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Ââåäåíèå

Íåéðîïàòîëîãèÿ òàêîãî ðàñïðîñòðàíåííîãî çàáî-
ëåâàíèÿ, êàê áîëåçíü Ïàðêèíñîíà, ñîïðîâîæäàåòñÿ
àêòèâàöèåé êëåòîê ìèêðîãëèè, ÷òî ïðèâîäèò ê âûá-
ðîñó òîêñè÷íûõ àãåíòîâ, â òîì ÷èñëå àêòèâíûõ
ôîðì êèñëîðîäà (ÀÔÊ), ïîâðåæäàþùèõ íåéðîíû [1].
Íåãàòèâíîå âîçäåéñòâèå ÀÔÊ íà êëåòêè îáóñëîâëå-
íî òåì, ÷òî ïðè ïîðàæåíèè íåðâíûõ òêàíåé çíà÷è-
òåëüíî ñíèæàåòñÿ êîëè÷åñòâî àíòèîêñèäàíòíûõ ôåð-
ìåíòîâ, ïîýòîìó èõ ââåäåíèå ìîæåò ñïîñîáñòâîâàòü
óìåíüøåíèþ òîêñè÷íîãî âîçäåéñòâèÿ ÀÔÊ [2].
Âàæíåéøèé ýëåìåíò çàùèòû êëåòîê îò ÀÔÊ – ôåð-
ìåíò ñóïåðîêñèääèñìóòàçà (ÑÎÄ), êàòàëèçèðóþùèé
äèñìóòàöèþ ñóïåðîêñèäíîãî ðàäèêàëà â êèñëîðîä è
ïåðîêñèä âîäîðîäà [3]. Â çàùèòå îðãàíèçìà îò
ÀÔÊ ó÷àñòâóþò òàêæå ïåðîêñèäàçû è êàòàëàçà. Êà-
òàëàçà êàòàëèçèðóåò ïðîöåññ îêèñëåíèÿ ïåðîêñèäà
äî âîäû è ìîëåêóëÿðíîãî êèñëîðîäà. Ýòî îäèí èç
íàèáîëåå ýôôåêòèâíûõ êîìïîíåíòîâ êëåòêè, óñòðà-
íÿþùèõ ïîñëåäñòâèÿ òîêñè÷íîãî âîçäåéñòâèÿ ïåðîê-
ñèäà âîäîðîäà [4]. Èñïîëüçîâàíèå àíòèîêñèäàíòíûõ
ôåðìåíòîâ â ëå÷åíèè ìíîãèõ çàáîëåâàíèé, â òîì
÷èñëå íåéðîäåãåíåðàòèâíûõ, âåñüìà ïåðñïåêòèâíî.
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Ïðèãîòîâëåíû íàíîðàçìåðíûå ÷àñòèöû ðàäèóñà 16±2 íì íà îñíîâå êîìïëåêñîâ è êîíúþãà-
òîâ âûñîêîàêòèâíûõ ñóïåðîêñèääèñìóòàçû è êàòàëàçû ñ ïîëèýëåêòðîëèòîì áëîêñîïîëèìå-
ðîì ïîëèýòèëåíèìèí-ïîëèýòèëåíãëèêîëü, à òàêæå áèôåðìåíòíûå ñèñòåìû íà èõ îñíîâå.
Ìåòîäîì âðåìÿïðîëåòíîé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè äîêàçàíî íàëîæåíèå õèìè÷åñêèõ ñøèâîê ñ
îáðàçîâàíèåì íàíî÷àñòèö, âêëþ÷àþùèõ â ñåáÿ ìîëåêóëû ôåðìåíòà è áëîêñîïîëèìåðà. Âû-
ÿâëåíî ñóùåñòâåííîå (äî ÷åòûðåõ ðàç) ïîâûøåíèå ñòàáèëüíîñòè ôåðìåíòîâ â ñîñòàâå íàíî-
÷àñòèö â óñëîâèÿõ ïðîòåîëèçà ïîä äåéñòâèåì õèìîòðèïñèíà è òðèïñèíà â òå÷åíèå 3 ÷ ïðè
37°Ñ. Ñîäåðæàùèå ôåðìåíòû-àíòèîêñèäàíòû íàíî÷àñòèöû ïðåäñòàâëÿþòñÿ ïåðñïåêòèâ-
íûìè äëÿ ïðåîäîëåíèÿ ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêîãî áàðüåðà è äîñòàâêè ëåêàðñòâåííûõ âåùåñòâ
â öåíòðàëüíóþ íåðâíóþ ñèñòåìó.

Êëþ÷åâûå ñëîâà: àíòèîêñèäàíòíûå ôåðìåíòû, áèôåðìåíòíàÿ ñèñòåìà ñóïåðîê-
ñèääèñìóòàçà è êàòàëàçà, íàíî÷àñòèöû, íåéðîäåãåíåðàòèâíûå çàáîëåâàíèÿ, ïîëè-
ýëåêòðîëèòû, ñòàáèëèçàöèÿ ôåðìåíòîâ.

Îäíàêî íà ïðàêòèêå íåîáõîäèìî èñïîëüçîâàòü íå
íàòèâíûå ôåðìåíòû, à èõ ìîäèôèöèðîâàííûå ôîð-
ìû ñ öåëüþ óëó÷øåíèÿ òàêèõ ñâîéñòâ, êàê ñòàáèëü-
íîñòü, óñòîé÷èâîñòü ê ïðîòåîëèçó è ò.ä. Êðîìå
òîãî, â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ ïðåïàðàòîâ ïðè òåðà-
ïèè çàáîëåâàíèé öåíòðàëüíîé íåðâíîé ñèñòåìû âîç-
íèêàåò ïðîáëåìà ïðåîäîëåíèÿ ÷àñòèöàìè ëåêàðñòâà
ãåìàòîýíöåôàëè÷åñêîãî áàðüåðà. Â äàííîé ðàáîòå
ïðåäëîæåíî èñïîëüçîâàòü êîìïëåêñû è êîíúþãàòû
ÑÎÄ è êàòàëàçû ñ ïîëèýëåêòðîëèòàìè, à òàêæå áè-
ôåðìåíòíûå ñèñòåìû ñ ïîñëåäîâàòåëüíî ðàáîòàþ-
ùèìè ôåðìåíòàìè. Ðàíåå íà in vitro ìîäåëè áîëåç-
íè Ïàðêèíñîíà áûëà ïîêàçàíà ýôôåêòèâíîñòü èñ-
ïîëüçîâàíèÿ êîìïëåêñîâ êàòàëàçû ñ ïîëèýëåêòðîëè-
òàìè äëÿ ñíèæåíèÿ òîêñè÷íîãî äåéñòâèÿ ÀÔÊ íà
íåðâíûå êëåòêè [5–7]. Ïîäîáíûå áëîê-ñîïîëèìåðû
èñïîëüçîâàëè äëÿ ïîëó÷åíèÿ êîìïëåêñîâ êàòàëàçû
[6], à òàêæå â êà÷åñòâå íîñèòåëÿ äëÿ äîñòàâêè îëè-
ãîíóêëåîòèäîâ [8, 9]. Èçâåñòíî, ÷òî ñàì ïî ñåáå ïî-
ëèýòèëåíèìèí – òîêñè÷íîå âåùåñòâî, è ýòîò ôàêò
ìîã áû ïðèâåñòè ê îãðàíè÷åíèþ ïðèìåíåíèÿ ïîëó-
÷åííûõ íàíî÷àñòèö â ìåäèöèíñêèõ öåëÿõ. Îäíàêî â



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

êîíúþãàòàõ îí ñøèò ñ àìèíîãðóïïàìè áåëêîâ, êðî-
ìå òîãî, ïðåäïîëàãàåìûå íàíî÷àñòèöû ïîêðûòû
«õâîñòàìè» èç áëîêîâ ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ, íèâåëèðó-
þùèìè âîçìîæíîå òîêñè÷íîå äåéñòâèå ïîëèýòèëå-
íèìèíà. Â ëèòåðàòóðå ïðàêòè÷åñêè íåò ñâåäåíèé î
ìåòîäàõ ïîëó÷åíèÿ òàêèõ ÷àñòèö è îá èõ ñâîé-
ñòâàõ. Çàäà÷à, ñòîÿùàÿ ïåðåä íàìè çàêëþ÷àëàñü â
òîì, ÷òîáû ïîäîáðàòü îïòèìàëüíûå ðåàãåíòû è óñ-
ëîâèÿ ïîëó÷åíèÿ íàíî÷àñòèö àíòèîêñèäàíòíûõ ôåð-
ìåíòîâ ÑÎÄ è êàòàëàçû, à òàêæå õàðàêòåðèçîâàòü
ôèçèêî-õèìè÷åñêèå ñâîéñòâà ýòèõ ñèñòåì.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Èñïîëüçóåìûå õèìè÷åñêèå ðåàêòèâû

Â ðàáîòå ìû èñïîëüçîâàëè íàòðèé-ôîñôàòíûé áó-
ôåð (10 ìÌ NaH2PO4–Na2HPO4; 145 ìÌ NaCl;
pH 7,4) (ÍÔÁ) è êàëèé-ôîñôàòíûé áóôåð (50 ìÌ
K2HPO4; pH 7,4) (ÊÔÁ). Áèôóíêöèîíàëüíûå ñøèâà-
þùèå ðåàãåíòû: 25%-é âîäíûé ðàñòâîð ãëóòàðîâîãî
àëüäåãèäà (ÃÀ) («Fluka», ÑØÀ) è áèñ(ñóëüôî-
ñóêöèìèíèäèë) ñóáåðàò íàòðèÿ (BS3) («Sigma»,
ÑØÀ), áîðãèäðèä íàòðèÿ (NaBH4) è öèàíáîðãèäðèä
íàòðèÿ (NaBH3CN) («Sigma», ÑØÀ). Êîììåð÷åñêèé
ïðåïàðàò ïîëèýòèëåíèìèí-ïîëèýòèëåíãëèêîëü (ÏÝÈ-
ÏÝÃ) ôèðìû «Alamanda Polymers» (ÑØÀ) ñ ìîëå-
êóëÿðíîé ìàññîé 12 êÄà. Áëîê ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ –
ëèíåéíûé, ðåãóëÿðíûé; áëîê ïîëèýòèëåíèìèíà – ðàç-
âåòâëåííûé. Íà îäíó ìîëåêóëó ïðèõîäèòñÿ 48 ïåð-
âè÷íûõ àìèíîãðóïï. Ñóïåðîêñèääèñìóòàçà  («Ðåê-
ñîä», Ðîññèÿ), ëèîôèëèçîâàííûé ïðåïàðàò, ÷åëîâå-
÷åñêèé ðåêîìáèíàíòíûé. Êàòàëàçà èç áû÷üåé ïå÷å-
íè («Sigma», ÑØÀ).

Ïîëó÷åíèå êîìïëåêñîâ ôåðìåíòîâ
ñ ïîëèýëåêòðîëèòîì

Ïðè ïîëó÷åíèè êîìïëåêñîâ êàòàëàçû è ÑÎÄ ñ
ÏÝÈ-ÏÝÃ íàâåñêó ôåðìåíòà (1–8 ìã) ðàñòâîðÿëè â
0,5 èëè 1 ìë ÍÔÁ èëè ÊÔÁ, çàòåì äîáàâëÿëè ïðè
êîìíàòíîé òåìïåðàòóðå ðàññ÷èòàííûå íàâåñêè ÏÝÈ-
ÏÝÃ (1–10 ìã). Â ðåçóëüòàòå ïîëó÷àëè êîìïëåêñû
êàòàëàçû è ÑÎÄ ñ ÏÝÈ-ÏÝÃ (ñîîòíîøåíèå ïî çàðÿ-
äàì áåëîê:ïîëèìåð ñîñòàâëÿëî 1:1). Îòíîøåíèÿ ðàñ-
ñ÷èòûâàëè ïî êîëè÷åñòâó çàðÿäîâ íà ìîëåêóëàõ áåë-
êà è ïîëèìåðà ïðè pH 7,4.

Êîâàëåíòíîå ñâÿçûâàíèå ôåðìåíòîâ
ñ ïîëèýëåêòðîëèòîì

Äëÿ ñøèâàíèÿ êîìïëåêñîâ êàòàëàçû èëè ÑÎÄ ñ
ÏÝÈ-ÏÝÃ ïî àìèíîãðóïïàì ñ ïîìîùüþ BS3 ê 1 ìë

ðàñòâîðà êîìïëåêñîâ (ÍÔÁ èëè ÊÔÁ) äîáàâëÿëè
6 ìã ðåàãåíòà è èíêóáèðîâàëè ðåàêöèîííóþ ñìåñü â
òå÷åíèå 20 ÷ ïðè 4°Ñ. Ïðè ñøèâàíèè ãëóòàðîâûì
àëüäåãèäîì (ÃÀ) êîìïëåêñîâ êàòàëàçû è ÑÎÄ ñ
ÏÝÈ-ÏÝÃ ê ðàñòâîðó êîìïëåêñîâ äîáàâëÿëè 1000-
êðàòíûé èçáûòîê ÃÀ (3–6 ìêë 25%-ãî ðàñòâîðà).
Ïðè èñïîëüçîâàíèè áîðãèäðèäà íàòðèÿ â êà÷åñòâå
âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà ðåàêöèîííóþ ñìåñü èí-
êóáèðîâàëè â òå÷åíèå 18–24 ÷ ïðè 4°Ñ, çàòåì äî-
áàâëÿëè 0,5–1,0 ìã áîðãèäðèäà íàòðèÿ NaBH4 è âû-
äåðæèâàëè â òå÷åíèå 10–20 ìèí ïðè êîìíàòíîé
òåìïåðàòóðå. Â ñëó÷àå èñïîëüçîâàíèÿ öèàíáîðãèä-
ðèäà â êà÷åñòâå âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà èìèí-
íûõ ñâÿçåé  ÷åðåç 10–15 ìèí ïîñëå ââåäåíèÿ ÃÀ
äîáàâëÿëè 1 ìã ðåàãåíòà NaBH3CN, ïåðåìåøèâàëè
è èíêóáèðîâàëè ðåàêöèîííóþ ñìåñü â òå÷åíèå 20 ÷
ïðè 4°Ñ. Ðåàêöèþ îñòàíàâëèâàëè ãåëü-ôèëüòðàöèåé
ïîëó÷åííûõ ðàñòâîðîâ íà Sephadex G-25 (êîëîíêè
NAP «GE Healthcare», ÑØÀ).

Ïî îòðàáîòàííîé ìåòîäèêå ïîëó÷åíèÿ íàíî÷àñ-
òèö, ñîäåðæàùèõ êàòàëàçó, ìû òàêæå ïîëó÷èëè è
îõàðàêòåðèçîâàëè áèôåðìåíòíûå êîíúþãàòû êàòàëà-
çà–ÑÎÄ, ãäå êîíöåíòðàöèÿ ÑÎÄ ñîñòàâëÿëà 2,5×10–4

Ì, êàòàëàçû – 8×10–6 Ì. Ñîîòíîøåíèå áåëîê:ïîëè-
ìåð, ðàññ÷èòàííîå ïî ñóììàðíîìó îòðèöàòåëüíîìó
çàðÿäó íà êàòàëàçå è ÑÎÄ, ñîñòàâëÿëî 1:1. Îáðàçöû
áûëè ïðèãîòîâëåíû â ÍÔÁ ïðè           pH 7,4.
Äëÿ èõ êîíúþãèðîâàíèÿ èñïîëüçîâàëè ÃÀ è áîðãèä-
ðèä íàòðèÿ â êà÷åñòâå âîññòàíîâèòåëÿ.

Îïðåäåëåíèå êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè
êàòàëàçû

Çà àêòèâíîñòüþ íåìîäèôèöèðîâàííîé êàòàëàçû è
ôåðìåíòà â ñîñòàâå êîíúþãàòîâ ñëåäèëè ïî ðàçëî-
æåíèþ ïåðîêñèäà âîäîðîäà. Â òèïè÷íîì ýêñïåðè-
ìåíòå â êâàðöåâóþ êþâåòó âíîñèëè 1 ìë ÍÔÁ
(pH 7,4); 10 ìêë 0,735 Ì H2O2 è 2–6 ìêë 2×10–9–
2×10–8 Ì ðàñòâîðà êàòàëàçû, èçìåíåíèå ïîãëîùåíèÿ
ñóáñòðàòà ðåãèñòðèðîâàëè ñïåêòðîôîòîìåòðè÷åñêè
(äëèíà âîëíû 240 íì, Ò = 25°Ñ).

Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè òðèïñèíà

Çà àêòèâíîñòüþ òðèïñèíà ñëåäèëè ïî ðåàêöèè
ãèäðîëèçà ýòèëîâîãî ýôèðà N-áåíçîèë-L-àðãèíèíà
(ÁÀÝÝ). Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè â ÍÔÁ ñ pH 7,4 â êþ-
âåòå íà 1 ìë, êîíöåíòðàöèÿ ñóáñòðàòà ñîñòàâëÿëà
10–4 Ì, êîíöåíòðàöèÿ òðèïñèíà – 10–7 Ì. Êèíåòè-
÷åñêèå èçìåðåíèÿ ãèäðîëèçà ÁÀÝÝ ïðîâîäèëè ïðè
äëèíå âîëíû 255 íì. Àêòèâíîñòü ôåðìåíòà ðàññ÷è-
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òûâàëè ïî òàíãåíñó óãëà íàêëîíà ëèíåéíîé ÷àñòè
êðèâîé íàêîïëåíèÿ ïðîäóêòà.

Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ααααα-õèìîòðèïñèíà

Êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü α-õèìîòðèïñèíà îï-
ðåäåëÿëè ïî íà÷àëüíîé ñêîðîñòè ãèäðîëèçà ñïåöèôè-
÷åñêîãî ñóáñòðàòà – ï-íèòðîàíèëèäà N-áåíçîèë-L-
òèðîçèíà. Ðåàêöèþ ãèäðîëèçà ïðîâîäèëè â ÍÔÁ ñ
pH 7,4, êîíöåíòðàöèÿ ñóáñòðàòà ñîñòàâëÿëà 10–6 Ì,
êîíöåíòðàöèÿ ôåðìåíòà – 10–7 Ì. Çà êèíåòèêîé ðå-
àêöèè ñëåäèëè ïî èçìåíåíèþ îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè
ïðè äëèíå âîëíû ïîãëîùåíèÿ ïðîäóêòà 380 íì.

Îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ñóïåðîêñèääèñìóòàçû

Êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü ÑÎÄ â íåìîäèôèöè-
ðîâàííîì ñîñòîÿíèè è â ñîñòàâå êîíúþãàòîâ õàðàê-
òåðèçîâàëè ïî èíãèáèðîâàíèþ åþ ðåàêöèè âîññòà-
íîâëåíèÿ òåòðàçîëèåâîãî íèòðîñèíåãî (ÍÑÒ) äî
ôîðìàçàíà ñóïåðîêñèäíûìè ðàäèêàëàìè [10]. Ñóïå-
ðîêñèäíûå ðàäèêàëû â ñèñòåìå ãåíåðèðîâàëèñü ôî-
òîõèìè÷åñêèì ñïîñîáîì – äåéñòâèåì óëüòðàôèîëå-
òîâîãî îáëó÷åíèÿ íà ðèáîôëàâèí. Ðåàêöèîííàÿ
ñìåñü ñîäåðæàëà 1,45 ìë áóôåðà (50 ìÌ K2HPO4;
0,1 ìÌ ÝÄÒÀ; 0,25% Triton X-100; pH 7,8), 50 ìêë
ðàñòâîðà ðèáîôëàâèíà (60 ìêÌ), 7 ìêë ðàñòâîðà
ÍÑÒ (12 ìÌ) è àëèêâîòó ÑÎÄ. Ðåàêöèîííóþ ñìåñü
èíêóáèðîâàëè 3 ìèí ïîä óëüòðàôèîëåòîâûì îáëó÷å-
íèåì (ìîùíîñòü ëàìïû 50 Âò, ðàññòîÿíèå îò èñòî÷-
íèêà îáëó÷åíèÿ äî ðåàêöèîííîé ñìåñè 30 ñì), ðåãè-
ñòðèðîâàëè âåëè÷èíó îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè ïðè äëè-
íå âîëíû 405 íì (îòâå÷àåò ìàêñèìóìó ïîãëîùåíèÿ
ïðîäóêòà îêèñëåíèÿ ÍÑÒ). Ðàññ÷èòûâàëè îòíîøåíèå
çíà÷åíèé îïòè÷åñêîé ïëîòíîñòè â ïðîáàõ, ñîäåðæà-
ùèõ ÑÎÄ, ê êîíòðîëüíûì (áåç ôåðìåíòà) è ñòðîèëè
ãðàôèê çàâèñèìîñòè ñòåïåíè èíãèáèðîâàíèÿ îò êîí-
öåíòðàöèè ÑÎÄ. Ðàçâåäåíèå ïðåïàðàòà, âûçûâàþùåå
èíãèáèðîâàíèå ðåàêöèè âîññòàíîâëåíèÿ ÍÑÒ íà 50%,
ïðèíèìàëè çà åäèíèöó (ÅÄ) àêòèâíîñòè ôåðìåíòà.

Â ðàáîòå òàêæå èñïîëüçîâàëè àëüòåðíàòèâíûé
ìåòîä íåçàâèñèìîãî îïðåäåëåíèÿ ñïåöèôè÷åñêîé
ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè ÑÎÄ ïî èíãèáèðîâàíèþ
ñóïåðîêñèääèñìóòàçîé ðåàêöèè îêèñëåíèÿ ëþìèíî-
ëà. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ ñòåïåíè èíãèáèðîâàíèÿ ðåàêöèè
èçìåðåíèÿ ïðîâîäèëè ïðè òðåõ çíà÷åíèÿõ êîíöåíòðà-
öèè ÑÎÄ â äèàïàçîíå îò 5,5×10–8 äî 2×10–10 Ì.
Ëþìèíîë èñïîëüçîâàëè â êîíöåíòðàöèè 3,32×10–4 Ì
â 50 ìÌ áèêàðáîíàòíîì áóôåðíîì ðàñòâîðå (ðÍ
10,2) â ïðèñóòñòâèè êñàíòèíà (7,7×10–5 Ì), êîíöåíò-
ðàöèÿ Òðèëîíà Á ñîñòàâëÿëà 1×10–4 Ì. Ðåàêöèþ

èíèöèèðîâàëè äîáàâëåíèåì ðàñòâîðà êñàíòèíîêñèäà-
çû (1×10–3 Ì). Õåìèëþìèíåñöåíòíûé àíàëèç ïðîâî-
äèëè íà ëþìèíîìåòðå «Femtomaster FB12» («Zylux
corporation», ÑØÀ). Õåìèëþìèíåñöåíòíûé ñèãíàë
ðåãèñòðèðîâàëè â êîíòðîëüíûõ è îïûòíûõ ïðîáàõ â
òå÷åíèå 1 ìèí. Ïî ðàçíîñòè òàíãåíñîâ óãëà íàêëîíà
íà÷àëüíîãî ó÷àñòêà êèíåòè÷åñêèõ êðèâûõ êîíò-
ðîëüíûõ è îïûòíûõ îáðàçöîâ èëè ïî ðàçíîñòè ñâåòî-
ñóìì õåìèëþìèíåñöåíòíîãî ñèãíàëà â ñîîòâåòñòâó-
þùèõ îáðàçöàõ îïðåäåëÿëè âåëè÷èíó ïðîöåíòà èíãè-
áèðîâàíèÿ ðåàêöèè. Çà åäèíèöó àêòèâíîñòè ïðèíèìà-
ëè òàêîå êîëè÷åñòâî ôåðìåíòà â 1 ìë ðåàêöèîííîé
ñìåñè, êîòîðîå âûçûâàåò èíãèáèðîâàíèå ðåàêöèè
îêèñëåíèÿ ëþìèíîëà íà 50% â òå÷åíèå     1 ìèí
ïðè ðÍ 10,2 è òåìïåðàòóðå (22–23)°Ñ.

Ãåëüýëåêòðîôîðåç â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ

Ýëåêòðîôîðåç ïðîâîäèëè â 7%-ì ïîëèàêðèëàìèä-
íîì ãåëå â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ â ïðèñóò-
ñòâèè äîäåöèëñóëüôàòà íàòðèÿ ïî ìåòîäó Ëýìëè
[11]. Äëÿ âèçóàëèçàöèè ïîëîñ áåëêà ãåëü íà 20–
30 ìèí ïîìåùàëè â ðàñòâîð äëÿ îêðàøèâàíèÿ (Êó-
ìàñè R-250).

Îïðåäåëåíèå ðàçìåðîâ íàíî÷àñòèö

Ðàçìåð ÷àñòèö îïðåäåëÿëè ìåòîäîì äèíàìè-
÷åñêîãî ñâåòîðàññåÿíèÿ íà óñòàíîâêå «ALV-CGS-
5022F» (Ãåðìàíèÿ). Ïåðåä ïðîâåäåíèåì èçìåðå-
íèé ðàñòâîðû àíàëèçèðóåìûõ îáðàçöîâ ôèëüòðîâà-
ëè ÷åðåç ìåìáðàííûé ôèëüòð (0,45 ìêì)
«Corning», Ãåðìàíèÿ. Îïðåäåëÿëè ñðåäíèé ãèäðî-
äèíàìè÷åñêèé ðàäèóñ ÷àñòèö è îöåíèâàëè ïîëè-
äèñïåðñíîñòü ñèñòåìû.

Èçìåðåíèå óñòîé÷èâîñòè ê ïðîòåîëèçó

Äëÿ êàæäîãî ýêñïåðèìåíòà ãîòîâèëè ðàñòâîð
ôåðìåíòîâ îáúåìîì 10 ìë â ÍÔÁ (pH 7,4), ñîäåð-
æàùèé ïðîòåàçó (òðèïñèí èëè α-õèìîòðèïñèí â êîí-
öåíòðàöèè 10–6 Ì) è èçó÷àåìûé ôåðìåíò, êàê íåìî-
äèôèöèðîâàííûé, òàê è â ñîñòàâå êîíúþãàòà. Ñðàçó
ïîñëå ñìåøèâàíèÿ ðåàãåíòîâ îïðåäåëÿëè àêòèâíîñòü
ïðîòåàçû è èññëåäóåìîãî ôåðìåíòà, çàòåì èçìåðÿ-
ëè àêòèâíîñòü ïîñëå òðåõ÷àñîâîé èíêóáàöèè ðàñòâî-
ðîâ ôåðìåíòîâ ïðè 37°Ñ â òåðìîñòàòèðóåìîì øêà-
ôó. Íàõîäèëè îòíîøåíèå ýòèõ çíà÷åíèé àêòèâíîñòè,
çàòåì ðàññ÷èòûâàëè îñòàòî÷íóþ àêòèâíîñòü.

Ðåçóëüòàòû è èõ îáñóæäåíèå

Â êà÷åñòâå íîñèòåëÿ äëÿ îáðàçîâàíèÿ êîìïëåêñîâ
ñ êàòàëàçîé è ÑÎÄ è ïîñëåäóþùåé èõ êîâàëåíòíîé
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ñøèâêè ìû âûáðàëè áëîê-ñîïîëèìåð ïîëèýòèëåíè-
ìèíà ñ ïîëèýòèëåíãëèêîëåì (ÏÝÈ-ÏÝÃ). Çíà÷åíèå
pH 7,4 ñîîòâåòñòâóåò îïòèìóìó àêòèâíîñòè êàòàëà-
çû è ñóïåðîêñèääèñìóòàçû. Ïðè äàííîì çíà÷åíèè
pH ìîëåêóëû ôåðìåíòà çàðÿæåíû îòðèöàòåëüíî, à
ïîëèìåð – ïîëîæèòåëüíî. Â êà÷åñòâå ñøèâàþùåãî
ðåàãåíòà áûëè âûáðàíû áèôóíêöèîíàëüíûå ñøèâàþ-
ùèå ðåàãåíòû – áèñ(ñóëüôîñóêöèíèìèäèë) ñóáåðàò
(BS3) è ãëóòàðîâûé äèàëüäåãèä (ÃÀ). Ïîñëåäíèé ïðè
íåéòðàëüíûõ è ñëàáîùåëî÷íûõ óñëîâèÿõ ðåàãèðóåò
ñ àìèíîãðóïïàìè, îáðàçóÿ àçîìåòèíîâûå ñâÿçè
(øèôôîâû îñíîâàíèÿ). Ðåàêöèÿ îáðàçîâàíèÿ îñíîâà-
íèé Øèôôà îáðàòèìàÿ, ïîýòîìó àçîìåòèíîâûå ñâÿ-
çè âîññòàíàâëèâàþò. Â äàííîé ðàáîòå â êà÷åñòâå
âîññòàíîâèòåëÿ ìû èñïîëüçîâàëè áîðãèäðèä íàòðèÿ
è öèàíáîðãèäðèä íàòðèÿ. Êàê âèäíî èç äàííûõ ýëåê-
òðîôîðåçà â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ (ðèñ. 1), îá-
ðàçîâàíèÿ êîíúþãàòîâ â ïðèñóòñòâèè öèàíáîðãèäðè-
äà íàòðèÿ íå ïðîèñõîäèò, èñïîëüçîâàíèå äðóãèõ ðåà-
ãåíòîâ ïðèâîäèò ê ïîëó÷åíèþ ïîëîñ áîëåå âûñîêîé
ìîëåêóëÿðíîé ìàññû, ÷åì äëÿ íåìîäèôèöèðîâàííîãî
ôåðìåíòà (ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà ìîíîìåðà 60 êÄà).
Êðîìå òîãî, â ïðèñóòñòâèè öèàíáîðãèäðèäà íàòðèÿ
íàáëþäàåòñÿ ñóùåñòâåííîå ñíèæåíèå àêòèâíîñòè
ôåðìåíòîâ. Ïîýòîìó â äàëüíåéøèõ ýêñïåðèìåíòàõ
áûëè èñïîëüçîâàíû BS3 è ÃÀ–NaBH4. Êàê âèäíî íà
ðèñ. 1, ïðè èñïîëüçîâàíèè BS3 îáðàçóþòñÿ äâå
ôðàêöèè ÷àñòèö, à ìîëåêóëÿðíàÿ ìàññà îáðàçöîâ 3 è

5, ïîëó÷åííûõ ïðè ñøèâàíèè ñ ïîìîùüþ ÃÀ–
NaBH4, íàõîäèòñÿ â îáëàñòè 500 êÄà. Ýòî ãîâîðèò
î òîì, ÷òî êîíúþãàòû â ñâîåì ñîñòàâå ìîãóò ñî-
äåðæàòü äâå ìîëåêóëû ôåðìåíòà. Èçó÷åíèå ñâîéñòâ
êîìïëåêñîâ è êîíúþãàòîâ, ïðèãîòîâëåííûõ â ðàçíûõ
áóôåðíûõ ñèñòåìàõ (ÍÔÁ, ÊÔÁ) ïðè pH 7,4, íå âû-
ÿâèëî âëèÿíèÿ êàòèîíà è èîííîé ñèëû â èññëåäóå-
ìîì äèàïàçîíå íà ïàðàìåòðû ïîëó÷àåìûõ àãðåãà-
òîâ êàòàëàçà–ÑÎÄ–ÏÝÈ-ÏÝÃ.

Ñõåìó ïîëó÷åíèÿ íàíî÷àñòèö, ñîäåðæàùèõ êàòà-
ëàçó è ñóïåðîêñèääèñìóòàçó, ìîæíî ïðåäñòàâèòü
ñëåäóþùèì îáðàçîì: îáðàçîâàíèå êîìïëåêñîâ ôåð-
ìåíò–ïîëèýëåêòðîëèò â âîäíîì ðàñòâîðå çà ñ÷åò
ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ âçàèìîäåéñòâèé, à çàòåì ïîñëå-
äóþùàÿ èõ êîâàëåíòíàÿ ñøèâêà. Ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî ïðè òàêîì ñïîñîáå ïîëó÷åíèÿ êîíúþãàòîâ
êàæäàÿ ìîëåêóëà ôåðìåíòà îêðóæåíà «øóáîé» èç
ìîëåêóë ïîëèýëåêòðîëèòà, êîòîðûå óäåðæèâàþòñÿ çà
ñ÷åò ýëåêòðîñòàòè÷åñêèõ âçàèìîäåéñòâèé. Òàêèì
îáðàçîì, ïîëó÷àåìûå íàíî÷àñòèöû ñîäåðæàò ìîëå-
êóëû àêòèâíîãî âåùåñòâà (ôåðìåíòà), îêðóæåííûå
îáîëî÷êîé èç õèìè÷åñêè èíåðòíîãî ïîëèìåðà, êîòî-
ðûé «çàùèùàåò» ôåðìåíò îò äåéñòâèÿ ïðîòåàç è
äðóãèõ âîçìîæíûõ íåãàòèâíûõ ôàêòîðîâ.

Âàæíûå ïàðàìåòðû ïîëó÷åííûõ ÷àñòèö – ðàçìåð
è ïîëèäèñïåðñíîñòü, îíè êîñâåííî õàðàêòåðèçóþò
ýôôåêòèâíîñòü ñøèâêè êîíúþãàòîâ. Ðàçìåðû ÷àñòèö
îïðåäåëÿëè ìåòîäîì äèíàìè÷åñêîãî ñâåòîðàññåÿ-
íèÿ. Êàê âèäíî íà ðèñ. 2, â ïîëó÷åííîì ïîëèôåð-
ìåíòíîì îáðàçöå ÑÎÄ–êàòàëàçà–ÏÝÈ-ÏÝÃ íàáëþ-
äàåòñÿ óçêîå ðàñïðåäåëåíèå ïîëó÷åííûõ ÷àñòèö ïî
ðàçìåðàì, è ñðåäíèé ðàäèóñ ñîñòàâëÿåò 16–18 íì,
÷òî â òðè ðàçà ïðåâûøàåò ðàçìåðû ìîëåêóë ñâî-

Ðèñ. 1. SDS-ýëåêòðîôîðåç â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ïîëó÷åííûõ
êîíúþãàòîâ êàòàëàçû ñ ÏÝÈ-ÏÝÃ: 1 – êàòàëàçà (4 ìã/ìë)–ÏÝÈ-
ÏÝÃ(1:1)–ÃÀ–NaBH4, 2 – êàòàëàçà (4 ìã/ìë)–ÏÝÈ-ÏÝÃ(1:1)–ÃÀ–
NaBH3CN, 3 – êàòàëàçà (2 ìã/ìë)/ÏÝÈ-ÏÝÃ(1:1)–ÃÀ–NaBH4,
4 – êàòàëàçà (2 ìã/ìë)–ÏÝÈ-ÏÝÃ(1:1)–ÃÀ–NaBH3CN, 5 – êàòàëàçà
(4 ìã/ìë)–ÏÝÈ-ÏÝÃ(1:1)–BS3, Ê – íåìîäèôèöèðîâàííàÿ êàòàëàçà,

Ì – ìàðêåðû

Ðèñ. 2. Ðàñïðåäåëåíèå ÷àñòèö ïî ðàçìåðàì â ñèñòåìå êàòàëà-
çà–ÑÎÄ–ÏÝÈ-ÏÝÃ–ÃÀ–NaBH4, (ÍÔÁ pH 7,4), θ = 90î
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áîäíîé êàòàëàçû è â øåñòü ðàç ðàçìåðû ÑÎÄ. Ðàç-
ìåðû äðóãèõ ïîëó÷åííûõ íàíî÷àñòèö ïðèâåäåíû â
òàáëèöå.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî äàííûõ ïî ãåëüýëåêòðîôî-
ðåçó è îïðåäåëåíèþ ãèäðîäèíàìè÷åñêîãî ðàäèóñà
íåäîñòàòî÷íî äëÿ òîãî, ÷òîáû äåëàòü îäíîçíà÷íûå
âûâîäû î ïîëó÷åíèè íàíî÷àñòèö, ñîäåðæàùèõ áåë-
êè, ñâÿçàííûå ñ ïîëèýëåêòðîëèòîì ÏÝÈ-ÏÝÃ. Ïîëó-
÷åííûå îáðàçöû êîíúþãàòîâ ìû èññëåäîâàëè ñ ïî-

ìîùüþ âðåìÿïðîëåòíîé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ñ
èîíèçàöèåé èç ìàòðèöû MALDI-TOF. Íà ðèñ. 3, ãäå
ïðåäñòàâëåíû ïðåäâàðèòåëüíûå äàííûå ïî ïðåïàðà-
òó ÑÎÄ–ÏÝÈ-ÏÝÃ–BS3, âèäíî, ÷òî èìåþòñÿ ôðàê-
öèè ñ ìîëåêóëÿðíûìè ìàññàìè, îòëè÷íûìè îò ìî-
ëåêóëÿðíûõ ìàññ ìîíîìåðà è äèìåðà èñõîäíîé ÑÎÄ
(15712 è 31424 Äà ñîîòâåòñòâåííî). Äëÿ èäåíòèôè-
êàöèè ïðèðîäû êîíúþãàòîâ è ôðàãìåíòîâ, ñ êîòîðû-
ìè ñâÿçûâàåòñÿ ëèíêåð, áûë ïðîâåäåí ãèäðîëèç

Ðèñ. 3. Ðåçóëüòàòû âðåìÿïðîëåòíîé ìàññ-ñïåêòðîìåòðèè ñ èîíèçàöèåé èç ìàòðèöû MALDI-TOF äëÿ êîíúþãàòîâ ñîñòàâà
ÑÎÄ–ÏÝÈ-ÏÝÃ, ïîëó÷åííûì ïðè ñøèâàíèè ñ ïîìîùüþ BS3

Ñðåäíèé ðàäèóñ êîíúþãàòîâ êàòàëàçà–ÑÎÄ–ÏÝÈ-ÏÝÃ è ìîëåêóë íåìîäèôèöèðîâàííûõ ôåðìåíòîâ

Ñîñòàâ êîíúþãàòîâ  Ñîîòíîøåíèå 
áåëîê:ïîëèìåð 
ïî çàðÿäàì 

Ñøèâàþùèé 
àãåíò 

Ñðåäíèé 
ãèäðîäèíàìè÷åñêèé 
ðàäèóñ (Rh), íì 

Êàòàëàçà (2 ìã/ìë)–ÏÝÈ-ÏÝÃ  1:1 ÃÀ/NaBH4 16±2 

Êàòàëàçà (2 ìã/ìë)–ÏÝÈ-ÏÝÃ  1:1 BS3 5±1 

   14±2 

ÑÎÄ (8 ìã/ìë)–ÏÝÈ-ÏÝÃ 1:1 ÃÀ/NaBH4 16±2 

Êàòàëàçà (2 ìã/ìë)–ÑÎÄ (8 ìã/ìë)/ÏÝÈ-ÏÝÃ  1:1 ÃÀ/NaBH4 17±2 

Êàòàëàçà (6–8 ìã/ìë)–ÏÝÈ-ÏÝÃ 1:1 ÃÀ/NaBH4 17±2 

Íåìîäèôèöèðîâàííàÿ êàòàëàçà – – 5±1 

Íåìîäèôèöèðîâàííàÿ ÑÎÄ – – 2±1 
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âñåõ ôðàêöèé áåëêà òðèïñèíîì â ãåëå. Ïî ðåçóëüòà-
òàì ýëåêòðîôîðåçà â äåíàòóðèðóþùèõ óñëîâèÿõ
(ðèñ. 4) óñòàíîâëåíî, ÷òî ïðåïàðàò ìîäèôèöèðîâàí-
íîé ÑÎÄ ïðåäñòàâëÿåò ñîáîé ñìåñü ôðàêöèé ñ ìî-
ëåêóëÿðíîé ìàññîé îò 15 äî 250 êÄà. Â ñïåêòðàõ
òðèïñèíîâûõ ãèäðîëèçàòîâ F1 íå îáíàðóæåíî íè îä-
íîãî çíà÷åíèÿ ìàññû, õàðàêòåðèçóþùåãî ôðàãìåíòû
íàòèâíîé ÑÎÄ, â òî âðåìÿ êàê â ïåïòèäíûõ ñïåêò-
ðàõ ãèäðîëèçîâàííîé òðèïñèíîì â ãåëå ÑÎÄ ïðèñóò-
ñòâóþò ïî÷òè âñå îæèäàåìûå çíà÷åíèÿ (äàííûå íå
ïðèâåäåíû).

Ñàìîé ëåãêîé ôðàêöèè F1 ñîîòâåòñòâóåò ïèê ñ
m/z = 16427 Äà, ÷òî ïðåâûøàåò ìàññó èíòàêòíîãî
áåëêà (15712 Äà) íà 715 Äà. Ôðàêöèè F2 â ñïåêòðå
MALDI-TOF ñîîòâåòñòâóåò ïèê ñ ìàññîé 23700 Äà.
Ñóäÿ ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàññå, äàííàÿ ôðàêöèÿ ìî-
æåò ñîäåðæàòü êîíúþãàò ìîíîìåðà SOD (15 êÄà) è
îñòàòêà ïîëèèìèäà ÏÝÈ-ÏÝÃ (8 êÄà). Ôðàêöèè F3
(~30 êÄà) â ñïåêòðå MALDI-TOF ñîîòâåòñòâóåò
ïèê ñ ìàññîé 32788 Äà. Îíà ìîæåò ñîäåðæàòü êàê
äèìåð ÑÎÄ, òàê è ìîíîìåð ôåðìåíòà, ñâÿçàííûé ñ
äâóìÿ öåïÿìè ÏÝÈ-ÏÝÃ. Ôðàêöèè F4–F7 íå îòðà-
æåíû íà ìàññ-ñïåêòðàõ, ÷òî ìîæíî îáúÿñíèòü èõ
ïëîõîé èîíèçàöèåé âñëåäñòâèå ýêðàíèðîâàíèÿ îñòàò-

êàìè ïîëèýòèëåíãëèêîëÿ. Èõ ìàññû, îïðåäåëåííûå
ïî äëèíå ïðîáåãà â ãåëå, áëèçêè êàê ìàññàì êîíúþ-
ãàòîâ ÑÎÄ ñ íåñêîëüêèìè öåïÿìè ÏÝÈ-ÏÝÃ, òàê è
ìàññàì îëèãîìåðîâ ñàìîãî ôåðìåíòà.

Â ñïåêòðàõ ãèäðîëèçàòà F3 íàéäåíû ïèêè, ñîîò-
âåòñòâóþùèå ìàññàì, õàðàêòåðíûì äëÿ êîíúþãàòîâ
ïåïòèä–ëèíêåð–ïåïòèä. Îáíàðóæåíî íåñêîëüêî ïèêîâ,
ñîîòâåòñòâóþùèõ ìàññàì, õàðàêòåðíûì äëÿ êîíúþ-
ãàòîâ ïåïòèä–BS3 ñ ãèäðîëèçîâàííûì ëèíêåðîì.

Ïðè ïîëó÷åíèè êîâàëåíòíî-ñøèòûõ íàíî÷àñòèö,
ñîäåðæàùèõ ôåðìåíòû, âàæíî ñîõðàíèòü ôóíêöèè
ïðåïàðàòîâ ïîñëå õèìè÷åñêîé ìîäèôèêàöèè. Â õîäå
ðàáîòû ìû ïðîâîäèëè îöåíêó îñòàòî÷íîé àêòèâíî-
ñòè êàòàëàçû â êîìïëåêñàõ êàòàëàçà–ÏÝÈ-ÏÝÃ è
â ñîîòâåñòâóþùèõ êîíúþãàòàõ, à òàêæå àêòèâíîñòè
êàòàëàçû è ÑÎÄ â áèôåðìåíòíûõ êîíúþãàòàõ.Óñ-
òàíîâëåíî, ÷òî îáðàçîâàíèå íåêîâàëåíòíûõ êîìï-
ëåêñîâ êàòàëàçû è ÑÎÄ ñ ÏÝÈ-ÏÝÃ ïî îïèñàííîé
âûøå ìåòîäèêå íèêàê íå âëèÿåò íà àêòèâíîñòü
ôåðìåíòà – êàòàëàçà â íèõ ñîõðàíÿåò 100%-þ êà-
òàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü. Â îáðàçöàõ êîíúþãàòîâ,
ñøèòûõ àãåíòîì BS3, àêòèâíîñòü ôåðìåíòà ñîõðà-
íÿåòñÿ ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ, îäíàêî ïî ðåçóëüòà-
òàì ïðîâåäåííîãî SDS-ãåëüýëåêòðîôîðåçà ìîæíî
çàêëþ÷èòü, ÷òî íå âåñü ôåðìåíò îêàçàëñÿ ñøèòûì,
è â ñèñòåìå ïðèñóòñòâóþò ÷àñòèöû ðàçëè÷íîãî ñî-
ñòàâà, ïîýòîìó íåëüçÿ îäíîçíà÷íî ñóäèòü îá àêòèâ-
íîñòè êàòàëàçû â êîíúþãàòå. Ïðè èñïîëüçîâàíèè ÃÀ
â êà÷åñòâå ñøèâàþùåãî ðåàãåíòà è NaBH4 â êà÷å-
ñòâå âîññòàíàâëèâàþùåãî àãåíòà îñòàòî÷íàÿ àêòèâ-
íîñòü êàòàëàçû â íàíî÷àñòèöàõ ñîñòàâëÿåò îêîëî
80%. Ïî îòðàáîòàííîé ìåòîäèêå ïîëó÷åíèÿ íàíî÷à-
ñòèö, ñîäåðæàùèõ êàòàëàçó, áûëè ïîëó÷åíû è îõà-
ðàêòåðèçîâàíû íàíî÷àñòèöû, ñîäåðæàùèå ÑÎÄ, è
áèôåðìåíòíûå êîíúþãàòû êàòàëàçà–ÑÎÄ. Ïî äàí-
íûì îïðåäåëåíèÿ îñòàòî÷íîé àêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ
â ïîëó÷åííûõ êîíúþãàòàõ ñ ïîëèýëåêòðîëèòîì
ÏÝÈ-ÏÝÃ ïðè èñïîëüçîâàíèè ÃÀ â êà÷åñòâå ñøèâà-
þùåãî ðåàãåíòà è NaBH4 â êà÷åñòâå âîññòàíàâëè-
âàþùåãî àãåíòà, ÑÎÄ ïðè ìîäèôèêàöèè ñîõðàíÿåò
89% àêòèâíîñòè îò èñõîäíîé. Â ñîñòàâå áèôåðìåíò-
íîãî êîíúþãàòà ÑÎÄ ñîõðàíÿåò 70% àêòèâíîñòè, à
êàòàëàçà – 65%. Òàêèì îáðàçîì, â îáîèõ êîíúþãà-
òàõ óäàåòñÿ ñîõðàíèòü àêòèâíîñòü ôåðìåíòîâ íà
âûñîêîì óðîâíå. Ïðèâåäåííûå íà ðèñ. 5 çàâèñèìîñ-
òè ïîêàçûâàþò, ÷òî ïðèñóòñòâèå ÑÎÄ â ðàçíûõ êîí-
öåíòðàöèÿõ íå âëèÿåò íà îïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè
êàòàëàçû (ñêîðîñòü êàòàëèçèðóåìîé ðåàêöèè ëèíåéíî
çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè êàòàëàçû â äèàïàçîíå èñ-
ïîëüçóåìûõ êîíöåíòðàöèé ôåðìåíòà). Ýòî òàêæå

Ðèñ. 4. SDS-ýëåêòðîôîðåç â ïîëèàêðèëàìèäíîì ãåëå ïîëó-
÷åííûõ îáðàçöîâ êîíúþãàòîâ ÑÎÄ–ÏÝÈ-ÏÝÃ(1:1 ïî çà-
ðÿäàì) /BS3, F1–F7 – ôðàêöèè ïåïòèä–ëèíêåð–ïîëèìåð

ðàçíîãî ñîñòàâà
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Ðèñ. 6. Îñòàòî÷íàÿ àêòèâíîñòü êàòàëàçû â íàíî÷àñòèöàõ ñ
ÏÝÈ-ÏÝÃ ïîñëå 3 ÷ èíêóáàöèè ïðè 37°Ñ â ïðèñóòñòâèè
α-õèìîòðèïñèíà (êîíöåíòðàöèè êàòàëàçû 10–8 Ì, α-õèìîò-
ðèïñèíà – 10–6 Ì; ðÍ 7,4): 1 – íåìîäèôèöèðîâàííàÿ êàòàëàçà,
2 – êàòàëàçà (2,4·10–5M)/ÍÔÁ/ÏÝÈ-ÏÝÃ/ÃÀ/NaBH4, 3 – êàòà-
ëàçà (2,4·10–5M)/ÊÔÁ/ÏÝÈ-ÏÝÃ/ÃÀ/NaBH4, 4 – êàòàëàçà

(3,2·10–5M)/ÊÔÁ/ÏÝÈ-ÏÝÃ/ÃÀ/NaBH4

Ðèñ. 7. Îñòàòî÷íàÿ àêòèâíîñòü êàòàëàçû â íàíî÷àñòèöàõ ñ
ÏÝÈ-ÏÝÃ ïîñëå 3 ÷ èíêóáàöèè ïðè 37°Ñ â ïðèñóòñòâèè
òðèïñèíà (êîíöåíòðàöèè êàòàëàçû 10– 8 Ì, òðèïñèíà – 10–6 Ì;
ðÍ 7,4): 1 – íåìîäèôèöèðîâàííàÿ êàòàëàçà, 2 – êàòàëàçà
(2,4·10–5M)/ÍÔÁ/ ÏÝÈ-ÏÝÃ/ÃÀ/NaBH4, 3 – êàòàëàçà
(2,4·10–5M)/ÊÔÁ/ÏÝÈ-ÏÝÃ/ ÃÀ/ NaBH4, 4 –  êàòàëàçà

(3,2·10–5M)/ ÊÔÁ/ ÏÝÈ-ÏÝÃ/ ÃÀ/NaBH4

ñïðàâåäëèâî äëÿ îïðåäåëåíèÿ àêòèâíîñòè ÑÎÄ â
ïðèñóòñòâèè êàòàëàçû õåìèëþìèíåñöåíòíûì ìåòî-
äîì è ïî èíãèáèðîâàíèþ åþ ðåàêöèè âîññòàíîâëå-
íèÿ ÍÑÒ.

Âàæíîé õàðàêòåðèñòèêîé áåëêîâ ïðè èõ èñïîëüçî-
âàíèè â êà÷åñòâå ëåêàðñòâåííûõ ñðåäñòâ ÿâëÿåòñÿ
ñòàáèëüíîñòü ïî îòíîøåíèþ ê ïðîòåàçàì îðãàíèç-
ìà. Â ðàáîòå ïðîâåäåíî ñðàâíåíèå îñòàòî÷íîé àê-
òèâíîñòè ÑÎÄ è êàòàëàçû â âîäíîì ðàñòâîðå è â
ñîñòàâå íàíî÷àñòèö ïðè èíêóáèðîâàíèè â òå÷åíèå
3 ÷ ïðè 37°Ñ â ïðèñóòñòâèè ìîäåëüíûõ ôåðìåí-

òîâ-ïðîòåàç, α-õèìîòðèïñèíà (ðèñ. 6) è òðèïñèíà
(ðèñ. 7) ñ ðàçíîé ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòüþ.
Êàê âèäíî, âêëþ÷åíèå êàòàëàçû â ñîñòàâ íàíî÷àñ-
òèö ïðèâîäèò ê ñóùåñòâåííîé (â ÷åòûðå ðàçà ïðè
èñïîëüçîâàíèè òðèïñèíà) ñòàáèëèçàöèè ôåðìåíòà.
Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ôåðìåíòû-ïðîòåàçû òàêæå
îñòàâàëèñü àêòèâíûìè â òå÷åíèå âñåãî âðåìåíè
ïðîâåäåíèÿ ýêñïåðèìåíòà; ïîñëå 3 ÷ èíêóáèðîâàíèÿ
ïðè 37°Ñ îñòàòî÷íàÿ àêòèâíîñòü ñîñòàâëÿëà 71 è
53% äëÿ α-õèìîòðèïñèíà è òðèïñèíà ñîîòâåòñòâåí-
íî. Àíàëîãè÷íîå ïîâûøåíèå ñòàáèëüíîñòè ê äåé-
ñòâèþ ïðîòåàç íàáëþäàëîñü äëÿ ÑÎÄ è áèôåðìåí-
òíîé ñèñòåìû ÑÎÄ–êàòàëàçà â ñîñòàâå íàíî÷àñòèö
ÏÝÈ-ÏÝÃ.

Âûâîäû

Ïîëó÷åíû íàíî÷àñòèöû, ñîäåðæàùèå êàòàëàçó è
ñóïåðîêñèääèñìóòàçó, à òàêæå áèôåðìåíòíûå ñèñ-
òåìû ñ ïîëèýëåêòðîëèòîì ÏÝÈ-ÏÝÃ. Îïòèìèçèðî-
âàíû óñëîâèÿ (ïðèðîäà ñøèâàþùåãî àãåíòà, èñõîä-
íàÿ êîíöåíòðàöèÿ ôåðìåíòà, ñîîòíîøåíèå áåëîê:ïî-
ëèìåð, áóôåðíàÿ ñìåñü) ïîëó÷åíèÿ íàíî÷àñòèö íà
îñíîâå êàòàëàçû è áèôåðìåíòíîé ñèñòåìû êàòàëà-
çà–ñóïåðîêñèääèñìóòàçà. Ïðè èñïîëüçîâàíèè
ÃÀ–NaBH4 áûëè ïîëó÷åíû ÷àñòèöû ñ ðàäèóñîì
16±2 íì ñ óçêèì ðàñïðåäåëåíèåì ÷àñòèö ïî ðàçìå-
ðàì. Ïîêàçàíî, ÷òî êàòàëàçà è ñóïåðîêñèääèñìóòà-
çà â íàíî÷àñòèöàõ ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ñîõðà-
íÿþò êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü è îáëàäàþò áî-

Ðèñ. 5. Çàâèñèìîñòü êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè êàòàëàçû îò
åå êîíöåíòðàöèè â ïðèñóòñòâèè ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé
ÑÎÄ:  1 – 6,25·10–8 Ì, 2 – 3,13·10–7 Ì, 3 – 1,25·10–6 Ì è 4 – â

îòñóòñòâèå ÑÎÄ (ÍÔÁ; pH 7,4; 25°Ñ; 240 íì)
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STABILIZATION OF ENZYMES-ANTIOXIDANTS BY COMPLEX- AND
CONJUGATE FORMATION WITH BLOCK-COPOLYMERS: PROSPECTS
TO CNS TREATMENT

S.V. Uglanova, M.V. Popov, V.S. Kurova, E.V. Batrakova, D. Manickam, A.V. Kabanov,
N.L. Klyachko
(N.M. Emanuel Institute of Biochemical Physics RAS, Moscow, Russia; Department of
Chemical Enzymology, Faculty of Chemistry, M.V. Lomonosov Moscow State University,
Moscow, Russia; Center for Drug Delivery and Nanomedicine, University of Nebraska Medical
Center (UNMC), Omaha, Nebraska, USA)

Nano-sized particles with radius of 16±2 nm based on complexes and conjugates of highly active
superoxide dismutase and catalase with polyelectrolyte block copolymer poly(ethyleneimine)-
poly(ethylene glycol) and similar bienzyme systems were obtained. Mass-spectrometry was used
to confirm cross-linking of enzyme and block copolymer molecules in nanoparticles formed.
Significant increase of SOD and catalase stability (up to 4 times) towards proteolytic degradation
under chymotrypsin and trypsin action for 3 h at 37C was revealed when enzyme-containing
nanoparticles were used for experiment. Antioxidant enzymes-containing polyelectrolyte
nanoparticles are seemed to be prospect for BBB penetration and CNS drug delivery.

Key words: antioxidant enzymes, superoxide dismutase and catalase bienzyme system,
nanoparticles, neurodegenerative diseases, polyelectrolyte, enzyme stabilization.
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Ïîñòóïèëà â ðåäàêöèþ 20.01.10

ëåå âûñîêîé óñòîé÷èâîñòüþ ê ïðîòåîëèçó ïî ñðàâ-
íåíèþ ñ íåìîäèôèöèðîâàííûìè ïðåïàðàòàìè ôåð-
ìåíòà. Ïîëó÷åííûå ñèñòåìû ïðåäïîëàãàåòñÿ â

äàëüíåéøåì èñïîëüçîâàòü äëÿ ïðåîäîëåíèÿ ãåìà-
òîýíöåôàëè÷åñêîãî áàðüåðà è äîñòàâêè ôåðìåíòîâ-
àíòèîêñèäàíòîâ â öåíòðàëüíóþ íåðâíóþ ñèñòåìó.


