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УДК 577.15.01.072*547,458
ИЗУЧЕНИЕ МОДИФИКАЦИИ СТРЕПТОКШАЗЫ ПОЛИСАХАРИДАМИ

I. ПОЛУЧЕНИЕ ПРОИЗВОДНЫХ СТРЕПТОКИНАЗЫ
В.И.Вотяков, ГвВ.Воробьева, В.Н.Никандров, В.П.Торчилин,

ЛоА.Скоростецкая, Т.А.Дымонт, С.Г.Цыманович,
С\ АЛаумович, М,А.Лапковский

(Минск, Москва)
Одним из путей разработки тромболитических препаратов

является конструирование новых лекарственных форм на основе
уже известных ферментов /і/. Перспективность этого направле­
ния доказана созданием препарата иммобилизованной на диальде-
гиддекстране■стрептазы, названной стрептодеказой /2/. Исполь­
зование в качестве матриц для такого рода препаратов полиса­
харидов -декстранов обусловлено не только биооовмеотимостью
этих полимеров, но также их антиагрегационным действием, а в
ряде случаев - способностью усиливать вызванный тромболитика­
ми фибринолиз /3/.

Известно, что различные штаммы стрептококков группы А
продуцируют стрептокиназы с несколько разными физико-химиче­
скими свойствами /4/, Возможно, это .имеет место и среди штам­
мов стрептококков группы С. Тем не менее можно полагать, что
различия в физико-химических свойствах не столь велшги, чтобы
это могло в сильной степени влиять на результаты иммобилизации*

В этой связи были изучены особенности иммобилизации
стрептокиназы штамма Н46А на диальдегиддекстране (окисленном
декстране). Кроме того, исследовано образование комплексов
стрептокиназы с нативными декстрановыми препаратами, не несу-
щи?ли заряда, с учетом некоторой "агрессивности” альдегидных
групп диальдегиддекстрана по отношению к связываемом, белку.
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■ Материалы и методы

В экспериментах использованы образцы стрептокиназы штам­
ма Н46А  ̂ очищенные по методике^ разработанной в Белорусском
НИИ эпидемиологии и микробиологии* перед проведением иммоби­
лизации они были, подвергнуты дополнительной очисткеs как опи­
сано ранее /5 Л  Удельная активность стрептокиназы (СК) в об­
разцах соответствовала 50000 МЕ/мг белкаs мол* масса 54000 /5  4
Рондекс (РД) -  кровезаменитель реологического типа на основе
радиационно модифицированного декстрана с мол*маосой 60000
(ВФС5 4І-І(У72“’8 І ) Й Реорондеко (рео-РД} -  кровезаменитель,,ана­
логичный по свойствам РД? с мол*массой 35000* Реополиглюкин
(РПГ) -  производства Минского завода медпрепаратов с мол^мас-
сой 35 0 0 0-50000Использовали бычий фибриноген и тромбин Ли­
товского НИИ эпидемиологии^ микробиолохта и гигиеньи Челове­
ческий фибриноген и тромбин изготовлены Белорусским НИИ пере-
ливания кровис

Для получения диальдегиддекстрана (МД) реополиглюкин
ОКИСЛЯЛИ С ПОМОЩЬЮ HaSÔ  в течение 20 мин яри 22° С? Осво­
бождение от йодат- и перйодат ч-юнов проводили одновременно с
определением степени окисления /7бД Ижобялнзацию (Ж на ДАД
осуществляли5 инкубируя смесь их в фосфатном буфере при ела-
бом переметив анити Восстановление азометиновых связей и кар-
бонилъяых групп вели <■ Продукт иммобилизапди подвергали
гель-хроматографии на колонке с сефадексом . о -100 или диализу
против дистиллированной воды или фосфатного буфера,

Ассоциаты СК с натоиыми декстрановыми препаратами полу-
чаж  при перемешивании ев с НІГ, РД или реоМд в Фосфатном
буфере при 4° 0 в течение 15 ч* Об образовании ассоциатов су­
дили по изменению падвтш-юоти при тонкослойной гель-хромрто- ■
ічхафо на сефадексе с-200Ф Термостабильность модифицирован­
ной пачисахаридами СК исследовэж при 50° С или 37° С в
0 ? 06 і  фосфатном буфере pH 7 f 4 м концентрации СК 10”“̂  Ж

Дифференциальные спектры поглощения снимали на спектро­
фотометра Specord Кинетику лизиса фибриновых, гелей ис­
следовали турбидиметричеоки /? /^  Содержание белка ощэеудляли
по Лоури, а также опектрофотометричесюц. используя Е ^ л  -
9 ? 0 / 8 / я Активность СК определяли по методу Коников а / 9 / э на
фибриновых пластинах /Ї0 /4  а также по лизису образующемся
плазмином этилового эфира н -ацетил- ьтирозина на pH.-стате
ТТТТб (HnrUorneterL
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HjUi НОПЖЧО ЬнШЦИІ Я ИТШіМТорИПІ'П длйотішя in  vivo СК и
$ ММ ? Л М Л й ;й U і л Н н Р * и р о й h й ї н і Н U ■ И і н: г ДИ Л И К р ОЛИ і О і М ОДН ОКр сіТНО ВНУ Т •
р р н ы н ч  о ,нл<?г лин ів ;ло/^-\ Дм ічиричіші и в динамике после не-
,р<; г Д Ж ^ н  ір .и .Н іьчвм  иргМіІ по Сирмаи / П / ,  фибриноген и
ДО- м f.-j« Ні ■ м u t и *"М і м й vs? і :'■ S н о о пн ї н,.іт.ь плазмы — її о Лазару , вре мя лизи са
н р р а  ■ ни жршпц прождали тромбоэластографию /Ю /,

Результаты и обсуждение

Я .процессе перйодатного окисления полисахаридов часть
сХчлпикольяых группировок расщепляется с образованием альде­
гидных групп, которые с аминогруппами белка образуют прочные
ковалентные связи /1 2 /*  Нами исследовано влияние pH, времени
взаимодействия, соотношения СК и декстранов на стш ень связы­
вания и активность получаемых производных, Судя по данным
тонкослойной гель-хроматографии (рис Л ) ,  через 0 ,5  и 1,2 ч

Р и с.1 , Тонкослойная хроматография
смеси СК с ДАД в 0 ,1  М фосфатном
буфере pH 8 ,2 , соотношение 1 :2 :
I  -  голубой декстран; 2 -  нативная
СК; 3 -  смесь СК-ДАД через 30 мин;
4 то же через 1 ,2  ч; 5 -  то же

ЧереЗ З Ч:

после начала реакции еще остается заметнее количество свобод­
ной СК, а следы присутствуют в смеси и после 3 ч инкубирова­
ния с ДДЦв Однако увеличение продолжительности взаимодействия
более 1 ,2  ч снижает фибринолитическую активность СК з  тестах
лизиса фибриновых пластин и-фибриновых сгустков вплопь до
полной инактивации (та б л .1 ).

Снижение фибринолитической активности наблюдается также
при уменьшении соотношения СК: ДАД .П р и  Ї0-І5чсратном избытке
ДАД происходит почти полная‘инактивация СК, Поэтому и д а л ь - '
нейшем для иммобилизации были избраны следующие условия: вре­
мя взаимодействия 1 ,2 ч, соотношение СК:ДАД -  1 :2 -1 ;; : ,5 , pH
8 ,2 , Исследование распределения белка после иммобили;гации при
этом режиме на колонке с сефадексом а -100 показало, что на
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Таблица I
Влияние условий модификации СК на активность

образующихся комплексов (степень окисления ДАД 22-24 $)
& , 1 Соотношение

* * * ’ " W t  і» ц „  , М « ■г»,—  »

{Концентра-IВремя- взаи~|
чі i * i i * ’ l S.i, > * ' « t W ^ S W * t » * * * * * e M r ; * * * 0  * * *

Активность
варианта- СК: ДАД і ция белка, і модействия, і

і мг/мл і Ч ї
рц I (% от

іисходиой)
I 1' 5 1,5 8 ,3 80
2 1:2 5 5,0 8,0 0
3 1:10 5 3,0 8,0 0
4 1:5 5 1,5 8 ,3 48
5 1:2 15 1,2 8,5 58
6 1:2 15 1,2 9,5 % 68
7 1:2 • 3 1,2 8,2 90

Рисв 2* Ге.ль-хроматография смеси СК­
ЛАД через 1,2 ч после начала взаи­
модействия (сефадекс с -ТОО, колонн
ка 1,7x80 см): I  -  AqoqJ 2 -  актив­

ность по /6 /

долю фракции иммобилизованной СК приходится 60-70$, на долю
остатка нативной -  30-40 % (рисв 2 )в

Можно предположить, что снижение фибринолитической актив­
ности с увеличением времени взаимодействия или относительной
доли ДАД обусловлено- стерическими затруднениями при катализе,
вызванными конформационными изменениями СК при 'росте числа
ковалентних связей^ В какой-то степени это подтверждается ре­
зультатами опытов по иммобилизации с введением в реакционную
смесь сывороточного альбумина человека (САЧ) и глутаминовой
кислоты, что замедляет инактивацию СК при увеличении времени
взаимодействия с ДАД (табл.2 ),

Следует отметить, что при 50° С стабильность шжобилизо-
ванной на ДАД СК и нативного белка, выделенного из лекарствен­
ной формі’ целиазы с помощью гель-хроматографии на сефадексе
G -100, бяла практически одинакова (рис*3).
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Таблица 2Влияние САЧ и глутаминовой кислоты на динамику активности СКпри взаимодействии ее с  ДАД (соотношение СК:ДАД -  1 :1 0 ,на I  мг белка СК добавлено 0 ,0 7  мг САЧили 1 ? 5 мт1 глутаминовой кислоты)
*е сді^ці *д -^ід " * ! î --?v ^j .'■■ ■лjLmyL'sgj ĵ*+.•■■* 1 —'" ,у іг  х:г п iSb?»Л теЯ ■•:<■* т -■ j -дПродолжительность і Относительная активность (А/А^)3 %взаимодействия д ;МИН ' ’ гк : ПК > гдх? !Ск+глу тиминовая10030ВО120*180300

8080
А /А о ■ 100 °/о

Рис* З е Термоинактивапдянативной СК ( I )  и конъю­гата СК-Д.АД (2) в водныхрастворах при 50° С
зо бо . н о  180 140 «мн

С нативными препаратами декстранового типа СРПТ\ РД,рео~РД) образование ассоциатов СК происходит за счет н ева­лентных взаимодействий* В диапазоне ‘соотношений (Ж:декстранот 1 :1  до 1:20 при рй 7 Р ОР 8 s 0 ? 9 5 0 5 температуре 5 ° С и 25° Сс помощью тонкослойной гель-хроматографии (р и с Л ) и ;щфферен~циальной спектроскопии (рисе 5) подтверждено о б р азо в ан а а с с о ­циатов* Изменения подвижности белка в составе ассоциатов з а ­висели -от молярного соотношения Ж д екстр аН о При этом а с с о ­циаты 5 имеющие - соотношение 1 :1 0 -1 :1 5  г обладали ?линтальнойподвижностью*’Исходя из специфики образования ассоци атов, не б е д у е т - "’”ожидать значительных изменений их каталитических свойств всравнении с нативной СКа Действительно? на примере комплекса
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Р и с Ж  Тонко слой :ая гель-хром а-тография ассоциатов СК-И ІГ в0 ,1 М  фосфатном буфере pH 9 ,0 ;I  -  голубой декстр ан ; 2 -  н а ­тивная ОК; 3 -  СК-ИІГ при соо т­ношении 1 :1 ; 4 - т о  же при 1 :3 ;5 -  то же при 1 :2 0

.Рио*5* Разностный спектрпоглощений комплекса С К ;НІГ(1 :1 5 ) относительно СК иРИГ в О Д  М фосфатном б у ­фере pH 8 Д о  КонцентрацияСК О .б .І О - 6  и
СК-РПГ у становлено р что кинетика инициированного нативной СКи СК-ИЛ лизиса фибриновых г е л е !  практически однотипна*Вместе с тем зависимость величніш времени полураспада гелейот концентрации СК или' С К -О Т  (рис* 6) позволяет предположитьн е ю  торсе защитное действие декстрана при фибринолизе принизких концентрациях СКОРІШ

Рис*бе Зависимость времениполураспада фибриновых г е ­лей от концентрации натив­ной СК (Г) или ко?®лекса-JK -O T  (2)
Исследование стабильности ассоциата СК-кПГ при 37 О по­казало у что в сравнении с нативной СК колебания активности вдинамике инкубации менее значительны*
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Введении іфолшш.ім конъюгата СК-ДАД вызывало сдвлги гем о-
ґґ г п ;їи ^ лг п ’Ич о (в ім х  показателей, характеризующиеся двухфазностью
(тнФиИ'Е а ш-фык) 10 мин увеличивалась фибринолитическая а к -
т н и ш н у п . нллзмн, нарастала литическая активность-целиной кро­
ни нто приводило к некоторому снижению уровня фибриногена.
Цо-видимому, такое действие в указанный период обусловлено
влиянием остатка нативной СК в конъюгате СК-ДАД. З атш , начи­
ная с 60 мин, отмечено увеличение тромбинового времгід, по­
степенное снижение уровня фибриногена. Устойчивое нарастание
фибринолитической активности плазмы обнаруживалось даже через
3 ч после введения. При этом действие конъюгата СК-Д'Д было
более ”мягким” в сравнении с нативной СК (целиазой), так как
не вызывало изменения лизиса сгустка крови и антиплг.зминов,
что характерно для действия нативной СК (таб л .4 ). В то же вре<
мя при введении комплекса СК-РПГ не наблюдалось прол энгации
эффекта. Влияние этого комплекса на гемостаз принцип іально не
отличалось от такового нативной СК.

Итак, на основе СК штамма Н46А получены различнее по
свойствам конъюгаты с декстранами в зависимости от характера
взаимодействия. Судя по материалам исследований, иммобилиза­
ция СК названного штамма на' ДАД принципиально не отличается
от таковой й стрептазы% Это позволяет предположить, что ука­
занный белок, а также отечественный препарат СК ц е л 'а за  могут
служить основой для получения препарата й стрептодеказай . Об­
разованные комплексы СК с электронейтральными полисахаридами
не обладают новыми качествами в плане фибринолитической актив
ности in  v i t r o  и in  v ivo однако подтверждают целесообраз­
ность. использования при введении препаратов нативной СК
оастворителей декстранового типа.
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Таблица З

Динамика гемостазиологических показателей крови кроликов
после введения конъюгата цел/азы и диальлегиддекстрана (п =  6)

Исследуемые
показатели

j До
!введения

г-Чр... . к. —. т і
І

і♦  .10 *

Время после' введения, мин .

30 ! 60 J і 120 і 180 ; 240

Тромбиновое
гремя, сек

27,0+СМ3,5 • 31,0+2,3 37,0+6,2 41 ,0+ 3,1* 40 ,0+ 3,5*  '46 ,0+ 2^8* 26,0+2,0  '

Концентрация
фибриногена,

Ї  мг£

453,0+40, I  418,0+39,0 320,0+18,3 300,0+19,8* 245,0+22,0* 310,0+17,6*■ 285,0+16,0*

Вое?ля лизиса
сгустка раз­
бавленной
крови, ч

24 Частичный.
лизис

24 24 24 24 24 ’

ФА плазмы, % 29,4+мя*10, 2 45 ,0+ 8,5* 28,1+6,6 33,3+9,1 10 ,2+ 5,3 . 35 ,5+ 5,9* 40 ,1+ 3,7*

Антиплазмины,
сек

162,7+7,3 164,0м+»14,9 163,0+9,4 165,0+13,5 170,0М+ 8*, 7 1 5 7*, 0+ П ,*2 135,0+6,4

*  Изменения статистически достоверны при Р б  0 s 05m



Ддаашка темостазиологических показателей крови у кроликов
после введения цели.азы в дозе 60000. ВД/ю?

Исследуемые- і До Т ■ Время после введения, мин
показатели ! введения ! 1 0  ~ - ~ р ~  3 0  | 6 0 7  120

Тромбиновое время,
сек

30,0д+оз2,2 54,3+5,5* 40,0+3,9 • 47,3+2,7* ЗІ, 2і+да 3*,2

Конденсация
фибриногена, мг%

449,0М*ЙЗ 72W,8
ч

216,0+38,0' 196,7+29,1* 2 ^ ,  8+48,5 366?7 448,5

05
N <М плазмы кровиs % 18,8+3,5 41,6е+да3,2* 32,1+3,2* ЗІД +6,4 22, 6+5,0

Время лизиса сгустка
разбавленной крови

24 ч 83,3+1,0*0 Ю1,3+1,5*с I40 s 0l+aw2?2Kc 4 ч

Антинлавмавн, сек 91,5+1,0 150,0+3,4* 167,0+12,9 122,0+8,9 I26 s 5f+ees12,2

Изменения статистически достоверны при Р 4  0,05о
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