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КАНФАРМАЦЫЙНЫЯ ПЕРАБУДОВЫ СТРЭПТАКШАЗЫ 
ПРЫ ЗМЯНЕННЯХ САСТАВУ РАСТВАРАЛЬНІКА

Структурна-функцыянальная специфіка бялковага актыватара плаз- 
мінагену — стрэптакшазы (СК) застаецца раскрытай не да канца. 
Тэта датычыць і канфармацыйнай лабільнасці стрэптакшазы, пра што 
у літаратурьі ёсць толькі адзінкавьія паведамленні. Раней намі [1, 2] 
было паказана, што пры экстрэмальных значэннях pH, уздзеянні ма- 
чавіньї, награванні у малекуле СК, паводле даных спектраскапіі кру- 
гавога дьіхраізму і трыптафанавай флуарэсцэнцьи, назіраюцца прык- 
метныя змяненні другаснай структуры і акружэння араматычных амі- 
накіслотньїх рэшткау. Аднак атрыманыя матэрыялы яшчэ не ствараюць 
цэласнай карціньї малекулярнай арганізацьіі СК.

Мэтай дадзенай работы з’явілася вывучэнне змяненняу другаснай 
і трацічнай структур малекулы СК пад уплывай нейтральнага электра- 
літу — хларыду натрыю — у широкім дыяпазоне канцэнтрацый, а так- 
сама пры дзеянні рада арганічньїх растваральнікау і дадэцыл сульф ату 
натрыю. Акрамя таго, улічваючьі важную ролю для актыватарнай функ- 
цьй СК стану трыптафанзмяшчальных участкау малекулы гэтага бялку 
[3], мы вьівучьілі уплыу пералічаньїх фактарау на стан гэтых участкау.

МАТЭРЫЯЛЫ I МЕТАДЫ

У рабоце вьїкарьістоувалі СК, выдзеленую з камерцыйных узорау 
(прэпарат цзліяза айчыннай вьітворчасці) метадам храматаграфіі на 
калонцы з сарбентам, які уяуляе сабой імабілізаваньї на сефарозе 6В 
цыбакронавы блакітньї F3GA [4]. Атрыманыя узоры бьілі гамагенныя 
пры электрафарэзе у 7,5%-ным поліакрьіламідньїм гелі пры pH 8,3 [5J 
і у 12,5%-ным поліакрьіламідньїм гелі у прьісутнасці дадэцылсульфату 
натрыю [3]. Удзельная актыунасць ачышчаных узорау СК была не менш 
за 100 тыс. МАдз/мг бялку.

Актыунасць СК вьізначалі метадамі лізісу фібрьінавага згустка або 
лізісу фібрьінавьіх пласцін, як падрабязна апісана намі раней [2, 6], 
канцэнтрацыю бялку вьізначалі спектрафотаметрычна пры 280 нм, вы- 
карыстоуваючы значэнне А=8,8 [2].

Спектры кругавога дьіхраізму здьімалі на спектрапалярыметры 
Jasco J-20, як падрабязна апісана раней [2], у інтзрвалах даужынь 
хваль 200—250 і 250—350 нм. Скорасць сканіравання у дыяпазоне 
200—250 нм складала 0,4 нм/с. Прыбор папярэдне калібравалі па D-10- 
камфарсульфонавай кіслаце і D-панталактону. Велічьіню малярнай 
зліптьічнасці разлічвалі, прымаючы сярэднюю масу амінакіслотньїх 
рэшткау роунай 133,6 [2]. Адносную долю элементау другаснай струк
туры і параметры эфектыуных лагнармальных палос, якія апісваюць 
уклад араматычных амінакіслотньїх рэшткау у спектры кругавога дьі
храізму у пептыднай вобласці, вьізначалі па металу [7]. Разлікі пра- 
водзілі на камп’ютэры «Hew-lett-Packard 9830» (ЗША) і на ЭВМ 
БЭСМ-6.

Спектры трыптафанавай флуарэсцэнцьи здьімалі на спектрафлуары- 
метры Fica-55, як падрабязна апісана намі раней [8]. Вьінікі па тушзнні 
флуарэсцэнцьи акрьіламідам аналізавалі згодна з уравнением Штэр- 
на—Фольмера. Рознасныя спектры абсорбцьіі здьімалі у чатырохкювет- 
най сістзме на спектрафатометры «Specord М-40». Усе даследаванні 
выкананы не менш чым чатыры разы. Разлік элементау другаснай 
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структуры праводзілі па значэннях зліптьічнасці, сярзднія з 4—5 вы- 
мярэнняу.

У рабоце вьїкарьістоувалі акрьіламід і рэагенты для поліакрьіламід- 
нага геля фірмьі «Reanal» (Венгрыя), дадэцылсульфат натрыю, D-пан- 
талактон, D-10-камфарсульфонавую кіслату, цыбакронавы блакітньї 
F3GA фірмьі «Serva» (ФРГ), сефарозу 6В фірмьі «Pharmacia» (Шве- 
цыя). Астатнія рэактывы бьілі айчыннай вьітворчасці маркі х. ч. Арга- 
нічньїя растваральнікі ачьішчалі перагонкай, а солі і акрьіламід — пе- 
ракрьішталізацьіяй.

ВЬІНІКІ І АБМЕРКАВАННЕ

Спектр кругавога дьіхраізму СК у 0,6 М фасфатным буферы у даль
ний ультрафіялетавай вобласці характарызуецца адмоуным экстрэму- 
мам пры 205—208 нм і плячом пры 215—220 нм (рыс. 1). У бліжзйшай 
УФ-вобласці спектр мае некалькі слабых адмоуных палое з экстрэмума- 
мі пры 260, 267, 278 і 282 нм, якія адлюстроуваюць уклад аптычных пе- 
раходау рэшткау тьіразіну і трыптафану. Разлік па рэперных спектрах 
паказау, што малярная доля амінакіслотньїх рэшткау у а-спіральнай 
канфармацьіі вагаецца ад 0,22 да 0,28.

Уплыу хларыду натрыю. Пры канцэнтрацьп NaCl 0,2—0,5 іМ ад- 
значаецца толькі згладжанасць спектрау кругавога дьіхраізму у бліж- 
няй УФ-вобласці (не паказана) і некаторая тэндэнцыя да дзепіраліза- 
цьіі (табл. 1). У 0,5 М растворы солі з’яуляюцца рознасныя спектры СК 
з зкетрзмумамі пры 280 і 288 нм, абумоуленыя змяненнямі стану рэшт
кау тьіразіну і трыптафану (рыс. 2). Паколькі велічьшя абсорбцьіі пры 
320 нм не павялічваецца, то, відаць, пры дадзенай канцэнтрацьп солі 
агрэгацьй малекул бялку не адбываецца.

Ва указаным дыяпазоне канцэнтрацый хларыду натрыю параметры 
спектра трыптафанавай флуарэецэнцьй практычна не змяняюцца 
(табл. 2), як і велічьшя канстанты Штэрна—Фольмера тушэння флуа
рэецэнцьй акрьіламідам (М-1-с-1): у дыстыляванай (дзіанізаванай) 
вадзе — 8,0, а у 0,2—0,5 М NaCl — 7,7. Між тым раней намі [9] было 
выяулена значнае павелічзнне у 0,5 М. NaCl велічьіні [ц] СК.

Пры даследаванні уплыву на малекулу СК фактарау, якія вьіклі- 
каюць дэнатурацыю, намі было выказана дапушчэнне аб існаванні у 
малекуле СК прьінамсі дзвюх структурных абласцей [2]. Супастаулен- 
не апісаньїх эфектау мачавіньї на другасную, трацічную структуры СК 
і стан трыптафанзмяшчальных участкау [2, 10] дазваляюць вьіявіць 
неадначасовае змяненне гэтых параметрау, што пацвярджае такое да-

210 220 250 2І0 250 нм

Рыс. 1. Спектры кругавога дьіхраізму стрзптакіназьі у дальний (а) і бліжзйшай (б) 
ультрафіялетавьіх абласцях у 0,06 М фасфатным буферы pH 7,4 (1) або 1,0 М растворы

NaCl (2)
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Табліца 1. Уплыу хлорыстага натрыю на вел!чыню малярных долей амінакіслотньїх 
рэшткау у элементах другаснай структуры стрзптакіназьі і параметры эфектыуных 

лагнармальных палое, якія апісваюць уклады араматычных амінакіслотньїх рэшткау 
у яе спектры кругавога дьіхраізму

.Канцэнтрацыя солі, М
Малярныя долі амінакіслотньїх рэшткау

Параметры лагнармальных 
палое

1 фа | Фп | фвыгп 1 Ф А 1 X „, hm|av, кк| р

Дзіанізаваная вада 0,32 0,03 0 0,15 0,50 45 207 1,88 0,81
— 13 224 1 ,84 1,08

И 231 1,64 0,84
0,2—0,5 0,28 0,07 0 0,09 0,56 35 208 2,56 0,48

—3 222 0,90 0,48
8 229 1,57 0,77

1,0 0,26 0,12 0 0,11 0,51 25 208 2,12 0,4
5 —9 223 1,37 1,31

4 232 0,90 1,70
1, 0,29 0,07 0 0,12 0,52 35 208 2,07 0,98

— 12 224 1,68 0,75
8 230 1,10 0,83

2,0 0,26 0,12 0 0,13 0,49 28 208 2,09 0,80
— 14 224 2,19 1,90

5 232 1,13 0,31

Заувага. Тут і далей fa, фа, фп, фвыгн> f» — Доля амінакіслотньїх рэшткау 
/ а-спіралях, антыпаралельных і паралельних p-структурах, Р-вьігінах і нерэгулярных 
участках аддаведна; А, Хо, Av, р — адпаведна амплітуда паласы у град-см2-ДМ+, яе 
становішча, паушырыня і асіметрьія.

Табліца 2. Параметры спектрау трыптафанавай флуарэецэнцьй стрзптакіназьі 
у растворах хларыду натрыю рознай канцэнтрацьп (и = 5)

Канцэнтрацыя селі, М Фдн Фпах’ нм АХ, нм

0 1,00 344+0,9 64 + 1
0,01 1,1+0,05 344+1,0 64 + 1
0,10 1,0+0,05 344+0,9 64 + 1
0,50 1,1+0,05 344+0,9 63 +1
1,00 1,1+0,05 343+1,0 63+2
1,50 1,2+0,05 342+1,0 64+2

пушчэнне. Памяиёная вышэй неадпаведнасць даных вісказіметрьіі 
і спектраскапіі добра адпавядае гэтаму дапушчэнню, Відаць, адна 
з такіх абласцей (даменау) адносна невялікая, змяшчае рзшткі трыпта
фану, характарызуецца цвёрдасцю.

Пры канцэнтрацьп 1—2 М. соль мала уплывае на другасную струк
туру СК, але зніжае асіметрьічнасць акружэння храмафорных груп 
(рыс. 1). У дыферэнцыяльным спектры абсорбцьіі пры канцэнтрацьп 
NaCl больш за 1 М расце паглынанне пры 320 нм (рыс. 2), што, відаць, 
адлюстроувае агрэгацыю малекул СК. Магчыма, у сувязі з гэтым ад- 
бываецца некаторае павелічзнне долі p-структур у СК (табл. 1). Разам 
з тым калі агрэгацыя малекул бялку і адбываецца, то, мяркуючы па 
параметрах спектрау трыптафанавай флуарэецэнцьй, становішча трып- 
тафанзмяшчальных участкау малекулы прынцыпова не змяняецца 
(табл. 2). Толькі значэнне канстанты Штэрна—Фольмера (М^'-С"1) 
тушэння флуарэецэнцьй акрьіламідам памяншаецца у 1,5 М NaCl да 
6,2 пры 8,0 у дзіанізаванай вадзе. Тэта дазваляе лічьіць, што у выпадку 
^тварэння агрэгатау бялку у дадзеных умовах не узнікае значных пера- 
шкод для кантакту трыптафанзмяшчальных участкау з растваральнікам.

Уплыу арганічньїх растваральнікау. Пры частковай замене вады
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арганічньїмі растваральнікамі характар спектра кругавога дшхраізму 
у бліжзйшай УФ-вобласці захоуваецца, але ступень асіметрьіі акружэн- 
ня храмафорау узрастае (найбольш моцна — у глщэрыне і дыаксане). 
У радзе метанол—прапанол з павелічзннем гідрафобнасці радикалу у 
цэлым спіралізуючае дзеянне спіртоу узрастае (рыс. 3). Частковая 
замена вады прьіводзіць, як правіла, да павелічзння інтзнсгунасці трып- 
тафанавай флуарзсцзнцьіі (асабліва у этаноле і прапаноле) і пашырэння

260 280 300 НМ

Рыс. 2. Рознасныя спектры растворау стрзптакіназьі у дзіанізаванай вадзе пасля да- 
давання хларыду натрыю (а) або у 0,06 М фасфатпым буферы pH 7,4 пасля частковага 
замяшчэння вады зтьіленгліколем (б), этанолам (в) або дыаксанам (г). Канцэнтрацыя 

стрзптакіназьі 2,2-10~5 М. Канцэнтрацыя хларыду натрыю 0,5 М (1) і 1,0 М (2)

спектра, што найбольш моцна выражана у аднаатамных аліфатьічньїх 
спіртах (табл. 3).

Частковая замена вады арганічньїмі растваральнікамі вьіклікае так- 
сама з’яуленне рознаснага спектра абсорбцьіі з зкстрзмумамі пры 277 
і 286—287 нм (рыс. 2). У прьісутнасці этанолу (але не зтьіленгліколю 
або дыаксану) адзначан адначасовы рост абсорбцьіі пры 320 нм, што 
можа сведчыць аб утварзнні агрзгатау.

У дадзенай частцы работы намі выкарыстаны растваральнікі роз- 
най прыроды, якія змешваюцца з вадой. Характэрна, што пры гэтым 
змяненні структуры малекулы адбываюцца па-за залежнасцю ад здоль- 
насці выкарыстаных растваральнікау да сальвафобных узаемадзеян- 
няу згодна з класіфікацьіяй A. Ray [11]. Тэта, відаць, пацвярджае 
справядлівасць меркавання [12] пра тое, што дзеянне арганічньїх раст
варальнікау не заусёды парушае гідрафобньїя узаемадзеянні у бялко- 
вых глобулах. Сапрауды, гліцзрьіна і дыаксан — злучанні, якія рэзка 
адрозніваюцца па раду уласцівасцей, у тым ліку па здольнасці да саль
вафобных узаемадзеянняу — аказваюць блізкае дзеянне на структуру 
СК. Відаць, яно рзалізуецца па розных механізмах. Так, гліцзрьіна з’яу- 
ляецца палярным растваральнікам, які має значную вязкасць: у 
30%-нага воднага раствору гліцзрьіньї яна у 2,5 раза вышэйшая, чым 
у вады. Магчыма, тэта вядзе да абмежавання актыунасщ вады — фак- 
тару, які садзейнічае стабілізацьіі бялкоу у растворах палійлау [13]. 
Увядзенне ж у раствор бялку болып гідрафобнага дыаксану здольна 
зніжаць знергію (}альвата,цьіі. Відаць, менавіта у сувязі з гэтым дыак
сан не вьіклікае агрзгацьіі.

У цэлым радзе “выпадкау, у тым ліку пры дзеянні этанолу, адбыва- 
ецца выключэнне малекул бялку з раствору ,іу прьісутнасці арганічньїх 
растваральнікау. У вьініку фарміруюцца агрэгаты. Тэта з’ява, відаць, 
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можа абумовіць узрастанне упарадкаванасці структуры СК. Пры част
ковий жа замене вады дыаксанам мы можам дапусціць узмацненне 
электрастатычных узаемадзеянняу у малекуле бялку і страту струк- 
турнай рухомасці. У такім выпадку, магчыма, будзе назірацца карціна, 
падобная да той, што мае месца для бялкоу у няводных растваральніках 
[14], хоць разгледжаная намі сістзма і адрозніваецца прынцыпова ад 
падобных растваральнікау.

Уплыу дадэцылсульфату натрыю. У канцэнтрацьй 10-4М (ніжзй за

Рыс. 3. Спектры кругавога дьіхраізму стрзптакі- 
назы у бліжзйшай ультрафіялетавай вобласці у 
0,06 М фасфатным буферы pH 7,4 (1) і пры 30%- 
ным замяшчзнні вады метанолам (2), этанолам 
(3), прапанолам (4), глщэрынай або дыаксанам

(5)

крытычную кропку міцзлаутварзння) дэтэргент не уплывае на размер- 
каванне элементау другаснай структуры. Разам з тым назіраецца паве- 
лічзнне малярнай зліптьічнасці і зрух асобных палое у спектрах круга
вога дьіхраізму у бліжняй УФ-вобласці (табл. 4).

Мяркуючы па параметрах спектрау трыптафанавай флуарэсцэнцьи, 
стан трыптафанзмяшчальных участкау СК не змяняецца. Пры болып 
высокай канцэнтрацьй дэтэргенту павялічваецца а-спіральнасць СК, 
назіраецца тушэнне флуарэсцэнцьи з тэндэнцыяй да гіпсахромнага 
зруху з-за магчымага абмежавання даступнасці трьштафанілау раст- 
варальніку. Адначасовае пашырэнне спектра флуарэсцэнцьи, відаць, 
адлюстроувае узрастанне ступені гетзрагеннасці трыптафанавых рэшт
кау. У той жа час, мяркуючы па спектру кругавога дьіхраізму у бліжзй- 
шай УФ-вобласці, цвёрдасць трацічнай структуры СК памяншаецца. 
Відаць, тэта з’яуляецца вышкам аслаблення гідрафобньїх узаемадзеян
няу у малекуле СК. Павелічзнне ж долі а-спіралі пры гэтым добра адпа- 
вядае' вядомым фактам аб павелічзнні упарадкаванасці другаснай 
структуры бялкоу пры разупарадкаванасці трацічнай [15].

Такім чынам, выяуленыя адрозненні у дзеянні хларыду натрыю на

Табліца 3. Уплыу частковай замены вады (ЗО аб.%) арганічньїмі растваральнікамі 
на велічьіню малярных долей амінакіслотньїх рэшткау стрэптакшазы у розных элементах 

яе другаснай структуры і на параметры спектрау трыптафанавай флуарэсцэнцьи 
(п=4)

Растваральнік fa fyia ffin /|3выгн fn 7адн \цах» нм Д%, ям

0,6 М фасфатны бу
фер pH 7,4 0,20 0,13 0 0,13 0,54 1,0 343+2 64+1

Метанол: 0,29 0,09 0 0,11 0,51 1,2+0,2 342+2 68+1
Этанол 0,24 0,13 0 0,16 0,47 1,4+0,1 343+1 68+1
.Прапанол 0,37 0,08 0 0,14 0,41 1,7+0,1 343+1 68+1
Зтиленгліколь 0,34 0 03 0 0,08 0,55 1,2+0,1 340+1 65+1
Глщэрына 0,29 0,06 0 0,12 0,53 1,2+0,2 344+1 65+1
Дыаксан 0,27 0,09 0,01 0,13 0,50 1,1+0,1 342+1 68+2
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Т а б л і ц а 4. Уплыу дадэцылсульфату натрыю на велічьіню малярных долей 
амінакіслотньїх рэшткау стрзптакіназьі у розных элементах яе другаснай структуры, 
велічьіню малярнай зліптьічнасці стрэптакшазы (град см2-ДМ-1) у араматычнай частные 

спектра кругавога дьіхраізму і параметры спектрау трыптафанавай флуарэсцэнцьп

Канцэнтра
цыя дэтэр- 
гента, М

fee fpa fpn f рвыгн fH [®]г 17 - [Є]2в1 7адн лтах’ 
нм

ДХ, нм’ И

1

0 0,23 0,09 0 0, із 0,55 60+1,0 38+4,0 1,0 343+1 65+1 1
10~4 0,21 0,08 0 0,13 0,58 70+7,0* 43+6,0 1,0+0,10 342+1 64+1
10 -2 0,28 0,05 0 0,12 0,55 40+6,0* 28+5,0 0,8+0,15 342+2 69+1 (
10~2 0,29 0 0 0,09 0,62 52+6,0 экстрэмум 

адсутніч.
0,7+0,15 341 + 1 63+1

г

* Становішча паласы экстрэмуму ссоуваецца да 280 нм, колькасць назіранняу пры 
даследаванні спектрау кругавога дьіхраізму у бліжзйшай УФ-вобласці і трыптафанавай 1 
флуарэсцэнцьп рауняецца адпаведна 4 і 5.

спектральна рзгіструемьія параметры другаснай, трацічнай структур, 
стан трыптафанзмяшчальных участкау і на гідрадьінамічньїя уласціва- 
сці СК у цэлым добра адпавядаюць дапушчэнню наяунасці у малекуле 
СК некалькіх структурных абласцей (даменау). Пры гэтым трыпта- 
фанавыя рзшткі лакалізаваньї у адносна невялікай, структурна устой- 
лівай, негідратуемай вобласці.

Дзеянне хларыду натрыю і арганічньїх растваральнікау на СК рас- 
крывае яшчэ адну цікавую асаблівасць яе малекулы. Так, пры вьісокіх 
канцэнтрацыях солі і дзеянні асобных арганічньїх растваральнікау, ві
даць, утвараюцца агрэгаты. Яны прынцыпова адрозніваюцца ад тых, 
якія фарміруюцца пры працяглым захоуванні растворау СК [16]: апош- 
нія характарызуюцца значным зніжзннем актьіунасці СК. У той жа час 
пры дзеянні усіх выкарыстаных арганічньїх растваральнікау і 1—5 М 
хларыду натрыю мы назіралі павелічзнне актыватарнай функцьіі СК 
[6, 17]. Значыць, спантаннае утварэнне агрэгатау ідзе, відаць, па ін- 
шаму механізму, чым ініцьііраванае змяненнямі гідратнай абалонкі гло
булы СК, і закрапає спецьіфічньї участак, які дзтзрмінуе яе функцыю.

Захаванне актьіунасці СК пры дзеянні пералічаньїх фактарау на фоне 
адсутнасці рззкіх змяненняу стану трыптафанзмяшчальных участкау 
робіць вельмі прывабным раней выказанае намі меркаванне аб важнай 
ролі гэтых участкау для спецьіфічнай функцьіі бялку. Тэта падмацоува- 
ецца і вьінікамі хімічнай мадьіфікацьіі рэшткау трыптафану у СК [3]. 
Аднак маюць месца і вьшадкі захавання актьіунасці СК пры рззкім па- 
рушзнні структуры трыптафанзмяшчальных участкау — у 8 М мачавіне 
[2]. Таму пытанне пра тое, ці выконвае менавіта «цвёрдая» трыптафан- 
змяшчальная вобласць СК яе спецьіфічную функцыю, патрабуе асаблі- 
ва паглыбленага вывучэння.

Summary
The state of secondary and tertiary streptokinase structures and tryptophan-contain- 

ing sites of streptokinase molecule were investigated by circular dichroism spectroscopy, 
intrinsic tryptophan fluorescence and difference spectroscopy under the action of NaCl 
(0.2—2.0 M), sodium dodecylsulfate (10-4—10-2 M) and after partial (30% v/v) repla
cement of water by organic solvents. The specificities of the native streptokinase struc
ture are discussed. It is suggested that there are at least two structural regions in the 
streptokinase molecule.
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