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ИЗУЧЕНИЕ ЛИЗИСА ФИБРИНОВОГО СГУСТКА
ПОД ДЕЙСТВИЕМ CTF’ЫЗГТ(КИНАЗЫ С ПСМОЩЫ) ТУРБЩЖЕТРИИ

(Минск)

Для исследования активности стрептокиназы (СК) предложен
рад методов„ сущность которых сводится ж активации с помощью
СК влазмтаогена (Пт) и регистрации в последующем энзиматиче­
ской активности плазмина (П). В целях такой регистрации исполь­
зуются разжижение фибриновых сгустков Д / ,  гидролиз казеина
/2/ или синтетических субстратов /3/. Последние очень удобны в
работе, но не всегда доступай. Кроме того, эстеразная актив-
несть -П при активации- .СК порой не совпадает о протеолитической.

Яо-ВЖиМСМу.3 лиййо фибриновнк сгустков все -хе более объек­
тивно страдает сущность'активации. Предложено несколько мето­
дов. регистрации'.-активности' Ж .  по лизису фибриновых сгустков
Л / .  Однако некоторые из. них. не совсем 'удобны в работе, так
Дак- требуют визуального наблюдения за процессом фибринолиза под
ЛЇЗСТ5ЙЄМ весксявких концентраций СК /4/. Медку тем измерение
фибринолиза; по времени распада сгустков считается недостаточно
-обосновйинвй -теоретически / 5 / . .Следует такие заметить, что спо­
собы і основанные жа -лтитре9ании*--СК, по нашим наблюдениям, да­
ют 'яеетабнльяые'.результата.- Исследование ае данаиики фибрино­
лиза в товкоы слое /6/ требует продолжительного времени. Эта
ограничения вызывают, необходимость искать иные методические
подхода к. количественному определению активности СК.

Яает сделана попытка использовать дингвшку изменения мутнос­
ти среда при переходах зользагель для регистрации лизиса фиб­
ринового сгустка и количественной оценки активности СК.

Материалы и методы. Изучение кинетики распада фибриновых
сгустков по изменению мутности среда проводили при температуре
37°С на ФЖ-56М, снабженном термостатирудам устройством. Дина­
міку переходов зольгагель регистрировали по изменению оптиче­
ской плотности инкубационной смеси через 30-60 секунд. Мут­
ность средн (т) рассчитывали по величине оптической плотности
(В), используя формулу in Is ,тх, где lab. s  D ,
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х - расстояние, проходимое лучом света в среде Л / .
Для удобства результаты выражали величиной уменьшения мут­

ности среды (Д^ ), приняв максимальную величину мутности за
100%.

Исс.тедпваяия выполнены на двух системах /4,8/:
1) человеческий фибриноген, 0,1%-ный раствор, человеческий

тромбин, 0,2%-ный раствор,буфер фосфатный pH 7,4, 0,06 М, СК;

2) бычий фибриноген, 0,25%-ный раствор, бычий тромбин,
0,4%-ный раствор, концентрат Пг, 0,25%-ный раствор, буфер бо­
ратный pH 7,4, 0,08 М,СК.

В работе использованы фибриноген М и тромбин из человече­
ской крови (Белорусский НИИ гематологии и переливания крови),
фибриноген и тромбин из бычьей крови (НИИЭМиГ Минздрава Ли­
товской ССР); в качестве источника Пг - богатая р-глобули-
нами фракция человеческой крови (отходы гамма-глобулинового
производства БелНИИсМ); КНоРО^, Na2HPO4, NaCl, HgBO^
были отечественного производства квалификации х.ч. Препараты
СК высокой степени чистоты предоставлены сотрудниками лабора­
тории технологии ферментных препаратов отдела биохимии БелНИИЭМ.
Белок в препаратах определяли по методу Лоури. Все исследова­
ния выполнены 4-5-кратно.

Результаты, и обсуждение. Кривая изменения оптической плот­
ности (D) среды при образовании и разжижении фибринового геля
состоит из двух ветвей (рис.1): восходящей - условно соответ­
ствующей' образованию фибринового геля, и нисходящей - характе­
ризующей распад последнего. Поскольку для действия СК в первую
очередь представляет интерес именно разрушение фибринового
сгустка, мы рассматривали только нисходящую ветвь кривой.

Динамика лизиса фибринового сгустка существенно менялась при
внесении в инкубационную смесь различных количеств СК (рис.2):
при относительно больших количествах кинетическая кривая приб­
лижается к сигмоиде, с уменьшением концентрации СК до 14 мкг
скорость изменения мутности среды постоянна. Дальнейшее умень­
шение концентрации (Ж приводит к отклонению от линейной зави­
симости. Результаты исследований показали, что величина убыли
мутности среды изменяется .линейно в относительно узком диапа­
зоне концентраций СК (рис.З). В целом вид кривой типичен для
случаев с избытком энзима при лимите субстрата: с увеличением



концентрации СК скорость изменения мутности среда возрастает.Однако по достижении определенной концентрации СК (10 мкг дляпрепарата А и 8 мкг для препарата Б) наблюдается резкое замед­ление процесса изменения мутности. В литературе описан феноменподавления фибринолитической активности при очень высоких кон­центрациях. СК, который заключается в затруднении доступа вы­сокомолекулярного субстрата к активному центру при насыщенииПг молекулами СК с образованием комплексов типа Пг-СК>Пг / 9 / .Вместе с тем данные, представленные на р и с .3 , дают возмож­ность оценить различия между двумя использованными препарата­ми (Ж. Максимум активности при добавлении препарата Б в инку­бационную смесь наблюдается при более низкой его концентрациипо сравнению с препаратомА. Однако величина падения мутностисреда при использовании этого препарата меньшая, чем в случаес препаратом А . Можно полагать, что эти различия объясняютсяприсутствием в препаратах СК каких-либо эффекторов, действую­щих на образующийся плазмин.Все описанные исследования выполнены в системе I ,  характе­ризующейся присутствием в инкубационной смеси малых количествПг, обычных для коммерческих препаратов человеческого фибрино­гена. В дальнейшем динамика лизиса в этой системе была сопос­тавлена с характером распада фибринового сгустка в условиях
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Рис.2. Динамика растворения фибриновогосгустка при внесении
разных 'количеств СК в решошоннув смесь.

Рис.3. Скорость изменения мутности средн при разрушении фибри­
нового геля в зависимости от концентрации СК.

относительно,большой концентрации Пг (система 2 ) .  Оказалось,
что увеличение уровьи зш огена резко изменяет динамжу лизиса
(р и с .4 ). Под действием различных кондеатраций СК наблюдается
большая разница в характере кинетических кривнх. Однако сущест­
вует диапазон концентраций СК , при которых скорость лизиса яв­
ляется постоянной, незазисшо. о т  концентрации Пт. Отклонения
от инейной зависшюсти при .большем количестве Пр носят не толь­
ко сигмбвдянй характер, но ж прибжжаишйся ио форме к гипер­
боле/ . ". ., / .. . ;

Результате.расчета начальной- скорости уменьшения мутности
(tg«) и изучения з^исимоста ее от концентрации СЖ в системе
2 показали 9 что график функции- tgct от С представляет прямую,
ае проходящую через начало координат (рис.5 ) .  Экстраполяция к
оси абсцисс дает нёкую концентрфию СК,, при которой скорость
равна нулю. Это означает, что существует "пороговая-3 концентра-



дая СК, необходимая для запуска активации Иг. Подобное явле­
ние, видимо, можно объяснить наличием в препарате Пг антшлаз
минов, поскольку нами использован препарат Пг недостаточной
ЧИСТО®!. '

Рис.4 . Кинетика изменения мутности среды пои распаде фиб­
ринового геля пол действием разных концентраций СК.
в  условиях низких (А) и высоких (Б) концентраций Пг.

і СК и Пг скорость распада
фибринового теля будет всецело зависеть от их реакционной спо­
собности, т .е .  определяться свойствами молекул. Это продемон­
стрировано на системе I  в опыте но изучению динамики измене­
ниямутности среда при использовании препарата СК, подвергну­
того воздействию физического фактора (рис. 6 ),

Получение материалы позволяют сделать следухшее заключе­
ние. Изучение инициируемого СК лизиса фибринового геля мето­
дом турбидиметрии, по-видимому,Гфедставляёт определенный ин­
терес. Было показано, что кинетика лизиса зависит от концентра­
ции СК, Пг, а также свойств молекул СК. Применение способа в
представленном варианте для количественного определения актив­
ности СК ограничено и требует его дальнейшей доработки. Труд­
ность интерпретации результатов состоит в том, что еше не ус­
тановлено, какие изменения мутности происходят при различной



Рис.5. Зависимость на­
чальной скорости измене­
ния мутности (tg<*) от
концентрации СК в инкуба­
ционной пробе,

,мкг

мкг .
Рис .Єі Характер раство­
рения фибринового сгуст­
ка под действием интакт­
ного белка СК (I) и СК,
подвергнутой воздействии
физического фактора (2).

степени деградации фибрина под действием Н. Предполагается,
что процесс равномерен, а образующиеся продукта одинаковы, В
действительности при фибринолизе происходит образование пеп­
тидов разной степени полимеризации и, по-видимому, стадии ит
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образования сопровождаются неодинаковым изменениями мутности
Среда. ,-рРЭ  ДДДг'ДХД-- - Ь.;.: М.
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ASTUDYGPLZSISOPAFIBRISCCSCLOI? ^̂
CTDERЛНВ АСТІШ OP STREPTCKIHASE BY TURBIDIMETHY

V .N .N ikandrov,7.A .D enisevich,A ,V .Efim ov '

.The changes of tu rb id i ty  o f t h e  sedium contain ing  f i b r i ­
nogen, troffibin, plasminogen and s trep tok inase  have been ob­
served in  form ation and ly s i s  of fib rin o u s  c l o t . D ifferences
in  the dynamics of fib rin o u s g e l ly s is  are shown when changing
concentration  of s trep tok inase  and plasminogen.
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