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V.K«Nikandrovs V.A.Denisevich, A.V«.Efinov

■The changes of turbidity of the medium containing fibri­
nogen, trombin, plasminogen and streptokinase have been ob­
served in formation and lysis of fibrinous clot «Differences
in the dynamics of fibrinous gel lysis are shown when changing
concentration of streptokinase and plasminogen.

           'OK-.577.r5i542..978L '

В.Н.Никацдров, Т.Л.ДамонГіН.С.Пнжова    

ЖТИШОСТЬ СТРШТЖИНАЗЫ ПРИИНКУБАШ  
В РАСТВСРАХ PA3BHWX С О Ш Н тй  ?     

В получении белковых препаратов высокой степени чистота ве­
лико значение стабилизапии макромолекул, т .е .  сохранение их
уникальной структуры и биологической активности. С поыншеяием
степени чистоты белков устойчивость их, как правило, снижает­
ся. Последнее характерной для стрептокиназы-СК Л / ,  Практика; тої ■



нашей работа с высокоочйщеетнми препаратами ,СК. показала,    
активность этого протеина способна быстро снижаться в условиях
комнатной температуры. Это вызвало необходимость изыскания
соединений, могущих предотвратить столь нежелательное явление.

В литературе имеются сообиензя о протекцнонируюшем действии
на СК растворов сывороточного альбумина и желатина в условиях
каинатной температуры /2,3/. Однакоавторами, были использова­
ны препараты не нативного желатина, а НаешассеХ- патентованный
кровезаменитель. Желатин в составе этого препарата подвергнут
химической модификации, что ограничивает применение наешассеї
в качестве стабилизатора. В случае изготовления: препаратов для
внутривенного введения использование ари стабилизации бычьего
сывороточного альбумина, с которым проведены эксперименты в
упомянутых работах, нежелательно. Кроме того, исследования про­
водились в основном та сильно разведенных препаратах СК. Прак­
тика работы требуетсоздания условий для сохранения активнос­
ти и концентрированных препаратов СК, обладаюжх высокой ак­
тивностью. В связи с этим целью настоящего исследования явилось
изучение действия некоторых соединений нй инактивацию (Ж в
водных растворах при температуре 25°С,

Материалы и методы» Исследования проведены на высокоочищен-
ных препаратах СК, предоставленных сотрудниками лаборатории
технологии ферментных препаратов отдела биохимии БелНИИЭМ. Со­
держание белка составило в среднем 15 мг/мл, активность - о т
102000 до 13107000 ед/мл. Белок в образцах определяли до мето­
ду Лоури/4/, активность Ж  - по лизису фибринового сгустка
/5/. °

В условиях постоянной температуры +25 °С изучалась динамика
активности СК при длительной инкубации в водных растворах $-
аланина, серина, желатина, альбумина и гамма-глобулина из че­
ловеческой крови, экспериментального состава H-І, Активность
СК исследовали непосредственно после добавления водных раство­
ров (0,2 мл на I мл СК) изучаемых соединений (нулевое время) и
через 1,3,4,5,24 часа инкубации.

В работе использованы плазминоген (Пг), фибриноген, тром­
бин из человеческой крови (Белорусский НИИ гематологии и пере­
ливания крови), р-аланин - х.ч. (Reanal); DL-серин,PL-ct-ала­
нин - ч.д.а.,е- амикокапроновая кислота (£-АКК) - фармакопей­
ный препарат (отечественного производства); сывороточный102



человеческий альбумин и гайзіа-глобулин (Белорусский НИЙ эпиде-
оологии  и м ш ф О биодогЕк)аелатвя (пищевой и'длнвнутривейвнх
ИЙЬеКЕИЙ)» Все ош тй внполаеян не менее ч  ем 4-кратдо .

Результаты,, и обсзздеш в., Для жажтивапил энзимов. в р аство ­
рах большое значена© имеет (природа растворитеж , Известно, что
присутствие следовых ж ажчеств тяжежх металлов в дистиллиро­
ванной воде может в ряде случаев значительно ускорить инакти-
вади». Поэтому предварительно нами изучало -поведение СК. при
растворении ее: в датеж ировайной , .тридйстюйироважбй воде и .
а фосфатном буфере -pH. 7,4<

Инкубация при тевдературе 25°С СК, растворенной, в дистилли­
рованной или тродвсодшировавиой воде, сопровождалась ож отип-
ннм отчетливым снижением фибрянояитяческой активности (р и с .І ДХ
Забладаяшеоя. винтервале 3-4  часа "перепада5* активности СК,
здамояао, обусловливались какими-то конформадионными изменения-
ж  молекул. Введение в среду знкуЗациа ионов неорганического
фосфата: (фосфамий буфер 0 ,06  М) значительно усиливало падение
активности СК,. Поэт-ску в дальнейшей работе использовали раст­
воры СК, приготовленные ж  джтиллироваиной эо д е .
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Добавление к препаратам СК р-аланина или серина в концентра­
ции 0,25  мМ (рис,1 ,Б ) практически не вызывало изменения актив­
ности в нулевое время (1g 1 ^ ^ =  5 ,3 1 ) . В первые 3 часа отме­
чались некоторые колебания фибринолитической активности СК,
затем -  резкое снижение. Использование в наших опытах поли­
электролитов -  белков: человеческого сывороточного альбумина
или гамма-глобулина в концентрации 10 мг на I  мл препарата СК,
а  также пищевого желатина в концентрации 3 ,5  мг привело к зна­
чительному снижению активности ухе в  нулевое время (Ig  A j ^  -
6 ,5 1 ) , особенно заметному в опытах с гамма-глобулином (рис.1,В)
В целой в указанных концентрациях эти белки оказаж сь неэффек­
тивными для обеспечения высокого уровня активности СК. Замена
пищевого желатина более очищенным белком (желатин для внутри­
венных инъекций) в такой же концентрации в первые 3 часа обус­
ловила "поддержание" активности СК в пределах исходной (lg

= 6 ,5 1 ) , но затем фибринолитическая активность падала.
Изложенные материалы свидетельствуют об отсутствии заметного
стабилизирующего действия альбумина и относительно слабого -
желатина на активность препаратов СК.

На основе данных литературы об особенностях свойств СК нами
разработан состав, условно названный H- І .  Оказалось, что до­
бавление его к препарату СК резко увеличивало активность ( 1g
AjjCX<-  .6 ,51), а инкубация в течение 5 часов сопровождалась
сдвигами последней в пределах одного порядка (см .р и с .1 ,В ). За­
тем наступало отчетливое снижение, но даже к 24 часам уровень ‘
активности оставался более высоким, чем в исходном препарате.

Весьма важным моментом в действии СК является образование
комплексов с Пг, которые в случае сдвига соотношения концентра­
ций СК и Пг в  сторону преобладания первой характеризуются по­
ниженной протеолитической активностью / 6 / .  В этом случае СК,
очевидно, частично предохраняется от расщепления плазмином,
что имеет место при наличии свободной протеазы. В связи с этим
нами изучена возможность использования подобного явления для
сохранения активности СК. В опытах молярное соотношение СК:Пг
составляло около 1 0 :1 .

Как и следовало ожидать, формирование такого комплекса за­
метно уменьшало фибринолитическую активность ( lg  = 6,52)
в течение всего периода инкубаций (ри с .2 ,А). Предварительная
обработка Пг р- аланином в концентрации 0,25 Ш обусловила
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менее заметное снижение исходной активности. Но в этом случае
с 1-го часа проявилось постепенное падение лизирующей способ­
ности инкубационной смеси. По~видимому, р- аланин обладает спе­
цифическим влиянием на взаимодействие СК и Пг, поскольку изме­
нение положения аминогруппы в молекуле аминокислоты (обработ­
ка Пг сх-аланином) резко сникало активность сразу же после сме­
шивания всех компонентов (СК и Пг+а-аланин). Увеличение кон­
центрации Пг' в смеси в 3 раза при неизменной концентрации р-
алаяина создавало в начальный период'высокую фибринолитическую
активность, которая в дальнейшем резко падала. Следует отме­
тить, что при комбинированной обработке Пг р- аланином и g-AKK
в концентрациях 0,25 и 0,2 мМ соответственно-и последующем
смешивании с СК фибринолитическая активность смеси была мень­
шей, чем в отсутствие g-AKK. . ’ '

•  -С К » П г
* -С К *Л г *Д аали«н
а -  СК*&Пе ♦ Д  аданми
в -  СК» Пг»вС АЛАНИИ
■ - СК«Пг + Д ааанюг» £ЙКК

•  -  СК» П г *  ЖЕЛАТИН
« - СК» Пг *  ЖЕЛАТИН»СШ
* -С К » П г » И -1
. - с к » п г * г Ш » н - 1

Рис.2. Фибринолитическая активность смеси СК + Пг, инкуби­
руемой при 25°С, в условиях предварительной обработ­
ки Пг некоторыми соединениями.

В процессе опытов было также выявлено, что состав H-І не
только не повысил литическую активность смеси СК + Пг,но и
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вызвал ее снижение по сравнению с  исходной активностью СК( 6 ,8 2 ) . Небольшое стабилизирующее действие на актив­ность смеси СК + Пг оказал желатин в концентрации 3 ,5  м г. Дей­ствие £ -АКК в комплексе с желатином было более резким в тече­ние 1 -го  ч а с а , а затем менее заметным, чем в комплексе с р-аланином.Изложенные материалы свидетельствуют о т а ? , что сохранениег  повышение активности СК в течение длительного периода зави­сит от присутствия в инкубационной среде различных соединений.В наших опытах наиболее выраженный эффект получен при исполь­зовании состава К -1 .  Однако он оказался совершенно неэффектив­ным в случае наличия в инкубационной среде П г . На наш взгляд,возможны две альтернативы в объяснении этого явления: I)  приобработке Пг составом H- І  и последующем добавлении СК обра­зуется сложный энзиматически неактивный комплекс; 2) H- І  необразует комплекса с СК: вследствие очень высокого сродстваСК и Пг молекулы их взаимодействуют и становятся недоступнымивлиянию стабилизирующего со став а.Данные экспериментов, интерпретация которых требует все жеизвестной осторожности, свидетельствуют в пользу какого-тоспецифического воздействия р-  аланина на молекулы П г , причемэто действие обусловлено положением аминогруппы и частичноснимается g -АКК. Использованная нами концентрация ингибитораниже концентрации, подавляющей активность плазмина / 7 ,8 / , ноблизка вызывающей ингибирование процесса активации зимогена.Однако в настоящее время мы не располагаем фактами, разъясняю­щими указанное явление.В наших опытах не проявилось высокое стабилизирующее дейст­вие инертных белков, описанное некоторыми исследователями/ 2 ,3 ,9 / . Причем использованная в работе концентрация альбуми­на близка к примененной M a r tin . Отчасти такое несоответствиеможет быть обусловлено тем, что автор проводил работы с ком­мерческими препаратами СК (производства Behringwerke др.), ко­торые уже могли содержать стабилизатор. Что касается желати­н а , то нами использована концентрация на порядок ниже, чем вопытах упомянутого исследователя ( содержание этого белка вНавжассеї составляет 3,5% ).Выяснение причин, обусловливающих различия в действии от­дельных соединений на СК и СК + П г, требует проведения даль­нейших исследований. т п -
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ACTIVITY OP STREPTOKINASE INCUBATED
IN SOLUTIONS OF DIPPERENT COMPOUNDS
V.N.Nikandrov, T.A.Dymont, N.S.Pyzhova

The in fluence  of some amino ac ids and p ro te in s  on s t r e p to ­
k inase  a c t iv i ty  in  aqueous so lu tio n s  incubated  a t  tem perature
4 25°C has been s tu d ie d . A weak p ro te c tiv e  a c tio n  of g e la t in ,
and the f u l l  absence of the one in  a lb umin, ^ -g lo b u l in , p-
a la n in e , and se rin e  i s  shown. C onsiderable e f f ic a c y  of th e
com position H-I i s  e ta b lis h e d . D ifferences in  the  a c tio n  of
some from the above-said  compounds on s tre p to k in a se  a c t iv i ty
in  the absence and presence of plasminogen in  the  incu b a tio n
medium are re v ea led .
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