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•ступным методом — как колориметри-
ческим, так и спектрофотометриче-
ским. 

Таким образом, разработан быст-
рый, простой в техническом исполне-
нии иммунохимический способ опреде-
ления активности изофермента ЛДГ-1 , 
который может найти широкое приме-
нение в клинико-диагностической прак-
тике. 
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УДК 

Как известно, эумеланины, обуслов-
л и в а ю щ и е цвет черных волос и кожи, 
представляют собой практически нера-
створимые гетерополимеры, устойчи-
вые к разного рода физико-химиче-
ским воздействиям. В то ж е время 
сильные окислители типа перекиси во-
дорода (IT2O2) вызывают посветлеиие 
волос и пигментированных тканей в 
результате окислительной деструкции 
эумеланинов [3] . Однако продукты 
перекисной деструкции пигментов изу-
чены недостаточно, имеются лишь еди-
ничные работы в этом направлении, 
причем с использованием очень жест-
ких условий воздействия Н2О2 [1, 8 ] . 
В мягких условиях, при малой кон-
центрации, IT2O2 не вызывала досто-
верного посветления пигмента за 
30 мин инкубации при 100°С, но при 
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A simple and rapid immunochemical proce-
dure is developed for estimation of the LDIIi 
activity which involved separat ion of LDHi from 
other LDll isoenzymes us ing immunosorbent . 
The immunosorbent consisted of killed Staphy-
lococcus aureus cells, membrane of which con-
tained protein A with absorbed antibodies to-
wards M-subuni ts of porcine LDH. 

этом пигмент переходил в раствори-
мое состояние и приобретал способ-
ность к флюоресценции [7]. Какие-
либо другие характеристики мелани-
на в данной работе не исследовали, 
тем не менее по интенсивности этой 
Н2С>2-индуцированной флюоресценции 
авторы предлагают оценивать коли-
чество меланина в тканях, не учиты-
вая возможность деструкции пигмен-
та д а ж е при таком относительно мяг-
ком воздействии. Следует подчерк-
нуть, что состояние меланина !в про-
цессе окислительной деструкции, осо-
бенно на начальных этапах, практиче-
ски не исследовалось, хотя такие дан-
ные представляли бы определенный 
интерес как с практической, так и с 
теоретической точки зрения. Это и 
явилось задачей данной работы. 
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Рис. 1. . Спектры флюоресценции суммарной 
пробы ДОФА-меланина сразу после добавле-

нии Н2О2 ( / ) и через 60 мин (2). 
а — одновременное сканирование длин волн возбуж-
дения и эмиссии, А70 нм; б — спектры возбуждения 
(^эмисс -""440 нм) и эмиссии (А,П0;)Г) — 350 нм). По оси 
абсцисс — длина волны, нм; по оси ординат — интен-

сивность флюоресценции, усл. ед. 

М е т о д и к а 

Водорастворим ы й Д О Ф А-Меланин получал и 
путем окисления DL-диоксифенилаланина 
(«Серва», ФРГ) кислородом воздуха по методу 
| 4 | , меланопротеины экстрагировали из чер-
т я х волос 2,5 и. NaOH по методу [2 | . Лио-
филизироваиные препараты пигментов (по 
30 мг) инкубировали в 5 мл 0,05 М Na 2 C0 3 , со-
держащем Н 2 0 2 в конечной концентрации 
3 % в течение 60 мин при 100°С. Состояние 
пигмента в процессе реакции (сразу после до-
бавления H 2 0 3 , через 10, 20, 30 и 60 мин ин-
кубации) оценивали по поглощению при 400 им, 
по спектрам флюоресценции и молекулярной 
массе. В случае меланопротеииов анализиро-
вали соединения, перешедшие в раствор. УФ 
спектры снимали на спектрофотометре SP-800 
фирмы «Юиикам», спектры флюоресценции — 
на спектрофлюориметре RF-540 фирмы <<Ши-
мадзу» при ширине щели 5 нм, гель-хромато-

графию проводили на колонках 900X25 мм,, 
используя тоеперл-55 и тоепсрл-40, элюция 
1,55 М N H 4 O H со скоростью 2,5 мл/мии/см2 , . 
объем фракций 5 мл. Расчеты вели ма 1 мг 
сухой массы. 

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

Сразу после добавления Н2О2 
ДОФА-мелаиин приобретал способ-
ность к флюоресценции в области 
500—510 им (рис. 1), что соответству-
ет данным литературы [7]. В исход-
ном пигменте флюоресценция не вы-
являлось. 11ри гель-хроматографии 
этих проб показано, что флюоресци-
рующие соединения неоднородны: 
Н 202-индуцировапиая флюоресценция 
обнаруживалась и в высокомолеку-
лярной фракции ДОФА-меланин а 
(максимум эмиссии 500 им) , элюиро-
вавшейся во внешнем объеме колон-
ки, и в окрашенных соединениях с 
меньшей молекулярной массой (макси-
мум эмиссии 430 нм) (рис. 2) . Следу-
ет отметить, что на этом этапе про-
фили элюции (по поглощению при 
400 нм) исходного ДОФА-мелаиина и 
опытной пробы были близки: около 
70 % окрашенных соединений (по су-
хой массе) элюировалось во внешнем 
объеме колонки (мол. м а с с а > 7 0 0 ()()()),. 
часть — во внутреннем объеме колон-
ки, но в отличие от опытной пробы в 
исходном пигменте и ни в одной из 
его фракций флюоресценция не об-
наруживалась . 

В процессе инкубации Д О ФА-мела-
нин а с Н2О2 наблюдалось постепен-
ное посветлейие пигмента, сопровож-
дающееся увеличением интенсивности 
флюоресценции и смещением ее в об-
ласть 490—470 нм. При гель-хрома-
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Рис. 2. Гель-хроматография ДОФА-меланина. 
К — исходный ДОФА-меланин, тоеперл-55; / — ДОФА-мелании сразу после добавления Н2Оу. тое-
перл-55, 2 — через 60 мин инкубаци, тоеперл-55, 3 — то же, но с использованием тоеперл-40. Сплош-
ная линия — оптическая плотность, пунктирная — флюоресценция, усл. ед. По осп абсцисс—номера» 

фракций. 
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тографии опытных проб (через 20 и 
30 мим инкубации) отмечалось возра-
стание доли слабо окрашенных флюо-
ресцирующих продуктов (с максиму-
мом флюоресценции при 430—440 нм), 
элюировавшихся во внутреннем объе-
ме колонки, и соответственно умень-
шение количества высокомолекуляр-
ных соединений. 

Через 60 мин инкубации пигмент 
обесцветился более чем в 5 раз, ин-
тенсивность флюоресценции возросла 
в 2 раза, причем при одновременном 
сканировании в суммарной пробе вы-
являлось два максимума эмиссии при 
440 и 470 нм (см. рис. 1). На колонке 
с тоеперл-55 окрашенные соединения 
элюировались одним пиком, но не во 
внешнем, как в случае исходного 
ДОФА-мелаиина, а в начальном объ-
еме колонки, что свидетельствует о 
снижении молекулярной массы этой 
фракции. Профиль элюции, регистри-
руемый спектрофлюориметрически, 
существенно отличался от такового 
при спектрометрическом анализе: во 
внутреннем объеме колонки элюиро-
вались две фракции флюоресцирую-
щих продуктов (см. рис. 2). Эти функ-
ции объединяли и фракционировали 
на колонках с тоеперл-40, получая 
при этом три фракции флюоресци-
рующих соединений: слабо окрашен-
ную промежуточную, элюировавшую-
ся во внешнем объеме колонки, и две 
практически бесцветные низкомолеку-
лярные. Полученные фракции очища-
ли рехроматографией (высокомолеку-
лярную фракцию — на колонках с тое-
перл-55, промежуточную и иизкомоле-
кулярные фракции — на колонках с 
тоеперл-40), лиофилизировали и сни-
мали их спектральные характеристики. 

По сухой массе более 50 % ДОФА-
меланина, обесцвеченного Н2О2 бы-
ло представлено слабо окрашенными 
промежуточными соединениями с мол. 
массой более 10 000 (2-я фракция) . 
Количество высокомолекулярной фрак-
ции, составлявшей более 70 % исход-
ного пигмента, уменьшилось почти в 
3 раза. Снизилась и молекулярная 
масса этой фракции ( < 7 0 0 0 0 0 ) , а 
также удельная оптическая плотность 
при длине волны 400 нм (с 18,5 о. е/мг 
в исходном ДОФА-мелаиине до 
3,4 о. е/мг в обесцвеченном). Обе эти 
фракции обладали способностью к 
флюоресценции: высокомолекулярные 
соединения флюоресцировали в обла-

Р и с . 3. С к о р р е к т и р о в а н н ы е У Ф - с п е к т р ы п р о -
д у к т о в о к и с л е н и я Д О Ф А - м е л а и и н а . 

1 — высокомолекулярная фракция; 2 — промежуточ-
ная фракция, 3 — низкомолекуляриая фракция* 

( ~ 1 0 0 0 ) , 4 — низкомолекулярная фракция ( ~ 3 0 0 ) . 

сти 470 им (60 усл. ед/мг), промежу-
точные— в области 430 им, причем 
интенсивность их флюоресценции бы-
ла значительно выше (222 усл. ед/мг). 
Около 20 % по сухой массе составля-
ли практически бесцветные соедине-
ния 3-й фракции (мол. м а с с а ~ 1 0 0 0 ) , 
выявляемые только спектрофлюори-
метрически. В спектре их поглощения 
в отличие от монотонного спектра сое-
динений 1-й и 2-й фракций присутст-
вовала широкая полоса в области 
длины волны 250—270 нм (рис. 3), 
флюоресценция смещена в коротко-
волновую область (410 им, 25 усл. 
ед/мг). На выходе с колонки обнару-
живались следовые количества слабо 
флюоресцирующих бесцветных соеди-
нений 4-й фракции с мол. массой-
— 300, содержащих два типа флуоро-
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и и н а . 
Л —суммарный ДОФЛ-мсланин через G0 мни инку-
бации с Н202; 1—4 — то же, что на рис. 3. а — одно-
временное сканирование длин воли возбуждения и 
эмиссии, Л70 им; б, в — спектры возбуждения и эмис-
сии, снятые в оптимальных условиях. По оси орди-
нат—удельная флюоресценция, усл. ед. на I мг су-

хой массы фракции. 
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<форов: с максимумом эмиссии при дли-
не волны 410 и 340 нм, представляв-
ших собой, по-видимому, продукты 
более глубокой деструкции меланино-
вых хромофоров (рис. 4). Наличие 
бесцветных соединений 3-й и 4-й 
фракций, качественно отличных от ок-
рашенных, свидетельствует о том, что 
длительное воздействие Н2О2 в жест-
ких условиях может приводить к де-
стр у к ци и оси ови ы х субъединиц пи г-
мента. Однако даже на этом этапе 
глубокого окисления более 70% по 
сухой массе составляли окрашенные 
соединения 1-й и 2-й фракций, флюо-
ресцирующие в области длин волн 470 
и 430 нм соответственно. По характе-
ру флюоресценции эти две фракции 
окрашенных продуктов окисления 
ДОФА-мелаиина близки к флуорофо-
рам, обнаруженным буквально в по-
следние годы в эумеланинах и в том 
числе в ДОФА-меланине [5, 6] : ис-
пользуя высокочувствительный спект-
рофлюориметр удалось показать нали-
чие в этих пигментах двух типов флуо-
рофоров с максимумом эмиссии при 
430 -440 и 470—490 нм (ширина ще-
ли 10 нм). Структура этих флуорофо-
ров неизвестна, но, по мнению авторов 
[6], теоретически источником флюо-
ресценции могут быть 5,6-дигидрокси-
и н дол ы, м о д и ф и ц и р о в а н н ы е при по-
следующей полимеризации. В мелани-
нах эти флуорофоры связаны с не-
флюоресцирующей частью макромо-
лекулы и выявить их очень трудно, 
так как гетерогенный меланиновый 
полимер, действующий как ловушка 
радикалов и энергии, тушит слабый 
сигнал флюоресценции [6]. Не исклю-
чено, что источником флюоресценции 
окрашенных продуктов окисления 
ДОФА-меланипа являются предшест-
вующие в пигменте флуорофоры. Уси-
ление их сигнала может быть обуслов-
лено модификацией или деструкцией 
иефлюоресцирующей части макромо-
лекулы, в частности в результате на-
блюдаемой в процессе окисления де-
полимеризации ДОФД-меланина. Сле-
дует отметить, что Н2О2 очень быстро 
инициирует процесс деполимериза-
ции, поскольку непосредственно после 
добавления Н 2 0 2 наряду с высокомо-
лекулярной фракцией обнаружива-
лись, хотя и в небольших количествах, 
флюоресцирующие соединения с мень-
шей молекулярной массой. 

Воздействие Н 2 0 2 па нерастворимые 

меланопротеииы приводит к их по-
степенному переходу в раствор и по-
светлению, что сопровождалось появ-
лением и накоплением флюоресцирую-
щих соединений, аналогичных продук-
там деструкции ДОФА-мелаиииа. 

Н а основан и и п о л у ч ей и ы х д а н н ы х 
можно предполагать, что окисление 
меланинов начинается с их деполиме-
ризации. Специфические меланиновые 
хромо фо р ы (и н до л х и н о н ы) при этом 
изменяются, по всей вероятности, не-
значительно; по крайней мере спектры 
поглощения окрашенных продуктов 
(высокомолекулярных и промежуточ-
ных) в УФ- и ИК-области практиче-
ски не отличались от исходного. Па-
раметры их флюоресценции также 
близки к предшествующим в мелани-
нах флуорофорам. Образование в про-
цессе реакции низкомолекулярных 
бесцветных соединений, качественно 
отличных от окрашенных, свидетель-
ствует о более глубоком окислении 
меланиновых субъединиц, приводящем 
в конечном итоге к деструкции основ-
ных меланиновых хромофоров. Про-
дукты окислительной деструкции как 
ДОФА-меланина, так и естественных 
эумеланинов обладали способностью 
к флюоресценции. Начальные стадии 
процесса характеризовались появлени-
ем длинноволновой ф л ю о р ее цен ц и и 
(500—510 нм) без изменения спектра 
поглощения. Дальнейшая деполимери-
зация сопровождалась увеличением 
интенсивности флюоресценции и сме-
щением ее в область 430—440 нм, 
окисление основных меланиновых хро-
мофоров — образованием низкомоле-
кулярных бесцветных соединений, 
флюоресцирующих в области 410 им 
и на следующем этапе деструкции в 
области 340 нм. Таким образом, с по-
мощью спектрофлюориметрического 
метода в сочетании с гель-хроматогра-
фией можно в определенной мере су-
дить о степени и глубине окислитель-
ной деструкции эумеланинов. 
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S P E C T R O F L U O R I M E T R I C P R O C E D U R E FOR 
R E G I S T R A T I O N O F P R O D U C T S DEVELO-
P E D AFTER OXIDATIVE D E S T R U C T I O N O F 

E U M E L A N I N S 

L. P. Korzhova, E. V. Frolova, Yu. A. Romakov 

Dunamics of oxidat ive destruct ion of DOPA-
melanin and melanin proteins was s tudied af-
ter t r ea tment with 3 % hydrogen peroxide wi-
thin 60 min at 100°. The p igments were esti-
mated by absorpt ion at 400 nm as well as by 

means of spect rof luor imetr ic pa t t e rn s both in 
total p repara t ion and in p repara t ion obtained' 
a f ter f rac t ionat ion on Tojapear l -55 and Toja-
pearl-40. In tens ive f luorescence in the region 
500-510 nm was detected within initial s teps of 
oxidation while the absorpt ion spect rum was. 
unal tered. These f luorescent subs tances were 
he terogenous: f luorescence w a s detected both in 
main high molecular fract ion and in low mole-
cular subs tances (f luorescence was absent in 
the initial melanin and its f rac t ions ) . Dur ing in-
cubat ion g radua l decolorizat ion of the p igmen t 
was observed. This process was related to depo-
lymerizat ion and to an increase in content of 
s l ight ly coloured low molecular subs tances ex-
hibi t ing maximal f luorescence at 430 mm. The 
fur ther s teps of oxidat ion, a f fec t ing main subu-
nits of melanin (indol quinones) , involved for-
mat ion of low molecular , pract ical ly discoloured 
subs tances with f luorescence at 340 nm and 
410 nm. The spect rof luor imetr ic procedure com-
bined with gel ch roma tog raphy may be used in 
evaluat ion of the rate and degree of eumelanins . 
oxidat ive destruct ion. 
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