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Среди факторов регуляции реакций гемостаза за 
метную роль играют адениловые нуклеотиды. И з
вестно, например, что АДФ является индукто
ром агрегации тромбоцитов, а АТФ и? 3', б'-АМФ
(цАМФ) этот процесс угнетают [П ]. Возмож
ность регуляции адениловыми нуклеотидами ре
акций фибринолиза фактически не изучена, хотя
описана [1] активация АТФ некоторых процессов
протеолиза.

В этой связи мьц предположили, что аденило
вые нуклеотиды способны оказывать прямое вли
яние на активаторную функцию стрептокиназы
(СК) — синтезируемого |3-гемолитическими стреп
тококками белкового активатора плазминогена
человека.

М е т о д и к а  и с с л е д о в а н и я .  Исследова
ния проведены на гомогенных гель-хроматогра-
фически (на сефадексе G-100) и электрофорети-
чески (в полиакриламидном геле с добавлением
додецилсульфата натрия [9]) образцах СК с
удельной активностью 100 000— 150 000 ME на
1 мг белка, выделенных непосредственно из куль
туральной жидкости р-гемолитического стрепто
кокка штамм Н46А путем сорбции на двуокиси
кремния с элюцией 0,1 М раствором карбоната
натрия [10], последующей ионообменной хрома
тографии на ДЭАЭ-целлюлозе в хлоридной фор
ме в 0,05 М трис-НС1-буфере pH 7,4 [3] с элю
цией 0,3 М раствором NaCl, осаждением этано
лом при pH 5,0 и NaCl в конечной концентрации
10 % при pH 2,0. Активность СК определяли по
лизису фибриновых пластин [5] или фибриновых
сгустков [14], концентрацию белка — по методу
Лоури [13] или по величине абсорбции при
280 нм, принимая для СК А гео = 9  [12].

Активаторную функцию СК учитывали мето
дом лизиса фибриновых пластин, содержащих че
ловеческий плазминоген [15]. Пластины готовили
на строго горизонтальной поверхности, смешивая
(на 1 пластину) 9 мл раствора содержащего
плазминоген фибриногена человека (3 мг белка
в 1 мл), 0,2 мл раствора тромбина (100 ЕД/мл).
Белки растворяли в изотоническом растворе
NaCl, а СК — в 0,2 М буферном растворе ацетат
натрия — НС1 pH 3,0 или 0,2 М фосфатном бу
фере pH 7,0 или 0,1 М буферном растворе гли-
цин-NaOH pH 9,5. На поверхность пластин или в
вырезанные в них лунки вносили по 30 мкл рас
твора СК (1500 ME) или смеси ее с изучаемыми
веществами. Фибриновые пластины инкубировали
на строго горизонтальной поверхности при 37 °С в
течение 20 ч и учитывали площадь зон лизиса.
Колебания активности в параллельных определе
ниях не превышали 7% . Все исследования вы
полняли не менее 4 раз, результаты обрабатыва
ли статистически [8].

В работе использовали АДФ-На3 («Fluka»,
Ш вейцария), пирофосфат натрия («Мегк», ФРГ),
D-рибозу («Loba-Chemie», Австрия), ДЭАЭ-цел
люлозу, АТФ-'№г, АМФ-Na,2',3'-АМФ, цАМФ,
УТФ-Na, ГТФ-Na, ЦТФ-Na, рибозо-5-фосфат
(все — фирмы «Reanal», Венгрия), содержащий
плазминоген человеческий фибриноген и челове
ческий тромбин, урокиназа («Урокинин») были
отечественного производства, как и остальные ре
активы, которые дополнительно подвергали
очистке.

Р е з у л ь т а т ы  и с с л е д о в а н и я .  Добавле
ние к раствору СК АТФ при pH 7,0 вызывало уг
нетение инициированного СК фибринолиза при
концентрации нуклеотида 10_ | М (рис. 1). АДФ и
АМФ в концентрации 10- 4 — 10-1  М на этот процесс
не влияли. Обнаруженное действие АТФ могло
обусловливаться наличием дополнительной фос
фатной группы и различиями ионизации гидро-

Рис. 1. Влияние добавок АТФ (1), АДФ (2), АМФ (3)
или ГТФ (4) на инициируемый стрептокиназой фибринолиз
(в % к контролю, принятому за 100 %).

Здесь и на рис. 2: по оси абсцисс — концентрация (Ig М).
Рис. 2. Изменения активаторной функции стрептокиназы
(по лизису фибриновых гелей, в % к контролю, принятому
за 100%) после добавки к ее раствору 3х, 5Х-АМФ (1)
или 2х, 3х-АМФ (2).
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Влияние добавок нуклеотидов и их компонентов в конечной концентрации 10-1 М к раствору СК на инициируемый ею фиб
ринолиз (м ± т , п =  6)

Условия опыта рн Площадь зон
лизиса, мм2

% к контро
лю Условия опыта pH Площадь зон

лизиса, мм2
% к контро

лю

СК (контроль) 7,0 411 +  14 100 с к  +  ГТФ 7,0 386+25 94
3,0 390+10 100 3,0 0* 0
9,5 399+19 100 9,5 455+18 114

СК +  АТФ 7,0 206+5* 50 СК +  ЦТФ 7,0 362+19 88
3,0 0* 0 3,0 0* 0
9,5 263+5* 66 9,5 402+12 101

СК +  АДФ 7,0 370+17 90 СК +  пирофосфат 7,0 382+19 93
3,0 0* 0 натрия 3,0 362+11 93

СК +  АМФ 7,0 432+10 105 СК +  рибозо-5-фос- 7,0 362+18 88
фат 3,0 0* 0

3,0 0* 0 9,5 200+Ю* 50
СК +  цАМФ 7,0 247+20 60
с к  +  УТФ 7.0 370+15 90 СК +  рибоза 7,0 363+21 88

3,0 82+4* 21
9,5 387+12 97 3,0 363+18 93

П р и м е ч а н и е .  Звездочка — изменения статистически достоверны (р^0,05).

ксильных групп остатков фосфата. Известно также
действие нуклеотидфосфатов на реакции перекис
ного окисления липидов, которое связывают с при
сутствием примесных ионов железа [2]. Однако
ранее мы показали [6], что ионы железа лишь в
концентрации 10- 1  М резко подавляют иницииро
ванный СК фибринолиз. Кроме того, другие нук
леотидтрифосфаты (ГТФ, УТФ, ЦТФ) в конечной
концентрации 10~4— 10—1 М при pH 7,0 не влияли
на инициируемый СК фибринолиз (см. рис. 1 и
таблицу). Практически никакого эффекта не да
ли добавки к раствору СК неорганического пиро
фосфата в концентрации 10”1 М (см. таблицу).
Это позволяет считать, что угнетение АТФ акти-
ваторной функции СК не может быть объяснено
ни наличием дополнительной пирофосфатной свя
зи в нуклеотидтрифосфате, ни различиями степе
ни ионизации (вторичные константы ионизации
фосфатных групп АТФ, ГТФ, УТФ, ЦТФ очень
близки [7]), ни возможными примесями железа.

Более того, если к раствору СК добавить
цДМФ, но не 2/ ,3/ -АМФ, то наблюдается угнете
ние активаторной функции СК (рис. 2). Это по
зволяет предположить, что АТФ и цАМФ в силу
конформационных отличий от остальных исполь
зованных нами нуклеотидов, возможно, взаимо
действуют с компонентами системы СК-плазми
ноген.

Специфика ингибирующего действия АТФ на
инициируемый СК фибринолиз практически со
хранялась при pH 9,5, но исчезала при pH 3,0
(рм. таблицу). В кислой среде почти все исполь
зованные нуклеотиды в конечной концентрации
10-1  М полностью подавляли инициируемый СК
фибринолиз. Исследования показали, также, что
при pH 3,0 активаторная функция СК полностью
подавлялась рибозо-5-фосфатом (но не D-рибо
зой) в конечной концентрации 10—1 М (см. табли
цу). Можно допустить, что угнетение активатор
ной функции СК нуклеотидами в кислой среде

обусловлено влиянием остатка рибозо-5-фосфа-
та и, возможно, особым состоянием фосфоэфир-
ной связи.

Изложенные материалы позволяют заключить,
что АТФ и цАМФ способны непосредственно воз
действовать на активаторную функцию СК в ней
тральной среде, вызывая ее угнетение. Описан
ный эффект существенно отличается от извест
ных примеров влияния нуклеотидов на протео
лиз. Так, протеолитическое действие катепсина
D заметно усиливается АТФ и другими нуклео
тидтрифосфатами, а также пирофосфатом, но не
изменяется в присутствии цАМФ [15]. Обнару
женное нами влияние АТФ проявлялось лишь при
концентрациях, которые, по крайней мере, на по
рядок выше известных для животных тканей [4].
Однако после введения препаратов СК в крово
ток концентрация ее составляет не более
500 МЕ/мл, что на 2 порядка ниже использован
ной в наших экспериментах. Это позволяет пола
гать, что уровень АТФ может влиять на актив
ность СК в кровотоке, а также возможно, и в
клетках продуцента. Кроме того, если АТФ и
цАМФ способны взаимодействовать с компонента
ми системы СК — плазминоген, то при активации
плазминогена, по-видимому, может иметь место
преобразование части молекул АТФ или цАМФ.
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INFLUENCE OF ADENYLIC NUCLEOTIDES ON THE
ACTIVATING FUNCTION OF STREPTOKINASE

V. N. Nikandrov, N. S. Pyzhova, V. I. Votyakov

Belorussian Institute of Epidemiology and Microbiology,
Minsk

The addition of ATP or 3,5-AMP (but not UTP, GTP, CTP,
AMP, 2,3-AMP, ADP, inorganic pyrophosphate) at a final
concentration of 10- 1 M into streptokinase solution, pH 7.0
or 9.5, causes a dramatical inhibition of streptokinase-in
duced fibrinolysis. The specificity of ATP effect is fully lost
at pH 3.0, when all nucleotides completely inhibit the
activating function of streptokinase. Ribose-5-phosphate
causes a similar effect at pH 3.0. The character of nucleo
tide action on the activating function of streptokinase con
siderably differs from their influence on proteolytic
reactions.
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