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У СТРЕПТОКИНАЗЫ

Одним из наиболее эффективных активаторов плазминогена челове
ка является стрептокиназа (СК) — синтезируемый рядом [3-гемолитиче-
ских стрептококков белок. Несмотря на то что активаторная функция
СК изучается уже более 50 лет, до сих пор механизм активации плазми
ногена стрептокиназой остается непонятым [1]. Совокупность имею
щихся в литературе данных— усиление в организме фибринолиза при
гипербарической оксигенации [2], угнетение фибринолиза продуктами
перекисного окисления и реактивация антиоксидантами [3], ингибиру
ющее действие на инициируемый СК фибринолиз ионов переходных
металлов [4, 5] — привела нас к допущению об участии в активации
плазминогена активных форм кислорода. Причем СК в этом процессе
может выполнять функцию, подобную супероксиддисмутазе (СОД;
О g—Oj — оксидоредуктаза; 1. 15. 1. 1).

. В настоящей работе приводятся доказательства этого предположе
ния.

СК выделяли непосредственно из культуральной жидкости после
культивирования стрептококка штамма Н46А путем сорбции на двуоки
си кремния с элюцией 0,1 М раствором карбоната натрия [6], последу
ющей ионообменной хроматографии на ДЭАЭ-целлюлозе в хлоридной
форме в 0,05 М трис-HCl буфере pH 7,4 [7] с элюцией 0,3 М раствором
хлорида натрия, осаждения этанолом при pH 5,0 и хлоридом натрия в
конечной концентрации 10% при pH 2,0. Исследованием образцов СК
методом электрофореза в полиакриламидном геле в присутствии доде
цилсульфата натрия [8] установлена гомогенность полученных образ
цов. Активность СК определяли методом лизиса фибриновых сгустков и
фибриновых пластин, какописано нами ранее [9], с коррекцией по
международному стандарту «стрептокиназа—стрептодорназа» (Лондон,
ВОЗ). Удельная активность образцов СК соответствовала 100—120 тыс.
МЕ/мг белка. Концентрацию белка определяли по методу Лоури, как и
в предыдущих работах [9].

Для определения супероксиддисмутазной (СОД) активности исполь
зовали две системы: рибофлавин—метионин [10] или никотинамидаде-
ниндинуклеотид восстановленный (НАДН) — феназинметосульфат
(ФМС) [11]. Реакционная смесь включала при использовании 1-й си
стемы 0,06 М фосфатный буфер pH 7,4—10мл; L-метионин—13 мМ;
рибофлавин—6,5 мкМ; нитросиний тетразолий—87 мкМ; тритон Х-100 в
конечной концентрации 0,09% [10]. Образование супероксидных ради
калов инициировали ультрафиолетовым облучением смеси лампой
ДРТ-23 на расстоянии 50 см при постоянном перемешивании реакцион
ной смеси с помощью магнитной мешалки. Скорость образования супе
роксидных радикалов учитывали каждые 2 мин по абсорбции при 560 нм.
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При , использовании 2-й системы реакционная смесь включала 0,06 М
фосфатный буфер pH 7,4—-4,0і мл; НАДН—234 мкМ; ФМС—8 мкМ;
нитросиний тетразолий—-87 мкМ. Реакцию учитывали через 2 мин.

Исследования СОД-активности выполнены при комнатной темпера
туре и не менее чем четырехкратно. Реакцию запускали внесением в
системы соответственно рибофлавина или ФМС. СК добавляли до вне
сения этих реагентов, о ее СОД-активности судили по степени подавле-

Рис. 1. Кинетика образования супероксидных радикалов в системе метионин—рибофла
вин при внесении стрептокиназы и сывороточного альбумина человека (а) и влияние
этих белков на образование супероксидных радикалов в системе НАДН—ФМС (б)
(содержание стрептокиназы или сывороточного альбумина в пробе при использовании
системы метионин—рибофлавин — 1 мг; 1 — контроль, 2 — при добавлении сывороточ

ного альбумина, 3 — при добавлении стрептокиназы)

ния скорости восстановления нитросинего тетразолия. Результаты ис
следований обработаны статистически [12].

В работе использованы ФМС и тритон Х-100 фирмы «Ferak», НАДН,
человеческий сывороточный альбумин, рибофлавин, нитросиний тетра
золий, L-метионин, ДЭАЭ-целлюлоза фирмы «Reanal». Человеческий
фибриноген и тромбин, все органические соли марки «х. ч.» были отече
ственного производства, их использовали после дополнительной очистки
перекристаллизацией.

Внесение СК в системы генерации супероксидных радикалов приво
дило к заметному подавлению этого процесса (рис. 1). Так, в системе
метионин—рибофлавин подавление генерации супероксидных радика
лов 1 мг стрептокиназы за 8 мин составило 37%. Замена СК сывороточ
ным альбумином человека влияния на кинетику генерации супероксид
ных радикалов не оказала. В системе НАДН—ФМС 50 мкг СК обусло
вили снижение генерации супероксидных радикалов на 50% (рис. 1).
Степень уменьшения в системе супероксидных радикалов под действи
ем СК зависела от ее концентрации, причем зависимость имела вид кри
вой с насыщением (рис. 1). Максимальная СОД-активность СК по
подавлению генерации супероксидных радикалов составляла 50%. Сы
вороточный человеческий альбумин на накопление в системе суперок
сидных радикалов влияния не оказал.

В опытах с использованием системы НАДН—ФМС было установлено,
что степень уменьшения стрептокиназой уровня супероксидных радика
лов зависела от концентрации компонентов системы. Так, зависимость
СОД-активности СК от концентрации НАДН имела вид S-образной
кривой (рис. 2), что дает основания полагать, что в данном случае реа
лизуется механизм типа аллостерического.

Приведенные выше материалы показывают, что внесение в системы
генерации супероксидных радикалов СК приводит к подавлению на 50%
образования радикалов, регистрируемого по образованию формазана.
В целях выяснения вопроса о том, не является ли обнаруженное свойст-
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во образцов СК результатом примеси другого белка, нами изучены
изменения СОД-активности и активаторной функции образцов СК в

процессе нагревания при 80 °С. В ходе экспериментов установлено, что
изменения СОД-активности и активаторной функции СК были практи
чески идентичны (рис. 2). Расчет коэффициента корреляции изменений
дал величину г =  0,999±0,008 (Р<0,01). Это позволяет считать, что на
личие в образцах СК СОД-активности не связано с присутствием при-

Рис. 2. Влияние концентрации НАДН на СОД-активность стрептокиназы в системе
НАДН—ФМС (а) и характер изменений активаторной функции стрептокиназы и ее
СОД-активности в процессе нагревания при 80 °С (б) (СОД-активность выражена в
% подавления генерации супероксидных радикалов; 1 — активаторная активность

стрептокиназы, тыс. МЕ/мг белка, 2 — СОД-активность стрептокиназы)

месей другого белка, а обусловлено свойствами самой молекулы СК
Полученные данные о наличии у молекулы СК активности, подобной

супероксиддисмутазной, дают основания полагать, что в молекуле СК
возможно присутствие металлов, с которыми связана реализация подоб
ной функции. Более того, высокая корреляция СОД-активности и акти
ваторной функции СК позволяет также думать, что реализация СОД-
активности может быть связана со способностью СК активировать
плазминоген человека. Эти факты дополнительно подкрепляют ранее
[13] теоретически обоснованное преимущество локального чрезкатетер-
ного введения стрептокиназы в коронарные артерии при остром инфар
кте миокарда. Известно, что ишемия миокарда сопровождается накопле
нием супероксидных радикалов [14], поэтому введение препаратов
стрептокиназы непосредственно в зону тромбоза может играть двоякую
роль: активируя плазминоген, обеспечивать реканализацию сосудов и
одновременно способствовать снижению уровня супероксидных радика
лов, обладающих цитотоксическим эффектом.

Summary
Addition of streptokinase to the system of superoxide radical generation (methioni

n e — riboflavin or NADH—- phenazinemethosulphate) significantly (by 50%) decreases
the concentrations of these radicals. In the NADH — phenazinemethosulphate system,
the degree of streptokinase inhibition of formazane formation is a nonlinear function of
the NADH concentration. Heating of streptokinase solutions results in a loss of both
its dismutase-like activity and of its plasminogen-activatory function, the correlation
between these parameters being high.
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