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ИЗУЧЕНИЕ МОДИЖАЦИИ СТЖПТОКШАЗЫ ПОЛИСАХАНЩАМИ
Пв ІОТЮРМАІЦШШЕ 'И Ш Н Ш  СТШТОШЕАЗЫ

В СОСТАВЕ КОМПЛЕКСОВ

ВЛьНикандров, Г А В оробьева, Г»С,Янковокая
(Минск)

В предыдущей работе / і /  сделано сообщение о получении
комплексов стрептокиназы с полисахаридами -  декстраном.,--рон-
дексом, реоровдексом, диальдегиддекотраном* Несомненно,, что
описанные рядом авторов / 2 , 3 / -изменения каталитических свойств
и стабильности комплексов ферментов с полимерными матрицами
обусловлены определенными перестройками структуры белковой
макромолекулы* Возможно,- исследование этой взаимосвязи позво­
лило бы іфогнозировать свойства получаемых комплексов* Однако
до .-настоящего времени вопрос этот остается недостаточно изу­
ченным*

В данной работе приведены результаты сравнительного ис­
следования спектральными методами особенностей пространствен­
ной структуры стрептокиназы при включении ее в состав помплек-
сов с различными полисахаридами декстранового типа*

Материалы и методы

Используемые материалы, способы получения комплексов,ме­
тодики определения активности стрептокиназы и принятые сокра­
щения приведены в сообщении I ,  Спектры флуоресценции сняты на
приборе p ica-55  о монохроматическим возбуждением при длинах
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волн 280 и 296 нм* Спектры поглощения получены па спектрофо­
тометре Specord М 40, спектры кругового дихроизма (ВД) - на
спектрополяриметре Jas 1о- 20 в интервале длин волн 205-250 нм
и 250-300 нм, в кюветах длиной 0,2 и 1,0 см при чувствитель­
ности прибора 0,005 °/см, скорости сканирования -0,2 нм/сек*
Полученные данные выражали в виде молярной эллиптичности в
расчете на средний аминокислотный остаток £03* Средняя мол*
масса остатка рассчитана из аминокислотного состава СК и рав­
на 116 /44 Все исследования проведены в 3-5-кратной повтор­
носте

Результаты и обсуждение
Известно, что спектр КД белка в области 250-350 нм обу­

словлен точечной асимметрией триптофана и тирозина, в области
200-250 нм - асимметрией формы всего пептидного каркаса* Б
дальней УФ-области спектр КД СК (рисЛ) характеризуется отри­
цательной полосой с экстремумом при 206 нм и плечом при 220 нм,
что указывает на присутствие в белке tX -спиральных и £ -струк­
турных участков (<£-спиральных ~ 24 4 р-структурных «= 13 %

В ближней УФ-области наблюдается широкая отрицательная
полоса с центром при 282 нм*

Рис Л* Спектры ВД нативной СК (I), конъюгата
СК-ДАД (2), комплекса СК-РПГ (3) в
0,1 М фосфатном буфере pH 8,2* Кон­

центрация белка 2Л0’"6 М
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При образовании комплексов со всеми использованными поли-
сахаридами, судя по данным спектров КД в ближней УФ-области,
наблюдается изменение микроокружения хромофорных групп белка,
свидетельствующее о перестройках его третичной структуры (см,
таблицу). Величина эллиптичности при 282 нм в зависимости от
характера полисахарида изменяется по-разному, однако даже з а ­
метное уменьшение ее при взаимодействии СК с РПГ или РД не с о -
провож ается изменениями каталитической активности / I / ,

Параметры спектров флуоресценции и кругового дихроизма
стрептокиназы и ее комплексов с полисахаридами

8 И Й В Я - І  с ” И “ М ® д а -  і

рид в к< I-  | я  возбЛ  нм | pH 8,04
Л еКСаХ , І »4IUI<lW »W 1>HII !■ II и .  I i ll ! ........................ ..  W w aiM lbM M M tm M S

моль/моль І Л г а а х , нм 'і д Л,нМГ3 о т н ![Є]2 2 0 .іо -5 ![Є]2 8 2 -ІО’5

111 i fcfinJUMi-. ****̂wi |адч ***!*М»Нд% ни 11 іщі In. і * і" Чі д и*" ьдімяпп *іь.,
С РПГ, 1:15 338,

347 пл.
70 0,81 5,08 2,00

С РД, 1:15 342
346-352 ш ь

66 0,51 4,94 1 ,70

Срео-РД, 1:15 346,
352 пл.

66 0 ,43 4,61 3,70

С ДАД, 1 :2  336 п л ,,
344

65 0,96 2,70 ВИ

СК (коніроль) 346 64 1 ,00 4,47 4 с 68

Дополнительная информация об изменении третичной структу
ры получена с помощью метода флуоресценции. Ранее нами был
описан / 5 /  спектр триптофановой флуоресценции нативной СК

( Л max ~ £44 ям, &Л s= 64 нм, в нейтральной зоне pH), Можно
полагать, что большая полуширина спектров флуоресценции обу­
словлена неоднородностью микроокружения содержащихся в СК
4 остатков триптофана, а также подвижностью структуры СК / 5 / ,
При взаимодействии СК с полисахаридами во всех случаях в
спектрах флуоресценции наблюдается появление дополнительного
максимума или плеча, уменьшение относительной интенсивности
флуоресценции (см,таблицу и р и с ,2 ) ,

Структурность спектров в данном случае, почзидаюму, от­
ражает oj раничение подвижности триптофанилов молекулы СК в
результате образования дополнительных связей с полисахаридами.
Это согласуется с данными / 6 /  о появлении структуры в спектрах
флуоресценции белков при исследовании ИХ В ‘ іфИСТ,.Л;їИЧЄСКОМ
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состоянии или при низких температурах. Кроме того, нами было
установлено, что при образовании комплексов отсутствуют спон­
танные колебания активности СК в водных растворах / I / .

Зотн.

150 -

100 •

50 •

0 •

Рис.2 . Спектры флуоресценции в
0 ,06  М фосфатном буфере pH. 8 ,04
нативной СК: при А в 0 3 ( ^  280 нм(1)
и при Л в 0 3 ( ^  296 нм (2 ), комплек­
са СК-ЯП? 1 :1 0 : приЛ в о з с Г  296 нм
(3) я  при Л  B 0 3 (f= 280 нм (4 ).
Концентрация белка 5Л 0*^ М» .

'О характере изменений конформации СК при взаимодействии
с полисахаридами позволяют судить также результаты исследова­
ния флуоресценции, возбуждаемой при 280 нм* Если д а  нативной
СК при возбуждении 280 нм интенсивность люминесценции более
высока, чем при возбуждении 296 нм, то в случае комплекса СК­
ИП? картина противоположная. Очевидно, эти изменения обуслов­
лены, полным тушением остатков тирозина (которые в СК локализо­
ваны на поверхности макромолекулы / б /  при связывании белка с
полисахаридами.

Важной особенностью комплексообразования СК с декстрана­
ми являются изменения вторичной структуры,, регистрируемые по
спектрам КД в дальней УФ-области. При образовании комплексов
СК с РПГ, РД и рео-РД (невалентное взаимодействие) эллиптич­
ность при 220 нм, соответствующая количеству ос спиральных
участков, несколько увеличивается, Это согласуется с мнением
о том, что разрушение третичной структуры белка в ряде случаев
может приводить к дополнительной спирализа’ции / 7 / .

При ковалентном связывании СК с ДАД эллиптичность при
220 нм уменьшается, что свидетельствует о разрушении рС -спира­
лей , возможно, и з-s a  связывания аминогрупп, сущеотвез-шых д а
опиралйзации молекул белка. Как мы уже отмечали / I / ,  образова­
ние конъюгатов с ДАД приводит к снижению активности СК, кото­
рое зависит-от числа образующихся ковалентных связей. Причиной
снижения каталитической активности могут быть не только отерп-
чеокие затруднения при контактах конъюгата с молекулой плазми­
ногена, нЬ и дезорганизация центров связывания с плазминогеном
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вследствие нарушения взаимодействий аминокислотных остатков вмолекуле -СК.Изложенные материалы позволяют счи тать, что при образова­нии комплексов с  декстранами пространственная структура СКподвергается изменениям, зависящим от способа связывания и ти­па матрицы. Однако только при деспирализации СК происходитснижение ее каталитической активности*Л и т е р а т у р аI»  Вотяков В . И . ,  Воробьева Г . В . ,  Никандров В .Н С и др* -  ВН асТ іСбв, -  2а Heind M»Chr. e t  a l .  B io ch im . e t b io p h y sea c t a ,  1980, 624, I ,  5 1 -6 9 . -  3 . Кутузова Г . Д . , Угарова HЛ Ь ,Березин И*В* -  Биоорган.химия, 1982, т .8 ,  > 1 1 ,  с .1 4 4 5 -1 4 6 1 .-4 . Morgan F e L e p  Henschen А. -  B io ch im o b io p h y s . A c t a ,. 1969,181, 9 3 . -  5 . Никандров ВЛЬ   Воробьева Г . В . ,  Демидчик Н .В .В k h .  s П  Всесоюзный симпозиум по химии белков и пептидов:Т е з .д о к л . Ри га, 1983, с .1 9 4 -1 9 5 . -  6 . Баренбойм Г .М ., Доман-ский А Л Ь , Туроверов К . К . Люминесценция биополимеров и клеток*M .- J L ,  1966. -  7 . Бреслер Кушнер В .П . ,  Френкель С .Я . -Биохимия, 1959, т .2 4 , > 4 ,  с.685~696г.
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