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ВОПРОСЫ Медицинской 

ХИМИИ 



У/1. К 615.355:577.152.34 1.033.07 

В. / / . Куликов, В. В. Коршунов, Н. К. Трифоненкова, Т. Л. Баженова, 
в . /7 . Сорокин, Д . /5. С е д о я 

ПОЛУЧЕНИЕ И СВОЙСТВА ХИМОТРИПСИНА И ТРИПСИНА, 
МЕЧЕННЫХ РАДИОИЗОТОПАМИ ЙОДА 

Институт биофизики Минздрава СССР, Н И И но биологическим испытаниям химиче-
ских соединений Министерства медицинской промышленности СССР 

Ф е р м е нт и ы е и реп а р ат ы, соде р ж а щи е 
протеиназы и, в частности химотрипсии 
и три пси и, широко применяют в меди-
цинской практике для лечения различ-
ных заболеваний 111. 

Д л я эффективного использования фер-
ментных препаратов необходимо знание 
осо бе и 11 осте й их фа р м а к о к и и ет и к и п р и 
различных способах введения. Наиболее 
ценную информацию можно получить с 
помощью ферментов, меченных радио-
изотопом ^-излучателем. Для белков 
такими радиоактивными маркерами яв-
ляются радионуклиды ,251 и m I . Однако 
процесс введения радиоизотопов йода в 
белки, в том числе и в ферменты, сопро-
вождается часто побочными реакциями, 
что выражается в изменении специфиче-
ск и х биологических свойств йодируе-
мых биополимеров 161. 

Ранее 18 101 была отмечена сущест-
венная инактивация химотрипсина и 
'трипсина после введения в них радио-
изотопов йода химическим йодированием 
с использованием в качестве окислите-
лей монохлористого йода или хлорами-
на Т. Применение более слабых окисли-
телей, например молекулярного йода 
1101, приводит к меньшей инактивации 
химотрипсина. 

Поскольку в кровяном русле указан-
ные ферменты образуют специфические 
комплексы с ингибиторами 151, инакти-
вация фермента после его йодирования 
существенно изменяет его фармакокине-
ти ку. Поэтому получение меченных ра-
диоизотопами йода ферментов без их 
с у ii ;ест ве и но й и \ i а кт и в а ци и я в л яетс я 
важным этапом па пути изучения фар-
макоки нетики ферментных лекарствен-
ных средств. Настоящая работа посвя-
щена получению и сравнительному изу-
чению трипсина и химотрипсина, ме-
ченных радиоизотопами йода, реакцией 
йодирования с помощью монохлористого 
й од а 1121 и э л е кт р о х и м и чес к и в п оте и -
циостатическом режиме 161. 

М с т о д и к а 

В работе использованы следующие пре-
параты: трипсин и химотрипсии [3], ингиби-
тор протеипаз тразилол (ФРГ) , д е н а т у р и р о -
ванный гемоглобин лошади («Reanal», В Н Р ) . 
Оптические измерения проводили с помощью-
спектрофотометра Pay U n i c a m SP-1800 (Ан-
глия) в кюветах толщиной 10 мм. Все реак-
тивы имели к в а л и ф и к а ц и ю х. ч. или ч. д. а . 
Д л я йодирования использовали иотеицио-
стат П-5247 М, рН растворов измеряли по-
теициометрически с точностью ± 0 , 0 2 . Элек-
трофорез на бумаге FN-4 проводили е по-
мощью прибора ПВЭФ-1 в боратном буфер-
ном растворе рН 8,5 при 250 В в течение 
45 мим. Газожидкостную хроматографию 
осуществляли на хроматографе Рау-204 (Ан-
глия) ; носитель - хромосорб S с 3% карбо-
рамового к а у ч у к а . Температура 170 "С, ско-
рости тока гелия 65 мл /мин . 

П-иитрофеиилацетат -— т. пл. 78 ,5—79,5 °С 
(из хлороформа) . % С - 52,65; % И — 3, 85; 
% N — 8 , 3 9 , C 8 H 7 O N Rf 0,74 на силуфоле ; 
п о д в и ж н а я фаза - хлороформ — гексаи 2:1; 
м о л е к у л я р н а я экстинкция при 420 им -
17 000. Время выхода пика при газожидкост-
ном хроматографироваиии — 4 мин 25 с. 

Г ель-фильтрация. Химотрипсии, трипсин 
и т р а з и л о л , использованные в работе, были 
гомогенны, по данным гель-фильтрации на 
сефадексе G-50 (глициновый буфер рН 3 ,0 
д л я трипсина и фосфатный буфер р Н 6,9 для 
химотрипсина и тразилол а). О б р а з ц ы фер-

Условия йодирования и характеристики химо-
трипсина и трипсина, меченных '-'Т 
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Химо- IC1 2 : 1 5 1 98 2, 3 
трипсии Электрохимиче-

с к и Й 8 2 97 3, 7 
IC1 4 : 1 3 7 90 1 , 0 

Электрохимичс-
с к И1 i 05 97 2 , 7 

IC1 8 : 1 35 9 7 1 , 0 Электрохимиче-
с к и й 6 0 98 2 , 8 

IC1 1 G : 1 30 96 1 . 3 

Трипсин 1C1 2 : 1 27 97 1 . 2 
Электрохимиче-

ский 0 0 98 4 . 0' 
IC1 4 : 1 32 96 1 , 3 

Электрохим ичс-
CK IIII 77 97 3, 7 

IC1 8 : 1 38 90 1 , 7 
Электрохимиче-

с к и й 0 2 98 1 , 5 
1С 1 10:1 2 5 9 7 1 . 1 
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Рис. I. Сопоставление результатов он редело" 
иия радиохимического выхода йодированных 
ферментов химотрипсина (Л) и трипсина (Б) 
спектрофотометрическим (кружочки) и радио-

химическим (квадратики) методами. 
Пунктирная линия э л е к т р о х и м и ч е с к о е йодиро" 
мание, сплошная - действие м о н о х л о р и с т о г о йода-
З д е с ь и на рис. 2 по оси абсцисс количество йоди" 
р у ю щ е г о агента в реакционной смеси (в молях на 
I моль фермента) . По оси ординат • число г-атомов 

йода, с в я з а в ш е г о с я с молекулой фермента . 

ментов и ингибиторов содержали не более 
5- 7% н и з к о м о л е к у л я р н ы х примесей. 

Йодирование химотрипсина и трипсина. 
Йодирование препаратов проводили с по-
мощью моиохлористого йода | 12| и в электро-
химической ячейке [6] при различных соотно-
ш е н и я х йод /белок . Д л я одного йодирования 
использовали 1 8 , 5 ± 3 , 7 М Б к радионуклидов 
1251 или ш 1 . Радиохимический выход опреде-
л я л и методом электрофореза на бумаге | 4 | , 
химический выход — спектрофотометри-
чески по результатам определения мопо- и 
дийодтирозинов (МИТ и Д И Т ) в йодирован-
ных ферментах [2]. Очистку от ионных форм 
йода, не связанных с белком, осуществляли 
методом гель-фильтрации на сефадексе G-15. 
Результаты представлены в таблице и на 
р и с. 1 и 2. 

Титрование активных центров протеи-
паи. Титрование проводили спектрофотомет-
рически с помощью п-питрофепилацетата по 
описанной ранее методике [I ] . Результаты 
представлены на рис. 3. 

Протео штическая активность фермен-
тов. Этот показатель о п р е д е л я л и по методу 
Анфинсена [7|, используя в качестве субстрата 
д е н а т у р и р о в а н н ы й гемоглобин лощади . Ре-
зультаты представлены па рис. 4. 

2 6 Ю 14 2 6 10 14 

Рис. 2. Н а к о п л е н и е М И Т (кружочки) и Д И Т 
(квадратики) в процессе йодирования фер-
ментов химотрипсина (Л) и трипсина (В) 
электрохимическим ( п у н к т и р н а я линия) и 
химическим (сплошная линия) способами. 

Рис. 3. Ре зультаты титрования а к т и в н ы х цент-
ров йодирования ферментов химотрипси-
на (Л), трипсина ( Б ) , п-питрофепилацетатом. 
Ферменты получены электрохимическим й о д и р о -
ванием ( п у н к т и р н а я л и н и я ) и действием м о н о х л о -
ристого йода ( сплошная л и н и я ) . По оси абсцисс 
с у м м а р н о е с о д е р ж а н и е моно- и д и й о д т и р о з и и о н (в* 
м о л я х на I моль фермента) , по оси ординат число», 
титруемых активных центров ферментов (в % к 
числу активных центров иптактиого фермента) 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е и и cv 

Как видно из данных, представленных 
в таблице и на рис. 1 и 2, электрохимии 
ческое йодирование приводило к более 
в ы со к и м р ад и ох и м и ческ и м вы х ода м. X бг 
рошее совпадение результатов опреде*-
ления радиохимического выхода радио;-
химическим и сие ктрофотометр и ческ и м 
методами (см. рис. 1) свидетельствует о 
том, что йод связывался исключительно 
с остатками тирозина. Однако более низг 
кие величины радиохимического выхода 
при действии монохлористого йода ука-
зывают па возможность расходования 
этого соединения на окисление белковой 
молекулы. Подтверждением этому , мо* 
гут служить обнаруженные различия i* 

Рис. 4. Зависимость протеолитической актив-
ности йодированных ферментов: химотрип-
сина (Л) и трипсина ( Б ) от количества йоди-
рованных остатков тирозина в ферменте при 
электрохимическом (пунктирная линия) и 
химическом (сплошная линия ) йодировании. 
По оси абсцисс — М И Т и Д И Т в й о д и р о в а н н о м фер-
менте (в м о л я х на I моль), по оси о р д и н а т про-
теолитическая активность й о д и р о в а н н ы х ферментов 

(в % от таковой иптактиого фермента) . 
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накоплениях МИТ и ДИТ в процессе 
йодирования (см. рис. 2). При электро-
химическом йодировании преимущест-
венно йодировались два тирезиновых 
остатка; при этом увеличению содержа-
ния Д И Т соот ветст во в а л о п р о п ор цио-
нальное уменьшение содержания МИТ, 
а при химическом йодировании коли-
чества МИТ и ДИТ увеличивались про-
п op I шона л ьно воз р аста 11 и ю ко н цег ггр а-
ции монохлористого йода. 

Результаты определения ферментатив-
ной активности (см. рис. 3 и 4) свидетель-

ствуют о преимуществе электрохимиче-
ского метода йодирования по сравнению 
с химическим методом (монохлористый 
йод). Характерно, что йодирование пер-
вых двух ти роз и новых остатков не из-
меняло существенно ферментативную ак-
ти в иость фер ментов. Рез кое си и же н и е 
активности наблюдалось при йодирова-
нии третьего и последующих тирозиио-
вых остатков. Последние либо прини-
мают непосредственное участие в фор-
мировании активных центров ферментов 
(например, тирозии-94 в молекуле хи-
мотрипсипа), либо их йодирование соп-
ровождалось конформационными изме-
нениями всей белковой молекулы в ре-
зультате увеличения отрицательного за-
ряда ферментов (рК а тирозина — 10,12; 
МИТ 8,2; Д И Т - 6 , 8 ) . 

Таким образом, сравнительное изу-
чение свойств химотрипсина и трипсина, 
меченных радиоизотопами йода, показы-
вает, что химический метод йодирования 
неприменим дл я п о л у че н и я мечен ы х фе р -
ментов, а фармакокинетические иссле-
дования, выполненные с помощью таких 
радиоизотопных и иди каторов, нельзя 
считать достоверными. 

Электрохимическое йодирование в по-
тенциостатических условиях позволяло 
получать меченные радиоизотопами йода 
химотрипсин и трипсин с ферментативной 
активностью, не отличающейся практи-
чески от таковой иитактных ферментов. 
Полученные указанным способом мече-
ные ферментные препараты могут быть 
использованы для различных медико-
биологических исследований, в том числе 
п р и изучен и и с| >а р м а ко ко к и i г ет и к и фер -
ментных препаратов в условиях экспе-
римента. 
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I S O L A T I O N AND P R O P E R T I E S O P CHY-
M O T R Y P S 1 N AND T R Y P S I N L A B E L L E D 

W I T H I O D I N E R A D I O ! SO T O P E S 

V. N. Kulakov, V. B. Korshuncv, N. K. Trifo-
nenkova, T. L. Bazhenova, V. P. Sorokin, 

I/. I/. Sedou 

I n s t i t u t e of Biophys ics , Min i s t ry of Pub l i c 
H e a l t h of the U S S R , I n s t i t u t e for Biological 
Tes t ing of Chemical C o m p o u n d s , Minis t ry of 

Medical I n d u s t r y of the U S S R , Moscow 

C o m p a r a t i v e s t u d y of i od ina t i on of chymot -
r y p s i n and t r y p s i n was car r ied o u t us ing e i ther 
iodine monoch lo r ide or the e l e c t r o c h e m i c a l 
procedure unde r c o n d i t i o n s of con t ro l l ed ano-
de p o t e n t i a l . It was shown t h a t a par t of iodi-
ne monoch lo r ide was consumed for o x i d a t i o n 
of p ro te in molecules . As a resu l t of t h i s process 
speci f ic a c t i v i t y of the enzymes was decreased 
down to 50-60% of the i n i t i a l a c t i v i t y a f t e r 
i n t r o d u c t i o n of 2 a t o m s of iodine per a mole-
cule . The s imi l a r degree of i o d i n a t i o n unde r 
mi ld c o n d i t i o n s of e lec t ro lys i s in po ten t io s t a -
t ic e x p e r i m e n t s caused consedcrab ly lower 
decrease in the e n z y m a t i c a c t i v i t y , r e ach ing 
5-10% of the in i t i a l a c t i v i t y (af ter i n t r o d u c t i o n 
of I a t o m of iodine per a molecule — 2 - 5 % ) ; 
l abe l l i ng of t ryps in and c h y m o t r y p s i n by me-
ans of iodine r a d i o n u c l i d e s is p romis ing for 
va r ious medico-biologica l purposes . 


