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Н. С. ПЫЖОВА, Н. В. МІКУЦ

ДАСЛЕДАВАННЕ СТАБІЛЬНАСЦІ СТРЭПТАК1НАЗЫ V  РАСТВОРЫ 
ПРЫ ДЗЕЯННІ ДЭНАТУРЫРУЮЧЫХ ФАКТАРАУ

Даследаванне структурна-функцыянальнай спецьіфікі, у тым ліку 
канфармацыйнай рухомасці стрзптакіназьі —- сінтззуемага р-гемалі- 
т ьічн ьім і стрзптакокамі бялковага актыватара плазмінагену, надзвычай 
важна для расшьіфроукі фізіка-хімічньїх механізмау рзгуляцьіі фібри
нолізу. Канфармацыйным асаблівасцям стрзптакіназьі (СК) у літера
тури прысвечаны адзінкавьія паведамленні [1, 2]. Раней намі [3] 'было 
наказана, што пры нейтральным pH у водна-салявым растворы дру-
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гасная структура гамагенных узорау СК прадстаулека 41% неупарад- 
каванага клубка, 24% сс-спіралсй,. 19% ршьігібау і 16% p-структур (пе- 
раважна антыпаралельных). Был! устаноулены таксама змяненні дру- 
гаснай структуры СК У залежнасщ ад складу раствору [4]. У гэтай 
рабоце даследаван уплыу дэнатурыруючых фактарау (зруху pH, мача- 
віньї, награвання) на канфармацыйныя ператварэнн! малекулы СК.

Матэрыялы і метады. У рабоце выкарыстана СК штама Н46А, якая 
вылучана з культуральнай вадкасці шляхам сорбцьіі на двухвокісу

Т а б л і ц а 1. Залгжнасць актыватарнай функцьіі стрзптакіназьі 
ад pH раствору (па лізісу ф!брынавых пласцін)

pH
Удзельная актыу - 

насць СК, тыс. 
МАдз/мг бялку

pH
Удзельная актыунасць 

СК, тыс. МАдз/мг 
бялку

1,0 47+4 8,0 98+7
99+52,0. 99+7 - 9,0

3,0 100+10 10,0 93+9
4,0 102+7 11,0 94+7
5,0 93+7 12,0 89+7
6,0

07,0
98+6

100+7
13,0 62+6

крзмнію з элюцыяй 0,1 М растворам карбанату натрыю [5], наступнай 
храматаграфіі на ДЭАЭ-цэлюлозе у хларыднай форме у 0,05 М 
трыс-HCl буферы pH 7,4 [6] з элюцыяй 0,3 М. растворам хларыду нат
рыю, асаджэннем этанолам пры pH 5,0 і хларыдам натрыю у канчат- 
ковай канцэнтрацьп 10% пры pH 2,0. У асобных доследах выкарыстоу- 
вал! камерцыйны прэпарат CK-Цзліазу, які дадаткова ачьішчалі храма- 
таграфіяй на ДЭАЭ-цэлюлозе, асаджэннем этанолам і соллю, як 
апісана вышэй. Атрыманыя узоры был! гамагенныя пры электрафарэзе у 
поліакрьіламідньїм гелі у прьісутнасці дадэцыл сульф ату натрыю і мел! 
удзельную актыунасць 100—120 тыс. МАдз/мг бялку. Канцэнтрацыю 
бялку вызначал! па велічьіні А’% =8,8 для СК [7], а таксама па мета
лу Лоуры [8], актыунасць СК — як апісана вышэй [9], а таксама па 
лізісу фібрьінавьіх пласцін [10]. Для атрымання пласцін у чашках Пет
ры на строга гарызантальнай паверхні змешвалі 9 мл 0,3%-нага рас
твору чалавечага фібрьшагену, які змяшчау плазмінаген, і 0,2 мл 
(100 адз/мл) раствору чалавечага трамбіну.

Спектры кругавога дьіхраізму (КД) здьімалі на спектрапаляры-

<Рыс. 1. Змяненні спектрау КД стрэптакшазы у «пептыднай» вобласці (а) і малярнай 
зліптнчнасці (б) у залежнасці ад pH раствору")/ — pH 7,5; 2 — 1,5; 3 — 12,0; 4 — 12,5)
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метры Jasco мадель J-20 у інтервале даужынь хваль 205—240 нм (кан- 
цэнтрацыя бялку 0,5 мг/мл, таушчыня слоя 0,1 см, адчувальнасць 
0,005°/см, скорасць сканіравання 0,5 см/мін, г, зн. 0,04 нм/с) і у інтер
вале 250—350 нм (канцентрацыя бялку 1,2 мг/мл, таушчыня слоя 
1,0 см, адчувальнасць 0,002°/см, скорасць сканіравання 1,0 см/мін, г. зн. 
0,08 нм/с). Велічьіню малярнай еліптьічнасці [6] разлічвалі, беручи 
сяреднюю масу амінакіслотнага астатку роуным 133,6, зыходзячы з да- 
ных аб амінакіслотним складзе СК [И]. Прыбор калібравалі па D-пен- 
талактону [12]. Спектры трыптафанавай 
флуаресценцьіі СК здьімалі таксама, як і 
раней [9]. Эксперименты па нагреву выка- 
наны у термастатыраваных кюветах, ваган
ні температуры не перавышал! 0,2 °С. Неаб- 
ходныя значенні pH дасягалі, выкарыстоу- 
ваючы 0,06 М фасфатную або ацетатную

Рыс. 2. Уплыу pH] раствору на характар спектрау КД 
отрзптакіназьі уг 4араматычнай» вобласці (1—pH 0,7; 

2Л -2£ ; 3 —  6,5 і 9,4; 4 — 11,7)

буферный сістемьі або дабаулялі канцентрыраваныя растворы НС1 або 
NaOH.

Чалавечы фібрьінаген (серьіі-, якія змяшчалі плазмінатен) і чалаве- 
чы трамбій* бшлі айчыннай вьітворчасці, таксама, як і астатнія реак
тивы маркфхлч., якія дадаткова шматразова перакрьішталізоувалі. Усе 
експерыменггы*выкананы не менш чим 4-разова.

Вьшікі ДабИеркаванне. Спектр КД ачышчанай гамагеннай СК при 
pH 7,0 адрозніваецца інтенсіунимі адмоунимі палосамі з екстремумам! 
пры 206—210 і 218—220 нм, характерным! для а-спіралі, а таксама 
больш слабай адмоунай паласой у бліжняй УФ-вобласці з екстремумам 
каля 275 нм (рис. 1 і 2). Зрух pH ад 2 да 11 практична не змяняе ха
рактар спектрау КД у «пептиднай» вобласці. У больш кіслим асярод- 
дзі спіралізация малекулы узрастае, а при pH больш чим 12 другас- 
ная структура СК разбураецца (рис. 1). У «араматычнай» вобласці 
спектри КД прикметна змяняюцца ужо у дияпазоне pH 2,3—6,5, што 
сведчыць аб перабудовах трацічнай структури СК (рис. 2). При pH 
больш чим 11 малярная еліптичнасць пераходзіць-у вобласць дадат- 
ных значення^, назіраецца зрух максімуму спектра. Супастауляючи 
гетыя дания з раней атриманимі намі материяламі аб упливе pH на 
характар спектрау трыптафанавай флуаресценциі СК [9], можна мер-

Т а б л іц а  2. Уплыу мачавінш на параметры спектра 
флуарэсцэнцьп страптакіназьі (Хузбудж =  296 им, 

канцэнтрацыя бялку 0,3 мг/мл, растваральвік— 0,06 М 
фасфатны буфер pH 7,4)

Канцэнтрацыя 
мачавіньї, М ^тпах’ нм ДА., нм 7адн

0 343 63 1,00
1 ■ 343 72 0,85
2 345 72 0,85
3 345, 350 плячо 72 0,80
4 347, 350 плячо 72 0,67
5 350 >80 0,60
6 350 >80 0,60
7 350 >80 0,60
8 350 >80 0,60
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каваць, што при pH 12 і больш малекула СК падвяргаецца тьшічньїм 
для бялковых структур дэнатурацыйным змяненням. У кісльїм асярод- 
дзі другасная і трацічная структуры малекулы больш выражаны.

Раней намі [13] было выказана меркаванне аб магчьімасці існаван- 
ня функцыянальна актыунай малекулы СК у двух канфармацыйных 
станах: у выглядзе кампактнай і стабільнай глобулы і глобулы раз- 
рыхленай, якая павялічана у аб’ёме, менш стабільнай. У агульным 
выглядзе для бялковых глобул тэты ж пункт погляду (прамежкавы

Рыс. 3. Спектры КД стрэптакшазы у «пептыднай» вобласці (а) і змяненне малярнай 
зліптьічнасці (б) у залежнасці ад канцэнтрацьй мачавіньї (У — да дабаулення мачавіньї; 
2 —  пасля дабаулення 8 М мачавіньї; 3 — тое ж пасля дьіялізу супраць фасфатнага бу

фера на працягу 12 гадз)

стан) выказан таксама у [14]. Прамежкавы стан характарызуецца 
захаваннем другаснай структуры і разбурэннем трацічнай. Відаць, СК 
можа знаходзіцца у такім стане пры pH 11 —12. Аднак у адрозненне 
ад іншьіх бялкоу*, як намі раней меркавалася [13], яна і у лабілізава- 
ным стане захоувае свае актыватарныя уласцівасці (табл. 1). Больш 
таго, нават рззкія перабудовы другаснай ^структуры пры зруху pH не 
прыводзяць да поунага знішчзння яе актьіунасці.

Уздзеянне мачавіньї на малекулу СК, мяркуючы па даных спектрау 
КД у «пептыднай» вобласці, вьіклікае дзве перабудовы другаснай 
структуры. Ужо у канцзнтрацьіі 1 М мачавіна паніжае спіралізацьію 
малекулы (рыс. 3). Далейшая дзспіралізацьія назіраецца толькі пры 
канцзнтрацьіі дэнатуранту больш чым 4 М. Гэтыя змены абарачаль- 
ныя: дьіяліз растворау СК у мачавіне супраць 0,06 М фасфатнага бу
фера ужо праз 12 гадз прьіводзіць да значнага аднаулення спектра^ 
КД. Вывучэнне спектрау трыптафанавай флуарзсцзнцьіі наказала, што 
ужо у канцэнтрацьй 1 М мачавіна прыкметна змяняе структуру СК 
(табл. 2), вьіклікаючьі пры павелічзнні канцэнтрацьй дэнатуранту ты- 
повыя для дэнатурацьй бялкоу зрухі параметрау флуарэсцэнцьй. Раз- 
бауленне раствсрауі СК у мачавіне 0,06 М фасфатным буферам прак-

Т а б л і ц а  3. Уплыу мачавіньї на актыунасць стрзптакіназьі
(па лізісу фібрьшавьіх пласцін)

Канцэнтрацыя 
мачавіньї, М

Актыунасць стрзптакіназьі
Канцэнтрацыя 
мачавіньї, М

Актыунасць стрзптакіназьі

тыс. МАдз/мг 
бялку

% аД 
зыхсднай

тыс. МАдз/мг 
бялку

% ад 
зыходнай

0 
1
2
3

120+10 
102+6 
97+4

102+6

100
85
81
85

5
6
8

120+6
125+3
1264-7

100
104
105
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тычна імгненна аднауляе спектры флуарэсцэнцьп, характерный для' 
натыунага бялку. Мачавіна не змяняе актыватарную функцыю СК 
больш чым на 20% (табл. 3).

Нагрэу растворау СК ад 10 да 80 °С практычна не уплывае на ха
рактер спектрау КД у «пептыднай» вобласці. Пры награванні да 40 °С 
велічьіня малярнай зліптьічнасці манатонна падає (табл. 4), а затым 
аж да 70 °С не змяняецца. Далейшы нагрэу СК да 90° прыводзщь да 
змены спектрау КД, якія падобныя да такіх пры уздзеянні мачавіньї.

Т а б л іц  а 4. Залежнасць велічьіні малярнай зліптичнасці 
спектрау КД стрзптаківазьі і інтзнсіунасці яе трыптафанавай 

флуарэсцэнцьй ад температуры раствору

Тэмпература, 
°С

[0]22O-'O-3, 
град-см2X 
Хдмоль- 1

7 аДн Тэмпература, 
°С

[6І220-Ю-3, 
град-см2 X 
Хдмоль- 1

7адн

15 10,2 1,0 50 8,2 0,7
20 9,5 1,1 60 7,9 0,5
30 8,7 0,9 70 7,9 0,4
4t> 4

J
8,2 0,8

1
80 7,2 0,3

У спектрах флуарэсцэнцьп пры нагрэве ад 20 да 80° назіраецца мана- 
тоннае падзенне інтзнсіунасці флуарэсцэнцьп і павелічзнне паушыры- 
ні. Ахаладжэнне растворау СК да 20° не прьіводзіць да аднаулення 
зыходнай паушьірьіні спектрау. Інкубацьія растворау СК пры 80 і 90° 
праз 2 гадз вЦклікае страту актыватарнай функцьіі на 40 і 70% адпа- 
ведна. А , £ ,

ЗыходзяДыр атрыманых матэрыялау, можна меркаваць, што нават 
значныя пера&удовы структуры СК, якія рзгіструюцца выкарыстаным! 
намі метадімі^не прыводзяць да страты ёй спецьіфічнай актьіунасці. 
Гэтым можна ускосна пацвердзіць наша дапушчэнне аб тым, што ма- 
лекула СК мае„ вобласці (дамены), пры гэтым вобласць, якая вызначае 
яе актыватарную функцыю, устойлівая да рада пашкоджвальных уз- 
дзеянняу [15, 16]. Акрамя таго, калі СК з’яуляецца бялком, для якога 
магчымы прамежкавы стан, пераход у апошні, відаць, не прьіводзіць 
да страты актьіунасці.

Summary

Some changes in the spatial streptokinase structure were revealed with the circular 
dichroism method and tryptophan fluorescence technique at the shifted pH of the solu
tion (1—13) under the influence of urea and heating from 10 to 90 °С. At pH 11—12, the 
streptokinase globule was supposed to be in intermediate state. In the presence of urea 
(1—8 M) at pH above 12, tertiary and secondary streptokinase structures appear des
troyed but the streptokinase activity is not eliminated. The action of urea, but not of 
high temperature, is reversible.
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