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УДК 576.851,214:615.779.94
I .II.Никандров, Г.В.Воробьева, Н. В.Демидчик, О.А.Казачий
ШІСЯЕДОВАНИЕ НЕКОТОРЫХ ФИЗИК0-Х1ШИЧЕСШ СВОЙСТВ
УТРМТОКИНАЗЫ СТРЕПТОКОККА ШТАММА Н46А
(Минск)

Сведения литературы о физико-химических свойствах СК до-
и лі.ко разноречивы, что,по-видимому, является следствием При—
■уцирования различными штаммами̂ энзимов с неодинаковыми свой-
ет й чми / I / .  Правомерность такого утверждения достаточно хорошо
ппдтвервдена при сравнительном изучении аминокислотного соота-
м, молекулярной массы и изоэлектрических точек стрептокиназ,
полученных из различных штаммов стрептококков группы А /2/,По-
1O0HHX детальных исследований энзима стрептококков группы С не
Проводилось, между тем при разработке рациональных приемов по-
лучония белка в больших количествах требуется тщательное изу-
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чениа его основных физико-химича оких параметров. Сообщания о
форме молекулы единичны / 4 / ,  а данных о ее изменении под влия
нием различных факторов крайне мало.

В силу изложенных обстоятельств было предпринято изучение
некоторых физико-химических характеристик СК. продуцируемой
р -гемолитическими стрептококками группы С, в частности штам
мом Н46А,

Материалы и методы

В работе использованы образцы очиненной ОК, предоставлен
ные лабораторией технологии ферментных препаратов БелНИИЭМ, с
удельной активностью IOOOOO МЕ/мг. Фермент дополнительно в ряде
случаев подвергали гель-хроматографии на сефадексе G -100 и дна
лиэу против бкдистйллированной воды.

Содержание белка и активность СК в образцах определяли,
как описано ранее / 5 / ,  молекулярную массу -  методами элект
рофореза в присутствии додецилсульфата натрия / 6 /  и гель-филь
трации на сефадексе о -1 0 0 . В качестве свидетелей использовали
цитохром С (1 3 0 0 0 ) , миоглобин (1 7 8 0 0 ) , пепсин (35 00 0 ) , бычий
сывороточный альбумин (6 8 0 0 0 ) . овальбумин (> 5 00 0 ) , человече
ский сывороточный альбумин (6 7 0 0 0 ) . Электрофорез проводили в
1 2 ,3^-яом полиакриламидном геле при 40в х(10-20)ма, температуре
♦4°С в течение 16 часов, редки окраиивали кумасси бриллиантовым

голубым Ф-250. На гель наносили образцы, содержащие 20 мкг бел
кз . Относительную подвижность рассчитывали по соотноиению:

А белке
d пластины *

где <3 белка -  расстояние от верха геля -до  зоны белка, А плас
тины -  длина плавтгвы геля.
Гель-хроматографию на сефадексе g -ІОО  проводили с использова
нием колонки Pharmaс1а (Звеция), 32x2 см. В качестве уравнове
иивающего раствора использовали 0 ,06  М фосфатный буфер рн 7 ,4
□ добавлением 0 ,1  М fe c i .  Образцы СК наносили в количестве 6
иг (по белку ). Вязкость измеряли при 2 5 ± 0 , ї ° 0  ввискозиметре

Уббелоде-Рафикова / 7 / .  Разбавление вели дист” члированной во
дой. И;1д0кс вязкости гэ*деи  путем экстраполяции к нулевой кои
цеятрацни зависимости ц в р / с ? с . Парциальный удельный объем
определили пикномотрическн / 8 / ,  изоэлектрическую точку -  ме
тодом изоэлоктрофокусирования в колонке / 9 / ,  используя систе
му "бэратный буфер-глиперин” в диапазона pH 4 ,8 - 7 ,8 .  Спектр d
глопения в уль-рафголотовой области растворов СК (0 ,0 6  !1 фос-

43



фнтнмй буфер pH 7 ,0 , С 1 ,2  иг/мл) записывали на спектрофото
метра Specord uv -v ie  в кювете о толщиной слоя 0 ,5  см. ИК спект
ры снимали на спектрофотометре UR -20 в таблетках с КВг и в
вазелиновом масле, причем в обоих случаях спектры были иден
тичны.
Результаты и обсуждение

Молекулярная масса СК стрептококка штамма Н46А, определен
ная методом гель-фильтрации на сефадексе G -I00 , составила
МООО-ІООО (р и с .1 ) . При этом СК выходила с колонки симметричным
не очень узким пиком. Практически идентичное значение молекуляр
ной массы, равное 54000-1500, получено при определении ее мето
дом электрофореза в полиакриламидном геле (р и с .2 ) .

Индекс вязкости СК ([ц ]  ) в бидистиллированной воде до
вольно низок -  0 ,02  что, по-видимому, свидетельствует о
компактности и симметричной форме молекулы. В этих ко условиях
парциальный удельный объем ( v  ) составил 0,672 и оказался не
сколько ниже приведенного в литература -  0 ,7 9 -0 ,7 5  / 1 0 ,1 1 /«Этк
хинные позволяют приблизительно оценить размеры молекулы СК в
■одном растворе / 1 2 / .  Если допустить, что молекула СК имеет фор
му шара, в дистиллированной воде радиус ее будет равен 25 Ї  -

близкое значение приводится в литературе / 4 / .  В этол случае сте
пень гидратации составит 0,128 г растворителя на I  г сухого ве
щества.

Исследование влияния ионной силы раствора и pH в изучен
ных диапазонах на величину индекса вязкости показало противо
положные изменения его . Повышение концентрации NaGl до I  М
(при pH 7 ,0 )  вызывало возрастание величины [ц] (р и с .3 ,а ) .
Согласно данным литературы, соли оказывает стабилизирующее вли
яние на молекулы рода энзимов /1 3 ,1 4 / .  Авторы объясняют это бо
лее свернутой конформацией белка в их растворах. В нашем слу
чае наблюдается некоторый рост величины индекса вязкости, что
может быть связано с увеличением асимметрии молекулы или ее объ-
имявследствие повышения гидратации. Приближенный расчет /1 2 /
степени гидратации СК в растворе uRo i  дал величину 1,1  г раст
ворителя на 1 г сухого вещества. Если же принять произвольную
компромиссную величину сольватации СК 0 ,2  г / г ,  то в дистилли
рованной воде соотношение осей л/b  молекулы будет равно 1 ,2
(форма молекулы -  продолговатый эллипсоид), а в растворе па с і
оно равно —'7 ,5 .

Увеличение pH 0 ,5  *1 раствора ЯаС1 от 6 ,0  до 9 ,0  эыэмва-
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ло снижение [ц) СК (ри с .3 ,6 ). По-видимому, в этих условиях
увеличение pH приводит к уменьшению радиуса молекулы, она ста
ловится более компактной.

Спектроскопия СК в УФ области показала (рис.4 ), что
спектр поглощения обусловлен вкладом остатков тирозина и трип
тофана. В области выше 250 нм спектр представляет собой поло
су поглощения с максимумом при 278 нм и плечом около 284 нм.
В спектре СК, денатурированной 8 М мочевиной, наблюдается сма
щение максимума поглощения в коротковолновую область (до 276
нм). ИК спектр СК (рис.5) характеризуется полосами при 3430
см” 1 (свободная пН-группа), 3300 (амид А), 3070 (слабая,амид
В), 1660-1642 (сильная, амид I ) ,  1550 (амид П), 1380, 1250
(слабая, амид Ш), 1169, 1080, 955, 865 см“х (колебания скеле
та молекулы), 552, 535 см”^. По-видимому, в белке возможно за-
метное количество oG-спиралей и неупорядоченного клубка, так

Рис.1. Определение мо
лекулярной массы СК ме
тодом гель-фильтрации
на колонке с сефадек
сом G-1OO.

Рис.2. Определение молекулярной
массы СК методом электрофореза
в полиакриламидном геле я при
сутствии додецилсульфата натрия,



как в спектре наблюдаются полосы около 1660 и*1642  см"^, близ

кие тем, которые соответствуют сС-спиралям и неупорядоченному
клубку при 1650 и 1658 см**1 / 1 5 / .

Рис.З. Зависимость индексе, вязкости СК от конпентрации
ИлС1 (а )  и pH радтвоги ( б ) .

Рис.4 . Спектр поглощения
СК в 0 ,0 6  М фосфатном бу
фере pH 7 ,0 ,  С 1 ,2  нт/мл,

1 0 ,5  си .

51



I"\y r / V^v4' S
MOO MOO 1000 ПОС И00 ЦОО 1Ю0 900 too  900

Рис.5. ИК спектр СК.

Как свидетельствуют результаты изоэлектрофокусирования,
электрофоретически гомогенные препараты СК неоднородны и со
держат, по крайней мере, три подфракции с величиной р! 5,3-5,4
5,05 и 4 ,85-4 ,90 .

Полученные материалы позволяют считать, что гемолитиче
ский стрептококк Н46А продуцирует СК, которая является, судя
по молекулярной массе, гомогенным белком с компактной симмет
ричной формы молекулой, содержащей достаточно большую долю
ос-спиралей и неупорядоченного клубка. Увеличение ионной силы
раствора приводит к нарастанию асимметрии молекулы либо увели
чению объема. Вместе с тем в гомогенных препаратах СК отмече
но существовагіие нескольких компонентов, различающихся по ве
личине изоэлектрической точки. Причины этого явления и свой-]
ства компонентов изучаются.
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A STUDY OF SOME PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES
ОГ STREPTOKINASE OF H46A STRAIN STREPTOCOCCUS
V. N. Nikandrov, G. V. Voroby ova, N. V. Demidchik, 0. A. Ka zyuchite

Ihysico-chem ical p roperties  of p u rif ie d  strep tok inase
of H46A s tra in  such as molecular mass (54,000 d a l) ,  a visco
sity  index in b id i s t i l l e d  water (0 .02), p a rc ia l sp ec if ic  vo-
’ume have been studied. Increasing ion ic  s treng th  of the so
lution induced ris in g  v isco sity  values and increasing  pH from
ti to 9 led to  lowering th is  index value. The ca lcu la tio n  i s
made of the molecule axes and the degree of i t s  hydration ,
l.heir changes are evaluated in increasing ion ic  s tren g th  of
the so lu tion . In isoelectro focusing  the lo c a liz a tio n  of spe-
fllfic a c tiv ity  was found a t  pH values 5 .3 -5 .4 ; 5»O5 and 4.
H5-4.90.
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