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Ââåäåíèå
Â íàñòîÿùåå âðåìÿ ñóùåñòâóåò ìíîãî ïðîáëåì,

ñâÿçàííûõ ñ ëå÷åíèåì çàáîëåâàíèé, âûçûâàåìûõ
îäíèìè èç íàèáîëåå îïàñíûõ ïàòîãåíîâ – ñòðåïòî-
êîêêàìè.

Ñ ñåðåäèíû 80-õ ãîäîâ ïðîøëîãî âåêà îòìå÷åí
ðîñò êîëè÷åñòâà çàáîëåâàíèé, âûçûâàåìûõ ñòðåïòî-
êîêêàìè. Ïîñëå î÷åðåäíîãî “çàòèøüÿ” 1950–1980 ãã.
âî ìíîãèõ ñòðàíàõ ìèðà âíîâü ñòàëè ðåãèñòðèðîâàòü
ñëó÷àè òÿæåëûõ èíôåêöèîííûõ ôîðì, ÷àñòî çàêàí÷è-
âàþùèõñÿ ëåòàëüíî (ñèíäðîì òîêñè÷åñêîãî øîêà, ñåï-
òèöåìèÿ, íåêðîòè÷åñêèé ìèîçèò, ôàñöèò è ò.ä.). Â
Àíãëèè è Óýëüñå â 1994–1997 ãã. çàðåãèñòðèðîâàíî
1913 ñëó÷àåâ òÿæåëûõ èíôåêöèé, âûçâàííûõ ñòðåïòî-
êîêêàìè ãðóïïû À. Ïðè ýòîì 508 çàáîëåâøèõ (27%)
ïîãèáëè [1]. Â ÑØÀ åæåãîäíî ðåãèñòðèðóþò 10−−−−−15
òûñÿ÷ ñëó÷àåâ èíâàçèâíûõ ñòðåïòîêîêêîâûõ èíôåê-
öèé. Çà ïîñëåäíèå ãîäû òàêæå îòìå÷åí ðîñò çàáîëå-
âàåìîñòè ðåâìàòèçìîì, çàðåãèñòðèðîâàíû äàæå
âñïûøêè ýòîãî çàáîëåâàíèÿ: â Èíäèè çàáîëåâàåìîñòü
ðåâìàòèçìîì ñîñòàâëÿåò 11 áîëüíûõ íà 1000 ÷åëîâåê
íàñåëåíèÿ. Â Ðîññèè åæåãîäíî áîëåçíè ñòðåïòîêîêêî-
âîé ýòèîëîãèè ïîðàæàþò 2−−−−−3 ìëí ÷åëîâåê, 10% ñëó-
÷àåâ èìåþò ëåòàëüíûé èñõîä [2, 3].

Òðàäèöèîííûå ìåòîäû ëå÷åíèÿ ñòðåïòîêîêêîâûõ
è ñòàôèëîêîêêîâûõ èíôåêöèé ïðåäïîëàãàþò àêòèâ-
íîå èñïîëüçîâàíèå àíòèáèîòèêîâ, îäíàêî øèðîêîå
ïðèìåíåíèå àíòèáèîòèêîâ ïðèâîäèò ê ñòðåìèòåëü-
íîìó ðîñòó ÷èñëà íîâûõ áàêòåðèàëüíûõ øòàììîâ,
óñòîé÷èâûõ ê íèì. Òàê, â íàñòîÿùåå âðåìÿ 29,7%
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Ïðîâåäåíî èññëåäîâàíèå êèíåòèêè òåðìîèíàêòèâàöèè PlyC-ëèçèíà – ôåðìåíòà, ëèçèðóþùå-
ãî êëåòêè ñòðåïòîêîêêîâ ãðóïï À, Ñ è  Å. Ïîêàçàíî, ÷òî â èíòåðâàëå òåìïåðàòóð 37–41,5°Ñ, ðÍ
6–8, êîíöåíòðàöèÿõ ôåðìåíòà 0,3–160 ìêã/ìë îëèãîìåðíûé PlyC èíàêòèâèðóåòñÿ ïî äèññî-
öèàòèâíîìó ìåõàíèçìó, ïðè áîëåå âûñîêèõ (42–50°Ñ) èëè íèçêèõ (35–22°Ñ) òåìïåðàòóðàõ –
ïî ìîíîìîëåêóëÿðíîìó ìåõàíèçìó. Ïðåäëîæåí ýôôåêòèâíûé ñïîñîá ñòàáèëèçàöèè PlyC ïðè
ïîìîùè íàëîæåíèÿ âíóòðèìîëåêóëÿðíûõ õèìè÷åñêèõ ñøèâîê.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: ôåðìåíòû áàêòåðèîôàãîâ, PlyC-ëèçèí, ñòðåïòîêîêêîâûå èíôåê-
öèè, ôåðìåíò, ëèçèðóþùèé êëåòêè ñòðåïòîêîêêîâ, ñòàáèëüíîñòü è ñòàáèëèçàöèÿ.

øòàììîâ Streptococcus pyogenes óñòîé÷èâû ê
ýðèòðîìèöèíó [3].

Áàêòåðèîôàãè – âèðóñû áàêòåðèé, ïðîäóöèðóþùèå
â ïðîöåññå æèçíåííîãî öèêëà ôåðìåíòû, êîòîðûå ñïî-
ñîáíû ðàçðóøàòü áàêòåðèàëüíûå êëåòêè è ìîãóò ðàñ-
ñìàòðèâàòüñÿ â êà÷åñòâå ñåðüåçíîé àëüòåðíàòèâû
àíòèáèîòèêàì. Â ëèòåðàòóðå ýòè ôåðìåíòû ïîëó÷èëè
íàçâàíèå “ëèçèíû” èëè “ëèçîöèìû” [3, 4, 5−−−−−7]. Èñ-
ïîëüçîâàíèå ôåðìåíòîâ áàêòåðèîôàãîâ ïðåäñòàâëÿåò-
ñÿ áîëåå óäîáíûì è ïðåäïî÷òèòåëüíûì ïî ñðàâíåíèþ
ñ ïðèìåíåíèåì æèâûõ ôàãîâ [8−−−−−13].

Èçó÷àåìûé â äàííîé ðàáîòå ôåðìåíò PlyC ñïîñî-
áåí ýôôåêòèâíî ëèçèðîâàòü êëåòêè ñòðåïòîêîêêîâ
ãðóïï À, Ñ è Å [13−−−−−16]. Ýòîò ôåðìåíò èìååò ïåðñ-
ïåêòèâû äëÿ ïðèìåíåíèÿ â êà÷åñòâå ñðåäñòâ ãèãèåíû
ïîëîñòè ðòà (ëå÷åíèå àíãèí, òîíçèëëèòîâ), ñðåäñòâ
äëÿ âíóòðåííåãî ââåäåíèÿ íà ðàííèõ è ïîçäíèõ ñòàäè-
ÿõ ðàçâèòèÿ èíôåêöèé, ñðåäñòâ äëÿ ëå÷åíèÿ çàáîëåâà-
íèé êîæíûõ ïîêðîâîâ (ðîæà, ôóðóíêóëû, íàãíîåíèÿ).

Îñíîâíîé ïðîáëåìîé, îãðàíè÷èâàþùåé èñïîëüçîâà-
íèå â ìåäèöèíå ðàññìàòðèâàåìîãî ôåðìåíòà, ÿâëÿåò-
ñÿ íåäîñòàòîê ñâåäåíèé î íåì êàê î áèîêàòàëèçàòî-
ðå, åãî íèçêàÿ ñòàáèëüíîñòü ïðè õðàíåíèè è îòñóò-
ñòâèå äàííûõ î åãî ìåõàíèçìàõ èíàêòèâàöèè.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû – èçó÷åíèå ìåõàíèçìà
èíàêòèâàöèè è ñòàáèëèçàöèÿ áàêòåðèîëèòè÷åñêîãî ôåð-
ìåíòà PlyC äëÿ ñîçäàíèÿ â áóäóùåì ëåêàðñòâåííûõ
ïðåïàðàòîâ íîâîãî ïîêîëåíèÿ äëÿ ëå÷åíèÿ èíôåêöèé,
âûçûâàåìûõ ñòðåïòîêîêêîì ãðóïï À, Ñ è Å.
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Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Èñïîëüçóåìûå õèìè÷åñêèå ðåàêòèâû
Ðåêîìáèíàíòíûé ôåðìåíò, ëèçèðóþùèé êëåòêè

ñòðåïòîêîêêîâ (PlyC-ëèçèí) â âèäå âîäíîãî ðàñòâîðà
(20 ìÌ êàëèé-ôîñôàòíûé áóôåð ñ pH 6,3) â êîíöåíò-
ðàöèè 14 è 8 ìã/ìë ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí êîìïàíèåé
“New Horizons Diagnostics Columbia MD” (ÑØÀ).

Ïðåïàðàò îáðàáîòàííûõ ðèôàìïèöèíîì ëèîôèëèçè-
ðîâàííûõ êëåòîê Streptococcus pyogenes (øòàìì D-
28/11 N62/59, Ïðàæñêàÿ êîëëåêöèÿ, êëåòêè Ì 29) áûë
ëþáåçíî ïðåäîñòàâëåí êàíä. áèîë. íàóê Í.Ô. Äìèò-
ðèåâîé è êàíä. ìåä. íàóê À.Ñ. Åùèíîé, ñîòð. ìåäèêî-
ïðîôèëàêòè÷åñêîãî ôàêóëüòåòà Ìîñêîâñêîé ìåäèöèíñ-
êîé àêàäåìèè èì. È.Ì. Ñå÷åíîâà. Âñå îñòàëüíûå
ðåàãåíòû ìàðêè “Ultra pure” èçãîòîâëåíû ôèðìîé
“Sigma” (ÑØÀ).

Èçìåðåíèå àêòèâíîñòè ôåðìåíòà
Àêòèâíîñòü ôåðìåíòà îïðåäåëÿëè ïðè ïîìîùè ìå-

òîäà òóðáèäèìåòðèè ïî èçìåíåíèþ ìóòíîñòè ñóñïåí-
çèé êëåòîê Streptococcus pyogenes âî âðåìåíè.

Â áóôåðå, ñîäåðæàùåì 20 ìÌ ôîñôàòà êàëèÿ ñ
pH 6,3, ãîòîâèëè ñóñïåíçèþ êëåòîê S. pyogenes òà-
êèì îáðàçîì, ÷òîáû îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü ïîëó÷åííî-
ãî ðàñòâîðà áûëà ðàâíîé 0,3 åä. ïîãë. (åäèíèöà ïî-
ãëîùåíèÿ) ïðè äëèíå âîëíû 600 íì. Ê 0,5 ìë ñóñïåí-
çèè êëåòîê äîáàâëÿëè 3−50 ìêë ðàñòâîðà ôåðìåíòà
PlyC êîíöåíòðàöèåé 3−160 ìêã/ìë.

Èçìåðåíèå èçìåíåíèÿ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè âî
âðåìåíè ïðîâîäèëè íà ñïåêòðîôîòîìåòðå “Ultrospec
2100–pro” ñ òåðìîñòàòèðóåìûì êþâåòíûì îòäåëåíè-
åì ïðè òåìïåðàòóðå 37°Ñ è äëèíå âîëíû 600 íì.

Èç ïðÿìîëèíåéíûõ íà÷àëüíûõ ó÷àñòêîâ êèíåòè÷åñ-
êèõ êðèâûõ â êîîðäèíàòàõ îïòè÷åñêàÿ ïëîòíîñòü
(À600)–âðåìÿ (ñ), îïðåäåëÿëè íà÷àëüíûå ñêîðîñòè ðå-
àêöèé, êîòîðûå õàðàêòåðèçîâàëè êàòàëèòè÷åñêóþ àê-
òèâíîñòü ôåðìåíòà. Íà ðèñ. 1 ïîêàçàí ìåòîä îïðåäå-
ëåíèÿ ñêîðîñòè ðåàêöèè íà ïðèìåðå ëèçèñà êëåòîê
S. pyogenes ôåðìåíòîì PlyC.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ñóáñòðàòîì äëÿ ôåðìåíòà
ñëóæèò êîìïîíåíò êëåòî÷íîé ñòåíêè ñòðåïòîêîêêà –
ïåïòèäîãëèêàí, êîíöåíòðàöèþ êîòîðîãî ñïåêòðîôîòî-
ìåòðè÷åñêè îïðåäåëèòü íåâîçìîæíî. Â ñâÿçè ñ ýòèì
êîíöåíòðàöèþ ñóáñòðàòà âûðàæàëè â åäèíèöàõ ïîãëî-
ùåíèÿ, õàðàêòåðèçóþùèõ ìóòíîñòü ñóñïåíçèé êëåòîê,
à ñêîðîñòü ðåàêöèè îïðåäåëÿëè êàê èçìåíåíèå îïòè-
÷åñêîé ïëîòíîñòè â åäèíèöó âðåìåíè è âûðàæàëè â
åä. ïîãë./ñ èëè åä. ïîãë./(ñ⋅ìêã).

Èçó÷åíèå òåìïåðàòóðíîé çàâèñèìîñòè èíàêòè-
âàöèè PlyC

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ âëèÿíèÿ òåìïåðàòóðû íà ñòà-
áèëüíîñòü PlyC ðàñòâîðû ôåðìåíòà êîíöåíòðàöèåé 3−
160 ìêã/ìë ñ ðÍ 6−8 èíêóáèðîâàëè ïðè 22−50°Ñ âûá-
ðàííûå ïðîìåæóòêè âðåìåíè, çàòåì îòáèðàëè àëèêâî-
òû ïî 3−50 ìêë äëÿ èçìåðåíèÿ àêòèâíîñòè â ñòàí-
äàðòíûõ óñëîâèÿõ, êàê îïèñàíî âûøå. Äëÿ ïîääåðæà-
íèÿ ðÍ èñïîëüçîâàëè êàëèé-ôîñôàòíûé áóôåð.

Íàëîæåíèå âíóòðèìîëåêóëÿðíûõ ñøèâîê íà
ìîëåêóëó PlyC

Ê 3 ìë èñõîäíîãî ðàñòâîðà PlyC (8 ìã/ìë) ïðèëè-
âàëè 3 ìë ðàñòâîðà BS3 (25−100-êðàòíûé èçáûòîê ïî
ìîëÿì ïî îòíîøåíèþ ê áåëêó) â 20 ìÌ êàëèé-ôîñ-
ôàòíîì áóôåðå ñ ðÍ 7,5.

Ê 3 ìë èñõîäíîãî ðàñòâîðà ôåðìåíòà (8 ìã/ìë)
ïðèëèâàëè 12 ìë ðàñòâîðà ãëóòàðîâîãî àëüäåãèäà êîí-
öåíòðàöèåé 0,0006−0,0033 Ì (50−200-êðàòíûé èçáûòîê
ïî ìîëÿì ïî îòíîøåíèþ ê áåëêó) â 20 ìÌ êàëèé-
ôîñôàòíîì áóôåðå ñ ðÍ 7,5 èëè 6,3. Ê ðåàêöèîííîé
ñìåñè äîáàâëÿëè 1 ìë ðàñòâîðà öèàíáîðãèäðèäà íà-
òðèÿ êîíöåíòðàöèåé 10 ìã/ìë â 20 ìÌ êàëèé-ôîñôàò-
íîì áóôåðå ñ ðÍ 7,5 èëè 6,3.

Âñå ðåàêöèîííûå ñìåñè âûäåðæèâàëè â òå÷åíèå
1 ÷ ïðè êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå èëè ñóòêè ïðè +4°Ñ.
Ïðîöåññ ñøèâàíèÿ êîíòðîëèðîâàëè ïðè ïîìîùè ýëåê-
òðîôîðåçà ïî ìåòîäó Ëåìëè [18]. Ñøèòûé PlyC î÷è-
ùàëè îò íèçêîìîëåêóëÿðíûõ ïðèìåñåé ïóòåì ãåëü-
ôèëüòðàöèè íà êîëîíêå c Sephadex G-25, ðàçáàâëÿëè

Ðèñ. 1. Òèïè÷íàÿ êèíåòè÷åñêàÿ êðèâàÿ çàâèñèìîñòè ìóòíîñòè
ñóñïåíçèè êëåòîê S. pyogenes îò âðåìåíè ñ îïèñàíèåì ìåòîäà
îïðåäåëåíèÿ ñêîðîñòè ðåàêöèè ïî òàíãåíñó óãëà íàêëîíà íà-
÷àëüíîãî ó÷àñòêà. Óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà: êëåòêè ñóñïåíäè-
ðîâàíû â 20 ìÌ êàëèé-ôîñôàòíîì áóôåðå ñ ðÍ 6,3; 37°Ñ,
À600 = 0,3 åä. ïîãë., êîíöåíòðàöèÿ ôåðìåíòà 0,08 ìêã/ìë
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20 ìÌ êàëèé-ôîñôàòíûì áóôåðîì ñ ðÍ 6,3 äî êîí-
öåíòðàöèè 3−160 ìêã/ìë è èçìåðÿëè àêòèâíîñòü â
ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (ñì. âûøå).

Äàëåå îáðàçöû ðàñòâîðîâ ñøèòîãî ôåðìåíòà (0,3−
160 ìêã/ìë; ðÍ 6,3) èíêóáèðîâàëè ïðè 22 è 37°Ñ â òå-
÷åíèå âûáðàííûõ ïðîìåæóòêîâ âðåìåíè, îòáèðàëè
àëèêâîòû ôèêñèðîâàííîãî îáúåìà è èçìåðÿëè àêòèâ-
íîñòü â ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (ñì. âûøå).

Ñåäèìåíòàöèîííûé àíàëèç
Ñêîðîñòíîå óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèå (ñåäèìåíòà-

öèþ) ðàñòâîðîâ PlyC (160 ìêã/ìë; ðÍ 6,3) ïðîâîäèëè
â àíàëèòè÷åñêîé óëüòðàöåíòðèôóãå, ñíàáæåííîé àáñîð-
áöèîííîé ñêàíèðóþùåé ñèñòåìîé (49 000 îá/ìèí,
22°Ñ). Êîýôôèöèåíòû ñåäèìåíòàöèè ðàññ÷èòûâàëè ñ
ïîïðàâêîé íà âÿçêîñòü è ïëîòíîñòü ðàñòâîðîâ. Ñåäè-
ìåíòàöèîííûé àíàëèç ïðîâîäèëè äëÿ ðàñòâîðîâ íå-
èíàêòèâèðîâàííîãî è ïîëíîñòüþ èíàêòèâèðîâàííîãî
ïðè òåìïåðàòóðå 37°Ñ ôåðìåíòà.

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå
Â 1957 ã. äâóìÿ ó÷åíûìè (Êëàðê è Ýâàíñ) áûëî

îáíàðóæåíî ïðîÿâëåíèå ëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè ôàãî-
âûìè ëèçàòàìè áàêòåðèîôàãà Ñ1 â îòíîøåíèè ñòðåï-
òîêîêêîâ ãðóïï À, Ñ è Å. Âûäåëåííûé èç ëèçàòîâ
ôåðìåíò íàçâàëè PlyC. Â ëèòåðàòóðå îí ïðàêòè÷åñêè
íå îïèñàí, õîòÿ è áûë îòêðûò áîëåå 50 ëåò íàçàä.
Íà äàííûé ìîìåíò èìååòñÿ íåñêîëüêî ïóáëèêàöèé,
ïîñâÿùåííûõ ïðîöåäóðàì âûäåëåíèÿ è î÷èñòêè ôàãî-
âîãî è ðåêîìáèíàíòíîãî PlyC [13, 16, 17].

Ôåðìåíò PlyC èìååò íåîáû÷íóþ îëèãîìåðíóþ
îðãàíèçàöèþ. Ìåòîäàìè íàòèâíîãî ýëåêòðîôîðåçà,
ýêñêëþçèîííîé õðîìàòîãðàôèè è ãåëü-ôèëüòðàöèè
áûëî ïîêàçàíî, ÷òî ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà ôåðìåíòà
ñîñòàâëÿåò âåëè÷èíó ïîðÿäêà 114 êÄà [13, 16, 17].
Ìåòîäîì ýëåêòðîôîðåçà â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ
óñòàíîâëåíî íàëè÷èå â ìîëåêóëå PlyC áîëüøîé è ìà-
ëîé ñóáúåäèíèö – PlyCA (50 êÄà) PlyCB (8 êÄà).
Âîïðîñ î ñòåõèîìåòðè÷åñêîì ñîîòíîøåíèè PlyCA è
PlyCÂ â ìîëåêóëå PlyC àâòîðû ðàáîòû [13] ðåøèëè
ïóòåì ñðàâíåíèÿ ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîëó÷åííîãî è
òåîðåòè÷åñêè âûñ÷èòàííîãî çíà÷åíèé êîýôôèöèåíòîâ
ýêñòèíêöèè ïðè 280 íì. Òåîðåòè÷åñêîå è ýêñïåðèìåí-
òàëüíîå çíà÷åíèÿ êîýôôèöèåíòà ýêñòèíêöèè ñîâïàëè
äëÿ ìîäåëè, â êîòîðîé íà 1 ñóáúåäèíèöó PlyCA ïðèõî-
äèòñÿ 8 ñóáúåäèíèö PlyCÂ.

Òàê êàê ôåðìåíò PlyC ÿâëÿåòñÿ îëèãîìåðîì (ñîäåð-
æèò îäíó áîëüøóþ ñóáúåäèíèöó PlyCA è âîñåìü ìà-
ëûõ ñóáúåäèíèö PlyCB), òî âîçìîæíî ïðîÿâëåíèå äèñ-
ñîöèàòèâíîãî ìåõàíèçìà èíàêòèâàöèè. Ïîýòîìó â ðàáî-
òå áûëà èçó÷åíà èíàêòèâàöèÿ ôåðìåíòà â ðàçëè÷íûõ
óñëîâèÿõ. Òàê, êðèâûå èíàêòèâàöèè äëÿ ôåðìåíòà PlyC
áûëè ïîëó÷åíû â èíòåðâàëàõ òåìïåðàòóð 20−50°Ñ,
ðÍ 6−8, ïðè êîíöåíòðàöèè ôåðìåíòà 3−160 ìêã/ìë. Ïðè
àíàëèçå êðèâûõ òåðìîèíàêòèâàöèè ôåðìåíòà PlyC
áûëè âûÿâëåíû ñëåäóþùèå çàêîíîìåðíîñòè:

1) íàëè÷èå íà êðèâûõ èíàêòèâàöèè òî÷åê “èçëîìà”
â ïîëóëîãàðèôìè÷åñêèõ êîîðäèíàòàõ, ò.å. êðèâûå
èíàêòèâàöèè ïðè îïðåäåëåííûõ óñëîâèÿõ îïèñûâàþòñÿ
ñóììîé äâóõ ýêñïîíåíò (ðèñ. 2, à, á);

Ðèñ. 2. Êèíåòè÷åñêèå êðèâûå òåðìîèíàêòèâàöèè PlyC â ïîëóëîãàðèôìè÷åñêèõ êîîðäèíàòàõ: à – çàâè-
ñèìîñòü òåðìîèíàêòèâàöèè PlyC ïðè òåìïåðàòóðå 37°Ñ îò íà÷àëüíîé êîíöåíòðàöèè ôåðìåíòà,
ìêã/ìë: 0,3 (1), 3 (2), 8 (3), 16 (4), 160 (5); á – çàâèñèìîñòü òåðìîèíàêòèâàöèè PlyC ïðè êîíöåíòðàöèè
ôåðìåíòà 8 ìêã/ìë îò òåìïåðàòóðû ïðè Ò, °Ñ: 45 (1); 41,5 (2), 39 (3), 37 (4). Óñëîâèÿ ýêñïåðèìåíòà:

20 ìÌ êàëèé-ôîñôàòíûé áóôåð (ðÍ 6,3)
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2) ðåãåíåðàöèÿ àêòèâíîñòè ïðè ìàëîì âðåìåíè òåð-
ìîîáðàáîòêè (äî “èçëîìà”);

3) èçìåíåíèå ïîëîæåíèÿ òî÷êè èçëîìà â çàâèñèìî-
ñòè îò êîíöåíòðàöèè ôåðìåíòà ïðè ôèêñèðîâàííîé
òåìïåðàòóðå (ðèñ. 2, à; 37°Ñ; 3−160 ìêã/ìë);

4) èçìåíåíèå ïîëîæåíèÿ òî÷êè èçëîìà â çàâèñèìî-
ñòè îò òåìïåðàòóðû ïðè ôèêñèðîâàííîé êîíöåíòðàöèè
ôåðìåíòà (ðèñ. 2, á; 8 ìêã/ìë; 37−45°Ñ).

Âñå ýòè äàííûå óäîâëåòâîðÿþò îñíîâíûì ïîëîæå-
íèÿì òåîðèè äèññîöèàòèâíîé èíàêòèâàöèè [19−21].
Ïðè äèññîöèàòèâíîé èíàêòèâàöèè îëèãîìåðíûõ ôåð-
ìåíòîâ îáðàòèìàÿ äèññîöèàöèÿ îëèãîìåðà ïðåäøå-
ñòâóåò êèíåòè÷åñêè íåîáðàòèìûì èçìåíåíèÿì ïðî-
äóêòîâ. Ïîëîæåíèå “òî÷êè èçëîìà” è íàêëîí êèíå-
òè÷åñêèõ êðèâûõ â êîîðäèíàòàõ óðàâíåíèÿ ïåðâîãî
ïîðÿäêà ïîçâîëÿþò îïðåäåëèòü òðè êèíåòè÷åñêèõ
ïàðàìåòðà. Ýòî áóäóò ëèáî êîíñòàíòû ñêîðîñòè k1,
k −1 è k 2, ëèáî äâå êîíñòàíòû ñêîðîñòè k 1, è k 2
è îäíà êîíñòàíòà ðàâíîâåñèÿ äèññîöèàöèè Käèñ
(Käèñ = k 1/ k −1) [19, 20]. Îïðåäåëåíèå ïîëîæåíèÿ
òî÷êè èçëîìà íà êèíåòè÷åñêîé êðèâîé òåðìîèíàêòèâà-
öèè îëèãîìåðíîãî ôåðìåíòà − îñíîâíîå óñëîâèå, ïî-
çâîëÿþùåå ïðîâåñòè êèíåòè÷åñêèé ðàñ÷åò ýëåìåíòàð-
íûõ êîíñòàíò ïðîöåññà.

Â ñîîòâåòñòâèè ñ óðàâíåíèÿìè, ðåêîìåíäóåìûìè
òåîðèåé äèññîöèàòèâíîé èíàêòèâàöèè, áûë ïðîâåäåí
ðàñ÷åò êîíñòàíòû äèññîöèàöèè îëèãîìåðà (Käèñ),
êîíñòàíò ñêîðîñòè äèññîöèàöèè èñõîäíîãî îëèãîìå-
ðà (k1) è íåîáðàòèìîé èíàêòèâàöèè ïðîäóêòà äèñ-
ñîöèàöèè (k2). Â òàáë. 1 ïðèâåäåíû çíà÷åíèÿ êîí-
ñòàíò Käèñ, k1, è k2.

Äàííûå òàáë. 1 ïîäòâåðæäàþò òîò ôàêò, ÷òî ïðè
ïîâûøåíèè òåìïåðàòóðû âåëè÷èíà êîíñòàíòû ñêîðîñ-
òè äèññîöèàöèè èñõîäíîãî îëèãîìåðà k1 ðàñòåò ñóùå-
ñòâåííî áûñòðåå, ÷åì êîíñòàíòà ñêîðîñòè èíàêòèâà-
öèè ïðîäóêòà äèññîöèàöèè k2. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî ïðè
òåìïåðàòóðå âûøå 41,5°Ñ äèññîöèàöèÿ èñõîäíîãî îëè-
ãîìåðà ïðîòåêàåò íàñòîëüêî áûñòðî, ÷òî ñòàäèåé,
ëèìèòèðóþùåé ñêîðîñòü, ñòàíîâèòñÿ ñòàäèÿ èíàêòèâà-
öèè ïðîäóêòà äèññîöèàöèè, êîòîðàÿ îïèñûâàåòñÿ óðàâ-
íåíèåì ïåðâîãî ïîðÿäêà. Ïðè òåìïåðàòóðàõ íèæå
37°Ñ k1< k 2 è ñêîðîñòü-ëèìèòèðóþùåé ñòàäèåé ñòà-
íîâèòñÿ äèññîöèàöèÿ èñõîäíîãî îëèãîìåðà. Â äèàïà-
çîíå òåìïåðàòóð 35−39°Ñ êîíñòàíòû ñêîðîñòè äèññî-
öèàöèè èñõîäíîãî îëèãîìåðà è èíàêòèâàöèè ïðîäóêòà
äèññîöèàöèè ñîïîñòàâèìû, è ýòî ïðèâîäèò ê ïîÿâëå-
íèþ äâóýêñïîíåíöèàëüíîé çàâèñèìîñòè îñòàòî÷íîé
àêòèâíîñòè îò âðåìåíè. Êðîìå òîãî, óñòàíîâëåíî, ÷òî
âñå ýòè âåëè÷èíû â ïðåäåëàõ ïîãðåøíîñòè ýêñïåðè-
ìåíòà íå çàâèñÿò îò êèñëîòíîñòè ïðè ðÍ 6−8.

Äèññîöèàöèÿ ôåðìåíòà áûëà èçó÷åíà ìåòîäîì ñêî-
ðîñòíîãî óëüòðàöåíòðèôóãèðîâàíèÿ (ñåäèìåíòàöèè). Â
òàáë. 2 ïðèâåäåíû äàííûå ñåäèìåíòàöèîííîãî àíàëè-
çà äëÿ ôåðìåíòà äî èíàêòèâàöèè è ïîëíîñòüþ èíàê-
òèâèðîâàííîãî ïðè 37°Ñ. Âèäíî, ÷òî â ñëó÷àå ïîëíîñ-
òüþ èíàêòèâèðîâàííîãî ôåðìåíòà ïîÿâëÿåòñÿ äîïîë-
íèòåëüíûé áåëîê âåñîì 8 êÄà, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò
ìàññå ìàëîé ñóáúåäèíèöû PlyCB. Ñëåäîâàòåëüíî,
ïðîöåññ èíàêòèâàöèè ôåðìåíòà PlyC ìîæíî îïèñàòü
ñõåìîé, ïðåäñòàâëåííîé íà ðèñ. 3. Áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ïî îòäåëüíîñòè áîëüøàÿ è ìàëàÿ ñóáúåäèíèöû ìîëå-
êóëû ôåðìåíòà PlyC àêòèâíîñòüþ íå îáëàäàþò [13].
Ïîýòîìó âåëè÷èíà k2 êîëè÷åñòâåííî õàðàêòåðèçóåò
ïðîöåññ íåîáðàòèìîé èíàêòèâàöèè ôîðìû ôåðìåí-
òà, ñîäåðæàùåé îäíó ñóáúåäèíèöó PlyCA è ñåìü
ñóáúåäèíèö PlyCB.

Ò à á ë è ö à  1

Êèíåòè÷åñêèå ïàðàìåòðû äèññîöèàòèâíîé òåðìîèíàêòèâà-
öèè PlyC

Ò à á ë è ö à  2

Äàííûå ñåäèìåíòàöèîííîãî àíàëèçà äëÿ PlyC
(ðÍ 6,3; 160 ìêã/ìë)

ðÍ T, °Ñ Käèñ⋅107, M k1⋅106, c−1 k2⋅106, c−1 

37 3,2 10 2,1 

39 4,4 100  9,3 

6,3 

41,5 10 200 20 

37 3,1 1 2,0 

39 4.5 98 9,2 

7 

41,5 9 195 19 

37 3 0.9 2,1 

39 4,6 99 9,2 

8 

41,5 9 190 21 

Îñòàòî÷íàÿ 
àêòèâíîñòü, óñë. 
åä. 

Ìîëåêóëÿðíàÿ 
ìàññà 

Êîýôôèöèåíò 
ñåäèìåíòàöèè 

1 110 êÄà (100%) 6,9S 

0 100 êÄà (90%) 6,6S 

 8 êÄà (10%) 1,2S 
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Ïîñêîëüêó èçâåñòíî, ÷òî ìîëåêóëà PlyC ñîñòîèò èç
äåâÿòè ñóáúåäèíèö è â ïðîöåññå èíàêòèâàöèè ïðîèñõî-
äèò äèññîöèàöèÿ åãî ìîëåêóëû, òî íàèáîëåå ýôôåêòèâ-
íûì ìåòîäîì ñòàáèëèçàöèè ìîæåò îêàçàòüñÿ ñïîñîá
íàëîæåíèÿ âíóòðèìîëåêóëÿðíûõ “õèìè÷åñêèõ ñêîáîê”.

Â êà÷åñòâå ñøèâàþùèõ àãåíòîâ èñïîëüçîâàëè áèñ-
ñóëüôîñóêöèíèìèäèë ñóáåðàò íàòðèÿ (BS3) è ãëóòàðî-
âûé äèàëüäåãèä (GA), êîòîðûå âçàèìîäåéñòâóþò ñ
àìèíîãðóïïàìè ìîëåêóëû PlyC. Ïóòåì òèòðîâàíèÿ
PlyC òðèíèòðîáåíçîëñóëüôîêèñëîòîé áûëî óñòàíîâëå-
íî, ÷òî ìîëåêóëà ôåðìåíòà ñîäåðæèò ïîðÿäêà 50
àìèíîãðóïï.

Äëÿ òîãî ÷òîáû ïîäîáðàòü óñëîâèÿ ñøèâêè, âàðüè-
ðîâàëè çíà÷åíèå ðÍ (6−10), ìîëÿðíîå ñîîòíîøåíèå
ñøèâàþùèé àãåíò/ôåðìåíò (25−200), òåìïåðàòóðó (4−
22°Ñ) è âðåìÿ âûäåðæèâàíèÿ ðåàêöèîííîé ñìåñè (îò
10 ìèíóò äî ñóòîê). Ðåçóëüòàò âçàèìîäåéñòâèÿ ñøè-
âàþùåãî àãåíòà è ôåðìåíòà êîíòðîëèðîâàëè ìåòîäîì
ýëåêòðîôîðåçà ïî Ëýìëè.

Îñòàíîâèìñÿ áîëåå ïîäðîáíî íà ðåçóëüòàòàõ, ïîëó-
÷åííûõ ïðè íàëîæåíèè “ñêîáîê” íà ìîëåêóëó PlyC
ïðè ïîìîùè BS3. Îïèðàÿñü íà äàííûå, ïîëó÷åííûå
ïðè îïðåäåëåíèè ìàññû áåëêîâ äëÿ ñåðèè ïðèãîòîâ-
ëåííûõ ðàñòâîðîâ, ìû óñòàíîâèëè, ÷òî ñøèâàíèå ôåð-
ìåíòà BS3 ïðîècõîäèò òîëüêî ïðè pH 7,5 è 50- èëè
100-êðàòíûõ èçáûòêàõ ñøèâàþùåãî àãåíòà (ðèñ. 4).

Íà ðèñ. 4 ïîêàçàí ïðèìåð ýëåêòðîôîðåãðàììû, ïî-
ëó÷åííîé ïðè êîíòðîëèðîâàíèè ïðîöåññà íàëîæåíèÿ
âíóòðèìîëåêóëÿðíûõ ñøèâîê íà ìîëåêóëó PlyC ïðè
ïîìîùè BS3. Íà ïåðâîé äîðîæêå (ñëåâà-íàïðàâî) îò-
÷åòëèâî âèäíî íàëè÷èå äâóõ ïîëîñ. Îäíà ïîëîñà íàõî-
äèòñÿ â îáëàñòè íèæå 13 êÄà, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò
ìàññå ìàëîé ñóáúåäèíèöû PlyCB (8 êÄà), äðóãàÿ −
÷óòü âûøå 46 êÄà, ÷òî ñîîòâåòñòâóåò ìàññå áîëü-
øîé ñóáúåäèíèöû PlyCÀ (50 êÄà). Íà òðåòüåé è ÷åò-
âåðòîé äîðîæêàõ îòñóòñòâóþò ïîëîñû, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèå ìàññàì 50 è 8 êÄà è âèäíû ïîëîñû, ëåæàùèå â
îáëàñòè íèæå 160 êÄà è âûøå 66 êÄà. Èç ïîëó÷åí-
íûõ äàííûõ ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ïðè âçàèìîäåé-

ñòâèè PlyC ñî 100- èëè 50-êðàòíûìè ìîëÿðíûìè èç-
áûòêàìè BS3 ïðè ðÍ 7,5 ïðîèñõîäèò íàëîæåíèå âíóò-
ðèìîëåêóëÿðíûõ ñøèâîê íà ìîëåêóëó ôåðìåíòà.

Àíàëîãè÷íûì îáðàçîì áûëî ïîêàçàíî íàëè÷èå íà-
ëîæåíèÿ âíóòðèìîëåêóëÿðíûõ ñøèâîê ïðè èññëåäîâà-
íèè âçàèìîäåéñòâèÿ PlyC c 200-êðàòíûì èçáûòêîì ïî
ìîëÿì ãëóòàðîâîãî àëüäåãèäà ïðè ðÍ 7,5 è 6,3.

Ïðåïàðàòû ñøèòîãî ôåðìåíòà ñðàâíèâàëè ïî ïàðà-
ìåòðó îñòàòî÷íîé àêòèâíîñòè ñ íåñøèòûì ôåðìåí-
òîì. Âëèÿíèå áèôóíêöèîíàëüíûõ àãåíòîâ íà àêòèâ-
íîñòü ôåðìåíòà èçó÷àëè ïóòåì ñðàâíåíèÿ çíà÷åíèé
îñòàòî÷íîé àêòèâíîñòè ñøèòîãî è íåñøèòîãî PlyC â
ñòàíäàðòíûõ óñëîâèÿõ (37°Ñ; ðÍ 6,3). Áûëî óñòàíîâ-
ëåíî, ÷òî ïðè èñïîëüçîâàíèè ãëóòàðîâîãî àëüäåãèäà è
BS3 íàëîæåíèå âíóòðèìîëåêóëÿðíûõ ñøèâîê ïðîèñõî-
äèò ñ ñîõðàíåíèåì àêòèâíîñòè ôåðìåíòà.

Èçó÷åíèå âëèÿíèÿ íàëîæåíèÿ âíóòðèìîëåêóëÿðíûõ
ñøèâîê íà ñòàáèëüíîñòü PlyC ïðîâîäèëè ïðè òåìïå-
ðàòóðàõ 22°Ñ (òåìïåðàòóðà õðàíåíèÿ ìåäèöèíñêèõ
ïðåïàðàòîâ) è 37°Ñ (óñêîðåííàÿ èíàêòèâàöèÿ) ïðè
ðÍ 6,3. Â ðåçóëüòàòå ïðîäåëàííîé ðàáîòû áûëè âû-
ÿâëåíû ñëåäóþùèå çàêîíîìåðíîñòè (ðèñ. 5, à, á).

Âî-ïåðâûõ, ïðè èíàêòèâàöèè ñøèòîãî ôåðìåíòà ïðè
òåìïåðàòóðå 37°Ñ ñòàáèëüíîñòü íå çàâèñèò îò åãî

Ðèñ. 3. Ñõåìàòè÷åñêîå èçîáðàæåíèå ïðîöåññà èíàêòèâàöèè PlyC

Ðèñ. 4. Èçîáðàæåíèå ãåëÿ 10% SDS-PAGE. Ñëåâà-íàïðàâî:
ïåðâàÿ äîðîæêà – ôåðìåíò, âòîðàÿ – ìàðêåðû (160, 66, 46,
23 è 13 êÄà), òðåòüÿ è ÷åòâåðòàÿ – ôåðìåíò, ñøèòûé 50- è
100- êðàòíûì èçáûòêîì BS3 ñîîòâåòñòâåííî ïðè ðÍ 7,5,

êîíöåíòðàöèè PlyC 4 ìã/ìë



220 ÂÅÑÒÍ. ÌÎÑÊ. ÓÍ-ÒÀ. ÑÅÐ. 2. ÕÈÌÈß. 2010. Ò. 51. ¹ 3

Ðèñ. 5. Ñòàáèëüíîñòü ïðè 37°Ñ (à) è 22°Ñ (á) ðÍ 6,3 ñøèòîãî è íåñøèòîãî ôåðìåíòà: PlyC  3 ìêã/
ìë (1); PlyC  16 ìêã/ìë (2); PlyC, ñøèòûé 200-êðàòíûì èçáûòêîì ãëóòàðîâîãî àëüäåãèäà, 3 ìêã/
ìë (3); PlyC, ñøèòûé 200-êðàòíûì èçáûòêîì ãëóòàðîâîãî àëüäåãèäà, 16 ìêã/ìë (4); PlyC, ñøèòûé
50-êðàòíûì èçáûòêîì BS3, 3 ìêã/ìë (5); PlyC, ñøèòûé 100-êðàòíûì èçáûòêîì BS3, 16 ìêã/ìë (6)
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êîíöåíòðàöèè (â èíòåðâàëå 3−160 ìêã/ìë), â îòëè÷èå
îò íåñøèòîãî PlyC. Ýòî îçíà÷àåò, ÷òî èíàêòèâàöèÿ
ïðîòåêàåò ïî ïåðâîìó ïîðÿäêó è ÷òî åå ïðè÷èíîé ÿâ-
ëÿþòñÿ êîíôîðìàöèîííûå èçìåíåíèÿ ìîëåêóëû ôåð-
ìåíòà, à íå åãî äèññîöèàöèÿ íà ñóáúåäèíèöû.

Âî-âòîðûõ, ñòàáèëèçàöèîííûé ýôôåêò çàâèñèò îò
âèäà ñøèâàþùåãî àãåíòà: ïðè 37°Ñ PlyC, ñøèòûé
BS3, îáëàäàåò áîëåå âûñîêîé ñòàáèëüíîñòüþ, ÷åì
ñøèòûé ãëóòàðîâûì àëüäåãèäîì.

Â-òðåòüèõ, ïðè òåìïåðàòóðàõ 22 è 37°Ñ ñøèòûé
ôåðìåíò ñóùåñòâåííî áîëåå ñòàáèëåí, ÷åì íåñøè-
òûé. Ïðè 22°Ñ ñøèòûé ãëóòàðîâûì àëüäåãèäîì è
BS3 ôåðìåíò ñîõðàíÿåò 100% àêòèâíîñòè ÷åðåç 2,5
ìåñ. èíêóáàöèè, â òî âðåìÿ êàê íåñøèòûé ôåðìåíò
ïîëíîñòüþ èíàêòèâèðóåòñÿ â òå÷åíèå ìåñÿöà. Èç âû-
øåñêàçàííîãî ìîæíî çàêëþ÷èòü, ÷òî ñòàáèëüíîñòü

ñøèòîãî ïðè ïîìîùè BS3  è ãëóòàðîâîãî àëüäåãèäà
ïðåïàðàòà ôåðìåíòà PlyC óäîâëåòâîðÿåò òðåáîâàíèÿì,
ïðåäúÿâëÿåìûì ê ìåäèöèíñêîìó ïðåïàðàòó.

Âûâîäû
Âïåðâûå èäåíòèôèöèðîâàí ìåõàíèçì èíàêòèâàöèè

ôåðìåíòà PlyC. Ïîêàçàíî, ÷òî â óñëîâèÿõ èñïûòàíèé
ôåðìåíòíûõ ïðåïàðàòîâ (22 è 37°Ñ) PlyC èíàêòèâèðó-
åòñÿ âñëåäñòâèå äèññîöèàöèè îëèãîìåðíîé ìîëåêóëû ñ
ïîñëåäóþùåé èíàêòèâàöèåé äèññîöèèðîâàííîé ôîðìû
(37°Ñ) è ïî ìîíîìîëåêóëÿðíîìó ìåõàíèçìó (22°Ñ).
Ïîäîáðàí ýôôåêòèâíûé ìåòîä ñòàáèëèçàöèè PlyC
íàëîæåíèåì âíóòðèìîëåêóëÿðíûõ õèìè÷åñêèõ ñøèâîê,
áëàãîäàðÿ ÷åìó ôåðìåíò ñîõðàíÿåò 100% àêòèâíîñòè
ïðè èíêóáàöèè â òå÷åíèå 2,5 ìåñ ïðè 22°Ñ, ÷òî óäîâ-
ëåòâîðÿåò òðåáîâàíèÿì ê ìåäèöèíñêîìó ïðåïàðàòó.
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PlyC LYSIN - THE ENZYME ACTIVE TOWARDS GROUP A, C AND E
STREPTOCOCCI: PECULIARITIES OF INACTIVATION AND
STABILIZATION BY INTRAMOLECULAR CHEMICAL CROSS LINKING

L.Yu. Filatova, N.L. Klyachko
(Department of Chemical Enzymology, Faculty of Chemistry, M.V.Lomonosov Moscow State
University)

Investigation of thermal inactivation of PlyC – the enzyme, lysing group A, C and E streptococci,
was carried out. As found, at 37–41.5°°°°°C, pH 6–8, and enzyme concentration of 0.3–160 µg/ml
inactivation of PlyC lysin found to be oligomeric enzyme is caused by dissociation of its molecule.
At higher (42–50°°°°°C) and lower (35–22°°°°°C) temperatures PlyC inactivation is connected with
monomolecular mechanism. The effective method of PlyC stabilization by means of
intramolecular chemical cross linking was proposed.

Key words: bacteriophage enzymes; PlyC lysin; streptococcal infections; enzyme, lysing
streptococcal cells, stability and stabilization.
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