
АКАДЭМН НАВУК БССР

СЕРЫЯ

Б1ЯЛАПЧНЫХ НАВУК
N2 5

Асобны адбітак

Мінск 1984



УДК 577.3+535.34 : 535.372

В. М. НІКАНДРАУ, Г. У. ВАРАБ’ЁВА

АБ СТАНЕ АСТАТКАУ ТЫРА31НУ I ТРЫПТАФАНУ 
У МАЛЕКУЛЕ СТРЭПТАК1НАЗЫ

Структурна-каталітьічньїя уласцівасці стрзптакіназьі (КФ 3.4.99. 22) 
внвучаны недастаткова. Асаблівае значэнне мае выяуленне участкау 
малекулы, адказных за узаемадзеянне з плазмінагенам. Есць даныя [1] 
аб значним зніжзнні актиунасці стрзптакіназн (СК) пасля хімічнай 
мадьіфікацьіі трнптафанілау. Вядома таксама роля астаткау тьіразіну 
у каталітичних функциях некаторих ферментау [2]. Улічваючн вн- 
кладзенае, а таксама маючи на увазе недастатковасць і супярзчлівасць 
наяуных даних аб колькасці і стане астаткау тнразіну і трнптафану у 
СК [3—6], у дадзенай рабоце спектральннмі метадамі даследавана ла- 
калізация гэтых храмафорау у бялку.

Матэрыялы і метады

Даследаванні праведзены на водна-салявнх растворах, якія змя- 
шчаюць 0,2 М NaCl, электрафарэтычна гамагенных узорау СК стрэпта- 
кока штама Н46А, атрнманых па [7]. Удзельная актнунасць складала 
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100 000 МАдз/мг бялку. Канцэнтрацыя бялку вызначана па [8], актыу- 
насць СК — па [9] з карэкцыяй па міжнароднаму стандарту стрзптакі- 
наза — стрэптадарназа (Лондан, ВОЗ) і прэпарата стрэптаза (Behring- 
werke AG, ФРГ).

Спектры паглынання вьімяралі на спектрафатометры Beckman-5270. 
Рознасныя спектры атрыманы па [10] у 4-кюветнай сістзме на спектра­
фатометры Specord UV-vis. Спектрафстаметрычнае цітраванне выкана- 
на на спектрафатометры СФ-26. Спектры флуарэсцэнцьй знімалі на 
спектрафлуарыметры Fica-55 з монахраматычным узбуджэннем пры 
даужьіні хвалі 296 нм. Тушэнне флуарэсцэнцьй даследавалі пры pH 3,0; 
7,5 і 9,6. Да 2 мл раствору бялку (0,4-10“5 М.) у 0,05 М фасфатным бу­
феры або баратным буферы у прьісутнасці 0,2 М NaCl непасрэдна перад 
вымярэннем дадавалі аліквотьі (5—10 мкл) З М NaNO3 CsCl або акрыл- 
аміду да канцэнтрацьй не болып чым 0,4 М акрьіламіду, 0,3 М NaNO3 
або 2 М CsCl.

Даныя па тушэнню аналізавалі згодна з уравнением Штэрна — Фоль- 
мера з увядзеннем паправак на рэабсорбцыю для NaNO3 [11]. Разлік 
магчымай колькасці астаткау тьіразіну і трыптафану у СК ажьіццяулялі 
па [12—14].

У рабоце вьїкарьістоувалі рэактывы маркі х. ч., якія падвяргаліся 
дадатковай ачыстцы перакрьішталізацьіяй. Трыптафан быу вытворчас- 
ці фірмьі Sigma (ЗША).

Рэзультаты і абмеркаванне

Спектры паглынання. Наяунасць у спектры максімуму пры 277 нм 
і пляча пры 282—286 нм сведчыць аб пераважным укладзе -у паглынан- 
не астаткау трыптафану. У кісльїм асяроддзі (pH 3,0) характар спект­
ра не змяняецца. У шчолачным — у вьініку іанізацьй ОН-групы тьіразі- 
лау'—максімум зрушваецца да 291 нм, наглядаецца плячо пры 284— 
286 нм (уклад паглынання трыптафанавых астаткау). Спектрафота- 
метрычнае цітраванне паказала, што іанізацьія астаткау тьіразіну у СК 
адбываецца jZ адну стадыю (рыс. 1), пачынаючы з pH 9, і мае рК 10,7. 
Працэс іанізацьй абарачальны да pH 12.

Спектры паглынання СК у растваральніках з рознай палярнасцю 
змяняюцца нязначна (табл. 1), прычым спектр бялку зрушаны у карат- 
кахвалевую вобласць у параунанні са спектрам свабоднага трыптафа­
ну у тым жа растваральніку. Гэтыя даныя дазваляюць меркаваць, што 
трьіптафанільї СК абмежавана даступныя растваральніку.

Даследаванне СК метадам дыферэнцыяльнай спектраскапіі пры пер-

рк
Рыс. 1. Спектрафотаметрычнае цітраванне тыразшавых астаткау стрэптакшазы; кан­

цэнтрацыя бялку 1,3-10-5 М
Рыс. 2. Дыферэнцыяльныя сальвентна-пертурбацыйныя спектры стрэптакшазы у 20 %- 
ных растворах этыленгл!колю (/), глюкозы (2), глщэрыны (<?), канцэнтрацыя бялку 

3,2-IO"6 М
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турбацьй растваральнікамі дазволіла вьіявіць стан астаткау тьіразіну 
у натыунай СК (рыс. 2). У 20%-ных растворах зтьіленгліколю і гліцз- 
рыны у дыферэнцыяльных спектрах наглядаецца адмо^ны максімум 
при 279—280 нм, што можа бьщь звязана са змяненнем стану тьіразі- 
лау. Пры 290 нм ёсць другі, менш інтзнсіунн адмоунн максімум, які 
адсутнічае пры пертурбацьіі растворам глюкозы і абумоулены, відаць, 
змяненнем стану трьіптафанілау.

Разлічаньїя па метаду Гудвіна і Мортана [12] малярныя суадносіньї

Уплыу палярнасці растваральнїка на спектр паглынання 
стрэптакшазы

Т а б л і ц а 1

Растваральнік (2 0%-ныя 
растворы)

Становішча ^тах(нм) для
■ СК _1 тр 

лтах’ нмстрэптаю'назы трыптафану

Этанол 277,5 279,5 —2
Гліцзрьіна 277,2 279,5 —2,3
Дьіметьілсульфаксід 276,0 279,8 —3,8
Дыаксан 277,0 279,5 —2,5
Глюкоза 276,2 278,8 —2,6
Фасфатны буфер, pH 

7,0 276,9 279,2 —2,3

тьіразіну і трыптафану бьілі роуньїмі 5:1. Агульная колькасць астат­
кау тьіразіну, знойдзеная па даних спектрафотаметрычнага цітравання,, 
адпавядала 21, што узгадняецца з даньїмі літаратурьі. Знойдзеная коль­
касць трыптафану (4 моль) некалькі перавышае даныя літаратурьі: 1 — 
2 моль [3, 4].

Спектры флуарэсцэнцьй. У параунанні са спектрам свабоднага трып­
тафану спектр натыунай СК пры нейтральных значэннях pH зрушаны 
У караткахвалевую вобласць і мае даволі вялікую паушырыню: Xmax = 
= 344 нм, ДЛ=64 нм (рыс. 3). 8 М мачавіна вьіклікае зрушэнне паласы
флуарэсцэнцьй у даугахвалевую вобласць з адначасовым яе пашырэн- 
нем (Ашах = 353 нм, AJv=68 нм).

Найбольшы квантавы выхад флуарэсцэнцьй пры стабільнасці астат- 
ніх параметрау наглядаецца у інтзрвале pH 5,5—8,5. Пры пераходзе 
у кіслую і шчолачную вобласці квантавы выхад зніжаецца (рыс. 4) у 
вьініку кіслота-шчолачнага тушэння флуарэсцэнцьй трыптафану. У воб­
ласці ізазлектрьічнай кропкі СК (pH 4—5) наглядаецца пашырэнне 1 
караткахвалевае зрушэнне спектрау флуарэсцэнцьй. Даугахвалевае 
зрушэнне і памяншэнне паушьірьші пры pH больш чым 11,0 звязаны, 
відавочна, са шчолачнай дэнатурацыяй стрэптакшазы.

змяненні палярнасці асяроддзя (20%-ныя растворы дыаксану, 
глщэрыны) параметры флуа­
рэсцэнцьй некалькі змяняюцца 
(рыс. 3). У 20%-ным дыаксане 
наглядаецца некаторае паве- 
лічзнне інтзнсіунасці флуарэ­
сцэнцьй, з’яуленне структуры 
у спектры (Xmaxi =340 нм,

Пры

Рыс. 3. Спектры флуарэсцэнцьп раст- 
ворау стрзптакіназм пры Ху3буд»== 
= 296 нм у фасфатным буферы, pH 
7,0 (I), 8 М мачавіне (2), 20%-ным 
дыаксане (<?), 20%-най глщэрыне (4\
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Лтахг=346 нм) і невялікае пашырэнне (АА, = 66 нм). У 20%-най глщэры- 
не адбываецца тушэнне флуарэсцэнцьй на 40%, даугахвалевае зрушэнне 
(Лтах = 348 нм) і памяншэнне паушырыш да 59 нм. Відаць, арганічньїя 
растваральнікі пранікаюць у месцы лакалізацьіі трнптафанілау без рэз- 
кай перабудовы структуры макрамалекулы.

Для высвятлення пытання аб стане і даступнасці астаткау трыпта­
фану у СК выкарыстан метад вьібіральнага тушэння з дапамогай іон-
ных (Cs+, NO?) і нейтральнага (акрьіламід) тушьільнікау. Дабаулен- 
не да раствору натыунай СК катыёна Cs практычна не уплывае на 
флуарэсцэнтныя якасці бялку (табл. 2). Пры pH 7,5 і 9,6 у прьісутнасці 
0,1 М CsCl інтзнсіунасць флуарэсцэнцьй зніжаецца толькі на 5—8%.
Больш эфектыунае ту­
шэнне наглядаецца у 
прьісутнасці ашённага 
тушьільніка NOy і нейт- 
ральнай малекулы акрыл- 
аміду. Пры канцэнтрацьй 
тушьільнікау у растворы

Рыс. 4. Уплыу pH на парамет­
ры спектрау трыптафанавай 
люмінесцзнцьіі стрэптакшазы q 
(квантавы выхад)—/, Хтах—2, 

XX—3

0,1 М найменшая ступень тушэння складає 30%^ і наглядаецца для абод- 
вух тушьільнікау пры pH 3,0, а для NO? і пры pH 9,6, найболыпая 
(85%) —для акрьіламіду пры pH 9,6. Характар тушэння ашёнам дазва- 
ляе меркаваць, што трьштафанільї размешчаны паблізу дадатна за- 
ражанага участка бялковай глобулы. Невысокая эфектыунасць тушэння 
абодвума тушьільнікамі у кіслай вобласці можа сведчыць аб кампакт- 
насці бялковай глобулы пры pH 3,0. Пры pH 9,6 структура бялку, відаць, 
разрыхляецца і трьштафанільї становяцца больш даступньїмі для акрыл- 
аміду, аднак агульны адмоуны зарад малекулы у гэтых умовах, магчы- 
ма, зніжае эфектыунасць нітрату натрыю.

Т а б л і ц а 2
Тушэнне трыптафанавай флуарэсцэнцьй стрэптакшазы

Тушьільнік
Ksv> пры pH Ступень тушэння* (%) пры pH

3,0 7,5 9,6 3,0 7,5 9,6

Cs+ 0 0,5 0,3 0 5,0 8,0
NO3- 5,0 16,8 4,6 33,0 63,0 31,0
Акрьіламід 4,0 7,4 38,0 28,0 42,0 85,0

* Канцэнтрацыя тушьільніка у растворы бялку --0,1 М.

Атрыманыя даныя даюць падставу лічьіць, што астаткі тьіразіну 
знаходзяцца, верагодна, на паверхні малекулы СК паблізу ад моцна 
заражаных груп, а астаткі трыптафану — у дадатна заражаных участ­
ках макрамалекулы, хутчэй за усё, «карманах» паверхні СК.

Аутары выказваюць падзяку С. В. Коневу і Л. Ф. Гладчанку за 
пленную дьіскусію, В. М. Ткач — за узоры стрэптакшазы.

Summary

The spectral luminescent properties of streptokinase .have been studied. All the tyro­
sine residues are found to be ionized within one stage with ionization constant of 10.7. 
The state and availability of tryptophane residues have been investigated by the fluore-
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scence method in a wide range of pH (1—12) with addition of different extinguishers! 
(Cs+, N0^, acrylamide) and solvents of different polarities (dioxane, glycerol). Trypto4 
phane residues are shown to be localized at postively charged sites of the globule, per-; 
haps, in the «pockets» of the streptokinase molecule surface. ’
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