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Создание стрептококкового фибринолитического препарата,
пригодного для внутривённогб введения, предусматривает дости­
жение высокой чистота , активности и достаточной стабильности
выделенного /белка. Решение этих вопросов зависит от правиль­
ности методических подходов,' которые при получении чистых бел­
ков должны определятьсяфизиологическими особенностями микро­
организма не в меньшей степени, чем при решении вопроса об ин-
ТЄНСИфИКаДИПбИ0СИНТЄЗа.

Гемолитические стрептококки выделяют при культивировании
ряд экстрацеллюлярных белков: стрептолизины З й  О, ДНКазы,
РНКазы, гиалуронидазу,ЯАДазу, протеазы, стрептокиназу (СК).
Многие из этих белков "патогенности" способны вызывать функ­
циональные нарушения в  организме человека. Обосновывая подхо­
ды к  выделению СК из сложной смеси протеинов, следует учиты­
вать их физико-химические свойства / І - І І / .  Вместе с т е л  нужно
заметить, что наши сведения© деталях структуры и каталитиче­
ских особенностях энзимов стрептококка в настоящее времядале­
ко  не полные., Данные таблицы показывают близость молекулярных
масс ряда протеинов и в ’ оШельных случаях -  их изоэлектриче­
ских точек ;(р1).4/-Ж/-> ■
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Некоторые Физико-химические характеристики
внеклеточных протеинов гемолитических стрептококков

Молекул. Г ' рХ ' '.! pH опт. . ! Источники
| м ^сса ! . ! !* литерат.

Стрептокиназа 47000-
50000

4 ,7 -5 ,4 7 ,0 -7 ,4

Протеаза 32000 8 ,42 У
4 ,3 -4 ,8

7 ,0 -8 ,0 2
риалуронйдаза 120000 / 7 , 0 4-7
ДНКазы . . . . . 5 ,6 -4 ,3

7*9-9,0
5 ,0 -6 ,0
7 ,0 -9 ,0

4 ,8

РНКаза 14000 7>9-$,5 8 ,0  ■•■У'-У 4 ,8
НАДаза < ; '• 50000-

56000
8 ,6 -9 ,3 У /?7,3 7 / / ??1У; 4 ,9

Стрептолизин з 12400-
20000 10

Стрептолизин 0 61000-
80000

5л 7-?7>55 4,10 ,11

Получение очищенного белка, ІфЙГОДНОГО для введения : в. сосу­
дистое русло, требует создания эффективной и надежной системы
контроля действенности тех или иных операций в разделении про­
теинов. В данном случае целесообразны Энзиматический и электро­
форетический контрола. Сочетание указанных п р и зо в  необходимо
потому, что уменьшение числа, электрофоретических фракций в хо­
де ОЧИСТКИ не всегда 'Свидетельствует Об отделении ТОГО; или
иного протеина. В, этой" связи уместно нгшометть об ■ обнаружен­
ной способности стрептококковойРНКазы к 'иомплексбобразовани»
со стрептолизинами /1 2 / .  в результате чего РНКазная фракция

. при электрофоретическом анализе' может' маскироваться. 'В то же
время отсутствие активности' того или иного энзима не означает
освобождения от него -  при отдельныхоперацияхмолекулы могут
пребывать в неактивном состояний, а  затем наступает реактиви­
рование. • Опыт разработки технологии получения пелиазн явился
подтверждением правильности этакого подхода//-/У./ уу

Тактика получения. СК высокой степени чистоты должна выте­
кать из спецїйикй исходного сырья и особенностей самого белка.
Действительно, имеютсясообщения /1 3 ,1 4 / о том/ что различные
штаммы стрептококков продуцируют стрептокиназы.,; отличающиеся
по своим физйко—химическим свойствам. : Необходимость
учета состава питательной среды и особенностей 'щтаМма-продуцвм-



та ври очистке была продемонстрирована нами ранее /15/: в за­
висимости ОТ ЭТИХ факторов ОДИН И ТОТ же методический прием
может давать разные результата. Вот почему» хотя способа очист­
ки СК описана в ряде литературных и патентных источников, при
решении подобной задачи экспериментатору приходится сталки­
ваться со множеством трудностей.

Вторая сторона - особенности структура СК. В дополнение к
материалам таблицы можно указать, что при исследовании очищен­
ного белка методом ИКС не обнаружено каких-либо характерных
особенностей спектра по сравнению с другими белками /16/.
Стрептокиназа, по-видимому, представляет собой простой белок
из одной полипептидной цепи; в ее составе не имеется проста­
тических групп. Обращает на себя внимание практически полное
отсутствие зн-групп и s-s-связей, что для белков подобной мо­
лекулярной массы является необычным /17,18/. Впрочем, сообща­
ется о низкомолекулярных щелочных бактериальных протеазах, в
составе которых не найдено остатков цистина /19/.

Очистка СК из высокоактивного сырья должна ставить целью не
только максимальное удаление всех примесей, но и по возможнос­
ти сохранение интактности структуры белковой молекулы. Только
в этом случае представляется вероятным получение высокоактив­
ного очищенного препарата.

Обязательной стадией при работе с сильноразбавленными бел­
ковыми растворами (особенно с культуральной жидкостью) являет­
ся концентрирование белков. Этот прием позволяет не только уда­
лить жидкую фазу, но и увеличить вероятность взаимодействия
белковых молекул с различными агентами при дальнейшей обработ­
ке. В целях концентрирования белковых растворов могут быть ис­
пользованы ультрафильтрация, вымораживание, осаждение, лиофиль­
ная сумка, вод©отнимающие средства. Наиболее распространены
первые три способа, так как лиофильная сушка целесообразна на
промежуточных этапах очистки: применение же последнего (с по­
мощью, например, сефадексов G-25.G-75 ) при работе с большими
объемами вообще проблематично. Использование упомянутых мето­
дов позволяет не только повысить концентрацию белков в раство­
ре, но и одновременно удалить ряд примесей. Вместе с тем вы­
мораживание может быть осложнено трудностями получения крупно­
кристаллической структуры льда, Очевидно, в силу этих сообра­
ж е н и й  при очистке СК на первых стациях нашли применение ультра-
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грация /2 0 -2 2 / и осаждение. Последнее, как правило, осу-
лествляется при участии сильных электролитов -  сульфата аммо-
0Я, ТХУ, НС1 /1 7 ,2 3 -2 7 /. Не рассматривая механизм осаждения
эЛ ек<гролитами, посколькуэтот вопрос освещен в ряде специаль­
ных изданий и статей, отметим, что применение сульфата аммония
5 разной степени Насыщения полезно для грубого разделения
Целковых смесей и широко используется при очистке СК Л б ,1 7 ,
20,24/.' >л ; ' 7 . '

Весьма перспективно использование таких специфических прие­
мов осаждения протеинов, как осаждение с помощью ионой тяжелых
леталлов (например Zn, р ь ) , а также полиэлектролитов /2 3 ,2 8 /.
Однако эти способы целесообразно использовать на поздних ста­
диях разделения белковых смесей. В литературе описаны эффектив-
яые способы очистки СК с помощью солей Zn /2 9 / , протамин­
сульфата/2 3 ,2 6 / . ;  > ' j ■

Следует обратить внимание на возможность извлечения белко­
вых молекул непосредственно из культуральной жидкости при про­
ведении статической сорбции на ионообменниках. Но несмотря на
кажущуюся простоту и надежность этого приема, результаты не
всегда могут бытьхорошими и з-за  дополнительного влияния ком­
понентов питательной среды-и продуктов обмена микроорганизмов
на процесс сорбции. При очистке СК даже многократная сорбция
на ДЭАЭ-целлюлозе не дает возможности полностью освободиться от
примесей /3 0 / .  7 7' ;/ : 7 '■ ■

ТВ настоящее время основным приемом выделения белков является
многоактный динамический процесс-  хроматография. Описаны спо­
собы очистки СК, не включающие хроматографическое разделение
белков, но в этом случае обязательно вводится обработка орга­
ническими растворителями Д б ,21 ,23 ,26 ,29 ,31 /. Иначе полученный
препарат, как правило, не отличается чистотой высокой степени.

Использование для выделения высокоочищенных фракций из бел­
ковых смесей адсорбционной хроматографии вряд ли эффективно.
Необходимо заметить, что молекулярные сорбенты силикагель, ак­
тивированный уголь, акись алюминияне обладают избирательностью
/3 2 /. Кроме того, они являются полярными сорбентами,и не все
компоненты элюотропных рядов могут быть индифферентными для
конформации белков. Вместе с тем, например, окись алюминия и
активированный уголь в водных растворах обладают ионообменны­
ми свойствами. Очевидно, последним фактором можно объяснить
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разделение некоторыхбелков с помощью этих сорбентов.
Применение метода фракционирования по молекулярной м а с с е

(гель-фильтрация) в нашем конкретном случае вряд ли даст б л е ^

тящие результаты из-за близости молекулярных масс стрептокок­
ковых белков. Можно ожидать, что при гель-фильтрации произо^-
дет отделение гиалуронидазы -.белка, наиболее.резво отличаю­
щегося по молекулярной массе от стрептокиназы. Однако эффек­
тивность разделения при гель—фильтрации может быть значитель­
ной лишь при увеличении отношения "высота - диаметр колонки"
и низкой скорости /элюции.В таких случаях /33/ удается полу­
чить СК высокой степени чистоты. Использование этого типа хро­
матографии, по-видимому, полезно гри удалении пирогенов /16
34/. . / у. " ;\/,./ ■

Очистка СК таким эффективны!? способом разделения,'как аффин­
ная хроматография, пока не нашла широкого распространения, по­
скольку в этом случае применяется взаимодействие по типу анти­
ген-антитело /35/, что накладывает известные ограничения, в
настоящее время в .литературе отсутствуют сведения о наличии
специфических ингибиторов Ш *  а это могло бы значительно ин­
тенсифицировать разработку способов аффинной хроматографии СК.
Единственным веществам, к которому СК проявляет чрезвычайно
большое сродство, является плазминоген.

Вполне естественно, что в сложившейся/ситуации основная
стажа должна быть сделана на ионообменную хроматографию, ес­
ли принять во ветшание различия в изоэлектрических точках
стрептококковых энзимов. Весьма широко в биохимии использует­
ся хроматография на ионообменнйках - производных целлюлозы.
Присущая им жесткость структуры* возможность практически пол­
ной обратимости сорбции вследствие связыважя субстрата лишь
поверхностью сорбента обеспечивают высокую эффективность хро­
матографии высокомолекулярных белков на ионообменети целлюло­
зах /32,36,37/. Однако необходимо иметь в виду, что в зависи­
мости от сорта древесной целлюлозы. сорбционная способность
этих ионообменников макет быть различной /37/ вследствие раз­
ной доступности ионогенных групп для молекул белка. Использо­
вание ионообменников - производных целлюлозы широко распростра­
нено в очистке СК /3,38-41/. Применение принудительного обост­
рения зон элюции с помощью градиента элюента обычно дает же­
лаемые результаты. При десорбции необходимо учитывать не
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одько pH и  молярность буфера, но и природу аниона. Чрезвычай­
но больше возможности, на наш взгляд, имеют . синтетические
сиолй - ионообменники. Правда, пока еще они не напри широкого
др^иевения в хроматографии белков ( особенно анионообменники).
ЭФО обусловлено тем, что нередко оптимальные параметры буфер-

растворов для достижения условий электростатических взаимо­
действий белка и сорбента уменьшают стабильность белковой мо­
лекул» Последующее взаимодействие с функциональными группами
д матрицей таких ионообменпиков может ускорить денатурацию
протеина и обусловить необратимое связывание /42/. Однако в
последнее время наметились пути к преодолению таких препятст-
в2и. В этом плане особое значение приобретает возможность соз­
дания нерегулярно построенных смол, в частности замена дивинил-
бензрла дивинилом и триазином, а также создание поликонденса-
ционных и телагенизированных смол-ионитов /23/. В зависимости
от типа смол взаимодействие с белком-цвиттерионом происходит
благодаря разным силам: в случае сульфокатионитов большое зна­
чение имеют кулоновские взаимодействия, а карбоксильные смолы
вступают с белком также и в дополнительные, некулоновские.
Сорбционная способность определяется расстоянием между функцио­
нальными группа® цвиттериона. Уменьшение расстояния между вн2-
и -СОШ группами приводит к усилению взаимодействия белка с
сорбентом /32/. Если учесть , что последняя ситуация нередко
наблюдается при нарушении вторичной и третичной структуры мак­
ромолекулы, становится очевидным,что процесс сорбции и десорб­
ции может явиться в данном случае показателем интактности бел­
ковой молекулы.

Употребление сульфокатионитянх смол позволяет проводить раз­
деление белковых смесей, используя не только различия в изо­
электрических точках, но и в локальной диполдрности цвиттерио­
нов /43/. Это явление было применено для разработки методов
разделения энзимов путем сорбции на солевых формах катионитов,
использовано при очистке террилитина /44/. При получении высо­
коактивных и очищенных белков чрезвычайно остро стоит вопрос о
сохранении активности, т.е. стабилизации, таккак с увеличе­
нием степени чистоты энзимев,как правило, снижается их устой­
чивость. Хотя в литературе имеются указания назначительную
стабильность СК, мы не раз являлись свидетелями чрезвычайно
быстрого падения активности высокоочишеяннх Препаратов, Be



излагая подробно проблему стабилизации энзимов, заметим, что
стабильность может быть достигнута формированием соответствую^
щего микроокружения, в том числе иммобилизацией. В последнее
время этому подходу уделяется чрезвычайно большое внимание.
Основные принципы, способы иммобилизации белков и их каталити­
ческая характеристика даны в соответствующей литературе.

В плане стабилизации препарата для внутривенного введения
интересен один аспект-присоединение белка к водорастворимой
матрице. В последнее время имеются сообщения об использовании
производных декстрана, поливинилпирролидона, полиглюкина в ка­
честве пролонгаторов действия лекарственных препаратов, а так­
же для получения полимерных лекарственных соединений /45-47/.
Осуществлена иммобилизация некоторых энзимов протеолитического
действия -а-химотрипсина, трипсина, террилитина - на производ­
ных декстрана, поливинилпирролжона, гепарине /48-52/. Сообща­
лось об опытах по ньмсбилизации СК на декстране /53/. Можно
надеяться, что этот подход окажется радикальным при решении вон
роса о создании стабильных белковых препаратов, предназначен­
ных для внутривенных и н ъ е к ц и й . ■■ -

Тлеются сообшения.что препараты СК обладают значительной
антигенностью. В целях снижения последней целесообразно отщеп­
ление небольших пептидных участков от СК й, возможно, разрых­
ление молекул.Во всяком случае, был предложен способ снижения
антигенности препаратов СК путем обработки протеолитическими
энзЕмами75^»<-//

В заключение вд<кнб отметить, что создание препарата целиазы
сопряжено со значительными трудностями которые обусловлены
недостаточной ясностью структурно-функциональных особенностей
СК. Критический анализ данных литературы позволяет все же
apriori ввделить Несколько посылок, характеризующих резерв ме­
тодических подходов как в усовершенствовании и повышении каче­
ства целиазы, так и в дальнейшей разработке стрептокиназных
препаратов вообще, К подобным подходам следует отнести исполь­
зование синтетических ионосбйенникбву разработку биоспепифиче-
ской хроматографии, селективное осаждение.
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ACTUAL ASPECTS O FO BTA IN iN G

THE PU R IFIE D  PREPARATION CELYASE

. LXLo.patina>V,N.Nikandrov Tkachf L .V .Plепіле

Attempts have been made to  su b s ta n tia te  a choice of metho­
d ic a l approaches when p u rify in g  s tre p to k in a se , and to  r a is e
s t a b i l i t y  of i t s  p re p a ra tio n s . Taking in to  co n s id e ra tio n  the
object p e c u l ia r i t ie s  the e ff ic a cy  of various ways of p ro te in
p u r if ic a t io n  was analysed . L ite ra tu re  data on ob ta in ing  streps
tokinase p rep ara tio n s are summarized.
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