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С трептокіназа (Ск) — білок

бактеріального походжен�

ня, що є фактично стрептококовим

токсином, лікарські препарати яко�

го застосовують для проведення

тромболітичної терапії у випадках

гострого інфаркту міокарду (ГІМ),

легеневих емболій та інших пору�

шеннях кровообігу, пов'язаних з

тромбоутворенням [1, 2]. Медичне

використання Ск знайшла завдяки

її здатності неферментативним шля�

хом активувати плазміноген у

плазмін, який відповідає за фібри�

нолітичну функцію крові ссавців.

Перетворення плазміноген�Ск

комплексу, який утворюється на

першрму етапі, в плазмін�Ск комп�

лекс може відбуватися шляхом

внутрішньо молекулярного розщеп�

лення активаційного пептидного

зв'язку [3, 4]. Але крім позитивного

ефекту на розщеплення тромбу за

допомогою плазміну, Ск опосеред�

ковано викликає каскад негативних,

в тому числі імунотоксичних явищ у

кровотоці хворого: від тривалої

гіперімунізації до появи вільного

фібрину, що підвищує риск утворен�

ня повторного тромбозу [2]. Крім

того, раніше проведені нами

дослідження плазми людей з гост�

рим інфарктом міокарду, яким про�

водили тромболітичну терапію пре�

паратами Ск, виявили значні імуно�

токсичні зміни в фібринолітичній

системі крові, зокрема активності і

кількості тканинного активатора

плазміногену [6], повязаних з його

викидом із ендотеліальних клітин.

Такий хаотичний, нерегульований

вплив Ск на систему гемостазу тва�

рин і людини є токсичним, що саме

і викликає стрептококова інфекція. 

Маючи на увазі, що деяки фраг�

менти Ск (ФСк), зокрема фрагмент

з молекулярною масою 7 кДа (7�

ФСк), отримані нами при a�хімот�

риптичному гідролізі нативної Ск,

зберігали її позитивну активність у

перетворенні плазміногену в

плазмін, та можливу втрату при гид�

ролізі деяких сайтів, що відповіда�

ють за імуногенність та імуноток�

сичність для системи гемостазу, ми

поставили за мету нашої роботи ви�

явити механізм взаємодії Ск з ендо�

телієм судин у фібринолітичній сис�

темі кроля за допомогою більш

простого за структурою інструменту

7�ФСк в умовах in vivo та in vitro і

дослідити наслідки видалення знач�

ної частки молекули Ск на можливу

токсичність 7�ФСк.  

Матеріали і методи дослідженя
На модельній системі in vivo

(кролі, n=7) було досліджено вплив

7 кДа фрагменту стрептокінази на

основні параметри системи гемоста�

зу. В системі фібринолізу вивчали:

активність плазміногену (Пг), ак�

тивність та концентрацію тканин�

ного активатору плазміногену

(ТАП). Стан системи згортання

крові оцінювали за наявністю чи

відсутністю в кровотоці розчинного

фібрину (РФ) [7�9]. 

7�ФСк отримували шляхом об�

меженого гідролізу Ск a�хімотрип�

сином та очищенням з використан�

ням методу хроматографії, що

поділяє за розміром, на Superdex 75.

Наявність 7�ФСк у фракцій, елюйо�

ваній з колонки, доведено диск�

електрофорезом в поліакриламідно�

му гелі (ПААГ) та Вестерн�блотингом

з використанням поліклональних ан�

титіл проти Ск. Отриманий 7�ФСк

був гомогенним за даними електро�

форезу, не активував плазміноген та

протромбін in vitro, що було показано

з використанням специфічних хро�

могенних субстратів S2251 і S2238, але

при введенні кролю зберігав ак�

тивність нативної Ск стимулювати

перетворення плазміногену в

плазмін.

7�ФСк вводили у дозі 0,381 мг/кг

маси тіла внутрішньовенно відповідно

до схеми лікування людей при захво�

рюванні на гострий інфаркт міокарду.

Кров для аналітичних досліджень

відбирали перед введенням 7�ФСк та

через 1 і 4 години, 3 і 7 діб після

ін'єкції.

Метод визначення активності

ТАП [10] був вперше запропоно�

ваній Д. Хмелівською та іншими ав�

торами [12, 13] ще на прикінці

вісімдесятих років минулого

століття. Використований нами ме�

тод [6] грунтується на властивості

плазміну, утвореного з екзогенного

плазміногену під дією ТАП, що зна�

ходиться в плазмі, розщеплювати

специфічний для плазміну хромо�

генний субстрат — S2251. У цьому ви�

падку реєструється зміна поглинан�

ня середовища, що викликана роз�

щепленням субстрату при 405�492

нм на приладі Titertek Multiskan MC

через визначені проміжки часу. Виз�

начення активності ТАП проводили

в еуглобуліновій фракції. В експери�

ментах використано стандарт ТАП

(20000 МО/мг білка) фірми

"Genentech". Визначення активності

ТАП і загальної фібринолітичної ак�

тивності проводили в еугло�

буліновій фракції[6].

Фракцію тромбоцитів отримува�

ли шляхом центрифугування ціль�

ної крові з додаванням розчину ли�

моннокислого натрію (38 г/л) у

співвідношенні 9:1 протягом 20 хв

при 150g і температурі 20 °С. Тром�

боцити відмивали два рази 0,05 M

трис�НСl буфером, рН 7,4, який

містив 0,13 М NaCl. Вивчали вплив

7�ФСк на тромбоцити через 1 год

інкубації при 37 оС. 

Активацію та агрегацію тромбо�

цитів досліджували на протоковому

цитофлуориметрі COULTER®

EPICS XLTM Flow Cytometer, який є

системою для якісного і кількісного

визначення біологічних та фізичних

властивостей клітин та інших час�

ток. Ці властивості вимірюються під

час проходження клітин крізь

промінь лазера. За допомогою при�

ладу можна одночасно визначати 6

параметрів: пряме, бічне розсіюван�

ня та інтенсивність флуоресценції

часток на 4 довжинах хвиль (FL1,

FL2, FL3, FL4), використовуючи 1

лазер, що випромінює на довжині

хвилі 488 нм. У ході експерименту
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використовували два типи світло�

розсіювання: бічне та пряме. Пряме

світлорозсіювання застосовується

для оцінки розміру клітини та наяв�

ності клітинних агрегатів. Бічне ха�

рактеризує щільність цитоплазми

тромбоцитів та може бути викорис�

тане для визначення факту акти�

вації. На основі співставлення

відповідних графіків контролю та

досліду робили висновок стосовно

проведеного експерименту. При ак�

тивації тромбоцитів секретується

вміст їх гранул та змінюється форма

клітин. Внаслідок цього відбуваєть�

ся зміна графіку, характерного для

інтактних клітин. Крива, що утво�

рюється при агрегації тромбоцитів,

також значно відрізняється від кри�

вої контрольного експерименту. 

Результати та їх обговорення
Для визначення впливу 7�ФСк

на фібринолітичний потенціал нами

була використана система гемостаза

кроля (система in vivo). Після вве�

дення кролю внутрішньовенно

0,381 мг 7�ФСк кров тварини збира�

ли , отримували плазму і аналізува�

ли її на вміст і активність тканинно�

го активатора плазміногену.

На рис. 1 представлені результа�

ти вивчення впливу 7�ФСк на ак�

тивність ТАП. Видно, що макси�

мальна активність ТАП спостеріга�

лася через 1 год після інєкції. Через

4 год активність ТАП починала зни�

жуватись і досягала свого мінімаль�

ного значення через 1 добу після

ін'єкції. Через 4 доби активність

ТАП починала підвищувалася і до�

сягала рівня норми на 7 добу.

На рис. 2 представлені результа�

ти вивчення впливу 7�ФСк на

кількість ТАП в плазмі крові кроля

методом імуноферментного аналізу.

З даних видно, що максимальний

вміст ТАП в плазмі крові спос�

терігався через 1 год після введення

7�ФСк. Через 4 год кількість ТАП

починає знижуватись і досягає

мінімальних значень через 1 добу

після ін'єкції. Протягом 4 та 7 діб

після введення відбувалося віднов�

лення кількості ТАП до рівня норми.

Порівняння результатів по

кількісному аналізу і активності

ТАП в плазмі кроля в даних експе�

риментах свідчить про взаємоза�

лежність приросту кількості актива�

тора та приросту його активності.

Можна не зважати на те, що знайде�

на кількість ТАП дещо перевищує

активність, яку повинен проявляти

фермент. Адже відомо, що дуже

швидко після появлення в плазмі

ТАП зв'язується його інгібітором.

Таким чином, в експерименті

вимірюється загальна кількість віль�

ного і зв'язаного з інгібітором ТАП,

а вимірювана активність відповідає

тільки кількості вільного ТАП, тоб�

то підвищення активності супро�

воджується відповідним приростом

кількості ферменту у крові тварин.

Отже, можно стверджувати, що

приріст активності ТАП в плазмі під

впливом 7�ФСк є наслідком вивіль�

нення з ендотеліальних клітин до�

даткової кількості ТАП. 

Нещодавно було встановлено

вплив Ск на вивільнення ТАП з ен�

дотеліальних клітин судин [5]. Авто�

ри знайшли докази прямого впливу

Ск на стінку клітин, тобто на зв'язу�

вання цього ефектору з мембраною

ендотелію. Враховуючи той факт,

Рис. 1. Залежність активності ТАП у плазмі крові кролів від часу після
внутрішньосудинної ін'єкції 7�ФСк у дозі 0,381 мг/кг (наведено результати

стандартного експерименту)
Примітки: на цьому та рис. 2

1 — до ін'єкції (норма);  2 — 1 год після ін'єкції; 
3 — 4 год після ін'єкції;              4 — 1 доба після ін'єкції;

5 — 4 доби після ін'єкції;              6 — 7 діб після ін'єкції

Рис. 2. Залежність вмісту тканинного активатора плазміногену (ТАП) у плазмі
крові кролів від часу після внутрішньосудинної ін'єкції 7�ФСк у дозі 0,381 мг/кг

(наведено результати стандартного експерименту)
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що in vivo 7�ФСк стимулює перетво�

рення плазміногену в плазмін, в той

час як in vitro прямой дії 7�ФСк на

цю реакцію не спостерігається,

можна вважати, що в цих експери�

ментах 7�ФСк, який походить з Ск,

впливає само на вивільнення ТАП з

клітин стінки судин. Причому,

скоріше за все, 7�ФСк може бути са�

ме тим сайтом, яким стрептокіназа

взаємодіє з мембраною ендотеліаль�

них клітин.

Зважаючи на те, що розчинний

фібрин є ключовим діагностичним

маркером, який показує розвиток

тромбофілії з можливою загрозою

тромбоутворення, а Ск у своєму

токсичному впливі на систему ге�

мостазу стимулює накопичення роз�

чинного фібрину у кровотоці [8, 9],

в крові доcлідних кролів при вве�

денні 7�ФСк вимірували наявність

розчинного фібрину. Дослідження

показали відсутність розчинного

фібрину в плазми крові на всіх ета�

пах забору її для аналізів. Це

свідчить про те, що 7�ФСк, на

відміну від нативної Ск, не впливає

на активацію каскаду згортання

крові з подальшою появою тромбів.

Фактично компонент Ск, що

відповідає за токсичний вплив на

систему гемостазу, відщеплюється

від 7�ФСк у процесі a�хімотриптич�

ного гідролізу. 

Раніше було встановлено, що Ск

підвищує вміст інгібітору актива�

торів плазміногена 1 типу (PAI�1) у

плазмі крові кроля, збагаченій тром�

боцитами [7]. Також відомо, що Ск

за присутності плазміногену викли�

кає активацію тромбоцитів [11]. З

огляду на це, перед нами постала за�

дача вивчити безпосередню дію 7�

ФСк на тромбоцитарну ланку систе�

ми гемостазу. Для проведення

досліджень отримували плазму

крові кроля, збагачену тромбоцита�

ми та позбавлену плазміногену.

Як видно з даних рис. 3, внесен�

ня 7�ФСк в плазму кроля без

плазміногену, але збагачену тромбо�

цитами, не спричиняє зміни форми

тромбоцитів (графіки досліду і

контролю співпадають), що

свідчить про відсутність активації

клітин. Тобто, інкубація 7�ФСк з

тромбоцитами кроля протягом 5 хв

(рис. 3Б) та 1 год (рис. 3В) не приз�

водить до зміщення дослідних

графіків відносно контрольного

(рис. 3А), а оскільки пряме світло�

розсіювання застосовується для

оцінки розміру клітини та клітин�

них агрегатів, то це свідчить про

відсутність агрегацї тромбоцитів.

При цьому, на відміну від Ск

(рис. 4), також не спостерігали агре�

гації тромбоцитів у жодному з

досліджуваних випадків з 7�ФСк

(графіки контролів та дослідів

співпадали). Як видно з рис. 4, інку�

бація 7�ФСк з тромбоцитами кроля

протягом 5 хв (рис. 4Б) та 1 год. (рис.

4В) не призводить до зміщення

дослідних графіків відносно конт�

рольного (рис. 4А). Цей факт показує

відсутність активації тромбоцитів,

оскільки бокове світлорозсіювання

характеризує щільність цитоплазми

тромбоцитів та може бути викорис�

тане для визначення акту активації.

Ці результати додатково свідчать,

що, на відміну від нативної Ск, її 7�

ФСк не включає молекулярні струк�

тури, які відповідають за токсичний

влив на систему гемостазу.

Таким чином, в результаті прове�

деної роботи показано, що молекула

стрептокінази є поліфункціональ�

ною структурою, розподіленою на

специфічні домени, які відповіда�

ють за різні впливи на систмеу ге�

мостазу. В результаті обмеженого a�

хімотриптичного гідролізу нативної

стрептокінази отримано її неток�

сичний фрагмент з молекулярною

масою 7 кДа, який є можливим кан�

дидатом на сайт взаємодії стреп�

токінази з клітинами стінки судин,

оскільки він при введенні в кров'яне

русло in vivo стимулює викид тка�

нинного активатора плазміногена.

Це, в свою чергу, обумовлює вико�

нання позитивної дії стрептокінази —

неферментативного розщеплення

плазміногену до плазміну і наступ�

ного тромболізісу. Тобто, 7�ФСк при

наявності позитивного ефекту не

має негативних, імунотоксичних

ефектів стрептокінази і, таким чи�

ном, може бути основою для роз�

робки тромболітичних агентів ново�

го покоління і ефективним інстру�

ментом при вивченні системи ге�

мостазу.

Рис. 3. Вплив 7�ФСк на фракцію тромбоцитів кроля в дослідах in vitro:
А � контрольна фракція тромбоцитів;

Б — 5 хв інкубації 7�ФСк з фракцією тромбоцитів; 
В — 1 год інкубації 7�ФСк з фракцією тромбоцитів

Рис. 4. Вплив стрептокінази на фракцію тромбоцитів кроля в дослідах in vitro:
А � контрольна фракція тромбоцитів;

Б — 5 хв інкубації стрептокінази з фракцією тромбоцитів; 
В — 1 год інкубації стрептокінази з фракцією тромбоцитів
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С. П. Гаврилюк, А. Н. Савчук, Л. И. Остапченко

ВЛИЯНИЕ НЕТОКСИЧНОГО 7 КДА
ФРАГМЕНТА СТРЕПТОКИНАЗЫ НА

ПАРАМЕТРЫ СИСТЕМЫ ГЕМОСТАЗА

В экспериментальных системах изучали влияние нетоксично�

го 7 кДа фрагмента стрептокиназы на параметры фибринолити�

ческой системы (кроли) и на тромбоциты в плазме крови без

плазминогена (in vitro). Показано, что 7 кДа фрагмент вызывает

значительное повышение как концентрации, так и активности

тканевого активатора плазминогена, которое не сопровождается

появлением растворимого фибрина, а также не влияет на актива�

цию и агрегацию тромбоцитов, что указывает на отсутствие, по

сравнению со стрептокиназой, токсического воздействия на сис�

тему гемостаза. На основании полученных экспериментальных

результатов, а также анализа данных литературы сделан вывод,

что возможный механизм действия 7 кДа фрагмента стрептоки�

назы состоит в физическом или, возможно, физиологическом

взаимодействии с эндотелием сосудов, что стимулирует синтез de

novo и выброс эндотелиальными клетками тканевого активатора

плазминогена.

S. P. Gavrylyuk, O. M. Savchuk, L. I. Ostapchenko

THE INFLUENCE OF NONTOXIC 7 KDA STREP�
TOKINASE FRAGMENT ON HAEMOSTASIS  SYS�

TEM  PARAMETERS

On the experimental model systems the influence of nontoxic 7 kDa

streptokinase fragment on the fibrinolytic system (rabbits, in vivo) param�

eters and on platelates in blood plasma without plasminogen (in vitro) was

studied. It was shown that 7 kDa fragment caused the considerable

increasing both the concentration and activity of tissue plasminogen acti�

vator, which is not accompanied by accumulation of soluble fibrin, and

also did not influence on activating and aggregation of platelates, that

specifies the absence of the toxic affects on homeostasis system compared

to streptokinase. On the basis of the experimental results and simultane�

ouse analysis of literature dates we concluded that the possible mecha�

nism of streptokinase's 7 kDa fragment action is consists in physical or,

possibly, physiological interaction with vessels endothelia that stimulates

the de novo synthesis and releasing into the blood of tissue plasminogen

activator by endothelial cells.
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