сериновых протеиназ [4]. Соглас­
но этой гипотезе стрептокиназа происходит от сериновых протеиназ, 
а вследствие замены остатка His остатком Gly она утрачивает протео- 
литическую активность.

Учитывая, что в формировании активных центров многих ферментов 
принимает участие имидазольная группа гистидина, мы посвятили на­
стоящую работу исследованию активаторной функции стрептокиназы, 
а также ее конформационных особенностей при модификации остатков 
гистидина диэтилпирокарбонатом.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе использованы образцы стрептокиназы, полученные непосредственно из куль­
туральной жидкости р-гемолитического стрептококка штамм Н46А в экспоненциальной 
фазе его роста либо из отечественного коммерческого препарата стрептокиназы — цели-



азы. Очистку стрептокиназы из культуральной жидкости проводили методом ионообмен­
ной хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе, как подробно описано нами в предыдущей 
статье [1]. В случае использования в качестве источника стрептокиназы препарата «це- 
лиаза» стрептокиназу выделяли последовательно осаждением белков хлоридом натрия 
в конечной концентрации 10% при pH 2,5, ионообменной хроматографией на ДЭАЭ-се- 
фадексе А-50 в 0,1 М трис-НСЬбуфере, pH 6,8, с элюцией 0,15 М раствором NaCl, 
хроматографией на голубой сефарозе CL-6B в 0,06 М фосфатном буфере, pH 7,4, содер­
жащем 0,5 М NaCl, и гель-хроматографией на сефадексе G-100 в 0,06 М фосфатном бу­
фере, pH 7,4. Полученные образцы стрептокиназы были гомогенны при электрофорезе в 
12,5%-ном полиакриламидном геле в присутствии 0,1% DS-Na и имели удельную актив­
ность 100000 международных1 единиц на 1 мг белка.

Очистка плазминогена из обогащенной {5-глобулинами фракции плазмы крови чело- 
века проведена методом аффинной хроматографии на лизин-сефарозе [5]. Полученные 
■образцы при электрофорезе в полиакриламидном геле в присутствии DS-Na характеризо­
вались наличием основной (80%) белковой полосы с молекулярной массой 83 кДа (со­
ответствует плазминогеиу) и минорной с молекулярной массой 72 кДа, соответствующей 
плазмину. Активность полученных образцов, которую определяли казеинолитическим ме­
тодом после активации стрептокиназой [6], соответствовала 19 казеинолитическим еди­
ницам на 1 мг белка. 1

Модификацию гистидиновых остатков проводили при 20° диэтилпирокарбонатом в 
0,1 М ацетатном буфере, pH 6,0 [7]. К раствору стрептокиназы (1 мг) в указанном бу­

фере добавляли 10— 1000-кратный молярный избыток диэтилпирокарбоната в абсолютном 
этаноле. Кинетику модификации гистидиновых остатков регистрировали по величине ад­
сорбции при 240 нм, отражающей образование N -этоксиформилгистидина и Ы,Н'-диэток- 
•сиформилгистидииа. Для расчета числа модифицированных остатков использовали вели­
чины коэффициентов молярной экстинкции карбэтокси- и дикарбэтоксипроизводных ги 
стидина в зависимости от концентрации диэтилпирокарбоната: 3200, М- 1 - см-1 при
1,15 мМ и 5200 М_|1-см_1 при 11,5 мМ [7]. Это дает возможность рассчитать число моди­
фицированных гистидилов без определения отдельно содержания моно- и дизамещенных 
производных [7]. Отделение модифицированного белка от избытка реагента проводили 
па колонке с сефадексом G-25 в 0,06 М фосфатном буфере, pH 7,4.

Титрование свободных аминогрупп стрептокиназы и ее этоксиформилированных про­
изводных проводили 100-кратным молярным избытком 2,4,6-тринитробензолсульфоновой 
кислоты при pH 9,0. При расчете количества тринитрофенилированных аминогрупп ис­
пользовали коэффициент є34о, равный 14 000 М - 1 - см—1 [8] . При модификации отдельных 
аминокислот (L-гистидина, L-тирозина, L-триптофана) их использовали в конечной кон­
центрации 1,2-10~4— 1,9• 10—3 М.

Спектры абсорбции записывали на спектрофотометре Specord М-40 («Carl Zeiss», 
ГДР) в кюветах с длиной оптического пути 1 см. Дифференциальные спектры записы­
вали по 4-кюветной системе.

Спектры флуоресценции снимали на спектрофлуориметре Fica-55 (Франция) при 
возбуждении светом с длиной волны 296 нм. ;

Спектры кругового дихроизма записывали на спектрополяриметре J-20 («Jasco»), 
Япония) в интервалах длин волн 200—250 нм (при концентрации белка 0,2— 0,5 мг/мл в 
кюветах с толщиной слоя 0,1 см при чувствительности прибора 0,005 град/см и скорости 
сканирования 25 нм/мин) и 250—300 нм (при концентрации белка 1 мг/мл в 1-см кюве­
тах при чувствительности прибора 0,005 град/см и скорости сканирования 5 нм/мин). 
Значения молярной эллиптичности рассчитывали, принимая среднюю массу аминокислот­
ного остатка равной 133,6, исходя из данных аминокислотного состава стрептокиназы
[9]. Прибор калибровали по D-пантолактону и D-10-камфорсульфоновой кислоте. Рас­
чет относительной доли элементов вторичной структуры вели по реперным спектрам
[10] на ЭВМ СМ 1420.01.

Об образовании эквимолярных комплексов стрептокиназы и плазминогена человека 
судили на основании'данных гель-хроматографии на колонке с сефадексом G-200 в
0,01 М трис-лизиновом буфере, pH 8,0, как подробно описано в предыдущей статье [1]:.

Активность стрептокиназы определяли методом лизиса сгустков или пластин из чело­
веческого фибрина, содержащего плазминоген [11, 12]. Расчет активности вели по м еж ­
дународному стандарту «стрептокиназа-стрептодорназа», (Лондон, В О З).

Концентрацию белка определяли колориметрически по методу Бредфорд [13], 
а также по величине абсорбции при 280 нм, принимая значения коэффициента абсорб­
ции А{см Для стрептокиназы и плазминогена человека равными соответственно 9,0 и 
17,1 [14, 15].

Все эксперименты выполнены не менее чем трехкратно, результаты обработаны ста­
тистически.

В работе использованы сефадексы G'2.5, G-100, 0 2 0 0 ,  ДЭАЭ-еефадекс. А-50, BrCN- 
сефароза и голубая сефароза CL-6B («Pharmacia», Швеция); 2,4.6-тринитробензолсулЬ'
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фоновая кислота, диэтилпирокарбонат, кумасси бриллиантовый голубой G-250, D -панто- 
лактон, D-10-камфорсульфоновая кислота («Serva», ФРГ); DS-Na («Koch-Light», Анг­
лия); L-лизингидрохлорид, L-гистидин, L-тирозин, L-триптофан, ДЭАЭ-целлюлоза, 
реагенти для полиакриламидного геля («Reanal», Венгрия). Остальные реактивы были 
отечественного производства марки ос, ч., х, ч. или ч. д. а. Их использовали после соот­
ветствующей дополнительной очистки. .

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Модификация отдельных аминокислот. Обработка L-гистидина ди- 
этилпиракарбонатом приводила к увеличению абсорбции при 240 нм, при­
чем кинетика процесса описывалась кривой с насыщением (рис. 1). Пре­
образование кинетических кривых в полулогарифмических координатах 
дает основание считать, что этоксиформилирование L-гистидина диэтил- 
пирокарбонатом подчиняется уравнению кинетики первого порядка. Уве­
личение в инкубационной смеси концентрации аминокислоты с 0,76 до 
1,90 мМ практически не отражается на величине константы скорости ре­
акции (соответственно 0,14 и 0,17 мин"1). В целом процесс модификации 
L-гистидина завершается за 15 мин. Полученные результаты при двух 
избранных концентрациях аминокислоты позволили также определить 
истинную концентрацию диэтилпирокарбоната [16] которая в данном 
случае равна 0,94 мМ. Обработка диэтилпирокарбонатом L-триптофана 
или L-тирозина в течение 2 ч при конечной концентрации этих аминокис­
лот соответственно 1,2• 10”4 и 4 ,3 -10~4 М и 10-кратном молярном избытке 
модифицирующего реагента не вызывала появления дифференциальных 
спектров в области 240—340 нм. Это свидетельствует об отсутствии об­
разования продуктов реакции, дающих вклад абсорбции в указанном 
диапазоне спектра.

Модификация стрептокиназы. В избранных условиях этоксиформили- 
рования гистидиновых остатков инкубация стрептокиназы с диэтилпиро­
карбонатом (40-кратный молярный избыток реагента) приводила к росту 
абсорбции при 240 нм (рис. 2) . Процесс практически полностью заверш а­
ется к 25 мин и удовлетворительно описывается уравнением кинетики 
первого порядка с константой скорости 0,09 мин-1. Это значение в целом 
соответствует таковым при модификации свободного L-гистидина. Р ас­
чет общего числа гистидиновых остатков с использованием коэффициен­
та молярной экстинкции 3200 М -1-см-1 (концентрация диэтилпирокарбо­
ната 0,26 мМ) показал, что оно соответствует восьми. При этом в первые 
10 мин модифицируются пять гистидилов. Модификация гистидилов 
стрептокиназы Обратима: после добавления гидроксиламина (0,5 М) 
[19] наблюдается уменьшение величины абсорбции. Вместе с тем харак­
тер полученной зависимости дает основание думать, что два остатка ги­
стидина этоксиформилируются необратимо (рис. 2).

Известно, что скорость модификации остатков гистидина диэтилпиро­
карбонатом в значительной степени зависит от pH. Так, полагают, что 
вследствие депротонирования имидазольной группы при pH 7,5 скорость 
модификации гистидина заметно растет [17]. В случае стрептокиназы 
переход от ацетатного буфера, pH 6,0, к фосфатному, pH 7,5, полностью 
предотвращал этоксиформилирование гистидилов.

В целях определения полноты модификации остатков гистидина ди­
этилпирокарбонатом в молекуле стрептокиназы мы исследовали влияние 
величины молярного и з б ы т а  модифицирующего реагента на число 
этоксиформилируемых гистидилов, а также влияние на процесс их моди­
фикации предварительной обработки макромолекулы белка 6 М гуани-
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мин

Р ис. 1. Кинетика модификации L-гистидина в 0,1 М  ацетатном буфере, 
pH 6,0. Концентрация гистидина — 0,76 (./) и 1,90 мМ (2),  концентрация 

диэтилпирокарбоната — 1,15 мМ, температура среды — 25°

Рис. 2. Кинетика этоксиформилироваиия и деацилирования гистидилов 
стрептокиназы. Концентрация стрептокиназы — 6 ,5-10-6 М, диэтилпирокар- 

, боната — 40-кратный молярный избыток. Стрелкой показано добавление 
0,5 М гидроксиламина. Остальные условия — те же, что на рис. 1

дин-гидрохлоридом или 6 М мочевиной. Как было показано нами ранее, 
при данных условиях наблюдаются глубокие изменения молекулы стрел- 
т о к и 11 а з ы, выражающиеся в разупорядочении вторичной и третичной 
структур [18]. Исследования показали, что уже при 60-кратном моляр­
ном избытке диэтилпирокарбоната модифицируются восемь остатков ги­
стидина и лишь при 130-кратном избытке реагента, по-видимому, моди­
фицируется дополнительно еще один остаток (табл. 1) . Полученные нами 
данные о числе остатков гистидина в молекуле стрептокиназы хорошо со­
гласуются с имеющимися в литературе данными аминокислотного анали-
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Число модифицируемых диэтидпирокарбонатом остатков гистидина стрептокиназы 
в 0,1 М ацетатном буфере, pH 6,0 (п =  3)

Таблица I

Молярный избыток 
диэтилпирокарбоната

Концентрация диэтилпи- 
рокарбоната, мМ єм , М -> .см -і [7] Число модифицируемых 

гистидилов

40 0 ,26 3200 7 ,2 + 0 ,6
60 3,30 3900- 8 ,8 4 -0 ,4

240 1,12 3200 8 ,1 4 -0 ,9
130 5,60 4600 8 ,9 + 0 ,8

Таблица 2
Влияние денатурирующих соединений на модификацию остатков гистидина

в молекуле стрептокиназы
Концентрация стрептокиназы 10-5; М, 20-кратный молярный избыток диэтилпирокарбоната,, 

преинкубация с .денатурирующими агентами — 6 М мочевиной и 6 М гидрохлоридом 
гуанидиния — дри 37° в течение 30 мин (ti — 3)

Исследуемый образец Ато

Стрептокиназа 0 ,6 5 + 0 ,0 5
Стрептокиназа 4-диэтилпирокарбонат 0 ,7 0 + 0 ,0 5
Стрептокиназа-f 6 М G-HC1 0 ,4 8 + 0 ,0 5
Стрептокиназа+ 6  М G-HC1+диэтилпирокарбонат 0 ,5 2 + 0 ,0 5
Стрептокиназа-f 6 М мочевина 0 ,5 8 + 0 ,0 5
Стрептокиназа+ 6  М мочевина+ диэтилпирокарбонат 0 ,6 1 + 0 ,0 5

за [9]. Более того, предварительная обработка стрептокиназы гуанидин- 
гидрохлоридом или мочевиной при последующем этоксиформилировании 
20 кратным молярным избытком диэтилпирокарбоната практически не 
приводит к дополнительному приросту абсорбции при 240 нм (табл. 2). 
Можно предположить, что доступность остатков гистидина белка моди­
фицирующему реагенту определяется не грубой структурой глобулы бел­
ка, а устойчивостью структуры небольших областей молекулы стрептоки­
назы. Косвенным подтверждением такого предположения можно считать 
обнаруженную нами высокую устойчивость функции стрептокиназы к 
ряду повреждающих факторов на фоне глубоких изменений третичной и 
вторичной структур ее молекулы [18].

Модификация двух наиболее легко этоксиформилйруемых остатков 
гистидина приводит к заметному снижению ее активаторной функции 
(рис. 3). Наиболее резкое снижение обнаруживается при анализе мето­
дом лизиса фибриновых сгустков, в котором учитывается ранняя фаза про­
цесса фибринолиза. В то же время при исследовании методом лизиса фи­
бриновых пластин в течение более длительного времени снижение акти­
ваторной функции менее сильно. Следовательно, после этоксиформили- 
рования остатков гистидина молекула стрептокиназы частично утрачи­
вает функциональную активность, причем эта потеря сопряжена с моди­
фикацией лишь двух остатков гистидина. Вместе с тем деацилирование 
модифицированных остатков с помощью 0,5 М гидроксиламина не вело 
к восстановлению активности стрептокиназы. Как мы указывали выше, 
обработка этоксиформилированной стрептокиназы гидроксиламином не 
приводит к полному деацилированию всех модифицированных гистиди-
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Рис. 3. Инактивация стрептокиназы в процессе модификации ее гистидилов. Определе­
ние активности по лизису сгустков фибрина (1) и фибриновых пластин (2)

Рис. 4. Спектры триптофановой флуоресценции нативной (1) и модифицированной ди­
этилпирокарбонатом (2 ) стрептокиназы. Концентрация белка — 0,33 мг/мл, раствори­

тель— 0,06 М фосфатный буфер (pH 7,4) с добавлением 6 М мочевины

лов: два остатка остаются модифицированными. Исходя из этих фактов, 
можно думать, что модификация двух остатков гистидина молекулы 
стрептокиназы диэтилпирокарбонатом идет с образованием дикарбэток­
сипроизводных. Как известно, в этом случае обработка гидроксиламином 
не ведет к реактивации ферментов [24].

Вместе с тем учитывая способность диэтилпирокарбоната взаимодей­
ствовать с ОН-, SH-, NH2- и индольными группами [ 2 0 ] ,  не следует от­
брасывать возможность инактивации стрептокиназы из-за модификации 
этих групп. Известно, что S H -группы в молекуле стрептокиназы полно­
стью отсутствуют [9], а обработка ее диизопропилфторфосфатом, моди­
фицирующим ОН-группы серина, не оказывает влияние на активаторную 
функцию [21]. Определение числа свободных аминогрупп в нативной и 
модифицированной диэтилпирокарбонатом стрептокиназе показало, что 
в молекуле белка с двумя этоксиформилированными остатками гистиди­
на интактными остаются лишь 14 аминогрупп (табл. 3). Однако, как 
было показано ранее, модификация 15 аминогрупп слабо меняет актив­
ность стрептокиназы [3]. Все изложенное позволяет считать, что при об­
работке стрептокиназы диэтилпирокарбонатом модификации подвергает­
ся и ~50%  свободных аминогрупп макромолекулы стрептокиназы, но 
прямой связи этого явления с частичной инактивацией молекулы скорее 
всего нет. Возможность модификации остатков триптофана при обработ­
ке стрептокиназы диэтилпирокарбонатом была дополнительно изучена

Таблица 3
Изменение количества свободных аминогрупп стрептокиназы 

при ее модификации диэтилпирокарбонатом

Число этоксиформилиров энных 
гистидилов

Число тринитрофенилируемых 
аминогрупп

0 2 8
1 , 9 14
4 , 0 5
4 , 7 ■4' '
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Рис. 5. Гель-хроматография плазминогена человека (1), стрептокиназы (2)  и их экви- 
молярной смеси (3) на колонке с сефадексом G-200 в 0,01 М трис-буфере, pH 8,0, со­
держащем 0,1 М L-лизин, при использовании нативной (А) или модифицированной 
стрептокиназы (Б).  Активность фракций модифицированной стрептокиназы — 4, фрак­

ций эквимолярной -смеси модифицированной стрептокиназы с плазминогеном — 5

Рис. 6. Спектры кругового дихроизма нативной ( /)  и модифицированной диэтилпиро­
карбонатом (2 ) стрептокиназы в пептидной (А) и ароматической (Б) областях. Рас­

творитель — 0,06 М фосфатный буфер, pH 7,4

методом флуоресценции. В 6 М мочевине, где доступность триптофано- 
вых остатков стрептокиназы растворителю практически полная [18], об­
работка белка диэтилпирокарбонатом не меняет положение максимума 
спектра, но существенно увеличивает интенсивность флуоресценции 
(рис. 4). По-видимому, это свидетельствует о сохранности остатков трип­
тофана и об одновременной модификации тушащих соседних групп, 
К числу последних могут относиться и аминогруппы [22].
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Относительная доля (%) элементов вторичной структуры нативной 
и модифицированной диэтилпирокарбонатом стрептокиназы (п =  4)

Таблица 4

Исследуемый образец а-Спирали

0-Структуры

р-Изгибы
Неупорядочен­
ная конформа­

цияантипараллельг 
ные параллельные

Нативная стрептоки­
наза

Модифицированная
стрептокиназа

2 0 ,0 + 2 ,1

2 0 ,8 + 4 ,2

2 ,0 + 1 ,5  

5 ,3 + 2 ,1

5 ,4 + 2 ,2  

7 ,4 + 1 ,6

1 5 ,1 + 1 ,4

1 6 ,9 + 3 ,2

5 7 ,5 + 5 ,7

4 9 ,6 + 4 ,8

Результаты исследования способности стрептокиназы к образованию 
эквимолярных комплексов с плазминогеном человека показали, что смесь 
нативной стрептокиназы с плазминогеном элюируется быстрее, чем ин­
дивидуальные белки (рис. 5). Это однозначно свидетельствует об образо­
вании комплекса двух указанных белков [23]. Иная картина наблюдает­
ся в случае стрептокиназы, модифицированной диэтилпирокарбонатом. 
Прежде всего обращает на себя внимание значительное увеличение ско­
рости элюции: стрептокиназа выходит практически сразу за свободным 
объемом колонки. Логическим объяснением этого явления может быть 
образование олигомеров стрептокиназы с большей молекулярной массой 
вследствие межмолекулярных сшивок. Подобная ситуация отмечена при 
модификации диэтилпирокарбонатом ряда ферментов, например глу- 
таматдегидрогеназы печени быка [24]. Сопоставление профиля элюции 
модифицированной стрептокиназы по белку с таковым по ее активатор- 
ной функции, на наш взгляд, достаточно четко показывает, что наиболее 
высокая активность стрептокиназы сосредоточена в зоне медленнее все­
го элюирующихся фракций. Этот факт дает основание думать, что ча­
стичная инактивация стрептокиназы при обработке диэтилпирокарбона­
том может быть обусловлена образованием олигомеров белка с понижен­
ной активаторной функцией. При нанесении на колонку с сефадексом 
G-200 эквимолярной смеси плазминогена человека и модифицированной 
стрептокиназы профиль элюции белка практически не меняется в сравне­
нии с таковым для стрептокиназы. Вместе с тем распределение активно­
сти в сравнении со стрептокиназой иное: отмечается более быстрая элю- 
ция с колонки активных фракций (рис. 5). По-видимому, молекулы 
стрептокиназы, не включенные в олигомеры, сохраняют функциональную 
способность и способность к образованию эквимолярных комплексов с 
плазминогеном человека.

Судя по характеру спектров кругового дихроизма в дальней ультра­
фиолетовой области, заметных изменений вторичной структуры стрепто­
киназы при модификации ее диэтилпирокарбонатом не происходит 
(рис. 6). Действительно, расчет вклада элементов вторичной структуры, 
по реперным спектрам указывает лишь на тенденцию к уменьшению доли 
неупорядоченной конформации (табл. 4). В то же время характер спект­
ров кругового дихроизма в ближней ультрафиолетовой области, по-види­
мому, указывает на изменения третичной структуры молекулы (рис. 6). 
Спектр кругового дихроизма нативной стрептокиназы характеризуется 
наличием слабых отрицательных полос с. экстремумами при 263, 267, 277, 
283 и 290 нм, отражающих оптические переходы остатков тирозина и 
триптофана. После обработки стрептокиназы диэтилпирокарбонатом сте-
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пень асимметрии окружения хромофорных групп заметно уменьшается, 
а экстремум при 290 нм исчезает (рис. 6). і

Изложенные материалы свидетельствуют о том, что обработка стреп­
токиназы диэтилпирокарбонатом приводит к модификации остатков ги­
стидина, аминогрупп и сопровождается существенным снижением функ­
циональной активности. Последнее отмечается уже при модификации 
двух остатков гистидина. Модифицируемые диэтилпирокарбонатом ос­
татки не вносят существенного вклада в стабилизацию вторичной струк­
туры молекулы белка. По-видимому, наиболее вероятным следствием об­
работки стрептокиназы диэтилпирокарбонатом является межмолекуляр- 
ная сшивка с образованием олигомеров и обусловленным им снижением 
активности, причем формирование подобных олигомеров не ведет к изме­
нению вторичной структуры молекулы.
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STUDY OF THE ROLE OF HISTIDINE RESIDUES 
IN THE STREPTOKINASE MOLECULE USING MODIFICATION 

WITH DIETHYLPYROCARBONATE

Byelorussian Research Institute of Epidemiology and Microbiology, M insk

Key words: streptokinase, histidine residues, inactivation, protein structure.

The interaction of streptokinase with diethylpyrocarbonate resulting in partial inactiva­
tion of the protein was studied. Eight histidine residues are blocked per streptokinase mo­
lecule by this reagent. Ethoxyformylation of streptokinase histidyls is characterized by a 
rate constant corresponding to modification of free L-histidine. No reactivation of strepto­
kinase was achieved by treatment of the modified prdtein with hydroxylamine. The OD 
spectroscopy data suggest that the residues modified by diethylpyrocarbonate are of no con­
sequence for the stabilization of the protein secondary structure. The specificity of modi­
fication of streptokinase hisidine residues by diethylpyrocarbonate is discussed. Based on 
the gel chromatography data, it was assumed that partial inactivation of streptokinase 
depends on the formation of protein oligomers with a decreased activatory function.
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