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МОДИФИКАЦИЯ ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ ГРУПП СТРЕПТОКИНАЗЫ 
ПРИ ИОДИРОВАНИИ

НИИ эпидемиологии и

Механизм взаимодействия плазми
ногена со стрептокиназой (СК)—од- 
Йнм из наиболее сильных его актива-

микробиологии, Минск

торов, белком, синтезируемым 0-гемо> 
литическими стрептококками, изучен 
недостаточно. В частности, это касает-
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ся функциональных групп СК, при 
участии которых образуется комплекс 
плазминоген — СК.

Ранее мы (17] впервые получили 
предварительные данные- о том, что 
йодирование остатков тирозина в СК 
приводит к утрате ею способности об
разовывать е плазминогеном человека 
эквимолярный комплекс. В настоящей 
работе проведено дальнейшее изучение 
влияния модификации функциональ
ных групп СК на особенности ее кон
формации и характер взаимодействия 
с плазминогеном.

Методика

СК выделяли из культуральной жидкости, 
полеченной при выращивании Д-гемолнтпческо- 
го стрептококка штамм Н46А на питательной 
среде сложного состава, путем сорбции на 
двуокиси кремния и ионообменной хромато
графии на ДЭАЭ-целлюлозе, как описано ра
нее |6. 7]. В ряде случаев СК выделяли так
же из отечественногр коммерческого препарата 
целназы путем переосаждепня 10% хлоридом 
натрпя при pH 2,0 и последующей ионообмен
ной хроматографии на ДЭАЭ-сефадексе А-50 
в (ЦМ трнс-НО-буфере pH 6,8 с элюцией 
активных фракций 0,15 М НС1. Полученные 
образцы СК были гомогенны при электрофо
резе в 12,5 % ПААГ с 0,1 % додецилсульфата 
натрия в режиме 40 В и 20 мА в течение 16 ч 
при 4 °С {211- Удельная активность образцов 
СК, определенгая методом лизиса фибриновых 
сгустков или фибриновых пластин (8|, соответ
ствовала 100000 ME на 1 мг белка.

Плазминоген выделяли из обогащенной 
Р-глобулниами фракции плазмы крови челове
ка методом аффинной хроматографии на лм- 
зии-сефарозе (12]. Полученные ча ври 
электрофорезе в указанных выше условиях ха
рактеризовались наличием основной белковой 
полосы с молекулярной массой 90 кД (90%), 
соответствующей плазминогену, и минорной 
фракции (20 %) с молекулярной массой 80 кД, 
соответствующей плазмину. Активность плаз
миногена в полученных образцах, определен
ная казеинолитическим методом (Ї9], состави
ла 14 казеинолитических ед. мг белка.

Полирование СК проводили в 0,06 М фос
фатном буфере pH 7,4 при 4 °С. Свежеприго
товленный раствор 9 мМ 1« в 0,5 М К1 добав
ляли к раствору белка в конечной концентра
ции 12 2-Ю-5—З Ю-1 М, a KI — ГО-* М так, 
чтобы молярные соотношения It : СК были 
равны 2:1, 5:1, 6:1, 10:1, 20:1 и 30:1. 
Реакцию проводили до момента исчезновения 
окраски смеси по абсорбции при 350 нм, ко
торое в зависимости от концентрации і до
стигалось за 3—60 мин и считалось временем 
окончания реакции (18]. При максимальной 
концентрации I 3-Ю-* М. однако, обесцвечи
вания не происходило в течение 180 мни. От
деление модифицированной СК от низкомоле
кулярных компонентов смеси проводили мето
дом гель-филыраиин на колонке (ІХ10 см) 
с сефадексом G-25 в 0,06 М фосфатном буфе
ре pH 7,4.
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Модификацию L-тнрознна или Ь тистидина 
проводили в указанной системе при конечных 
концентрациях L-тнрознна 6- IO~S М, Е гисти- 
Анна З-Ю-4 М, h (1,5—3.0) • 10" 4 М, учитывая 
величину абсорбции при 340 нм.

Спектры абсорбции записывали на спектро
фотометре “Specord" М-40 в стандартных кю
ветах. Дифференциальную спектроскопию про
водили по 4-кюпетнпй системе, при этом pH 
Контрольного образца доводили до 2,5, а 
опытного — до 11,5, поскольку при этом pH 
ионизируются все йодированные производные 
тирозина (14].

Спектры флюоресценции снимали на сиск- 
трофлюорнметре "Fica-55" с длиной волны 
возбуждения 296 нм (возбуждаются остатки 
триптофана и йодированные остатки тирозина) 
н 280 нм (возбуждаются все указанные остат
ки и остатки тирозина).

Спектры кругового дихроизма записывали 
на спектрополяриметре 1-20 в интервале длин 
волн 205—240 нм при концентрации белка 
0,2—-0,5 мг/мл, в кюветах с толщиной слоя 
0,1 см при чувствительности прибора 0,0057см 
н скорости сканирования 0,04 нм/с. Значения 

. молярной эллиптичности рассчитывали, при
нимая среднюю массу аминокислотного остат
ка равной 133,6, исходя нз данных амино
кислотного состава СК (16]. Прибор калибро
вали по D-пенталактону и цпаикобаламину.

Содержание элементов вторичной струк
туры рассчитывали по реперным спектрам 
(10| с использованием ЭВМ БЭСМ-6.

Образование эквимолярных комплексов СК 
и плазминогена человека выявляли методом 
гель-фильтрации на колонке с сефадексом 
G-200 J20] размером 0,5X80 см в 0,01 М 
трнс-НС1-буфере pH 8,0, содержащем 0,1 М 
L-лизина при концентрации белков 2-10-4 М, 
скорости элюшш 3 мл/ч и объеме фракций 
0,5 мл.

Концентрацию белка определяли по мето
ду Бредфорд {11], а также по величине аб
сорбции при 280 нм, принимая значення 
А|для СК и плазминогена соответствен
но 9,0 н 17,1 (9, 15].

Все эксперименты выполнены не менее 
3 раз, результаты обработаны статистически.

В работе использовали сефадексы G-25, 
G-200, ДЭАЭ-А-50, BrCN-сефарозу (“Pharma
cia”), додецилсульфат натрия (“Koch-Light”), 
кумаеси голубой G-250 (“Serve"), L-тирозин, 
L-лнзпн-гндрохлорнд, L-гнстиднн-гндрохлорид, 
ДЭАЭ-целлюлозу, перекристаллизованные реа
генты для ПДАГ ("Reanal”). Остальные ре
активы были отечественного производства ма
рок «ос. ч.» или «х. ч», их использовали после 
соответствующей дополнительной очистки.

Результаты и обсуждение

Известно (13], что йодирование бел
ков приводит к модификации различ
ных аминокислотных остатков. Однако 
поскольку молекула СК не содержит 
других серосодержащих аминокислот, 
кроме 4 остатков метионина [16], при 
йодировании СК возможна модифика
ция только остатков тирозина и гисти
дина.



Рис. 1. Кинетика обесцвечивания йода.
( — спонтанное обесцвечивание; 1 — L гистидин в мо
чечкой концентрации 310-* М; J—L-Tupoiua в ко
нечной концентрации 6 • I0-* М: 4 — стрситокшмм о 
конечной концентрации 3-ММ М. Конечная концент
рация йода 1.Б • НЙ М. Но оси абсцисс — время 

(в ннн>.

Для выяснения особенностей моди
фикации этих аминокислот в специ
альных опытах исследовали кинетику 
йодирования L-тнрозина и L-гнстйди- 
U8. Оказалось, что при избранных ус
ловиях I подвергается спонтанному 
обесцвечиванию (рис. I), кинетика ко
торого подчиняется уравнению скоро
сти реакции первого порядка с конс
тантой скорости 5,25- кН-мин'1 (табл. 
Ц. Введение в реакционную смесь L- 
гметндина не изменяло скорость обес
цвечивания I. В тоже время L-тиро- 
зхи значительно повышал скорость 
обесцвечивания, увеличивая константу 
скорости на порядок. Это позволяет ду
мать, что в избранных условиях (4 °С, 
0,06 м фосфатный буфер pH 7,4) воз
можно йодирование лишь остатков ти
розина. Йодирование СК также сопро
вождалось ускорением спонтанного

Константы скорости обесцаечиванны іюда при 
йоднроамни L-гистидина, L-тирозяім и СК

Таблица I

Условия экспери
мента м

Константа скорос
ти

Контроль 1.5 5,25 10- »-ыи1Г*

L-гистидин, 
3-10-ОМ

L-тирозин, 
6.1(Г»М

:к, з-10“*м

1.5

1.5
3.0
1.5

5,2&-НГ*-мм*4

3,25-10-»mhh-> 
2,70-10-»-мин-* 
1,35-10“»-Мии"1

Рис. 2. Изменения спектра абсорбции СК при 
йодировании.

I — иатиыаый бежж; і — СК. модмфмцнрованизк при 
молярном соотношении |,:СК, равном 6:>. 3 —

10: I; 4 — »; 1, Ї —30: I.

обесцвечивания > с константой скоро
сти, близкой к таковой для свободного 
тирозина. Это хорошо согласуется с 
ранее описанным нами [4] фактом 
расположения всех остатков тирозина 
в молекуле СК на поверхности глобу
лы белка.

Йодирование СК приводило в це
лом х уменьшению полосы абсорбции 
при 280 нм (рис. 2). Вместе с тем по
глощение При 245 нм не уменьшалось, 
а соотношение Дгао/Дачб, позволяющее 
в известной мере судить о состоянии 
остатков гистидина [3], уменьшалось 
вследствие снижения абсорбции при 
280 нм (табл. 2). Все это, по-виднмо-

Таблица 2

Изменения отдельных полос светра абсорбции 
СК при Аодиролаиин (л ■= 5)

Исследуемые образ
цы СК Д>»« Дмз 1

Нативная 0,23±0,02 0,20*0.03 1.18
Йодированная 

при молярном 
соотношении 
1а:СК: 
6:1 0.17±0,03 0,21*0,03 0,80
10:1 0,15*0,03 0,20*0,03 0,72
20:1 0,19*0,02 0,26*0,03 0,71
30:1 0,20*0,03 0,28*0,03 0,71
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Рис. 3. Дифференциальные спектры абсорбции 
(pH 11,5 против pH 2,5) нативной и модифи

цированной СК.
Обозначения те> же, что и аа рм. 3.

му, также свидетельствует О том, что 
при йодировании СК модифицируются 
практически лишь остатки тирозина. 
Вместе с тем при росте молярного со
отношения h:CK наблюдается неодно
направленное изменение спектров аб
сорбции. Можно полагать, что это, по- 
видимому, обусловлено ; различиями 
коэффициентов молярной экстинкции 
нативного тирозина и его йодирован
ных производных (1), а такхз локаль
ными конформационными изменениями 
белка.

Рис. 4. Инактивация СК при различном соот
ношении h: СК.

По осн абсцисс — соотношение 1,: СК (и М>: по оси 
ординат — остаточная активность (а % от исходно*).

Рис. 5. Спектры флюоресценции китивной (/; 
/') и йодированной СК.

Молярное соотношение Ь: СК. 2—10:1; 3 — 20:1. 
Возбуждение флюоресценции прн 296 нм (/. 2 3) или 
2(0 нм (3'1. Растворитель — 0.06 М фосфатный бу

фер pH 7.4, концентрация СК 5.0-КН М.

Судя по д?чным дифференциальной 
УФ-спектроскопии, СК с полностью 
ионизированными остатками тирозина 
(21 остаток) имело максимум абсорб
ции при 295,5 нм (рис. 3). Положение 
максимума не менялось после йодиро
вания при соотношении Ь^СК, равном 
6:1, но смещалось до 293 нм при со
отношении 10:1. йодирование СК при 
молярных соотношениях 20:1 и 30 :1 
вызывало увеличение абсорбции при 
303 и 311 нм, а в последнем случае и 
смещение максимума спек- ра до 
303 нм. Исходя из спектральных ха
рактеристик йодированных производ
ных тирозина {!}, можно полагать, 
что модификация при соотношении 
Is: СК, равном 20:1 или 30:1, ведет 
к частичному образованию монойод- 
тирозилов, а также дийодтирозилов. 
Однако поскольку даже у этих произ
водных сохранена полиса абсорбции 
при 295,5 нм, можно думать, что часть 
остатков тирозина в СК остается не- 
модифицированной.

При молярном соотношении 1г: СК, 
равном 5:1, йодирование не вызывало 
существенного изменения активносуи 
СК. Дальнейшее увеличение концент
рации I вело к нелинейному падению 
активности фермента (рис. 4). Однако
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Рис 6. Гельфильтрация СК (/), плазминогена человека (2) и их экинмолярной сме
си (3).

СК, иатцвкая и модифицированная при молярном соотношении Ъ : СК 6:1 Iй) или ЗО: 1 (в).

даже при молярном соотношении 
1г:СК—30:’ йодирование на протя
жении 3 ч не приводило к полной инак
тивации СК: до 10 % ее активности 
сохранялось. Это согласуется с тем, 
что часть остатков тирозина остается 

їв немодифнцированном состоянии, 
і Причиной такого явления может быть 

не только гетерогенность остатков ти
розина .в молекуле белка, но и гетеро
генность СК. Известно, что СК суще-

Рис. 7. Спектры кругового дихроизма натив
ной и йодированной СК.

Рктяорнтель — 0,06 М фосфатных буф< ' pH 7,5. 
Обозначения те же, что иа рис. 2 и 3.

ствует в виде нескольких форм, име
ющих особенности конформации [2,

Исследования флюоресценции СК 
показали, что основной вклад во 
флюоресценцию нативного белка вно
сят остатки триптофана, а флюорес
ценция тирозина невелика (рис. 5). 
Иодирование СК приводило при воз
буждении светом с 296 им к появле
нию длинноволновых компонент с мак
симумами при 378 ц 391—395 нм, ха
рактерных для йодзамещенных произ
водных {!}. Положение максимума 
флюоресценции триптофана в целом 
не менялось, что, по-видимому, свиде
тельствовало об отсутствии модифика
ции триптофанилов. Отмечена высокая 
интенсивность флюоресценции полос, 
соответствующих йодированным тиро
зилам, хотя их квантовый выход ни
зок [1]. Такое несоответствие не мо
жет быть объяснено погрешностями 
при определении количества белка и 
требует специальных исследований, 
выходящих за рамки статьи. Изучение 
флюоресценции йодированной СК при 
возбуждении 280 нм были осложнены 
интенсивной флюоресценцией в корот
коволновой области с максимумом 
305 нм и, возможно, обусловленной 
явлениями рассеяния.

Смешивание нативной СК и плазми
ногена человека в эквимолярных кон
центрациях приводило к смещению 
профиля элюции белка, что свидетель
ствует о формировании надмолекуляр
ного комплекса (рис. 6), Иодирование 
СК уже при соотношении 12 : СК—6:1 
приводило к тому, что смесь модифи
цированной СК и плазминогена элюи
ровалась в виде двух не полностью 
разрешенных пиков, соответствовав-
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Таблица З
Относительная доля (в •„> алементоа вторично* структуры.СК при ее кодировании (п«= 3; Л1±ш)

Исследуемые образ
цы СК а-Спирали

9-Структуры

Р Изгибы
Неупорядо. 
«еиаая кон- 

формаииаантнпараллель* 
мне параллельные

Нативная 26,2±2,7 14,6±1.1 3.4±1.8 20.1 ±0,6 35.7±2.3
МоДифнин рованна я 

при молярном соот
ношении Ij.CK: 

6:1 39,0±7,3 4, 1±1,9 3.0±1,5 18,7±1.9 35.2±9.3
10:1 35.7±9,6 7.6±1,1 2,6±1.8 18.7±2,2 35.4±10.5
20:1 27.6±6,9 9.0±1.6 1,8±| ,3 17,4± 1.2 44.2±8.4
30:1 29.8±6,8 9. 1±0,8 1.9±1.3 19,5±2,6 39,7±8.4

ших индивидуальным компонентам. 
По-видимому, при йодировании спо
собность СК к образованию эквимо
лярных комплексов с плазминогеном 
утрачивается. Между тем, как указы
валось выше, активность СК прн соот
ношении 1а:СК—6:1 снижалась не
значительно. Создается впечатление, 
что для реализации активаторной 
функции СК образование устойчивых 
комплексов ее с плазминогеном не яв
ляется обязательным условием.

Судя по характеру спектров круго
вого дихроизма (рис. 7), йодирование 
не вызывает значительных изменений 
во вторичной структуре СК. Однако 
при расчетах по реперным спектрам 
показано, что Йодирование вначале 
усиливало спнрализацню белка за 
счет уменьшения доли ^-структур, а 
затем при молярном соотношении 
h: СК—(20—ЗО): 1 вызывало неболь
шое уменьшение относительной доли 
Д-структур и увеличение доли неупо
рядоченной конформация (табл. 3).

Полученные материалы позволяют 
считать, что йодирование СК приво
дит к преимущественной модификации 
остатков тирозина, причем в зависи
мости от концентрации йода может 
достигаться превращение последних в 
монойод- и дийодтирозин. Остатки ти
розина в молекуле СК, судя по кине
тике модификации, по-видимому, гете- 
рогенны, часть из них остается иемо- 
дифицированной. Возможно, остатки 
тирозина не играют определяющей ро
ли в организации вторичной структуры 
СК, однако их состояние способно из
менить соотношение между отдельны
ми элементами вторичной структуры. 
Глубокая модификация остатков тиро
зина приводит к утрате способности 
СК к образованию комплексов с плаз

миногеном человека. Это дает основа
ния полагать, что модификация остат
ков тирозина вызывает конформаци
онные изменения фермента, затраги
вающие центры взаимодействия с 
макромолекулой плазминогена ‘.
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MODIFICATION OF THE STREPTOKINASE 
FUNCTIONAL GROUPS DURING IODINA

TION

V. N. Nikandruo, O. A. Katyuchltt

Institute of Epidemiology and Microbiology. 
Minsk

Modification of tyrosine residues was detected 
in streptokinase molecule during iodination. 
A nonlinear type of the modification reaction al
lowed to suppose that tyrosine residues were 
heterogenous. As shown by gel chromatography 
the modified streptokinase did not develops 
stable complexes with human plasminogen even 
at low ratios of iodine/streplokinase, however 
the activating effects of the streptokinase were 
maintained. During iodination the secondary 
structure of streptokinase appears to be altera, 
the level of which depended on the molar ratio 
iodine/streptokinasc.
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