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УДК 576.851.214:615.779.94
Іі.Н.Никандров
ДИСКУССИОННЫЕ ВОПРОСЫ СТРУКТУРНЫХ
И КАТАЛИТИЧЕСКИХ СВОЙСТВ СТРЕПТОКИНАЗЫ
(Минск)

Стрептокиназа (СК) -  продуцируемый гемолитическими стреп­
тококками белок -  является широко известным тромболитиком.
«цнако до сих пор структурные и каталитические свойства ее
изучены крайне недостаточно, что порождает многочисленные про-
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тиворечивые толкования, домыслы, дискуссии. В данной статье
сделана попытка обобщить имеющиеся в литературе фрагментарные
материалы и на основании этого критически оценить существующие
представления.

СК -  белок с молекулярной массой, по различным данным,
'15000-67000, изоэлектрической точкой 4 ,7 -6 ,5  / 1 - 5 / .  Аминокис­
лотный состав СК вариабелен, однако во всех случаях отмечена
значительная доля остатков глютаминовой и аспарагиновой кислот,
а такие отсутствиеs  Н-групп и -б - s -  связей -  несколько необыч­
ное явление для белка с такой молекулярной массой. Первичная
структура СК не расшифрована. При расщеплении молекулы с по­
мощью BrCN выделены пять фрагментов неодинакового размера / 6 /  '
и определена последовательность 85 N-концевых аминокислотных
остатков / 7 /  (схема I ) .

Анализ особенностей аминокислотного состава, первичной
структуры N-концевой части полипсгтидной цепи позволяет выска-s
зать некоторые предположения. С учетом средней величины гидро­
фобности аминокислотных остатков в молекулах белки / 8 ,9 /  можно
заключить, что в полученных пяти фрагментах доля гидрофобных
остатков (Г ал, Лей, Иле, Мет, Фен, Три) неодинакова и с о с т а в -1
ляет: в I  -  27 ,7 , во П -  26 ,5 , в Ш -  2 4 ,2 , в ІУ -  22 ,7 , в У -  (
9 ,Of от общего числа остатков аминокислот. Это означает, что
участок полипептидной цепи СК между 71-м и 352-м остатками вкЛ
чает два фрагмента с самым высоким и один меньший -  с самым нА
ким содержанием гидрофобных остатков. Поскольку при отщ еп лен »
от молекулы СК 59-членного щ-копцевого пептида образуется "н ов
дчфицировэнная" СК, сохраняющая высокую каталитическую ак ти в -и
ность / 7 / ,  следует полагать, что каталитические свойства СК I
определяются областью I ,  П и У фрагментов.

Аминокислотный состав характеризуется также довольно б о л і
пим содержанием Тир, Про, Асн и Гли, как правило, препятствую!
щих формированию <х~спиралей /1 0 / .  В отношении Про в этом плане
высказано мнение, что он оказывает "дистанционный" эффект п а ї
расстоянии 10 остатков / I I / .  Действительно, долг ос-спиралей
СК относительно мала (7 -1 2 ^ ) , тогда как ^-структуры  и неупоряІ
доченкый клубок составляют 20 и 7ГУ соответственно /1 2 ,1 3 / .  Си
дя по количеству упомянутых эыяе остатков, п СК возможна з н а в
тельная доля изгибов.
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Оценка распределения гидрофильных аминокислотных остатка і
с учетом принципов зависимости формирования элементов вторич^
ной структуры от локальной гидрофобности и встречаемости в нц
различных пар аминокислотных остатков /8 ,9 ,1 4 -1 6 / создает впг
чатление, что для 88-членного N -концевого участка СК с извесі
ной аминокислотной последовательностью характерными элементам]
являются изгибы и неупорядоченный клубок.

Указанные моменты предполагают значительные возможности
молекулы для обратимых изменений конформации. Как известно,СК
устойчива к термическим воздействиям в нейтральной зоне рН,де<
натурирующему влиянию мочевины и гуанидинхлорида /2 ,1 7 /. Уве­
личение pH от 7 до 10 не вызывает потери активности, однако я
хе кратковременное повышение pH до 12 приводит к изменению
структуры (по данным электрофореза в полиакриламидном геле) і
быстрой утрате каталитической активности / з / .  Косвенным довв
дом в пользу конформационной подвижности СК в водных растворе
могут служить обнаруженные спонтанные колебания активности CI
в процессе выдерживания при температуре 2^С /1 8 /.

Другой особенностью СК является возможная гетерогенности
ее, не связанная с изменениями молекулярной массы. Хроматогм
фия СК на ДЭАЭ-целлюлозе позволила выявить две фракции, десои
бируемые при различной ионной силе раствора, хотя по молекули
ной массе эти фракции практически не отличались /1 9 / . Это ни
водит на мысль о возможности двух конформационных состояний |
в о ычных условиях. В одном из них молекула более устойчива,|
компактна, но активность СК сравнительно невелика, во втором!
характеризуется большей активностью, но менее стабильна,имев|
более рыхлую структуру, увеличена в объеме. Последнее выгода!
для энзиматического катализа, так как облегчает исключение »■
ти растворителя из процесса реорганизации /2 0 /. Можно думать]
что во втором состоянии, вследствие частичного развертывания!
молекула СК должна отличаться большим значением р ї. Подтверж|
нием этого предположения в какой-то мере является меньшая ве!
личина pl нативной СК по сравнению с "модифицированной" -  5,1
и 5 .6-5 ,7  соответственно /2 1 / ,  имеющей меньшую молекулярную I
массу, меньшую степень спирализации и отличающуюся неустойч»!
вестью в кислой среде /2 1 -2 3 /. I

Активность СК сущест венно снижается вследствие образов®
ния агрегатов при длительном хранении растворов СК ^еэ стабв
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лизатора по типу ди-, три-, тетрамеров. Молекулярная масса их, •
измеренная методом электрофореза в б М мочевине, составляет со­
ответственно 103000, 150000, 190000 / I / .  Однако факторы, влияю­
щие на формирование подобных агрегатов, еще не изучены.

Один из наиболее известных феноменов -  образование комп­
лексов СК о плазминогеном (Пг) или плазмином (П) человека с
формированием так называемого "активатора" Пг. СК обладает чрез­
вычайно большим сродством к этим белкам. Кроме человеческого
Пг комплексы с СК образует Пг кота, собаки, некоторых обезьян.
Комплексов СК с бычьим Пг (он не активируется СК) не обнаруже­
но, что обусловлено, по-видимому, конформационными свойствами
Пг быка (локализация центров связывания и т .д . ) .  Как известно,
бычий Пг имеет иную pH-зависимость термостабильности, чем Пг
человека /2 4 / . В N -концевой части легкой цепи П быка в 10-м
положении находится Лиз (у человека и собаки -  Гис), а в 17-м
- Сер (у  человека -  Вал, у собаки -  Иле) /2 5 / .  Далее будет по­
казано, что для взаимодействия больиое значение имеет именно
легкая цепь П. В то же время имеются единичные указания о спо­
собности "модифицированной" СК активировать Пг быка и морской
спинки /2 3 ,2 6 /. Примечательно также явление активации СК кро­
личьего Пг, , , п тя с нативными Пг и СК в этом случае не зареги­
стрировано образование комплексов. Последние формируются лишь
После ацилирования зимогена /2 7 / .

Природа описанной комплементарности белков не ясна. По-
видимому, центры связывания Пг в СК довольно компактны и не не­
сут антигенных детерминант, поскольку взаимодействие СК и Пг
не уничтожается антителами к СК7 2 8 ,2 9 /, а уменьшение ее моле­
кулы на 20-ЗД почти не отражается на активности /3 0 / ,  но су-
инственно снижает антигенность. На этом явлении основана обра­
ботка СК протеазами с целью получения препаратов с уменьшенной
антигенностью /3 1 / . Можно предположить, что антигенные детер­
минанты молекулы локализуются в ее N-концевой части, отщеп-
ляомой при воздействии на СК протеаз.

Диссоциация комплекса СК-Пг в присутствии мочевины или
при снижении pH /32 -34 /, отсутствие формирования комплексов СК
« Пг, подвергнутым нитрованию (модификация тирозилов), обусло­
вили мнение, что взаимодействие СК и Пг реализуется за счет во­
дородных связей между тирозилами Пг и карбоксильными группами
Гиг и Асп мплахуля-СК-/35/. Причем для комплексообразования



имеют пнпчанио, по-пк іимпму, лимь Чппір* доступных тирозила
только той части молекулы Пг, которой соответствует легкой це
пи П. Как известно, именно легкая цепь II об |«зуот комплекс с
СК /3 6 / .  В силу этого "редуцированные" молекулы Пг, так назы­
ваемый ”нео-Пг" (Вал/ | / |2"^с н 790“^г ^ ’ а к т и в и РУ®т с я  СК и образую
с ней комплексы /3 7 / ,  причем центры связывания Пг с СК авто­
номны от активного центра П. Это подтверждается тем, что гене
тически дефектный Пг человека способен образовывать с СК комп
лексы, но он не превращается в П и не дает активаториой актив
ности /3 8 / .  Однако детально природа и топография центров свя­
зывания в СК и Пг не изучены.

Если принять, что во взаимодействии Пг с СК ведущую ролй
играют тирозилы зимогена, которые обычно препятствуют форми­
рованию -спирал ей /1 0 / ,  логично допустить взаимодействие зи­
могена с СК за счет неспирализованных клубкообразных участков
В пользу такого допущения свидетельствует распад комплекса
СК*Пг при изменении вторичной структуры (воздействие мочеви­
ны) -  момент, характерный для сорбции клубкообразных участков
/3 9 / .

Посте контакта СК и Пг комплекс стремится уменьшиться в
объеме, возникают напряжения молекулы зимогена, приводящие к
раскрытию активного центра. Этот комплекс и является активато
ром (см. рисунок). Считают, что он обладает крайне низкой про
теолитической активностью, соответствующей ~20<г активности св
бедного П /3 4 / .  Деформации Пг могут вызывать развертывание ак
тивного центра и в отсутствие СК. Такой эффект был получен пр
иммобилизации человеческого Пг на аминоэтилцеллюлояе с помощь
глутарового альдегида /4 0 / .  Было
можно ли подобное с бычьим Пг

бы целесообразно выяснить,во

Гипотетическая схема ка­
тализируемых СК превращі
ний Пг в П.
Штриховкой в молекуле П1
показана часть, соответ­
ствующая легкой цепи П:
1 -  активный центр П,
2 -  один из боковых раді
калов связи Apr-Вал в Пі
3-4 -  участки связывание
в молекулах Пг и СК, 5 і
6 -  активный центр СК і
латентном и активном со­
стоянии, 7 -  "карман” и
погружения бокового раді
кала связи ^рг-Вал.



II проврпщониях комплекса СК*ПГ импотся ряд ІІПЯСІ1НМ ПОМИН
топ. Ппжпо подчеркнуть, что активация Пг і  П реализуется і и и і,
после разрыва связи Apr -  Вал молекулы Пг, в силу чего пвр-
постлпспиое значение приобретает природа такого разрыва. В н а-
ггоящее время подавляющее большинство исследователей склонно
«читать, что СК не обладает энзиматической активностью, а Пг
пи,ивируется при формировании комплекса СК с Пг или П. Однако
мнпнив о неэнзиматической природе СК основано на результатах
ипг.лодования так называемой "стехиометрической" активации,ког-
дл выполняется условие [Пг]^[СК], т . е .  при состоянии, прибли-
■пющпмся к "системам с взаимным истощением" /Ш /  и имеющем су-
■потвенные отличия от взаимодействия субстрата и энзима при
мначительно более низких концентрациях энзима. Характер всех
н«пионий в системе при "каталистической" активации (когда
|Пг] [СК] ) абсолютно неизвестен, так как в этом случае СК
очень мало и выяснить последовательность ее превращений прак­
тически невозможно. Кроме того, полагают, что разрыв связи
Apr -  Рал в комплексе СК*Пг протекает по внутримолекуляр­
ному типу, ибо дополнительное внесение СКЧІ К СК’Пг не вызы-
янпт превращения последнего в СК-П /4 2 / .

Ото заставляет с осторожностью воспринимать утверждения
и нлэпзиматйческом характере действия СК. Важно заметить, что
достаточных прямых доказательств отсутствия у СК энэиматиче-
| ипй активности до сих пор не получено. Проведенные ранее / 2 /
и отом направлении работы выполнены с ограниченным набором тра-
1ИПИ01ШЫХ субстратов (< к- и £ -нафтилацетаты, лизин-метиловый,
і п їи л -аргинин-метиловый, ацетил-тирозин-этиловый эфиры). Между
гям СК может обладать очень высокой субстратной специфичностью.
Подобные примеры показаны в ходе исследований последних лет.
Так, обнаружены протеазы, слабо расщепляющие белковые субстра­
ты или активные в отношении очень ограниченной группы белков
А н ,4 4 /. Столь высокую субстратную специфичность объясняют про-
іонгированием центра связывания субстрата или множественностью
пубцентров, специфичностью к сегментам полипептидной цепи или
|оыпнам белков /4 5 ,4 6 /.

В связи с представлением о протеазном характере действия
ГК возникает вопрос, протеазой какого типа она может быть.Сам
по себе факт отсутствия ингибирующего влияния диязопропил-
фторфосфата на образование СК-Пг и активацию Пг /4 7 /  огна-
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I. I «« |«Ма « RR I имноы центре СК серина, а лияь несуче
. «»-н її |йі«і iiiiiv yiiiiui потптков серина во взаимодействии дву
■>!«•■« П ( ИИЛннм СОСТОЯНИИ СК ее активный центр может быт
■ ••«нііімм Пяк т о  проявления также требуется напряжение моле
•|МГ« п яі«»м іяучао после раскрытия активного центра в Пг час
їй йоыпллкиа происходит развитие активного центра и в СК час-
«и. Активний центр СК разрывает связь Apr — Вал -  в молекул
Пг, фиксируемую в непосредственной близости от него (см. рису
нок). Отчасти это находит подтверждение в том, что моди^икацк
Три в СК не отражается на способности ее взаимодействовать с
Пг, но резко уменьшает выход активности П /4 8 /. Описанное яв­
ление позволило предположить авторам, что Арг-Вал связь зимо­
гена приводится избирательно в контакт с центром гидролиза пу
тем координации Три-содержащим участком.

Однако СК может быть протеазой и несеринового типа. Логи
ческие рассуждения в этом направлении позволили нам предполо­
жить иной механизм катализа, чем для известных четырех групп
протеаз (сериновые, тиоловые, карбоксильные,металлоэнзимы),ні
пример особую роль остатка Гис и карбоксигрупп. Аналогичная
мысль о возможности существования пятой группы протеаз (соче
такие металлоэнзима и тиоловых групп) была высказана B arrett
/4 9 / . Во всяком случае природа действия СК требует самого пр
стального изучения.

На основе данных кинетических исследований /50-52/ раз.
вернута дискуссия о природе действия СК. Однако это косвенны
наблюдения по активности образующегося П (свободного или в с
ставе ’-активатора"). Следует заметить, что экспериментаторы
имели дело с многокомпонентной системой (схема 2), включавше
две основные сопряженные через П реакции: образование активи
го П из Пг и лизис субстрата (фибрина, например) под влияние
П. В данном случае происходит активация зимогена, которая, п
видимому, обладает своими особенностями кинетики. Исследоват
ли с неизбежностью делают ряд допущений при анализе полученн
материалов.

Предположение о протеазной природе СК ставит вопрос о в
имоотношениях ее с другими протеазами стрептококка. Как пран
ло, внимание обращают лишь на S п-зазисиаую "нейтрлльиую" п
теазу. В то же время пблученп предварительные данные /5 3 / о
мощности существования у гемолитических стрептококков неско
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ких протеаз, отличающихся по pH оптимуму лизиса балковых суб­
стратов, кинетике биосинтеза, реакции на эффекторы (см. табли­
цу)»

схема 2. Многосталийная реакция гидролиза фибрина в системе,
содержащей фибрин (Фн), плазминоген (Пг) и стрептокиназу (СК),
л случаях энзиматического (а ) и неэнэиматического -  через ак ­
тиватор (б ) действия СК ( [Пг]>  [СК]) .  СК-П активатор, р -
продукты гидролиза Фн.

Влияние некоторых эффекторов в конечной концентрации 0 ,5  мї
на изменение активности протеаз фильтрата культуры
д -гемолитического стрептококка штамм 921 (% к контролю)

Эффектор
1
і -
і

___ Протеазы
pH 5,0 ’ pH 7 ,0• рн n , o

I - і< 2 ■ 3 I 4

Са2 + 22 8 300
Kg2 + 17 20 I I
Zn2+ 15 36 119
Fe3 + 25 76 300
Со2 + 77 129 425
мМ д 55 23 189
Сп2 + 77 50 274
Cd2 * 45 50 183
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Окончание таблицы

I ! 2 I 3 ’ 4

ЭДТА 10 52 194
Цитрат 35 40 34
Цистеин 28 42 63
P" 82 178 І  ЗІ
Cl®“ 73 154 Ido

Особый интерес представляет компоненты, активные в кислой
и щелочной эонах pH. Возникает предположение, что СК, возможно
есть трансформированная протеаза с необычайно высокой субстрат
ной специфичностью и утратой тривиальной каэеинолитической и
эстеразной активности. К сожаление, имеющиеся в настоящее время
сведения не дают ответа на эти вопросы. Для их выяснения тре­
буется расшифровка первичной структуры СК, конформации Пг раз­
личных животных, топографии центров связывания в молекулах Пг
и СК, а также развитие кинетики активации зимогенов и дальней­
шее изучение субстратной специфичности СКЧ1, П, СК.
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DEBATABLE IEOBLEMS OF STRUCTURAL AND CATALYTIC
ИЮ РЕЖТТЕЗ OF STREPTO KINASE

V.N. Nikandrov
Present ideas of streptokinase structure and mechanism

of action are analysed. P ecu liarities of streptokinase con­
formation es well as p o ss ib ilit ie s  of various forms of strep­
tokinase are considered.
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