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ФУНКЦИИ СТРЕПТОКИНАЗЫ

Одним из наиболее эффективных активаторов плазминогена челове
ка является синтезируемый ^-гемолитическими стрептококками бе
лок— стрептокиназа (СК). Механизм активации плазминогена СК до
сих пор остается непонятным, а имеющиеся гипотезы не являются до
статочными для объяснения этого механизма [1]. Известный факт уве
личения уровня фибринолиза в организме при гипербарической окси
генации [2] позволил нам предположить, что функция СК обусловлена
участием кислородных радикалов.

Образцы СК выделяли из культуральной жидкости р-гемолитиче-
ского стрептококка штамма Н46А путем сорбции на двуокиси кремния
с элюцией 0,1 М раствором карбоната натрия [3], последующей ионо
обменной хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе в хлоридной форме в
0,05 М rpwc-HCl буфере pH 7,4 [4] с элюцией 0,3 М раствором NaCl,
осаждением этанолом при pH 5,0 и NaCl в конечной концентрации 10%
при pH 2,0. Полученные образцы были гомогенны при электрофорезе в
полиакриламидном геле в присутствии додецилсульфата натрия [5] и
имели при определении по лизису фибриновых сгустков [6] или по ли
зису фибриновых пластин [7] удельную активность 100—150 тыс. МЕ/мг
белка, содержание которого учитывали по методу Лоури [8] или по
абсорбции при 280 нм, используя величину % =9,0 [9].

В качестве активаторов плазминогена использовали также бычий
трипсин фирмы «Fluka» (Швейцария), урокиназу (препарат урокинин)
и а-химотрипсин отечественного производства без дополнительной
очистки; лонголитин — протеиназу из гриба Arthrobothrys longa выде
ляли из культуральной жидкости осаждением ацетоном и последующей
гель-хроматографией на сефадексе G-100 в 0,06 М фосфатном буфере
pH 7,4, степень очистки образцов лонголитина составляла 100. Частич
но очищенные образцы тканевого активатора плазминогена выделены
из свежего сердца свиньи экстракцией 0,1 н. НС1 с последующим фрак
ционированием сульфатом аммония [10].

Активаторную способность учитывали методом лизиса фибриновых
пластин, содержащих человеческий плазминоген [7]. Пластины гото
вили в чашках Петри на строго горизонтальной поверхности, смешивая
из расчета на 1 пластину 9,0 мл раствора, содержащего плазминоген
фибриногена человека (3 мг белка/мл), 0,2 мл раствора тромбина
(100 ед/мл). Белки растворяли в 0,06 М фосфатном буфере pH 7,4. На
поверхность пластин или в вырезанные в них лунки вносили по 30 мкл
исследуемых растворов, пластины инкубировали на строго горизонталь
ной поверхности при 37 °С в течение 20 ч и учитывали площадь зон ли
зиса. Колебания активности в параллельных определениях не превы-
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шали 7%. Все исследования выполнены не менее чем четырехкратно,
результаты обработаны статистически [11].

В работе использованы также азид натрия («Serva», ФРГ), сефа
декс G-100 («Pharmacia», Швеция), ДЭАЭ-целлюлоза, этилендиамин
тетраацетат натрия (ЭДТА), L-триптофан, L-гистидин, ж-нитросиний
тетразолий (НСТ) фирмы «Reanal» (Венгрия), Ь-адреналин-Э-гидро-
тартрат («Fluka»), D-маннит («Хемапол», ЧССР). Содержащий плаз
миноген фибриноген человека и тромбин человека были отечественного

производства, как и ос
тальные реактивы, кото
рые подвергались допол
нительной очистке.

Добавление к раство
ру СК маннита—пере
хватчика ОН’ радикала,

Рис. 1. Влияние добавок к
раствору стрептокиназы азида
натрия (7), L-гистидина (2),
L-триптофана (5), D-маннита
(4) , нитросинего тетразолия
(5) и адреналина (5) на ее
активаторную функцию (% к
контролю, принятому за 100%)

L-гистидина или L-триптофана — перехватчиков синглетного кислорода
не влияло на активаторную функцию СК (рис. 1). Более эффективный
перехватчик синглетного кислорода — азид натрия несколько увеличил
активность СК. Вместе с тем внесение в раствор СК перехватчиков су
пероксидного радикала — НСТ или адреналина резко тормозило акти
ваторную функцию СК (рис. 1), причем ингибирующее действие этих
соединений напоминало, судя по характеру кривых, кооперативный про
цесс. Ингибирующее действие НСТ и адреналина на активаторную
функцию СК в столь высоких концентрациях может объясняться раз
личиями сродства супероксидного радикала к системе СК — плазмино
ген и к специфическим перехватчикам.

Обнаруженный факт подтвердил наше предположение о связи меха
низма активации плазминогена СК с кислородными радикалами. Ис
следование влияния НСТ в концентрации 10- 2 М на активаторные свой
ства урокиназы, трипсина, а-химотрипсина, лонголитина и тканевого

Т а б л и ц а  1. Влияние нитросинего тетразолия в конечной концентрации 10- 2 М
на лизис фибриновых пластин, содержащих плазминоген человека, под действием

различных активаторов плазминогена и протеиназ (п=6)

Ферменты Площадь зон лизиса,-мм2
Подав
ление

активн
ости,
%

Ферменты Площадь зон лизиса,мм2
Подав
ление

активн
ости,
%

без добавки НСТ с добавкойНСТ без добав-' ки НСТ с добавкойНСТ
Стрептокиназа,

1500 ME 434+12 43+2* 90,0
а-Химотрипсин,

60 мкг 492+15 478+14 2,9
Урокиназа, 1500 ед.
Трипсин, 129 ед .

525+12
519+36

500+13
488+34

4,8
6,0

Лонголитин,
0,6 мкг 193+4 186+4 3,5

Тканевый актива
тор из сердца
свиньи 200+10 175+12 12,5

* Изменения достоверные по отношению к контролю при Р < 0 ,05 (то же см. табл. 2),
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Tfa б л и ц а  2. Влияние некоторых хелатирующих агентов в конечной
концентрации 10~2М на активаторную функцию стрептокиназы (по лизису

фибриновых пластин) после обработки ее мочевиной или диметилсульфоксидом (п = 5)

Вариант опыта
Площадь зон лизиса,

мм2 % к контролю

СК +  фосфатный буфео (контроль)
СК +  ЭДТА
СК +  диэтилдитиокарбамат натрия
СК +  о-фенантролин
СК +  8-оксихинолин
СК +  мочевина, 4 М
СК +  мочевина, 4 М ф  ЭДТА
СК +  мочевина, 4 М -4-диэтилдитиокарбамат натрия
СК +  мочевина, 4 М +о-фенантролин
СК 4~ мочевина, 4 М ф  8-оксихинолин
СК +  ДМСО, 80%
СК +  ДМСО, 80% +Э Д Т А
СК +  ДМСО, 8 0 % -ф Диэтилдитиокарбамат натрия
СК +  ДМСО, 80% +  о-фенантролин
СК +  ДМСО, 80% 8-оксихинолин

465+  6,5
349+ 9,8*
581 +  15,6*
558+14,1*
507+27,2
492+21,0
386+30,4*
521 +  14,1*
558+10,0*
507+30,4
437+14,1
256+20,0*
391+ 10*
326+ 13*
391+ 20*

100
75

125
120
109
106
83

112
120
109
94
55
84
70
84

плазминогена показало, что эти активаторы в отличие от
Следов а-

активатора
СК практически нечувствительны к действию НСТ (табл. 1).
тельно, лишь при активации плазминогена СК имеет место участие су
пероксидного радикала. Более того, отсутствие эффекта НСТ на иници
ируемый урокиназой или тканевым активатором фибринолиз свидетель
ствует о том, что супероксидные радикалы имеют отношение именно к
процессу активации плазминогена СК, а не к лизису фибрина плаз
мином.

Поскольку образование и конверсия супероксидных радикалов ча
ще всего обусловлены наличием в системе функционально значимых
металлов переменной валентности, мы исследовали влияние на актива
торную функцию СК некоторых хелатирующих агентов. Оказалось, что
8-оксихинолин на активность СК не влиял, а о-фенантролин и диэтил
дитиокарбамат вызвали ее заметное увеличение (рис. 2). Такое влия
ние указанных соединений могло быть обусловлено тем, что они связы
вали имеющиеся в виде примесей ионы переходных материалов, кото
рые способны значительно угнетать инициируемый СК фибринолиз
[12]. Это допущение, однако, не согласуется с тем, что внесение в раст
вор СК ЭДТА вызывает умеренное снижение инициированного СК
фибринолиза (рис. 2). Кроме того, в случае железосерных белков о-фе
нантролин способен вызывать усиление функции (перекисного окисле
ния липидов, разложения гидроперекисей), а не ее подавление [13].
Сопоставление этих фактов с материалами о высокой функциональной
устойчивости СК даже при нарушении третичной и вторичной структу
ры белка [12, 14] позволило предполо
жить, что если СК имеет функционально
значимые металлы, то они, по всей ви
димости, трудно1 достигаемы при различ
ных воздействиях. Во всяком случае
медь в цитохром оксид азе не реагирует
даже с очень сильными хелатирующими
агентами [15].

Рис. 2. Изменения активаторной функции стрепто
киназы (% к контролю, принятому за 100%) под
действием 8-оксихинолина (7), диэтилдитиокарба
мата натрия (2), о-фенантролина (5) или

ЭДТА (4)
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Для проверки этого предположения мы изучили действие различных
хелатирующих агентов на активаторную функцию СК, структура кото
рой лабилизирована добавлением 4 М мочевины или 80% ДМ.СО (ди
метилсульфоксид). Оказалось, что предварительное воздействие на СК
мочевины не меняло характер действия комплексонов (табл. 2), а обра
ботка СК ДМСО усиливала ингибирующий эффект ЭДТА, вызвала уг
нетения СК (вместо активации) диэтилдитиокарбаматом или о-фенан-
тролином. Эти данные позволяют думать, что молекула СК может со
держать металл переменной валентности, с которым, возможно, связа
на ее функциональная активность.

На основании изложенных материалов можно полагать, что актива
ция плазминогена СК — процесс, специфически связанный с образова
нием и конверсией супероксидных радикалов. Это принципиально отли
чает индуцируемый СК процесс от действия других активаторов плаз
миногена протеиназного типа. Можно также предположить, что такая
специфика действия СК связана с присутствием в ее молекуле металла
переменной валентности. Полученные данные дают основания полагать,
что активаторная функция СК в отношении плазминогена является,
возможно, лишь частным выражением функциональной специфики СК.
Все перечисленное позволяет также взглянуть на СК как на «инстру
мент», выполняющий определенную и, по-видимому, немаловажную
роль в энергетическом обмене продуцента.

Summary
The scavengers of superoxide radicals, nitro blue tetrazolium or adrenaline at final

concentrations of 5-Ю - 3 —10~2 M inhibit the activating function of streptokinase. The
addition of the complexing agents (8-hydroxyquinoline, sodium diethyldithiocarbamate,
o-phenanthroline and EDTA) to streptokinase solution changes its activating function de
pending on the type of the agent and the conformational state of the protein molecule. It
is concluded that superoxide radicals participate in the activating function of streptokina
se and metals with variable valence are present in its molecule.
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