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СТРЭПТАКШАЗНАЯ АКТЫУНАСЦЬ МЕМБРАН КЛЕТАК
Р-ГЕМАЛ1ТЫЧНАГА СТРЭПТАКОКА ТРУПЫ С

Дэталёвае высвятленне ролі стрэптакока у паталогіі чалавека, атры-
манне са стрэптакокау розных біяпрзпаратау немагчыма без ведання
фізійлага-біяхімічньїх асаблівасцей стрэптакокау, і у прьіватнасці бія-
сінтззу імі ферментау і таксінау. Сярод бялкоу (З-гемалітьічньїх стрэпта
кокау вилікую цікавасць уяуляе стрзптакіназа. Яна не адносіцца да
сапраудных таксінау, але валодае выяуленай біялагічнай актыунасцю,
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з’яуляючыся адным з самых моцных актыватарау плазмінагену [1]_
Стрзптакіназа мае малекулярную масу ~50 кДа, характарызуецца ад-
сутнасцю дьісульфідньїх сувязей і сульфгідрильних груп [1]. Механіз
ми рзгуляциі яе біясінтззу, метабалічная роля, размеркаванне у клетци
прадуцэнта вывучаны недастаткова. Між тим вырашэнне гэтых праблем
важна для пазнання біялогіі мікраарганізма.

Мата гэтай работы — вывучэнне актиунасці стрзптакінази у мембра
нах і цытаплазме клетак р-гемалітичнага стрзптакока групи С штам:
Н46А.

Матэрыялы і метады. |3-Гемалітнчнн стрзптакок штам Н46А вырошч-
валі при 37 °С у фермянцёрах ёмктасцю 5 л у рэжыме pH-стата на па-
жыуным асяроддзі складанага саставу, якое уключае гідралізат казеїну,,
глюкозу, вітаміни і мікразлементи [2]. Клеткі у канцы лагарифмічнай.
фазы росту аддзялялі цэнтрыфугаваннем при 6000 аб/мін, шматразова.
прамивалі іх 0,06 М фасфатным буферам pH 7,4, які змяшчае 0,85% хла-
рыду натрию. Адмытыя клеткі суспензавалі у 0,05 М трыс-HCl буфери
pH 8,0, які змяшчау 25% цукрози.

Для атрымання фракцні мембран клеткі апрацоувалі 0,05%-ным:,
растворам лізациму, потьім пратапласты падвяргалі асматычнаму шоку
у 60-кратным аб’ёме дыстыляванай вады, якая змяшчае ДНКазу
(1 мкг/мл) і 0,001 М сульфату магнію [3]. Асколкі мембран аддзялялі
на цэнтрыфузе Beckman L-2-65 при 10 000g на працягу 15 мін. Асадак.
рзсуспензавалі у дыстыляванай вадзе і зноу цзнтрифугавалі. Тэту апе-
рацыю паутаралі тройчы. Дадатковую ачыстку мембран праводзілі у
градыенце 20—60%-нага раствору цукрози, цэнтрыфугуючы узоры пры
40 000g на працягу 2 гадз при 4 °С.

Для атрымання цытаплазматычнай фракция клеткі апрацоувалі су-
мессю лізациму, сульфату магнію 'і ДНКазы [4]. Асколкі мембран ад
дзялялі фільтраваннем праз мембрану «Сынпор» з дыяметрам пор
0,45 мк.

У культуральнай вадкасці, цэльных клетках, фракцні мембран і цы
таплазме визначалі плазмінаген-актьіватарную і прамую фібрьіналі-
тычную актыунасць па метаду лізісу фібринавьіх пласцін бычынага
і чалавечага фібрину, як падрабязна апісана намі раней [5]. Для ви
значання прамой фібрнналітьічнай актиунасці викаристоувалі пласцінн
пасля папярэдняй інактьівацьіі плазмінагену ультрафіялетавьім апра-
мяненнем [6]. Колькасць бялку визначалі мадифікаваним метадам
Лоуры [7].

Антысываратку да стрзптакінази атримлівалі імунізацияй трусоу
ачышчанай стрзптакіназай са стымулятарам Фрзйнда [8]. Для гэтых
мэт стрэптакшазу внлучалі з камерцыйнага препарата стрзптакінази
«цзліазьі» метадам іонаабменнай храматаграфіі на ДЭАЭ-сефадэксе
[9].

Злектронна-мікраскапічния даследаванні выкананы на приборы
СХ-100-11 («Joel», Японія), негатыунае кантраставанне праводзілі.
2%-ным растворам фосфарна-вальфрамавай кіслатьі.

Усе даследаванні праведзены не менш, чим трохразова, винікі апра-
цаваны статистична з разлікам ^-крытэрыю Ст’юдэнта. У рабоце выка-
рыстаны прэпараты стрзптакіназьі авелізін (ГДР) і цзліаза (айчыннай
вьітворчасці), ДЭАЭ-сефадэкс А-50 («Pharmacia», Швеция), лізацьім
(«Reanal», ВНР), ДНКаза, а таксама чалавечы і бычины фібринагеньї
і трамбін, якія змяшчалі плазмінаген, билі айчыннай вьітворчасці, як і
астатнія рэактывы (маркі х. ч.), якія падвяргалі дадатковай ачыстцы.

Вьшікі і іх абмеркаванне. Актыунасць стрзптакіназьі выяуляецца як
у клетках гемалітьічнага стрзптакока, так і у бясклетачнай культураль
най вадкасці (табліца). При гэтым выдаленне клетак з культуральнай
вадкасці приводзіць да змяншэння стрзптакіназнай актиунасці апош-
няй на 14—39%.

Злектронна-мікраскапічнае даследаванне наказала, што клеткі
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стрэптакока маюць правильную круглявую форму, даюць адчуванне
унутранага тургору, не маюць пашкоджанняу (рысунак, а). Шматразо-
выя адмьіванні клетак мікраарганізма забуфераным растворам цукро
зи не прьівялі да знікнення у іх стрзптакіназнай актиунасці. Тэта свед-
чыць аб тым, што актыунасцю валодаюць паверхневыя структуры нераз-
бураных клетак стрэптакока.

З дапамогай апрацоукі клетак стрэптакока лізацьімам і ДНКазай
з наступним асматычным шокам нам удалося атрымаць мембранную

Актыунасць стрзптакіназьі у культуральнай вадкасці, цэльных клетках
Р-гемалітьічнага стрэптакока і яе фракциях (ц =  4)
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фракцию стрэптакока і цытаплазму. Як наказана пры злектронна-мік-
раскапічним вивучзнні, апрацоука лізацьімам вьіклікае разбурэнне
паверхневагц слоя, яго разрыхление (рысунак, б). У асколкау мембран
знікае круглявасць формы цэльнай клеткі. Унутрыклетачны тургор не
адчуваецца з-за страты унутранага змесціва (рысунак, в).

Даследаванні паказалі, што стрзптакіназнай актыунасцю валодае
толькі мембранная фракция стрзптакокавай клеткі, але не цытаплазма
(табліца). Пры гэтым удзельная актыунасць мембраннай фракций на
парадак вышэй, чим у цэльных клетках. Актыунасць стрзптакінази у
мембраннай фракциі практична не змяняецца пры шматразовых пасля-
доуных прамываннях дыстыляванай вадой або буферным растворам.
Тэта, на нашу думку, з’яуляецца сведчаннем дастаткова трывалай сувязі
малекул стрзптакінази з мембранамі стрэптакока. У той жа час удзель
ная актыунасць стрзптакінази у мембраннай фракциі стрэптакокау на

Інтактньїя клеткі |3-гемалітьічнага стрэптакока (а), пратапласты пасля апрацоукі кле
так лізацьімам (б) і ачышчаная фракция мембран стрэптакокавых клетак (в). X 27 000,

негатыунае кантраставанне фосфарна-вальфрамавай кіслатой
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два парадкі саступае такой у культуральнай вадкасці. Гэтыя абставінн
можна растлумачыць наступним! причинам!. Вядома, што при культы-
ваванн! стрэптакокау нават на багатих тканкавимі экстрактам! пажыу-
ных асяроддзях узровень агульнага бялку у фільтраце культуральнай
вадкасці не перавышае 1 мг/мл [10]. У разліку на сухі астатак тэта велі-
чыня звичайна не перавышае 10%. У той жа час у мембранах клетак,
колькасць бялкоу можа дасягнуць 75% сухота астатку [11].

Другой прычынай можа з’яуляцца высокая канцэнтрацыя у клетках
злучэнняу, якія эфектыуна прыгнечваюць актыунасць стрэптакшазы.
Аб магчимасці сінтззу стрэптакокавай клеткай метабалітау, што інгі-
біруюць актыунасць стрэптакшазы, паведамлялася яшчэ у 1952 г. [12].
Аднак да гэтага часу канкрэтных даных па гэтаму пытанню у літара-
туры няма. Улічваючьі нядауна выяулены удзел супераксіднага ради
кала у рзалізациі актыватарнай функциі стрэптакшазы [13], можна
меркаваць, што падобньїмі уласцівасцямі валодаюць кампаненты мем
браны, здольныя перахопліваць гэтыя радыкалы.

Як наказана у нашых даследаваннях, актыунай стрэптакшазы у цы-
таплазме стрэптакокавай клеткі няма. Прауда, нельга выключыць маг-
чымасць наяунасці стрэптакшазы у цытазоле у латэнтным і неактыуным
станах. Тэта пытанне патрабуе асобнага вывучэння.

Трэба адзначыць, што у спецыяльных доследах намі паказана ад-
сутнасць уплыву лізациму, ДНКазы і сульфату магнію у выкарыстаных
канцэнтрацыях на актыватарную функцию ачышчанай стрэптакшазы.

Даследаванне здольнасці мембраннай фракциі актываваць плаз-
мінаген чалавека або быка і лізіраваць фібрин паказала, што ачышчаная
стрзптакіназа і мембранная фракция клетак гемалітичнага стрэпта-
коку вьіклікаюць з’яуленне зон фібринолізу. На пласцінах жа чалаве-
чага фібрину, дзе плазмінаген інактиваванн ультрафіялетавнм апра-
мяненнем, а таксами на апрамененых і неапрамененых пласцінах бычы-
нага фібрину зоны фібринолізу не з’яуляліся. Таму можна лічиць, што
у мембранах стрэптакока прьісутнічае іменна стрзптакіназа. Дадатко-
вае пацвярджэнне гэтага пункту погляду дасягнута з дапамогай спецы-
фічнай антьісмвараткі да стрэптакшазы. Тэта антысываратка цалкам
прыгнечвала плазмінагенактиватарную здольнасць як ачышчанай стрэп
такшазы (548±27 МАдз/мл без антьісьівараткі і 0 МАдз/мл з антысы-
вараткай), так і плазмінагенактьіватарную здольнасць мембран стрэп
такока (333 ±  0 і 0 МАдз/мл адпаведна).

Значыць, намі упершыню установлена, што у мембраннай фракциі
клетак гемалітьічнага стрэптакока присутнічае функцыянальна актив
ная стрзптакіназа. Пытанне аб ролі яе у мембранах клеткі пакуль заста-
ецца адкрытым. Яго вырашэнне патрабуе паглыбленага вывучэння і вы-
дзялення функцыянальных ансамбляу мембраны. Аднак адсутнасць
актыунай стрэптакшазы у цытаплазме, здольнасць гэтага бялку ажыц-
цяуляць каінверсію супераксідних радыкалау [14], падауленне яго ак-
тьіунасці АТФ і цАМФ [15] даюць падставу меркаваць, што стрзптакі
наза можа быць кампанентам, неабходным для функцияніравання мем
бран стрэптакока. Выяуленыя факты ствараюць прадпасилкі для новых
падыходау да атрымання культуральнай вадкасці з высокай актыунасцю
стрэптакшазы.

Аутары выказваюць падзяку Н. Л. Шаціла, Т. М. Лапушкінай і Е. У.
Серабраковай за дапамогу пры правядзенні даследаванняу.

Summary
The integrated undamaget cells of ^-hemolytic streptococcus (strain H46A) are shown

to. possess streptokinase activity. The membrane fraction and cytosol were isolated from
microbial cells, but the membrane fraction only possesses streptokinase activity. This
.activity does not decrease during successive repeated washings by destillated water or
diluted solutions of salts. The ability of hemolytic streptococcus membranes to activate
only a human plasminogen was demonstrated. This ability is suppressed by anti-strepto
kinase serum.
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ФЕРМЕНТАТЫУНЫ СШТЭЗ ФОСФАПЕНТОЗ

Рыбоза-5-фасфат, рыбулоза-5-фасфат, ксілоза-5-фасфат — важный
прамежкавыя прадукты абмену вугляводау. З іх толькі рыбоза-5-фасфат
даступны камерцыйны прэпарат, у той час як два іншьія пентозафасфа-
ты дарагія, вострадэфщытныя прэпараты. Слнтэз фосфапентоз у тканках
жывога арганізма ажыццяуляецца некалькімі шляхамі, але найбольшае
значэнне маюць неакісляльньїя рзакцьіі пентознага цыкла, дзе узаема-
ператварзнні пентозафасфатау ажыццяуляюцца з удзелам рыбозафас-
фатізамеразьі і рыбулозафасфатэшмеразы. їх функцьіяніраванне пры-
водзіць да ператварэння рыбоза-5-фасфату у сумесь пентозафасфатау.
Атрыманне прыведзеных ферментау канверсіі фосфапентоз у чыстым вы-
глядзе уяуляе пэуныя цяжкасці [1—4]. Выкарыстанне прапанаваных
метадау ачьісткі зпімеразьі і ізамеразьі фосфапентоз для сінтззу ксілу-
лоза-5-фасфату і рыбулоза-5-фасфату не заусёды прымальнае з-за пры-
сутнасці транскеталазнай актьіунасці, якая, утьілізуючьі фосфапентозы,

Фракдьіяніраванне транскеталазы,
рьібозафасфатізамеразьі, рыбулозафасфатэшмеразы

полізтьіленгліколем

Бялковая фракция,
якая асаджаецца при
насиченні полізтилен-

гл і колем, %

Актьіунясі’ь і заме-
разы-зпіме разы

пентозафасфатау, %

Актыунасць
транскеталазы,

%

6 4,0 0
6— 13 7,3 90,5
Супернатант 95,5 6,2
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