
I. Wwedenie

Ioniziru`}ee izlu~enie zanimaet osoboe mesto w rqdu
wozdejstwij na bioob%ekty. \to swqzano, wo-perwyh, s tem,
~to su}estwuet estestwennyj radioaktiwnyj fon, stimuli-
ru`}ij izmenenie processow, proteka`}ih na Zemle. Wo-
wtoryh, tehnologi~eskoe ispolxzowanie ioniziru`}ego
izlu~eniq i qdernyh processow priwelo k wozmovnosti
naprawlennogo wyswobovdeniq ogromnogo koli~estwa |ner-
gii i zagrqzneni` |kosistemy s posledu`}im powy{eniem
prirodnogo radioaktiwnogo fona i oblu~eniem malymi
dozami naseleniq; ili w koli~estwennom wyravenii k zna~-
itelxnomu uweli~eni` estestwennoj godowoj kollektiwnoj
dozy oblu~eniq naseleniq, kotoraq do 1986 g. sostawlqla
primerno 3 . 106 ~el. . Gr (sm.1). O~ewidna wavnostx izu~eniq
takih wozdejstwij na ~elowe~eskij organizm w celom i na
otdelxnye ego sistemy s celx` wyqwleniq adaptacionnyh i
za}itnyh mehanizmow. Otli~ie ioniziru`}ego izlu~eniq
ot drugih fiziko-himi~eskih wozdejstwij sostoit w umen-
x{enii dliny wolny (<100 nm) i wozrastanii |nergii.
Oblastx ionizacii na~inaetsq s |nergii bolee 5 |W. Wzaimo-
dejstwie ioniziru`}ego izlu~eniq s we}estwom, w tom ~isle
i s biohimi~eskimi ob%ektami, opisano wo mnogih mono-
grafiqh.2 ± 4 Ne rassmatriwaq zdesx teoreti~eskie aspekty
|togo woprosa podrobno, otmetim li{x, ~to bolee wavnym i
informatiwnym dlq biohimii qwlqetsq izu~enie koswen-
nogo wozdejstwiq ioniziru`}ego izlu~eniq ~erez radikaly,
obrazowannye w rezulxtate radioliza sredy (w ~astnosti,
wody). Osnownymi produktami radioliza wody, kak
izwestno,5 qwlq`tsq sledu`}ie: H, OH, e7aq, O27, HO2,
H2O2. Radiacionno-himi~eskij wyhod (G ± koli~estwo
obrazowannogo produkta na 100 |W poglo}ennoj |nergii)
zawisit ot prisutstwiq primesej (donorow i akceptorow
radikalow), pH rastwora i drugih faktorow.6

Wzaimodejstwie biomolekuly s |timi produktami pri-
wodit k izmeneni` i destrukcii struktur, w ~astnosti,
obespe~iwa`}ih funkcionirowanie organizma. Mehanizm
takih processow dlq prostej{ih biomolekul (peptidow,
aminokislot, belkow) predstawlen w obzore.7

Odnim iz putej naru{eniq viznedeqtelxnosti orga-
nizma sleduet s~itatx disbalans processow aktiwacii i
inaktiwacii fermentnyh sistem, kotoryj pri malyh i
hroni~eskih dozah oblu~eniq opredelennoe wremq movet ne
proqwlqtxsq, uskorqq, odnako, starenie sistem organizma. W
swqzi s |tim, w nastoq}ee wremq wozros interes k izu~eni`
qwlenij, opredelq`}ih wzaimozawisimostx funkcioniro-
waniq otdelxnyh sistem, i kombinirowannyh wozdejstwij,
kotorye predpolaga`t nali~ie sinergizma.8 Neobhodi-
mostx takih issledowanij swqzana s rezkim uhud{eniem
radio|kologii na fone bedstwennogo |kologi~eskogo polo-
veniq. Problema wyqwleniq posledstwij wliqniq malyh doz
radiacii, a takve himi~eskih reagentow (radiomodifikato-
row) na rezulxtaty radioliti~eskih processow trebuet
sozdaniq prognosti~eskih modelej. Na segodnq ih predlo-
veno nemalo, kak ~isto biologi~eskih, tak i biohimi~eskih,
w tom ~isle i proteaznyh.9

Razwitie radioterapii takve tesno swqzano s proble-
mami radiobiologii i poraveniq otdelxnyh ~astej, kletok
i mikrostruktur organizma.10 Ot~asti |to qwlqetsq sledst-
wiem ispolxzowaniq nowyh izlu~atelej (naprimer, nejtron-
nyh 11, 12 ili izlu~atelej potokow tqvelyh ionow 13, 14), ~to
trebuet dopolnitelxnyh issledowanij w oblasti otnosi-
telxnoj biologi~eskoj |ffektiwnosti |togo wozdejstwiq na
osnownye sostawlq`}ie organizma i razli~nye kletki.

W poslednie gody stalo o~ewidnym, ~to opredelq`}u`
rolx w processinge belka igra`t proteazy.15 Mnogie fakty
goworqt za to, ~to proteoliti~eskie fermenty osu}est-
wlq`t funkci` biologi~eskogo kontrolq w organizme,
wliqq na viznenno wavnye ob%ekty. Celyj rqd kl`~ewyh
fermentow obmena nahoditsq pod neposredstwennym kont-
rolem proteaz. Mehanizmy regulqcii ih aktiwnosti mogut
osu}estwlqtxsq za s~et aktiwacii zimogenow, balansa ingi-
bitor7proteaza i lokalizacii proteazy s substratom.
Po|tomu neudiwitelxno, ~to na raznyh |tapah lu~ewogo i
termi~eskogo poraveniq nabl`dali izmenenie proteoli-
ti~eskoj aktiwnosti,16 otnosq |tot fakt k patologii
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kallikrein-kininowoj sistemy.
Celx` nastoq}ego obzora qwlqetsq wsestoronnee ras-

smotrenie mehanizma radioliza proteaz i wozmovnostej
ispolxzowaniq |togo processa w medicine i bioinvenerii.

II. Oblu~enie proteinaz w twerdom i
immobilizowannom sostoqniqh

Oblu~enie fermentow w twerdom sostoqnii qwlqetsq
perwoj stupenx` issledowaniq mehanizma ih radioliza, tak
kak daet wozmovnostx izu~atx posledstwiq prqmogo dejstwiq
izlu~eniq, a ne wtori~nyh produktow radioliza sredy. \to
pozwolqet takve w rqde slu~aew opredelqtx molekulqrnye
massy kak otdelxnyh fermentow, tak i slovnyh biologi~e-
skih obrazowanij. Issledowaniq w |tom naprawlenii,
na~atye w 50-e gody,17 prodolva`tsq i sej~as, blagodarq
nowoj ocenke wozmovnostej radiacionnogo metoda oprede-
leniq molekulqrnyhmass 18, 19 i nowymmetodam ras~eta.20, 21

S~itaetsq, ~to pri oblu~enii biohimi~eskih ob%ektow w
suhom sostoqnii mesto dejstwiq izlu~eniq lokalizowano w
to~ke popadaniq, w otli~ie ot rastworow, gde |ffektiwnyj
ob%em uweli~iwaetsq za s~et diffuzii produktow radioliza
wody. Ot~asti lokalizaciq nabl`daetsq i pri oblu~enii
zamorovennyh rastworow,22 hotq pri posledu`}em nagrewa-
nii do komnatnoj temperatury ime`t mesto wtori~nye
reakcii. Wo wseh |tih slu~aqh primenima teoriq mi{eni,23

a osnownoj koli~estwennoj harakteristikoj processa
qwlqetsq zawisimostx |ffekt7doza, kotoraq dlq proteaz
oby~no imeet |ksponencialxnyj wid. W to ve wremq
wstre~a`}iesq otkloneniq ot |ksponenty da`t wozmov-
nostx suditx o mehanizme processa, kotoryj movet
uslovnqtxsq za s~et pereda~i |nergii po biosisteme.

Pri oblu~enii fermentnoj sistemy pereda~a |nergii do
naibolee radio~uwstwitelxnoj sostawlq`}ej molekuly
movet zna~itelxno uweli~iwatx |ffektiwnyj ob%em,24

dowodq ego do razmerow celoj biomolekuly, |to skazywaetsq
i na weli~inah opredelqemyh molekulqrnyh mass. Tak kak
inaktiwaciq sistemy pri powy{enii temperatury, kak
prawilo, izmenqetsq, sleduet wwoditx poprawku w ras~ety
molekulqrnoj massy, ~to bylo prodemonstrirowano w rabo-
tah.25, 26 Wwedenie dobawok, t.e. oblu~enie smesej, soder-
va}ih neskolxko komponentow, takve menqet stepenx inak-
tiwacii samogo fermenta, naprimer, w slu~ae oblu~eniq
smesi s glutationom 27 ili drugim radioprotektorom
nabl`daetsq umenx{enie inaktiwacii fermenta.

W rabotah 19, 20 rassmotreny teoreti~eskie woprosy opre-
deleniq razmerow slovnyh rawnowesnyhfermentnyh sistem,
sostoq}ih iz neidenti~nyh komponentow 19 ili odinakowyh
funkcionalxnyh edinic.20 W oboih slu~aqh mogut
nabl`datxsq kak prostye |ksponencialxnye zawisimosti
|ffekt7doza, tak i bolee slovnye wypuklo-wognutye kri-
wye, ~to zawisit ot rawnowesiq oligomer7monomer

R+ E
Kd

 ��! RE ,

gde R ± regulqtornaq edinica, E ± kataliti~eskaq edinica,
Kd ± konstanta rawnowesiq dissociacii.9

W zawisimosti ot razmera i koncentracii komponentow,
konstanty rawnowesiq, otnositelxnoj aktiwnosti swobod-
nogo fermenta i fermentnogo kompleksa, a takve rasprede-
leniq komponentow mevdu swobodnoj i swqzannoj formami w
te~enie oblu~eniq budet menqtxsq i kavu}ijsq razmer
mi{eni, a sledowatelxno, i weli~ina polu~aemyh mole-
kulqrnyh mass.

Analiz s pomo}x` teorii mi{eni takve daet wozmov-
nostx polu~itx predstawlenie o strukturnoj organizacii
slovnyh sistem, ~to prodemonstrirowano na primere kalx-
modulinzawisimoj fosfodi|sterazy 28 i komponentow
sistemy adenilatciklazy w |ritrocitah.29 Prisutstwie i

wliqnie aktiwatora ili ingibitora takve movet bytx
opredeleno po widu dannoj zawisimosti.20 W rqde slu~aew
tak predlagaetsq oceniwatx i rolx perenosa |nergii oligo-
mernyh sub%edinic pri wozmovnosti modelirowaniq disso-
ciacii oligomernogo kompleksa.20, 28, 30, 31

Rassmotrenie wida zawisimostej |ffekt7doza i prime-
nenie teorii mi{eni pri oblu~enii ~istogo fermenta i
fermentnyh kompleksow s razli~noj stepenx`
wzaimodejstwiq w nih komponent daet wozmovnostx ne
tolxko razwitx teoreti~eskij analiz, no i opredelitx
wliqnie parametrow na kleto~nye populqcii,32 tak i ponqtx
mehanizm inaktiwacii konkretnogo fermenta, kotoryj sam
qwlqetsq slovnoj strukturnoj reagiru`}ej edinicej.33

Uweli~enie populqrnosti metoda radiacionnoj inaktiwa-
cii dlq opredeleniq razmerow sistem obuslowleno ego
prostotoj, primenimostx` k slovnym ob%ektam i wozmov-
nostx` ispolxzowatx li{x ~asti~no o~i}ennye preparaty.

W literature ime`tsq swedeniq po inaktiwacii suhih
preparatow proteinaz: tripsina,23, 34 ± 36 pepsina,23 himot-
ripsina, papaina, subtilizina i karboksipeptidazy.34, 35

Pri oblu~enii woznika`t dwa wzaimoswqzannyh processa:
radikaloobrazowanie i inaktiwaciq. Radiacionno-himi~e-
skij wyhod radikalow rawen *1 ± 7. Pri |tom g-oblu~enie
daet informaci` o raspredelenii uglerodnyh radikalow
(naprimer, w himotripsine pri 195 K), pred{estwu`}ih
wtori~nym radikalam, nabl`daemym pri 295 K. Uglerod-
nye radikaly movno razdelitx na dwe gruppy: obraz-
u`}iesq pri temperature nive 195 K i ne zawisq}ie ot
aminokislotnoj posledowatelxnosti, i obrazu`}iesq pri
temperature wy{e 195 K i zawisq}ie ot konformacii
konkretnogo natiwnogo fermenta.37 Dozowye zawisimosti
nosqt |ksponencialxnyj harakter, i reakciq inaktiwacii
imeet perwyj porqdok pri g- i X-oblu~enii.

Dlq izu~eniq powrevdenij, proizwedennyh w molekulah
ioniziru`}im izlu~eniem, udobno ispolxzowatx posle-
du`}ee tritirowanie, kotoroe primenqlosx w rabote 38 dlq
opredeleniq izmenenij, prois{ed{ih w a-himotripsine
posle g-oblu~eniq. Na osnowanii aminokislotnogo analiza
tritirowannyh obrazcow awtory dela`t wywod o konforma-
cionnyh prewra}eniqh, sledstwiem kotoryh qwlq`tsq izme-
nenie plo}adi dostupnoj powerhnosti molekuly i bolx{ee
zna~enie gidrofobnyh ostatkow.

W rqde rabot oblu~enie suhih fermentow prowodili s
celx`wyqsneniq ih radiacionnoj stabilxnosti kak takowoj
i w srawnenii s ustoj~iwostx` k drugim metodam obrabotki.
Na ris. 1 priwedeny rezulxtaty, harakterizu`}ie poter`
aktiwnosti nekotoryh suhih proteaz pri oblu~enii.
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Ris. 1. Radiacionnaq inaktiwaciq fermentow w kristalli~eskom
sostoqnii: 1 ± a-himotripsin (X);39 2 ± tripsin (g);36 3 ± gl`kozida-
za©katalaza (X);39 4 ± subtilizin-72 (X)39

530 M.A.Orlowa



Sleduet otmetitx, ~to nabl`daemaq stepenx inaktiwa-
cii proteaz movet zawisetx ot sposoba ee opredeleniq, ~to
zatrudnqet wozmovnostx srawneniq rezulxtatow razli~nyh
rabot. W ~astnosti, |to nabl`daetsq dlq himotripsina,
oblu~ennogo w suhom sostoqnii.35, 36

Kak izwestno, imeet mesto powy{enie stabilxnosti
fermentow pri ih immobilizacii, i po|tomu immobilizo-
wannye fermenty aktiwno primenq`tsq w narodnom hozqj-
stwe, osobenno w medicine. Su}estwu`t tri naprawleniq
izu~eniq wozdejstwiq ioniziru`}ego izlu~eniq na immobi-
lizowannye fermenty. Perwoe ± ispolxzowanie ionizi-
ru`}ego izlu~eniq sobstwenno dlq immobilizacii. Po
|tomu woprosu imeetsq ob{irnyj literaturnyj material,
kotoryj w dannom obzore ne rassmatriwaetsq.

Wtoroe naprawlenie ± razrabotka materialow dlq
polu~eniq izobraveniq (dlq primeneniq w rentgenoskopii,
awtoradiografii, dozimetrii). Tak, w rabote 39 prowedeno
swqzywanie a-himotripsina i subtilizina-72 s razli~nymi
diazidami i sopolimerom winilpirrolidona i akroleina
na hromatografi~eskoj bumage s celx` polu~eniq skrytogo
izobraveniq i detekcii takim obrazom rentgenowskogo
izlu~eniq. Awtory oprobowali neskolxko wariantow
metoda: na podlovku nanosili rastwory fermenta
(2 .1073 M a-himotripsina, 1.1.1073 M subtilizina) i
oblu~ali X-lu~ami s mo}nostx` dozy 200 rad¢s; na pod-
lovku nanosili ferment i diazid i oblu~ali rentgenowskim
izlu~eniem, transformirowannym specialxnym |kranom w
UF-izlu~enie s dlinoj wolny 365 nm; predwaritelxno obra-
batywali hromatografi~esku` bumagu di|tilaceta-lem p-
azidobenzalxdegida, sopolimerom winilpirrolidona i
akroleina (WPA) ili WPA, modificirowannym azidnymi
gruppami, s posledu`}im |ksponirowaniem s fermentom.
Dalxnej{ee proqwlenie skrytogo izobraveniq podhodq}im
krasitelem wyqwlqet raznicu w oblu~ennyh i neoblu~ennyh
u~astkah. Pri |tom |ksponirowanie rentgenowskim izlu~e-
niem propitannogo rastworom fermentow nositelq priwo-
dit k immobilizacii 0.05¥ a-himotripsina i 0.01¥ subti-
lizina.

Primenenie proteinaz dlq polu~eniq dozimetri~eskih
materialow opisano w rabote.40 Ispolxzowalosx dejstwie
nizko|nergeti~eskogo b-izlu~eniq tritiq na velatinowye
plenki, soderva}ie malye koli~estwa fermentow (himot-
ripsin, papain, tripsin i subtilizin) i proqwlenie posle
oblu~eniq w rastworah |tih fermentow. I w tom, i w drugom
slu~ae oblu~enie prakti~eski ne wliqlo na aktiwnostx
fermenta, no naru{alo strukturu velatiny, izmenqq ste-
penx i uslowiq perewariwaniq ee fermentom. Pri okra{iwa-
nii plenok obrazuetsq polutonowoe izobravenie, po|tomu
dannyj metod kak i predydu}ij, movet bytx ispolxzowan
dlq detekcii ioniziru`}ego izlu~eniq.

Tretxe naprawlenie issledowanij zakl`~aetsq w popytke
smodelirowatx mehanizm wozdejstwiq ioniziru`}ego
izlu~eniq na immobilizaci` sistemy ~erez issledowanie
polu~a`}ihsq radikalow. Takie raboty prowedeny dlq
tripsina, immobilizowannogo na dialxdegidcell`loze
(DAC), w srawnenii s ~istym tripsinom.41, 42 Interwal doz
g-oblu~eniq sostawlql 0.05 ± 10 Mrad (0.5 ± 100 kGr).
Srawnenie spektrow \PR dlq immobilizowannogo i
natiwnogo tripsina, a takve dlq podlovki, pozwolilo
predpolovitx, ~to uweli~enie stabilxnosti immobilizo-
wannogo tripsina swqzano s rekombinaciej radikalow trip-
sina s radikalami DAC i s migraciej ih k oslablennym
swqzqm w DAC. Pri |tom aktiwnostx immobilizowannogo
tripsina ne menqetsq, w to wremq kak natiwnyj tripsin
terqet 25¥ swoej aktiwnosti pri doze 10 Mrad (100 kGr).42

Takoe uweli~enie stabilxnosti pozwolqet primenqtx
immobilizowannye proteazy w fermentoterapii s
ispolxzowaniem g-sterilizacii,43 tak kak aktiwnostx
g-oblu~ennogo immobilizowannogo tripsina ne menqetsq w
processe dlitelxnogo hraneniq pri odnowremennom

umenx{enii koli~estwa radikalow. Tripsin,
immobilizowannyj na DAC, movet hranitxsq w vestkih
uslowiqh dlitelxnoe wremq. Srawnenie powedeniq fermentow
pri g-oblu~enii wodnyh rastworow i immobilizowannyh na
nejlonowyh woloknah pokazalo, 44 ~to ne wse fermenty w
immobilizowannom wide zna~itelxno powy{a`t swo`
radiorezistentnostx; odnako |to ne otnositsq k proteazam.

III. Dejstwie ioniziru`}ego izlu~eniq na
wodnye rastwory proteoliti~eskih
fermentow

1. Serinowye proteinazy

Radioliz serinowyh proteinaz w rastworah izu~en naibo-
lee polno. W literature detalxno rassmotreny woprosy,
swqzannye s mehanizmom radiacionnogo powrevdeniq trip-
sina i himotripsina (fermenty podveludo~noj velezy),
nekotoryh subtilizinow (fermenty mikroorganizmow, pro-
duciruemyh razli~nymi {tammami Bac. Subtilis). Zna~i-
telxno menee izu~eny w |tom otno{enii fermenty krowi
(trombin, plazmin), a po nekotorymfermentam informaciq
w literature ne wstre~aetsq.

Osnownoj osobennostx` radioliti~eskogo powrevdeniq
serinowyh proteinaz qwlqetsq dostato~naq ustoj~iwostx k
dejstwi` ioniziru`}ego izlu~eniq aktiwnyh centrow,
soderva}ih ostatok serina, w to wremq kak naibolee uqzwi-
moj qwlqetsq konformacionnaq ustoj~iwostx biomolekuly.
W rqde rabot 45, 46 bylo pokazano, ~to osnownoj wklad w
inaktiwaci` serinowyh proteinaz wnosqt OH-radikaly,
polu~aemye pri radiolize wody. \to legko podtwervdaetsq
pri oblu~enii himotripsina w srede N2O, gde proishodit
uweli~enie koli~estwa OH-radikalow za s~et reakcii

e7aq +N2O+H2O! OH+OH7 +N2 . (1)

W |tom slu~ae nabl`daetsq sootwetstwenno i uweli~enie
radiacionno-himi~eskogo wyhoda inaktiwacii.

W rabotah 2, 3 priwedeny ko|fficienty poravaemosti
(|ffektiwnostx inaktiwacii, t.e. weroqtnostx, ~to ataka
dannogo aktiwnogo wida inaktiwiruet ferment) himotrip-
sina razli~nymi radikalami, nali~ie kotoryh regulirowa-
losx uslowiqmi oblu~eniq (tabl. 1, 2). Izwestny i weli~iny
konstant skorostej reakcij s nekotorymi produktami
radioliza wody (tabl. 3). Pokazano, ~to izmeneniq, wyzwan-
nye radikalami OH i H, prihodqtsq w himotripsine w

Tablica 1. Radiacionno-himi~eskie wyhody radikaloobrazowaniq
(GR) i inaktiwacii (Gin) w wodnyh rastworah himotripsina i
papaina pri g-oblu~enii w razli~nyh uslowiqh

Sreda Radikaly Gin \ffektiw- GR f¢GR

nostx inak-
tiwacii, f

Himotripsin 45

Wozduh OH 0.265 0.266 2.8 0.095

N2O
2 OH

H

�
0.83 0.30 0.7 0.43

N2O+t-BuOH H 0.091 0.091 0.7 0.13

Ar
OH

H

�
0.61 0.044

2:8

2:6
0.17

Ar+t-BuOH H 0.234 0.143 2.6 0.055

Papain 47, 48

N2O
OH

H

�
7 7 5.9 0.43
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osnownom na ostatki triptofana, a primerno 15¥ eÿaq

reagiru`t po S7S-swqzqm. Po|tomu sledu`}im |tapom
izu~eniq qwilosx wyqwlenie wzaimoswqzi mevdu poraveniem
ostatkow triptofana i konformacionnoj ustoj~iwostx`.

W rabotah 49 ± 51 proweden detalxnyj analiz mehanizma
inaktiwacii himotripsina. Metodom 1H73H-obmena 46, 50

bylo zafiksirowano izmenenie dostupnoj powerhnosti glo-
buly. Skorostx obmena po mere rosta dozy oblu~eniq ot 30
do 50 Gr uweli~iwalasx na 16¥ po srawneni` s neoblu~en-
nym fermentom. Ispolxzowanie metodow fluorescencii,
wiskozimetrii i mikrokalorimetrii pozwolilo opredelitx
radiacionno-himi~eskij wyhod razwernutyhmolekul (Grazw)
i najti korrelqci` mevdu Grazw i radiacionno-himi~eskim
wyhodom powrevdennyh ostatkow triptofana ± G(7Trp) 49

(tabl. 4). Dannye po swqzywani` proflawina 53 pokazali
nali~ie lokalxnyh steri~eskih izmenenij okolo swqzy-
wa`}ih centrow. Perwona~alxno konformacionnye izmene-
niq fiksirowalisx li{x posle dozy oblu~eniq* 2 kGr,46, 49

odnako pozve byli wyqwleny i pri bolee nizkih dozah
(<1 kGr).50, 51 Izmenenie kwantowogo wyhoda fluorescencii
oblu~ennyh rastworow himotripsina, harakterizu`}ego
koli~estwo ostatkow triptofana, pokazalo,52 ~to pri pH 3
ih umenx{enie korreliruet s umenx{eniem kataliti~eskoj
aktiwnosti. Dlq pH 7.8 (pH-optimum |steraznoj aktiwno-
sti) perwona~alxno nabl`dalosx uweli~enie dostupnyh
ostatkow triptofana, ~islo kotoryh pri powy{enii dozy
umenx{alosx. \ti dannye pozwolq`t suditx ob izmenenii w
razwernutosti globuly himotripsina w zawisimosti ot pH.
W ~astnosti, po-widimomu, pri nizkih pH plo}adx dostup-
noj powerhnosti globuly wy{e. Maksimalxnaq raznica w
|toj weli~ine nabl`dalasx pri pH 2.0, kogda uweli~iwaetsq
radiacionno-himi~eskij wyhod inaktiwacii.53 Pri dozah
bolee 0.6 kGr konformacionnye izmeneniq stanowilisx
malozna~imymi, no rezko izmenqlsq aminokislotnyj
sostaw fermenta.51

Powrevdenie disulxfidnyh mostikow protekalo pri
bolx{ih dozah oblu~eniq i uve ne igralo su}estwennoj
roli w naru{enii kataliti~eskoj aktiwnosti. Tak, pri
doze 0.5 kGr w himotripsine nabl`dali 50 5.5 swqzej S7S,
pri 0.8 kGr ± 4. Okazalosx, ~to nali~ie swqzej S7S wavno

dlq umenx{eniq konformacionnyh izmenenij pri oblu~e-
nii. \to bylo pokazano pri srawnenii g-inaktiwacii
himotripsina i subtilizina,52 kogda pri odnoj i toj ve
stepeni inaktiwacii w subtilizine proishodit razlovenie
menx{ego ~isla wavnyh aminokislotnyh ostatkow. Takoj
wywod sleduet iz srawneniq weli~iny G (7Trp)/Gin, kotoraq
dlq subtilizina w 4.3 raza menx{e, ~em dlq himotripsina
pri tom, ~to Gin (subtilizina) < Gin (himotripsina) w 1.4
raza (tabl. 4). Analogi~naq raznica nabl`daetsq i w slu~ae
summarnoj weli~iny G (Tyr+Trp)/Gin. Ob%qsnenie |togo
fakta awtory widqt w nali~ii u himotripsina pqti swqzej
S7S (subtilizin ± odnocepo~e~nyj ferment i disulxfid-
nyh mostikow ne imeet), kotorye w uslowiqh powrevdeniq
ostatkow triptofana kak by <podderviwa`t> strukturu
fermenta.

Izmenenie aminokislotnogo sostawa himotripsina pri
razli~nyh dozah oblu~eniq izu~alosx w rabotah.50 ± 52

Ispolxzowali 5 .1076 ± 1075M rastwory s pH 3 (HCl) 50 i
7.8 (tris-HCl bufer).52 Posle oblu~eniq dozoj 0.5 kGr
narqdu s powrevdeniem ostatkow triptofana nabl`dalosx
umenx{enie ~isla ostatkow tirozina, a posle 1.2 kGr ± i
ostatkow fenilalanina.50 Pri doze okolo 1.6 kGr zatragi-
wa`tsq po~ti wse aminokislotnye ostatki. Prowedeno 52

srawnenie aminokislotnogo sostawa oblu~ennyh rastworow
pri pH 3 i 7.8. Ob}im dlq nih qwlqetsq umenx{enie ~isla
ostatkow tirozina, cisteina, fenilalanina i lizina,
odnako, dozy, trebuemye dlq |togo, menx{e pri pH 3. Tak,
dlq razloveniq odnogo ostatka tirozina trubetsq okolo
0.025 kGr pri pH 3 i primerno 0.6 kGr pri pH 7.8. Bolx-
{ij radiacionnyj wyhod Grazw himotripsina pri pH 3 po
srawneni` s pH 6.9 nabl`dali i w rabote.49 Srawnenie
dannyh razli~nyh rabot goworit o tom, ~to w silu bolee
razwernutoj konformacii powrevdenie aminokislotnyh
ostatkow pri oblu~enii bolx{imi dozami pri pH 3 nosit
stohasti~eskij harakter, i, o~ewidno, izmenenie konforma-
cii imeet bolee wavnoe zna~enie dlq kataliti~eskoj aktiw-
nosti, ~em izmenenie aminokislotnogo sostawa (iskl`~aq
aromati~eskie aminokislotnye ostatki).

Dlq oblu~ennyh subtilizina-BPN 0 i subtilizina-72
(sm.52, 54) nabl`dalasx korrelqciq mevdu padeniem katali-

Tablica 2. \ffektiwnostx inaktiwacii fermentow produktami
radioliza wody

Reagenty Tripsin 75 Himotripsin 45

H 0.1 0.13

OH 0.05 0.137

eÿaq 0.09 0.055

H2O2 0.04 7
HO2 0.04 7
O2 0.03 7

Tablica 3. Konstanty skorostej reakcij proteinaz s produktami
radioliza wody (g-oblu~enie)

We}estwo k . 10710, M71 . s71 Ssylki

eÿaq OH Oÿ2

Belki 5 176 <1077 23

Himotripsin 7 3.7+0.4 7 49

Papain 4.1 4.7 7 48

Tablica 4. Srawnenie radiacionno-himi~eskih wyhodow razwora~iwaniq molekul fermenta (Grazw) i inaktiwacii (Gin) s radiacionno-
himi~eskim wyhodom razru{eniq aminokislotnyh ostatkow

Ferment Uslowiq oblu~eniq Grazw Gin G(7Trp) G(7Tyr) G(7Trp)/Grazw G(7Tyr)/Grazw Ssylki

Tripsin HCl, pH 3.0 0.37 7 0.9 7 2.4 7 49

Himotripsin HCl, pH 3.0 0.43 7 1.2 7 2.8 7 49

Tripsin H2O, pH 6.6 0.32 7 0.7 7 2.2 7 49

Himotripsin H2O, pH 6.6 0.31 7 1.1 7 3.5 7 49

Tripsin Glicinowyj bufer, pH 6.9 0.26 7 0.6 7 2.3 7 49

Himotripsin Glicinowyj bufer, pH 6.9 0.18 7 0.6 7 2.5 7 49

Tripsin Fosfatnyj bufer 0.36 7 0.9 7 2.5 7 49

Himotripsin Fosfatnyj bufer 0.30 7 0.9 7 3.0 7 49

Subtilizin-72 0.1 M NaCl, pH 5.6 7 0.23 0.19 0.35 0.82 1.5 52

0.1 M NaCl+NaOH, pH 8.5 7 0.29 0.20 0.55 0.69 1.9 52

Acetatnyj bufer, pH 5.0 7 0.19 0.22 0.73 1.2 3.9 52

532 M.A.Orlowa



ti~eskoj aktiwnosti i razru{eniem ostatkow tirozina,
osobenno pri pH 8.5 (pH-optimum dejstwiq fermenta).52

Pri bolee nizkih pH (naprimer, 5.5) |ta korrelqciq menee
wyravena, tak kak imeetsq zawisimostx ot razru{eniq
ostatkow triptofana. Destrukciq ostatkow gistidina, whod-
q}ih w sostaw aktiwnogo centra subtilizina-72,
nabl`daetsq pri dozah bolee 5 kGr, kogda kataliti~eskaq
aktiwnostx prakti~eski polnostx` poterqna. Dlq radia-
cionnoj stabilxnosti subtilizina-BPN 0 gistidin imeet
bolee wavnoe zna~enie. Pri g-oblu~enii dozoj 1.1 kGr
subtilizin-BPN 0 li{aetsq dwuh ostatkow tirozina, odnogo
triptofana, odnogo metionina i odnogo gistidina 54, 53

(ris. 2). Reakciq s diizopropilftorfosfatom pokazywaet,
~to pri |tom 85¥ aktiwnyh centrow sohraneny. Pri doze
oblu~eniq 2.4 kGr poqwlq`tsq izmeneniq w ostatkah lej-
cina, prolina, fenilalanina, serina i alanina. Pri |tom
okislenie metionina ne priwodit k inaktiwacii subtili-
zina-BPN 0 (sm.54), no su}estwenno dlq subtilizina-Carls-
berg,55 kotoryj, po dannym raboty,56 otli~aetsq ot subti-
lizina-BPN 0 su}estwowaniem rqda powtorq`}ihsq segmen-
tow w polipeptidnoj cepi. W subtilizine-72 pri doze
0.55 kGr po srawneni` s subtilizinom-BPN 0 uweli~iwaetsq
~islo razru{ennyh ostatkow tirozina, no ne razru{aetsq
ostatok gistidina.52 Pri doze 1.1 kGr raznica w ~isle
razru{ennyh ostatkow tirozina e}e bolee uweli~iwaetsq.
Na osnowanii |tih dannyh sdelany wywody o bolx{ej
dostupnosti ostatkow tirozina w subtilizine-72.

Metod |lektroforeza dlq oblu~ennogo subtilizina-IZT 0

pokazal 53 nali~ie bolx{ego |lektri~eskogo zarqda po sraw-

neni` s natiwnym pri otsutstwii izmenenij w kataliti~-
eskoj aktiwnosti. \to soglasuetsq s bolee rannimi pred-
poloveniqmi, ~to malye dozy oblu~eniq priwodqt k obraz-
owani` neinaktiwirowannyh molekul, kotorye, odnako,
konformacionno otli~a`tsq ot natiwnyh.

Poqwlenie aktiwnyh, no ~asti~no powrevdennyh mole-
kul, podtwervdaetsq uve pri malyh dozah oblu~eniq izme-
neniem kineti~eskih parametrow ± konstanty Miha|lisa
(KM) i maksimalxnoj skorosti kataliti~eskoj reakcii
(Vmax). Oblu~enie razbawlennyh rastworow wedet k uwe-
li~eni` KM i umenx{eni` Vmax kak w slu~ae himotrip-
sina,57, 58 tak i subtilizina-BPN 0 (tabl. 5).54 Poskolxku pri
malyh dozah osnownymi naru{eniqmi w serinowyh protei-
nazah qwlq`tsq konformacionnye, swqzannye s is~eznowe-
niem ostatkow triptofana (po krajnej mere, w himotrip-
sine), i tak kak w ribonukleaze, ne soderva}ej ostatkow
triptofana, nikakih izmenenij KM i Vmax ne proishodit,59

to modifikaci` molekul swqzywa`t s izmeneniqmi w
ostatkah triptofana. K analogi~nym wywodam na osnowe
oblu~eniq himotripsina i himotripsinogena pri{li
awtory raboty.60 Nali~ie modificirowannyh molekul
otravaetsq na haraktere zawisimosti |ffekt7doza, w ~ast-
nosti, poqwlq`tsq otkloneniq ot |ksponenty, i wid kriwyh
zawisit ot na~alxnoj koncentracii fermenta (ris. 3). W
rabotah 61 ± 64 dlq tripsina i himotripsina nabl`dalosx

20

1 2 3 4 5 1 2 3 4 D, kGr

40

60

80

100

n, % a b

Phe

Phe

His

His

Trp
TrpTyr

Tyr

1

1

Ris. 2. Izmenenie koli~estwa aminokislotnyh ostatkow (n) w sub-
tilizine-72 w zawisimosti ot dozy oblu~eniq: a ± pH 8.5, 0.1 M

NaCl+NaOH; b ± pH 5.0, 5 . 1073 M acetatnyj bufer; 1 ± izmenenie
kataliti~eskoj aktiwnosti

Tablica 5. Izmenenie kineti~eskih parametrow u oblu~ennyh proteoliti~eskih fermentow

Ferment Uslowiq oblu~eniq Wid Doza, Substrat ^islo KM, M Vmax,c Ssylki
izlu- kGr aktiwnyh molx .min71 . mg71

~eniq centrow

Subtilizin-72 0.1 M KCl, 308C, pH 7.5 g 0.7 AT\\ a 1.00 4.9 . 1072 7.6 . 102 54

0.1 M KCl, 308C, pH 7.5 g 0.95 AT\\ 0.86 5.6 . 1072 7.6 . 102 54

0.1 M KCl, 308C, pH 7.5 g 1.66 AT\\ 0.77 6.1 . 1072 6.6 . 102 54

Subtilizin-BPN0 0.1 M KCl, 308C, pH 7.5 g 0.7 BT\\ b 1.00 1.03 . 1072 3.46 . 102 54

0.1 M KCl, 308C, pH 7.5 g 1.2 BT\\ 0.83 1.01 . 1072 2.66 . 102 54

0.1 M KCl, 308C, pH 7.5 g 1.66 BT\\ 0.77 1.01 . 1072 2.08 . 102 54

a-Himotripsin H2O, 08C, pH 5.0, 60 mg¢ml X 0.7 AT\\ 0.7 3.5 . 1073 100% 57

H2O, 08C, pH 5.0, 60 mg¢ml X 0.05 AT\\ 0.7 5.2 . 1073 83% 57

H2O, 08C, pH 5.0, 60 mg¢ml X 0.7 AT\\ 0.7 2.8 . 1073 100% 57

H2O, 08C, pH 5.0, 60 mg¢ml X 0.5 AT\\ 0.7 5.4 . 1073 77% 57

H2O, 08C, pH 5.0, 60 mg¢ml X 0.75 AT\\ 0.7 6.9 . 1073 66% 57

a AT\\ ± |tilowij |fir N-acetil-L-tirozina.
b BT\\ ± |tilowyj |fir N-benzoil-L-tirozina.
c Vmax dlq a-himotripsina dana w ¥ ot Vmax neoblu~ennogo fermenta.

0.1 0.3 0.5

10

50

a b c

100

lg[E], %

0.1 0.2 0.1 0.3 D, kGr

1

4

2
3 6

5

7

8

9

11

10

Ris. 3. Zawisimosti izmeneniq kataliti~eskoj aktiwnosti fermen-
tow ot poglo}ennoj dozy g-izlu~eniq: 33 a ± a-himotripsin;
b ± tripsin; c ± subtilizin-72; 1 ± 1074, 2 ± 7.5 . 1076, 3 ± 1076,

4 ± 1077, 5 ± 1075, 6 ± 1076, 7 ± 5 . 1075, 8 ± 5 . 1076, 9 ± 9 . 1077,

10 ± 3 . 1077, 11 ± 8 . 1078 M
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izmenenie radiacionno-himi~eskogo wyhoda inaktiwacii w
zawisimosti ot na~alxnoj koncentracii fermenta [E0]
(tabl. 6). \ta zawisimostx opisywalasx urawneniem
Gin*[E]N, gde N ± celoe ~islo. Odnako koncentracionnaq
zawisimostx otsutstwuet, esli aktiwnye radikaly, w dannom
slu~ae OH-radikaly, reagiru`t s rastworennymi moleku-
lami fermenta bystree, ~em drug s drugom, po|tomu
re{a`}im faktorom qwlqetsq otno{enie ~isla rastworen-
nyh molekul k ~islu aktiwnyh radikalow. Dlq tripsina,
himotripsina i subtilizina-72 opredeleny oblasti kon-
centracij, pri kotoryh zawisimosti ot dozy sledu`t
|ksponencialxnomu zakonu: 33 3 .1076 ± 5 .1075 M dlq himot-
ripsina, 2 .1076 ± 1074 M dlq subtilizina-72 i wy{e 1076 M
± dlq tripsina. Pri menx{ih koncentraciqh nabl`daetsq
otklonenie w storonu uweli~eniq inaktiwacii, a pri bol-
x{ih (dlq himotripsina > 1074 M), naoborot, s uweli~e-
niem dozy imeet mesto umenx{enie inaktiwacii po sraw-
neni` s ovidaemym. Prostej{ij ras~et sootno{eniq
aktiwnyh radikalow iz wody i molekul fermenta dlq dozy
20 Gr pokazal wzaimoswqzx nabl`daemyh otklonenij s
izbytkom libo radikalow OH (< 1076 M), libo molekul
fermenta (> 1075 M). Pri |tom ~istota fermenta, a takve
wozmovnaq immobilizaciq na stekle, hotq i mogut izmenqtx
absol`tnu` weli~inuGin, no na harakter dozowoj zawisimo-
sti ne wliq`t. Kriwaq zawisimosti Gin ot na~alxnoj
koncentracii fermenta w logarifmi~eskih koordinatah
predstawlena na ris. 4. Dlq malyh doz ona linejna, no uve
dlq dozy 0.2 kGr imeet plato w oblasti koncentracij
himotripsina 5 .1076 ± 6 .1074 M. Po|tomu awtory predla-
ga`t razli~atx dwe oblasti inaktiwacii, swqzannye s
rassmotrennym ranee sootno{eniem: 1) ~islo inaktiwiro-
wannyh molekul proporcionalxno na~alxnoj koncentracii
fermenta (dlq himotripsina doza < 20 kGr), t.e. inaktiwa-
cii podwergaetsq opredelennaq dolq molekul; 2) ~islo
inaktiwirowannyh molekul perestaet zawisetx ot na~alxnoj
koncentracii. Iskl`~enie mogut sostawlqtx o~enx malye
koncentracii fermenta (< 1077 M), pri kotoryh sli{kom
wysok izbytok radikalow, i koncentracii swy{e 1073 M,
kogda w silu agregacii mogut priobretatx zna~enie prqmoe
dejstwie izlu~eniq i process pereda~i |nergii.

Bolx{oe wliqnie na zna~enie weli~iny Gin i wid zawisi-
mostej |ffekt7doza okazywaet metod opredeleniq fermen-
tatiwnoj aktiwnosti. Awtor 65 ukazywaet na otsutstwie
|ksponencialxnoj dozowoj zawisimosti w slu~ae tripsina,
esli kataliti~eskaq aktiwnostx opredelqlasx s pomo}x`
kazeina, i daet ob%qsnenie, osnowannoe na metodi~eskih
osobennostqh opredeleniq, a imenno, na razli~iqh w sko-

rostqh tripti~eskogo i himotripti~eskogo perewariwaniq
obrazu`}ihsq peptidow.71 Smesx peptidow menqlasx w zawi-
simosti ot stepeni oblu~eniq i imela razli~nu` rastwori-
mostx w trihloruksusnoj kislote, kotoraq ispolxzuetsq w
|tom metode. Kak uve ukazywalosx wy{e, ime`tsq otklone-
niq w |ksponencialxnoj zawisimosti i w slu~ae ispolxzo-
waniq |firnyh substratow, w ~astnosti |tilowogo |fira N-
acetil-L-tirozina (AT\\).33, 65, 71 Pri~ina i stepenx |tih
razli~ij izu~alasx wo mnogih rabotah, poswq}ennyh himot-
ripsinu,33, 60, 65, 71, 72 tripsinu,65 subtilizinu-BPN 0 (sm.53), w
osnownom, na primere kazeina i AT\\ (tabl. 6). W porqdke
uweli~eniq ~uwstwitelxnosti substraty movno raspolo-
vitx tak: kazein<BT\\<AT\\. \tot fakt sluvit pod-
twervdeniem konformacionnyh izmenenij pri oblu~enii.
Blagodarq raznice w weli~ine biomolekul malej{ee kon-
formacionnoe izmenenie budet skazywatxsq na sposobnosti
molekul fermentow swqzywatx raznye substraty. Krome
togo, kazein, po-widimomu, imeet w silu swoego stroeniq
neskolxko centrow swqzywaniq s fermentom, w to wremq kak
u |firow on edinstwennyj. Raznica w specifi~nosti |fir-
nyh substratow movet ob%qsnqtxsq razli~nymi mehaniz-
mami swqzywaniq.53 Tak, w rabote 72 ispolxzowali dewqtx
|firnyh substratow i pokazali, ~to dlq nekotoryh iz nih
su}estwuet zawisimostx mevdu poterej kataliti~eskoj
aktiwnosti i razru{eniem ostatkow triptofana, odnako
dannyj fakt sprawedliw ne dlq wseh substratow. Pri |tom
obe kataliti~eskie stadii ± kak acilirowanie aktiwnogo
centra, tak i deacilirowanie, podwerveny wozdejstwi`
ioniziru`}ego izlu~eniq.

Sleduet otmetitx, ~to wo wseh slu~aqh bolx{oe zna~enie
dlq radiacionnoj ~uwstwitelxnosti imeet ~istota fer-
menta i substrata; osobo |to pokazano na primere kazeina.65

Uslowiq prowedeniq reakcii, t.e. sostaw sredy, izmenq`t
radiacionno-himi~eskij wyhod aktiwnyh radikalow i
silxno wliq`t na zna~enie weli~iny Gin. Wliqnie na nee
razli~nyh buferow priwedeno w tabl. 6, a dlq subtili-
zina-72 opisano w rabote,68 w kotoroj srawniwa`tsq koncent-
racionnye zawisimosti Gin ot na~alxnoj koncentracii
fermenta w acetatnom bufere i rastwore 0.1 M NaCl. Pri
bolx{oj koncentracii fermenta (1074 M) raznica nezna~i-
telxna, odnako uve w 1076 M rastwore ona uweli~iwaetsq
po~ti na porqdok. Naibolx{ee dejstwie acetatnogo bufera
na tripsin nabl`dali awtory raboty.62 W to ve wremq tris-
HCl bufer prakti~eski ne wliql na weli~inu Gin himotrip-
sina.51

Wavnoe zna~enie pri oblu~enii imeet prisutstwie w
rastwore ionow Ca2©. Estx swedeniq o swqzywanii ih s
molekulami fermentow (w ~astnosti, subtilizinami), za
s~et ~ego nabl`daetsq za}itnyj |ffekt, i Gin umenx{aetsq
dlq serinowyh proteinaz w rezulxtate umenx{eniq Grazw.
Pokazano,51 ~to prisutstwie Ca2© zamedlqet razlovenie
ostatkow triptofana. Stabiliziru`}ee dejstwie Sa2©

izwestno i pri termoinaktiwacii.73 Po dannym awtorow
rabot 51, 68 stabiliziru`}ij |ffekt wozrastaet s uweli~e-
niem koncentracii fermenta; D50 (doza, pri kotoroj osta-
etsq 50¥ aktiwnogo fermenta) powy{aetsq w 2 raza. Sta-
bilxnostx uweli~iwaetsq i s rostom pH do 7.8 (D50 uweli~i-
waetsq w 1.5 raza dlq koncentracii 1076 M i w 3 raza dlq
1074 M). Dlq subtilizina-72 bylo issledowano sowmestnoe
wliqnie ionow kalxciq i acetatnogo bufera.68 W |tom slu~ae
nabl`da`tsq konkurentnye processy, i protektornoe
dejstwie ionowCa2© proqwlqetsq togda, kogda |ffekt swqzy-
waniq molekul subtilizina s nimi na~inaet prewy{atx
destabiliziru`}ee dejstwie uweli~eniq ionnoj sily ras-
twora. Su}estwuet oblastx wzaimnoj nejtralizacii |ffek-
tow (w dannom slu~ae pri koncentracii fermenta okolo
3 .1076 M).

lg [E0]

lg Gin

2

72

72747678

74

1

2

4

3

Ris. 4. Zawisimostx radiacionno-himi~eskogo wyhoda inaktiwa-
cii (Gin) ot na~alxnoj koncentracii himotripsina (1, 2) i angio-
tenzin-prewra}a`}ego fermenta (3, 4). Dlq kriwoj 1 ras~et Gin

prowodilsq na na~alxnom u~astke dozowoj zawisimosti, dlq kriwoj
2 ± pri doze 200 Gr; 1, 2 ± pH 7.8; 3 ± pH 7.5; 4 ± pH 9.0

538 M.A.Orlowa



Izmenenie inaktiwacii himotripsina i subtilizina w
zawisimosti ot wida oblu~eniq opisano w rabotah 59, 67 i
predstawleno w tabl. 7. Odnako sleduet u~itywatx, ~to
takoe izmenenie, kak prawilo, zawisit ot mo}nosti dozy
isto~nika, ~to takve wliqet na radiacionnu` stabilxnostx
fermentow.

Mnogo woprosow swqzano s wliqniem kisloroda na pro-
cess radiacionnoj inaktiwacii. Srawnenie rezulxtatow
oblu~eniq serinowyh proteinaz na wozduhe i w atmosfere
inertnogo gaza prowodili w rabotah,50, 60 wywody ih neod-
nozna~ny. S~itaetsq,65 ~to pri oblu~enii na wozduhe glawnaq
rolx prinadlevitOH-radikalam, a w ana|robnyh uslowiqh ±
OH iH. Po dannym raboty 74 weli~iny G(7SH) i G(7Trp)
menx{e w ana|robnyh uslowiqh, a u himotripsina nabl`da-
lasx bo'lx{aq ~uwstwitelxnostx w otsutstwii kisloroda.57

Odnim iz ob%qsnenij takogo roda izmenenij movet sluvitx
zawisimostx ot sredy oblu~eniq (te ve konkurentnye pro-
cessy wzaimodejstwiq fermenta s aktiwnymi radikalami i
radikalow mevdu soboj). Tak, iony Oÿ2 obrazu`tsq pri
pH 5.0 bystree, ~em H-atomy, a |ffektiwnostx inaktiwacii
dlq nih gorazdo menx{e.57 Protektornaq rolx kisloroda
pri oblu~enii na wozduhe nabl`dalasx awtorami raboty.72

W rqde slu~aew opredelq`}im qwlqetsq obrazowanie H2O2.
\to bylo pokazano na primere subtilizina-Carlsberg.55

Wse rassmotrennye wy{e dannye otnosqtsq k izu~eni`
fermentow in vitro. Drugim wariantom izu~eniq izmeneniq
funkcii fermenta pod dejstwiem ioniziru`}ego izlu~eniq
qwlq`tsq issledowaniq in vivo. Takogo roda raboty 75, 76

poswq}eny opredeleni` izmeneniq fibrinoliti~eskogo
obmena, swqzannogo s aktiwnostx`plazmina. Bylo pokazano,
~to fibrinoliti~eskaq aktiwnostx umenx{aetsq s uweli~e-
niem dozy g-oblu~eniq in vivo, a |to w swo` o~eredx swqzano s
umenx{eniem reakcionnoj sposobnosti aktiwatora plazmi-
nogena. K sovaleni`, dannyh pomehanizmu radioliza samih
fermentow trombina i plazmina w literature najti ne
udalosx, no movno predpolagatx, ~to on edinyj dlq serino-
wyh proteinaz i zakl`~aetsq w izmenenii konformacii
aktiwnogo centra.

2. Sulxfgidrilxnye proteinazy

Proteinazy, soderva}ie w aktiwnom centre cistein,
predstawlq`t osobyj interes pri izu~enii ih radio~uwst-
witelxnosti w swqzi s su}estwowaniem gipotezy edinogo
mehanizma lu~ewogo poraveniq, swqzannogo s koli-~estwom
swobodnyh sulxfgidrilxnyh grupp w organizme.77Detalxnoe
rassmotrenie radioliza odnoj iz samyh izu~ennyh sulxfgi-
drilxnyh proteaz ± papaina ± proweli awtory rabot.78, 79

Kak uve ukazywalosx wy{e, bolx{instwo issledowanij
radioliza fermentow prowodili w oblasti |ksponencialx-
noj zawisimosti |ffekt7doza, kotoraq qwlqetsq, kak pra-
wilo, rezulxtatom sowokupnosti neskolxkih ne|ksponen-
cialxnyh processow. Awtory raboty 78 opisali kinetiku
inaktiwacii papaina i polu~ili sootno{enie mevdu dozoj
i weli~inoj inaktiwacii:

Da � k0 ÿ k1

k0
y � k1E0 � k01F � k2P

k0
ln

E0

E0 ÿ y
; (2)

gde D ± doza w rentgenah; a ± faktor proporcionalxnosti,
prewra}a`}ij dozu w ~islo radikalow (It  aD); I ± ~islo
radikalow (M/l), obrazu`}ihsq w edinicu wremeni; k0 ±
konstanta skorosti inaktiwacii radikalow aktiwnym fer-
mentom; k1 ± konstanta skorosti inaktiwacii radikalow
inaktiwirowannym fermentom; k0 ± konstanta skorosti
inaktiwacii fermenta radikalami; E0 ± na~alxnaq koncent-
raciq fermenta; k01 ± konstanta skorosti inaktiwacii radi-
kalow zagrqznq`}imi we}estwami; F ± koncentraciq
zagrqznq`}ih ferment we}estw; k2 ± konstanta skorosti
inaktiwacii radikalow protektorami; y ± koncentraciq
inaktiwirowannogo fermenta; P ± koncentraciq radiopro-
tektorow.

Urawnenie (2) w principe primenimo k l`bomu fer-
mentu. Ono imeet linejnu` i logarifmi~esku` kompo-
nenty. Tolxko pri k0  k1, t.e. esli aktiwnyj i inaktiwiro-
wannyj ferment odinakowo reagiru`t s radikalami,
wypolnqetsq |ksponencialxnaq zawisimostx dlq kriwyh
doza7|ffekt, tak kak togda

E= E0 exp(7k0Da/[k1E0 + k01F© k2P]) =

  E0 exp(7KD) . (3)

Odnako awtory nabl`dali, ~to pri |ksponencialxnoj
dozowoj zawisimosti X-inaktiwacii papaina, aktiwnye
molekuly fermenta reagiru`t s produktami radioliza
wody bystree, ~em inaktiwirowannye. \to zastawilo ih
rassmotretx bolee podrobno kinetiku inaktiwacii. Bylo
polu~eno semejstwo kriwyh s uweli~eniem wyhoda inaktiwa-
cii w zawisimosti ot dozy, ~to swqzano s umenx{eniem
zna~imosti logarifmi~eskoj ~asti urawneniq (2) s wozra-
staniem k0. Teoreti~eskie predstawleniq horo{o soglasowa-
lisx s |ksperimentalxnymi dannymi dlq X-inaktiwacii
1.2 .1075 M rastworow papaina w fosfatnom bufere pri
pH 7.4 i 08C. W slu~ae, kogda k0= k1, izmenq`tsq parametry
radio~uwstwitelxnosti, ~to oby~no priwodit k umen-
x{eni` inaktiwacii. Awtory raboty 80 s~itali, ~to esli
fermentom qwlqetsq papain, to w otli~ie ot serinowyh
proteinaz, on kak SH-soderva}ij ferment predpo~ti-telx-
nee reagiruet s akwatirowannym |lektronom e7aq. Osnownym
mehanizmom inaktiwacii qwlqetsq poravenie aktiwnogo
centra odnim iz produktow radioliza wody i pri |tom
wavna tolxko odna aktiwnaq gruppa, wzaimodejstwie radi-
kala s kotoroj priwodit k inaktiwacii moleuly, t.e.
(k07k1) / k0=1.

Predpolovenie o tom, ~to mehanizm inaktiwacii
papaina (Pa) swoditsq k powrevdeni` aktiwnogo centra
podtwervdaetsq |ksperimentami s modificirowannym
papainom, a takve izmeneniem Gin w prisutstwii ingibito-
row.81 Kogda w ka~estwe modifikatorow ispolxzowali
cisteamin monosulxfoksid, kotoryj daet sme{annyj
disulxfid Pa7S7S7R, i tetrationat, obrazu`}ij ion
Pa7S7S2Oÿ3 , nabl`dalosx 82 uweli~enie radiacionnoj
ustoj~iwosti takih proizwodnyh papaina (tabl. 8).

Takim obrazom, w otli~ie ot serinowyh proteinaz,
inaktiwaciq sulxfgidrilxnyh fermentow ot~asti swoditsq
k powrevdeni` aktiwnogo centra, w osnownom po odnoudar-
nomu mehanizmu, i |to obuslowliwaet razli~ie w k0 i k1 i
wedet k otkloneni` dozowoj zawisimosti ot |ksponenty.
Sleduet takve u~itywatx, ~to e7aqmogut prohoditx s bolx{oj
|ffektiwnostx` skwozx molekuly belka, i |to dolvno
zatrudnqtx primenenie teorii mi{eni pri ras~etah dlq
SH-fermentow. Odnako blagodarq zametnomu |lektronnomu
srodstwu disulxfidnyh mostikow takie ocenki wse ve woz-
movny.48 Kak uve otme~alosx, dozowye kriwye dlq serino-
wyh proteinaz, kotorye ne qwlq`tsq zawisimymi ot powrev-
deniq neposredstwenno serina w aktiwnom centre, tove ne

Tablica 7. Zawisimostx konstanty inaktiwacii (kin, |ff) ot wida
izlu~eniq 67

Ferment Sreda pH Wid kin, |ff . 104,
izlu- min71

~eniq

Himotripsin, Tris-HCl bufer 7.8 g 1.0

1075 M Tris-HCl bufer 7.8 g-n a 0.5

Subtilizin-72, 0.1 M NaCl 5.5 g 0.9

1076 M 0.1 M NaCl 5.5 g-n a 0.5

a Gamma-nejtronnoe pole.
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wsegda otwe~a`t |ksponencialxnoj zawisimosti. Ob%qsnenie
|tih faktow bolee slovno, poskolxku awtory 78, 79 ne u~ity-
wali izmenenij konformacii molekuly papaina, s~itaq
|tot process wtorostepennym. Odnako on neizbevno dolven
proishoditx w rezulxtate obrazowaniq pod dejstwiem ioni-
ziru`}ego izlu~eniq S7S-swqzej i sme{annyh disulxfi-
dow tipa Pa7S7S±R, ~to izmenqet (~a}e ukreplqet) struk-
turu molekuly i tormozit polnu` destrukci`, wliqq na
konformaci`.

Nabl`daemye konformacionnye naru{eniq w papaine
proishodqt, kak bylo pokazano w rabotah,48, 87 za s~et raz-

ru{eniq tirozinowyh i triptofanowyh ostatkow s pre-
imu}estwennym powrevdeniem tirozinow, iz kotoryh dwa
(Tyr-61 i Tyr-67) nahodqtsq wblizi aktiwnogo centra. Krome
togo, bolx{u` rolx w inaktiwacii papaina igraet imida-
zol-tiolxnaq para (Cys-25 i His-159), ~to wliqet na wzaimo-
dejstwie fermenta s substratom.86 O~ewidno, w slu~ae
papaina kak i dlq tripsinopodobnyh fermentow, pomimo
wozdejstwiq e7aq, wavnym qwlqetsq ataka OH-radikalow i
dostupnostx dlq nih aromati~eskih aminokislotnyh ostat-
kow. W tabl. 9 priwedeny dannye po reakcionnoj sposobno-
sti razli~nyh aminokislotnyh ostatkow w papaine po

Tablica 8. Izmenenie kataliti~eskoj aktiwnosti sulxfgidrilxnyh proteinaz pri dejstwii rentgenowskogo izlu~eniq (t 08C), substrat ±
gemoglobin

Ferment Uslowiq Mo}nostx Doza, [E] . 105, M D37
a, Gr Ionnyj Kol-wo Gin

a Ostato~naq Ssylki
oblu~eniq dozy, Gr¢s Gr wyhod SH-grupp aktiwnostx,a ¥

na mole-
kulu

Papain 0.067 M fos- 0.14 65 1.35 30 (70) 7 0.5 0 (40) 7 79
fatnyj bufer,
pH 7.4, wozduh

0.067 M fos- 0.16 7 0.9 7 0.79 0.5 7 7 79
fatnyj bufer,
pH 7.4, wozduh

0.067 M fos- 0.14 63 1.2 85 0.41 0.5 7 50 79
fatnyj bufer,
pH 7.4, wozduh
w prisutstwii
katalazy

0.067 M fos- 0.16 7 0.9 7 0.44 7 7 7 79
fatnyj bufer,
pH 7.4, N2

0.067 M fos- 0.16 7 0.9 7 0.37 7 7 7 79
fatnyj bufer,
pH 7.4, N2

w prisutstwii
katalazy

0.067 M fos- 0.145 300 1.5 7 7 7 7 7 (27) 48
fatnyj bufer,
pH 7.4

Acetatnyj 1.5 . 1074 7 2.0 7 7 7 1.00 (0.54) 7 79
bufer, pH 6.8,
N2O

Acetatnyj 1.5 . 1074 7 2.0 7 7 7 1.00 (0.53) 7 85
bufer, pH 6.9,
N2, i-BuOH

pH 6.9 1.5 . 1074 7 2.0 7 7 7 0.43 (0.11) 7 85

pH 6.9, (CNS)ÿ2 1.5 . 1074 7 2.0 7 7 7 1.00 (0.31) 7 85

Papain- 0.067 M fos- 0.145 300 1.5 7 7 0.4 7 7 (82) 48

S7S7R fatnyj bufer,
pH 7.4

a W skobkah priwedeno zna~enie w prisutstwii cisteina.

Tablica 9. Reakcionnaq sposobnostx i dostupnostx nekotoryh aminokislotnyh ostatkow w papaine po otno{eni` k OH-radikalam 48

Aminokislotnye nob} n|ksp k(OH©AK)
. 1079, n|ksp . k(OH©AK) n|ksp . k(OH©AK)

ostatki M71s71 S n|ksp . k(OH©AK)

Cistein 1 1 12.3 12.3 0.04

Triptofan 5 2.2 13.3 29.3 0.10

Tirozin 19 13 10.1 131.3 0.47

Gistidin 2 2 4.7 9.4 0.03

Fenilalanin 4 2 5.5 11.0 0.04
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otno{eni` k OH-radikalam. Perwenstwu`t w |tom spiske
ostatki tirozina i triptofana. Ob}ie konstanty skorosti
reakcij papaina s OH-radikalami i e7aq dany w tabl. 3.

Takim obrazom, additiwnostx dwuh processow:

Cys + e7aq ? Ein ,

Tyr (Trp)+OH ?Ein©Eak
¨ ,

(Eak
¨ ± molekuly aktiwnyh, no powrevdennyh molekul)

sozdaet kartinu inaktiwacii papaina. Pri |tom padenie
|steraznoj aktiwnosti papaina, kak i dlq serinowyh pro-
teinaz, swqzano 48 s destrukciej Trp-177. Krome togo, wklad w
inaktiwaci` wnosit reakciq otrywaH-atoma ot SH-gruppy

OH+Pa7SH? Pa7S
.
+H2O .

Esli wblizi S7S-mostika nahodqtsq aromati~eskie ami-
nokislotnye ostatki, weroqtnostx inaktiwacii uweli~i-
waetsq za s~et summy processow. Dejstwie ioniziru`}ego
izlu~eniq na disulxfidy i tioly, kak izwestno na primere
g-radioliza cisteamindisulxfida 48 i cistina,83, 84 daet
mnogo~islennye produkty, kotorye zatem wstupa`t wo
wtori~nye reakcii. Analogi~nye processy wliq`t i na
inaktiwaci` SH-fermentow.

Interesno, ~to papain obladaet bolx{ej radio~uwstwi-
telxnostx` po srawneni` s drugimi SH-soderva}imi fer-
mentami, takimi, kak alkogolxdegidrogenaza i gliceralxde-
gid-3-fosfatdegidrogenaza.81 Pri |tom ego sposobnostx k
reaktiwacii cisteinom wy{e. W to ve wremq wwidu bolx{ej
uqzwimosti aktiwnogo centra po dwum rassmotrennym wy{e
reakciqm, papain bolee radio~uwstwitelen i po srawneni` s
serinowymi proteinazami. Odnako sleduet u~itywatx spe-
cifiku i ~uwstwitelxnostx metodow opredeleniq kataliti~-
eskoj aktiwnosti, kotorye, kak bylo pokazano na primere
himotripsina, ime`t wesxma su}estwennoe zna~enie. Krome
togo, pri opredelenii aktiwnosti papaina i ras~eta weli~in
Gin nado prinimatx wo wnimanie, ~to okolo 50¥ papaina w
preparate movet bytx w okislennoj (neaktiwnoj) forme; |to
zatrudnqet srawnenie dannyh iz raznyh rabot, esli ne
prowodilasx predwaritelxnaq reaktiwaciq ili o~istka.85

\ksperimenty pokazali,48, 80 ~to radiacionnaq inakti-
waciq papaina zna~itelxno umenx{aetsq pri dobawlenii
cisteina posle oblu~eniq, ot~asti za s~et reakcii

Pa.+Cys7SH? Pa7H+Cys7S
.
.

Otno{enie Gin (w prisutstwii cisteina)/Gin (w otsutst-
wii cisteina) (otnositelxnyj wyhod) predstawleno na
ris. 5. Pri |tom za}ita cisteinom zawisit ot realxnogo
sootno{eniq [Pa]/[Cys]. Tak, w o~i}ennyh azotom rastworah
ono dolvno sostawlqtx 1/(2 ± 10). \to obuslowleno, krome
ukazannoj wy{e reakcii, konkurentnymi processami s

radikalami OH i bolee bystrymi reakciqmi s u~astiem e7aq

e7aq+R7SH?R.+SH7 ,

Cys.+Cys7SH?Cys7H+Cys7S. .

Po|tomu e7aq wyzywa`t wosstanawliwaemu` inaktiwaci`, w
to wremq kak OH-radikaly ± newosstanawliwaemu`.85

Sleduet otmetitx, ~to uweli~enie pH rastwora, kak
prawilo, powy{aet weli~inu Gin, hotq wzaimoswqzx mevdu
|timi weli~inami neodnozna~na.81

Izu~alosx wliqnie uslowij oblu~eniq na radiacionnu`
inaktiwaci` papaina. Awtory 85 wyqsnili wozdejstwie na
|tot process acetatnogo, izobutanolxnogo i CNS-radika-
low. Okazalosx, ~to wse oni uweli~iwa`t weli~inu Gin

(tabl. 8), o~ewidno, za s~et reakcii

Pa7SH+R ? Pa7S.+RH .

Nabl`dalosx takve wliqnie peroksida wodoroda na
inaktiwaci` papaina.79, 85, 86 Peroksid daet 60¥ wosstanaw-
liwaemyh i 40¥ newosstanawliwaemyh powrevdenij w
papaine.85 Pri |tom iskl`~enie ego wliqniq putem dobawle-
niq katalazy umenx{aet ionnyj wyhod, kotoryj prakti~e-
ski ne izmenqetsq na wozduhe i w atmosfere azota. Zawisi-
mostx inaktiwacii ot nali~iqH2O2movno ocenitx takve po
uweli~eni` radiacionnoj inaktiwacii papaina pri umen-
x{enii mo}nosti dozy w otsutstwie katalazy.

Takim obrazom, glawnoe otli~ie w mehanizmah radia-
cionnoj inaktiwacii serinowyh i sulxfgidrilxnyh pro-
teinaz zakl`~aetsq w tom, ~to w poslednem slu~ae
nabl`daetsq ne tolxko naru{enie konformacii pri
destrukcii aromati~eskih aminokislotnyh ostatkow, no i
konkurentnyj prewaliru`}ij process odnoudarnoj inak-
tiwacii za s~et poraveniq aktiwnogo centra.

3. Drugie klassy proteinaz

Esli radioliz serinowyh i sulxfgidrilxnyh proteinaz
izu~en dostato~no polno, to ostalxnye predstawiteli pro-
teinaz upomina`tsq w literature ot slu~aq k slu~a`.

W rabote 70 rassmotren radioliz pepsina ± kisloj pro-
teinazy, soderva}ej ostatok asparaginowoj kisloty w
aktiwnom centre. Bylo pokazano, ~to ob}ie zakonomernosti
inaktiwacii dlq |togo fermenta te ve, ~to i dlq tripsina,
himotripsina i subtilizinow: w rastwore osnownym reak-
cionnym agentom qwlqetsq OH-radikal, wesxma |ffektiwen
atomarnyj wodorod, kotoryj, odnako, wnosit menx{ij
wklad w inaktiwaci` wsledstwie nebolx{ogo wyhoda.
Shodstwo zakl`~aetsq i w powrevdenii teh ve radia-
cionno-~uwstwitelxnyh aminokislotnyh ostatkow: Trp i
Tyr, ~to dokazano izmeneniem weli~iny inaktiwacii w
prisutstwii ionow Brÿ2 i (SCN)ÿ2 , a takve tret-butanola.
Parametry i uslowiq inaktiwacii priwedeny w tabl. 6.
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Ris. 5. Otnositelxnyj wyhod inaktiwacii (a) w zawisimosti ot
[Cys]/[Pa]; 1 ± wy~islennaq dolq OH-radikalow, reagiru`}aq s
papainom w N2-nasy}ennyh rastworah, 2 ± newosstanawliwaemaq
inaktiwaciq, 3 ± ob}aq inaktiwaciq, 4 ± dolq, sootwetstwu`}aq
wzaimodejstwi` s papainom ob}ih (OH©eÿaq) radikalow w N2-yfc-
y}ennyh rastworah
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Ris. 6. Izmenenie radio~uwstwitelxnosti pepsina w zawisimosti
ot uslowij oblu~eniq: 69 1 ± Ar+t-BuOH, 2 ± O2, 3 ± Ar, 4 ± N2O
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Na ris. 6 i 7 inaktiwaciq pepsina predstawlena w wide
dozowyh zawisimostej i izmeneniq pH-zawisimosti w raz-
li~nyh uslowiqh oblu~eniq. Poslednqq imeet izmenenie w
oblasti pH 2 ± 3. U~itywaq takie ve izmeneniq dlq subti-
lizina 52 i angiotenzinprewra}a`}ego fermenta (APF)
(ris. 7), movno goworitx o tom, ~to radiacionnaq inaktiwa-
ciq daet wozmovnostx opredelqtx uslowiq, pri kotoryh
osu}estwlq`tsq konformacionnye izmeneniq w molekule.

W slu~ae karboksipeptidazy-A |ffektiwnostx dejstwiq
produktow radioliza wody na ee |nzimati~esku` aktiwnostx
ne otli~aetsq ot takowoj dlq serinowyh proteinaz,69

nesmotrq na to, ~to aktiwnyj centr w |tom slu~ae sodervit
ion metalla (Zn). Nabl`daetsq i blizkaq weli~ina radia-
cionno-himi~eskogo wyhoda inaktiwacii (Gin, tabl. 6). Wse
|to podtwervdaet, ~to inaktiwaciq takogo klassa fermentow
proishodit w perwu` o~eredx posredstwom naru{eniq kon-
formacii, a ne po odnoudarnomu mehanizmu poraveniq
aktiwnogo centra. Zna~itelxnaq zawisimostx inaktiwacii
ot konformacionnogo sostoqniq molekuly nabl`dalasx i
na primere Zn-soderva}ej gidrolazy ± APF, dlq stabilx-
nosti kotoroj wavnoe zna~enie imelo koli~estwo raz-ru{en-
nyh aromati~eskih aminokislotnyh ostatkow. Razlovenie
ih na* 50¥wyzywalo dostup radikalow k aktiwnomu centru
i padenie fermentatiwnoj aktiwnosti (ris. 8).

W celom, process radiacionnoj inaktiwacii proteinaz,
kak wpro~em i l`bogo drugogo fermenta, movno predstawitx
shemoj (ris. 9), ispolxzowanie kotoroj uslovnqet wyrave-
niq, polu~ennye awtorami rabot.79, 80 Process 4 (ris. 9),
kotoryj i sostawlqet sobstwenno mehanizm inaktiwacii,
t.e. izmeneniq biomolekuly, zawisit ot ko|fficienta
|ffektiwnosti dejstwiq produktow radioliza wody na dan-
nyj ferment w wide samogo aktiwnogo centra ili ego
blivaj{ego okruveniq. Naibolx{im wyhodom i wysokoj
|ffektiwnostx` oblada`t OH-radikaly i e7aq. U atomow H,
ime`}ih maksimalxnu` |ffektiwnostx, wyhod nedosta-
to~no wysok, ~toby zna~itelxno wliqtx na inaktiwaci`,
po|tomu imenno OH i e7aq wnosqt osnownoj wklad w dannyj
process. Pri oblu~enii ~istogo fermenta principialxnye
razli~iq nabl`da`tsq u SH-soderva}ih fermentow i
ostalxnyh proteinaz, nezawisimo ot togo, nahoditsq li u
nih w aktiwnom centre serin, asparaginowaq kislota ili
atom metalla. Biomolekuly, soderva}ie SH-gruppu,
pomimo konformacionnyh powrevdenij za s~et wzaimo-
dejstwiqOH-radikalow s ostatkami triptofana i tirozina,
podwerga`tsq neposredstwennomu wozdejstwi` e7aq na
cistein w aktiwnom centre, ~to priwodit k uweli~eni` dlq
nih weli~iny Gin. W uslowiqh odinakowogo mehanizma
inaktiwacii principialxnoe zna~enie imeet plo}adx
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Ris. 7. Izmenenie radio~uwstwitelxnosti pepsina 69 (a), subtili-
zina-72 (G 0in, 5, b)52 i angiotenzin-prewra}a`}ego fermenta
(APF, G 00in, 6, b) w razli~nyh uslowiqh: 1 ± N2O+KBr, 2 ± N2O,
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Ris. 8. Izmenenie kataliti~eskoj aktiwnosti (E) (1) i koli~estwa
ostatkow triptofana i tirozina Dn (2) w APF (g-oblu~enie)
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prisutstwu`}ie w rastwore

542 M.A.Orlowa



dostupnoj powerhnosti molekuly, kotoraq harakterizuet
stepenx ee razwernutosti. W tabl. 10 priwedeny nekotorye
zna~eniq weli~in dostupnoj powerhnosti dlq metallsoder-
va}ih, SH-soderva}ih i serinowyh proteinaz. Srawnenie
so zna~eniqmi Gin (tabl. 6) pokazywaet, ~to dlq himotrip-
sina i karboksipeptidazy oni blizki, dlq subtilizina,
ime`}ego menx{u` dostupnu` powerhnostx, umenx{aetsq
i radiacionno-himi~eskij wyhod inaktiwacii. Odnako dlq
papaina, otli~a`}egosq mehanizmom inaktiwacii,
nesmotrq na menx{u` plo}adx dostupnoj powerhnosti,
nabl`daetsq bolee wysokij Gin. Krome togo, dlq l`boj
proteinazy radiacionnaq stabilxnostx zawisit ot dostup-
nosti aromati~eskih aminokislotnyh ostatkow, osobenno
Trp i Tyr, nezawisimo ot ustoj~iwosti aktiwnogo centra.

IV. Primenenie metoda radiacionnoj
inaktiwacii proteoliti~eskih fermentow

Metod radiacionnoj inaktiwacii imeet dostato~no
interesnye perspektiwy w plane primeneniq. ^asti~no ob
|tom goworilosx wy{e.

Naibolee starym i izwestnym primeneniem metoda
radiacionnoj inaktiwacii qwlqetsq ego ispolxzowanie pri
opredelenii molekulqrnyh mass biomolekul. Osobyj inte-
res wyzywaet wozmovnostx harakterizowatx slovnye nadmo-
lekulqrnye obrazowaniq.18 Dlq |toj celi metod horo{o
razrabotan i podrobno opisan; 5, 17, 18, 23, 35 On udoben, nade-
ven i dostato~no {iroko primenqetsq.

Wesxma perspektiwnym predstawlqetsq medicinskoe pri-
menenie rezulxtatow radiacionnogo izu~eniq proteinaz. W
|tom slu~ae ispolxzu`tsq immobilizowannye fermenty,
kotorye, kak bylo opisano wy{e, gorazdo stabilxnee, ~em w
rastwore. Wavno, ~to dejstwie takihmaterialow na organizm
prolongirowano i trebu`tsq nezna~itelxnye koncentracii
fermentow.41 ± 43 Opisano, w osnownom, ispolxzowanie seri-
nowyh proteinaz, w ~astnosti, tripsina. Predwaritelxnaq
radiacionnaq obrabotka presleduet odnowremenno celi
immobilizacii i sterilizacii, prakti~eski ne zatragiwaq
fermentatiwnu` aktiwnostx.

Sposoby polu~eniq polutonowyh izobravenij pod
dejstwiem raznyh widow radiacii na materialah, soder-
va}ih proteinazy, otkrywa`t {irokie wozmovnosti dlq
sozdaniq dozimetri~eskih sistem na ih osnowe.40 ^uwstwi-
telxnostx takih materialow movno powy{atx (t.e. snivatx
nivnij predel opredelqemyh doz) za s~et izmeneniq mate-
riala podlovki, wwedeniq w nee dobawok, a takve powy{eniq
koncentracii fermentow (poslednee menee velatelxno iz-za
zna~itelxnogo udorovaniq materiala i wozmovnosti
~asti~nogo radioliza). Pomimo ~isto dozimetri~eskih
celej nekotorye iz rassmotrennyh sistem 39 mogut sluvitx
alxternatiwnym materialom rengenowskim plenkam,
ispolxzu`}imsq w awtoradiografii i medicine.

W poslednie gody w swqzi s rezkim uhud{eniem radio|-
kologi~eskoj obstanowki {iroko razrabatywa`tsq razli~-
nye biohimi~eskie modeli, da`}ie wozmovnostx ocenitx
stepenx riska wozdejstwiq ioniziru`}ego izlu~eniq odno-
wremenno s oby~nymi bytowymi i medicinskimi fakto-
rami (bytowaq himiq, udobreniq, pesticidy, lekarstwa).8

Krome togo, |ti issledowaniq ime`t swoej celx` i wozmov-
nostx skrinninga radioprotektorow. W otli~ie ot ispyta-
nij na viwotnyh biohimi~eskie modeli pro}e i da`t
dopolnitelxnye predstawleniq o mehanizme dejstwiq
reagenta w opredelennyh uslowiqh. Sredi razrabatywaemyh
modelej ime`tsq i fermentnye, w ~astnosti, gidrolaznye.9

Fermentnye modeli pytalisx ispolxzowatx w 50-e gody,
odnako oni okazalisx ne|ffektiwnymi iz-za prqmolinej-
nogo traktowaniq rezulxtatow. Okazalosx, ~to korrelqciq
mevdu dejstwiem radiacii na organizm i fermenty bolee
slovnaq i swqzana s wliqniem |ffektorow (aktiwatorow i
ingibitorow), kotorye pod dejstwiem ioniziru`}ego
izlu~eniq ili drugih widow radiacii priwodqt k bolx{ej
ili menx{ej razbalansirowke sistem organizma. Na ris. 10
izobravena korrelqciq mevdu konstantoj ingibirowaniq
(Kin) himotripsina nekotorymi izwestnymi radioprotek-
torami i dozowoj harakteristikoj (D80), pri kotoroj 80¥
fermenta ostaetsq aktiwnym. Pri |tom tip ingibirowaniq
(konkurentnoe, beskonkurentnoe) zametnogo wliqniq na
dannu` zawisimostx ne okazywal.90 Sleduet u~itywatx, ~to
|ffektorom movet qwlqtxsq l`boe soedinenie, ispolxzue-
moe w powsednewnoj vizni ~eloweka, w tom ~isle komponenty
pi}i, lekarstwa, parf`meriq i t.d. Takim obrazom, mnogie
we}estwa sluvat radiomodifikatorami, izmenqq wozmov-
noe dejstwie l`bogo wida radiacii. Ispolxzowanie fer-
mentnyh modelej movet harakterizowatx wliqnie radio-
modifikatora na wpolne opredelennyj mehanizm radia-
cionnogo wozdejstwiq, w ~astnosti, proteaznaq modelx daet
swedeniq o konformacionnom mehanizme.
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RADIATION INACTIVATION OF PROTEOLYTIC ENZYMES
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The survey was devoted to generalisation of protease inactivation mechanism for different conditions of irradiation

and for different kinds of enzymes. The importance of radiation conformation changes and the possible use of

radiolytic processes were considered especially. The serine-, SH-, acidic- andmetal-contained enzymes were described.
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