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B.  I f . Никандров,  В.  И.  Вотяков,  С.  А.  Наумович,  Г.  В.  Воробьева,
С.  Г.  Цыманович,  Г.  С.  Янковская

И С С Л Е Д О В А Н И Е  О Б Р А З О В А Н И Я  К О М П Л Е К С О В
С Т Р Е П Т О К И Н А З Ы  И  Г Е П А Р И Н А  И  ИХ  С В О Й С Т В

Белорусский  Н И И  эпидемиологии  и  микробиологии

Одним  из  важных  механизмов  ре-
гуляции  жидкого  состояния  крови  яв-
ляется  реализация  функции  противо-
свертывающей  системы  [4].  Важным
компонентом  этой  системы  является
гетерополисахарид  гепарин  —  естест-
ве и п ы й  антико а гул я нт.  М и о го ч и сл еи -
ными  исследованиями  [4,  5 |  установ-
лено,  что  гепарин  способен  образовы-
вать  комплексы  с  Са2 + ,  катехоламина-
ми,  тромбогенными  белками,  а  также
с  плазминогеном  и  плазмином  [6],
при  этом  образующиеся  комплексы
приобретают  свойство  дезагрегации
растворимого  (нестабилизированного)
фибрина.  Это  явление  получило  на-
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звание  неферментативного  фибрино-
л и з а .

Не  менее  важным  в  этом  отношении
является  вопрос  о  возможности  фор-
мирования  таких  комплексов  и  их
свойствах  с  экзогенными  белками,  на-
пример  с  вводимыми  в  организм  тром-
болитическими  ферментами.  Этот  воп-
рос  остается  малоизученным.  Одним
из  наиболее  широко  применяемых  в
клинической  медицине  тромболитиков
является  стрептокииаза  (СК)  [9].

Цель  настоящей  работы  —  выясне-
ние  взаимодействия  СК  с  гепарином,
изучение  свойств  полученных  комплек-
сов.
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М с т о д и к а 

В работе использовали гепарин натриевую 
с о л ь фирм «Fluka» (Швейцария) и «Спофа» 
( Ч С С Р ) , а т а к ж е раствор гепарина для инъек-
ции фирмы «Рихтер» ( В Н Р ) и отечественного 
производства. СК выделяли из культуральиой 
.жидкости методом ионообменной хроматогра-
фии, как описано ранее [7]. В отдельных опы-
тах использовали коммерческий препарат СК 
«целиазу» отечественного производства, бал-
ластные белки удаляли методом ионообменной 
хром а то граф и и. 

Активность С К определяли по лизису фиб-
ринового сгустка [3] и площади зон лизиса фиб-
риновых пластин [12] с последующей коррек-
цией по международному стандарту стрепто-
киназа - строптодорназа (Лондон, В О З ) . Бе-
л о к определяли по методу Лоури [15]. Удель-
ная активность образцов СК, использованных 
в экспериментах, составляла 30 000 М Б па 1 мг 
белка. 

Д л я образования комплексов СК и гепарин 
смешивали в 0,06 М фосфатном буфере рН 7,4 
в соотношении 30 000 МИ и 150 Е Д соответст-
венно при температуре 4 и 24°С в течение I — 
17 ч. 

Образование комплексов регистрировали ме-
тодами тонкослойной гель-хроматографии на 
сефадексе G-200, инфракрасной спектроскопии 
в таблетках с КВг и дифференциальной УФ-
спектроскопии. Инфракрасные спектры снимали 
на спектрофотометре UR-20, дифференциаль-
ные ультрафиолетовые — на спектрофотомет-
ре Specord М40 в 4-кюветпой системе. Спектры 
кругового дихроизма снимали на спектрополя-
риметре Jasco-20 в диапазонах длин волн 205— 
240 пм в кюветах с толщиной слоя 2 мм, при 
концентрации белка 0,32 мг/мл. Результаты вы-
ражали через молярную эллиптичность на ами-
нокислотный остаток — [0]. Средний вес остатка 
принят равным 133. Прибор откалиброван по 
D-пенталактону. 

После гель-хроматографии на сефадексе го-
товили отпечатки на хроматографической бу-
маге, которые затем высушивали и фиксирова-
ли . Д л я выявления локализации компонентов 
полученные отпечатки окрашивали I % раство-
ром амидо черного (белки) или 0,03 % раство-
ром азура II (гепарин). 

Термостабильность нативиой СК и комплек-
са ее с гепарином оценивали при температурах 
25, 37, 50 и 70 °С. Колебания температуры во 
времени не превышали 0,2 °С. 

Исследования влияния СК, гепарина и их 
комплекса на гемостазиологическис показатели 
выполняли па кроликах массой 2—2,5 кг. СК 
(60 000 М Е / к г ) , гепарин (300 ед/кг) и комплекс 
С К - - гепарин (60 000/300 М Е / е д / к г ) вводили 

а ' в 6 2 в 

0 0 

0 

0 

Рис. 1. Гель-хроматография стрептокиназы 
(а ) , гепарина (б) и комплекса стрептокипа-
з а - - г е п а р и н (в) в тонком слое сефадекса 

G-200. 
J - • окраска амидо черным 10 В, 2 — окраска азу-

ром II. 
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О 
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Рис. 2. Дифференциальный УФ-спектр стрепто-
киназы при взаимодействии с гепарином. 

Концентрация стрептокиназы 7-10 —6 М. 

внутривенно однократно. Д о введения, через 
10, 30, 60, 120 мин, 3 и 4 ч после него в крови 
определяли тромбиновое время но Сирмаи [10], 
время лизиса сгустка разбавленной крови по 
Ферили [13], концентрацию фибриногена и фиб-
ринолитическую активность плазмы [14], общие 
аитиплазмипы [1] и антитромбин III [11]. В пе-
риод исследования животные находились под 
внутривенным тиопенталовым наркозом 
(30 мг/кг) , после окончания экспериментов их 
умерщвляли путем введения воздуха в ярем-
ную вену. 

Результаты исследований обрабатывали ста-
тистически [8]. 

Р с з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Смешивание растворов СК и гепа-
рина в весовом соотношении 3,2 : I (на 
30 000 ME СК 150 Е Д гепарина) при 
рН 7,4 приводит к изменению подвиж-
ности СК и полисахарида, регистри-
руемой тонкослойной гель-хроматогра-
фией на сефадексе G-200, по сравне-
нию с подвижностью отдельно взятых 
компонентов (рис. 1). При окраске 
хроматограмм амидо черным или азу-
ром 11 отмечено отсутствие следового 
количества исходных компонентов вне 
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Рис. 3. ИК-спектры гепарина ( / ) , стрептокина-
зы (2) и комплекса стрептокиназа — гепа-

рин (3),. 
По оси ординат — пропускание (в %). 
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Рис. 4. Динамика активности стрептокиназы 
(У) и ce комплекса с гепарином (2) при 50°С. 

Рис. 5. Температурная стабильность стрептоки-
назы (У) и комплекса стрептокиназа - гепа-

рин (2). 
Остаточная активность определена через 2 ч инкуба-

ции при соответствующей температуре. 

образовавшегося нового пятна с изме-
ненной подвижностью. Это позволяет 
полагать, что при взаимодействии СК 
и гепарина образуется комплекс с из-
мененными свойствами, причем оба 
исходных компонента включаются в 
состав комплекса практически пол-
ностью. 

Образование комплекса подтвер-
ждается также появлением разностно-
го УФ-спектра в области 250—300 нм 
(рис. 2) . Кроме того, это свидетельст-
вует, по-видимому, о конформацион-

ных изменениях молекулы СК в соста-
ве комплексов. Эти изменения прояв-
ляются в сдвиге состояния ароматиче-
ских хромофоров белка. 

О структурных изменениях молеку-
лы СК свидетельствует также смеще-
ние полосы амид I и амид II в ИК~ 
спектре комплекса (рис. 3), а также 
умен ь ш ен и е величины м о л я р н о й 
эллиптичности в дальней УФ-области 
спектра кругового дихроизма: значе-
ние [0]220 для СК и комплекса СК -
гепарин составляет 7 ,2±0 ,5 и 5,1 ± 0 , 3 

Т а б л и ц а 1 

Динамика показателей фибринолиза и гемостаза при введении кроликам гепарина (300 ЕД/кг), 
(п = 6 ) 

Исследуем ы й по к а за тель Исходные Время от начала инфузии, мин 
Исследуем ы й по к а за тель да ни ые 

1 0 30 60 120 

Тромбиновое время, с 
Время лизиса сгустка крови, ч 
Аитиплазмины, с 
Антитромбин I I I , % 
К о н це н тра ци я фибриногена , 

мг% 
Фибриполитическая активность 

плазмы, % 

3 8 , 0 = Ы , 3 
24 

1 5 4 , 0 ± 2 , 5 
9 8 , 7 ± 5 , 2 

5 3 0 , 0 ± 2 8 , 6 

1 9 , 3 ± 2 , 8 

> 3 0 0 
24 

1 6 2 , 0 ± 17,0 
8 4 , 0 ± 5 , 2 

4 7 8 , 0 ± 3 8 , 0 

2 1 , 5 ± 7 , 3 

> 3 0 0 
24 

162, 0 ± 18,0 
7 9 , 1 ± 3 , 9 * 

4 2 0 , 0 ± 2 6 , 0 * 

1 7 , 3 ± 2 , 6 

> 3 0 0 
24 

1 5 6 , 0 ± 2 1 , 0 
7 2 , 0 ± 5 , 1 * 

480,0d=13,0 

1 8 , 5 ± 3 , 1 

2 8 , 0 ± 2 , 3 
24 

1 5 2 , 0 ± 1 8 , 0 
8 5 , 6 ± 4 , 1 

5 0 0 , 0 ± 4 0 , 0 . 

2 1 , 4 ± 3 , 0 

* Р < 0 , 0 5 . 

Т а б л и ц а 2 
Динамика показателей фибринолиза и гемостаза при введении кроликам стрептокиназы в дозе 

60 000 МЕ/кг (/г = 6) 

Исследуемый показатель Исходные 
данные 

Время от начала инфузии, мин 

10 30 60 120 

Тромбиновое время, с 
Время лизиса сгустка кро-

ви, с 
Аитиплазмины, с 
Кои центра ци я фибри нore на, 

мг % 
Фибринолитическая актив-

ность плазмы, % 

3 0 , 0 ± 2 , 2 

24 ч 
9 1 , 5 ± 1 , 0 

4 4 9 , 0 ± 7 2 , 8 

1 8 , 8 ± 3 , 5 

5 4 , 3 ± 5 , 5 * 

8 3 , 3 = Ы , 0 * 
1 5 0 , 0 ± 3 , 4 * 

2 1 6 , 0 ± 3 8 , 0 

4 1 , 6 ± 8 , 2 * 

4 0 , 0 ± 3 , 9 

1 0 1 , 3 ± 1 , 5 * 
1 6 7 , 0 ± 12,9 

1 9 6 , 7 ± 2 9 , 1 * 

3 2 , 1 ± 3 , 2 * 

4 7 , 3 ± 2 , 7 * 

1 4 0 , 0 ± 2 , 2 * 
1 2 2 , 0 ± 8 , 9 

2 3 8 , 8 ± 4 8 , 5 

3 1 , 1 ± 6 , 4 

3 1 , 2 ± 3 , 2 

24 ч 
1 2 6 , 5 ± 1 2 , 2 

3 6 6 , 7 ± 4 8 , 5 < 

2 2 , 6 ± 5 , 0 

Изменения статистически достоверны при Р < 0,05. 
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соответственно. Эти данные позволяют 
считать, что комилексообразовапие 
приводит к изменениям вторичной и, 
по-видимому, третичной структуры 
молекулы СК. Судя по данным тонко-
слойной гель-хроматографии, комплекс 
СК — гепарин отличается меньшей 
.подвижностью, чем исходные компо-
ненты (RCT комплекса по отношению 
к СК равен 0,88). Такое изменение 
подвижности при ожидаемом измене-
нии молекулярной массы ассоциатов 
по сравнению с исходными компонен-
тами может быть обусловлено измене-
нием формы комплекса, например от-
клонением от шарообразной. Подоб-
ные явления наблюдались нами при 
образовании комплексов СК с натив-
ными декстрановыми препаратами [2]. 

Исследование термостабильиости 
показало, что по сравнению с натив-
иой СК комплекс отличается большей 
термостабильностыо, особенно в тем-
пературном диапазоне 25- 50 °С 
(рис. 4 и 5). При экспозиции при 
50 °С в течение 6 ч активность комп-
лекса СК — гепарин остается более 
высокой, чем нативной СК. 

Полученные комплексы СК — гепа-
рин отличались не только по молеку-
лярным свойствам, но и по действию 
на систему фибринолиза в организме 
животных. 

Введение кроликам гепарина прак-
тически не изменяло исследуемые по-
казатели фибринолиза (табл. 1). Пос-
ле введения антикоагулянта лишь на-
растал антикоагулянтный потенциал 
крови, выразившийся в резком удли-
нении тромбинового времени, некото-
ром снижении уровня антитромбина 
III. Эти изменения отмечались на 
протяжении 1 ч после введения. 

Д л я действия нативной СК (целиа-
зы) характерна активация фибрино-
лиза: резкое ускорение лизиса 
сгустка цельной крови, повы-
шение фибрииолитической актив-
ности плазмы, снижение концентрации 
ф и б р и н о ге н а — э ф ф е кт, и а б л ю д а в -
шийся в период до 2 ч после введе-
ния СК (табл. 2). К 2 ч исследуемые 
показатели не отличались от исходно-
го уровня. 

В отличие от действия гепарина или 
СК, влияние на гемостаз у кроликов 
комплекса СК — гепарин было дли-
тельным. Так, в тесте лизиса сгустка 
цельной крови изменения отмечены и 
через 2 ч, а фибрииолитическая ак-
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тивность плазмы сохранялась на по-
вышенном уровне вплоть до 3 ч 
(табл. 3). Концентрация фибриногена 
при этом постепенно снижалась 
вплоть до 4 ч (на 4 4 % ) с момента 
введен и я ж и вот иым комплекса. 

Таким образом, СК способна вза-
имодействовать с гепарином с обра-
зованием комплекса. В составе пос-
леднего белковая часть подвергается 
конформационным перестройкам, что, 
по-видимому, может способствовать 
повышению устойчивости СК, вклю-
ченной в комплекс, к температурным 
воздействиям. Комплекс СК — гепа-
рин обладает особенностями действия 
на гемостазиологические показатели в 
организме. Это необходимо учитывать 
при проведении тромболитической те-
рапии препаратами СК в сочетании с 
гепарином, а также при получении 
комплексных препаратов СК с гепари-
ном. 
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S t rep tokinase and heparin developed complex 
at the rat io 3 .2 : I, w / w , respectively, and 
neut ra l va lues of pIT, which was regis tered by 
means of thin-layer ch roma tog raphy and dif-
ferential UV-spectroscopy. IR-, d i f ferent ia l UV-
and CD-spectroscopic methods showed tha t 
secondary and te r t ia ry s t ruc tures of s t repto-
kinase were altered in the complex. Streptoki-
nase con ta in ing in the complex exhibited the 
higher thrmostabi l i ty at 50° as compared with 
nat ive protein. After in t ravenous admin i s t ra t ion 
of the complex into rabbi ts more distinct alte-
ra t ions were observed in thrombin time, blood 
clot lysis and in blood p lasma f ibr inolyt ic 
activity as compared with native s t rep tokinase 
effect. 
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При рассеянном склерозе одним из 
начальных ключевых звеньев процес-
са демиелинизации считают актива-
цию лротсаз, что приводит к разруше-
нию белковой стромы миелина и обра-
зованию энцефалитогенных пептидов 
[5, 8 | . Возрастание протеазной актив-

ности регистрируют по периферии оча-
га демиелинизации. Обнаружено | 15 | 
повышен ис л ей д и нами но пептидазн ой 
активности в ликворе больных рас-
сеянным склерозом в стадии обостре-
ния, что, по-видимому, обусловлено 
активацией и выходом фермента в 
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