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СЕНСИБИЛИЗИРОВАННОЕ ФОТООКИСЛЕНИЕ 
ТРИПТОФАНИЛОВ В АРГИНАЗЕ

Исследовали сенсибилизированное эозином фотоокнсление остатков триптофана з 
аргиназе методами измерения интенсивности флуоресценции облученных растворов и 
интенсивности сенсибилизированной фотохемилюминесценции. Показано, что разру
шающиеся остатки триптофана не существенны для проявления активности фермента.

Фотоинактивация растворов ферментов при облучении видимым све
пом в присутствии сенсибилизатора является одним из распространен
ных методов, используемых для идентификации важных для активности 
ферментов аминокислотных остатков. Наиболее чувствительными к 
фотоокислению остатками в молекулах белков являются остатки трип
тофана, гистидина, тирозина, цистеина и метионина [10—13]. Один из 
красителей, применяемых для сенсибилизации,—эозин—использовал
ся для изучения механизма фотодинамического эффекта в растворах 
таких ферментов, как пепсин, трипсин, лизоцим и др. [2, 7, 8].

В отношении изучаемого нами фермента—аргиназы—вопрос об 
аминокислотных остатках, существенных для активности фермента, 
еще не исследован. Наши [1], а также некоторые литературные дан
ные [3] позволяют предположить, что в активности аргиназы немало
важную роль могут играть остатки триптофана. В связи с этим в нас
тоящей работе проводилось исследование сенсибилизированного эози
ном фотоокисления триптофанилов в аргиназе.

.Материал и методика. В работе .использовались препараты аргиназы (Германия), 
эозина желтоватого, L-аргинина и L-лизина отечественного производства. Растворы 
ое.жа ։отовились на 0,05 М. глициновом буфере (pH 9,5) в концентрации 0,3 мг/мл. К 

мл раствора фермента в открытой кювете диаметром 3,5 см добавляли 1 мл водного 
растшра красителя (1,25.10 М). Смесь облучалась видимым светом ртутной лампы
ИРК 4 на расстоянии 6 см от основания кюветы при постоянном перемешивании с по
мощью магнитной мешалки. Опыты проводились при комнатной температуре (t = 20°C).

Измерение интенсивности флуоресценции (ФЛ) растворов аргиназы проводилось 
на спектрофлуорометре MPS-2A (HITACHI) при длине волны возбуждения 297 нм. 
Перед измерением ФЛ пробы исследуемых растворов разбавлялись в 10 раз

Интенсивность фотохемилюминесценции (ФХЛ) измерялась на установке для 
регистрации хемилюминесценции, описанной нами ранее [1].

Аргиназная активность определялась по методу Ратнер [91 с небольшими измене
ниями. Аргиназа с L-аргинином инкубировалась в течение часа. Образовавшаяся 
мочевина определялась уреазным методом с последующим определением аммиака 
микродиффузионным методом Зелиигсопа .в модификации Силаковой и сотр f41 В 
присутствии эозина раствор аргиназы имел такую же активность как и без него'

Проводилось также измерение спектров поглощения растворов эозина с аргиназой 
(спектрофотометр СФ-4А). Изменений в спектре поглощения раствора красителя в 
■присутствии аргиназы не наблюдалось.
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Результаты и обсуждение. Как показали результаты опытов, в 
ходе облучения происходит сенсибилизированное фотоокисление остат
ков триптофана в аргиназе. Этот процесс исследовался нами как с по
мощью измерения интенсивности ФЛ в облученных растворах, так и ме
тодом измерения ФХЛ.

Интенсивность и положение -максимума триптофановой флуоре
сценции растворов аргиназы в присутствии эозина не меняется. В облу
ченных растворах интенсивность ФЛ снижается. На рисунке приведена 
зависимость интенсивности ФЛ в максимуме (336—338 нм) от времени 
облучения растворов аргиназы с эозином. Эта зависимость носит экс
поненциальный характер (Кт =1,6-10֊4 сек՜'), и при 40-минутном 
облучении интенсивность ФЛ снижается на 50%.

I

Рис. Зависимость относительной -интенсивности ФЛ (о), относительной 
начальной интенсивности ФХЛ (х) и относительной активности растворов 

аргиназы 1ф) от времени облучения.

Сенсибилизированная эозином фотохемилюминесценция растворов 
белков изучалась некоторыми авторами [5, 6]. Нами были получены ки
нетические кривые сенсибилизированной ФХЛ растворов аргиназы. Они 
имеют двустадийный характер. На начальном участке наблюдается 
резкое падение интенсивности ФХЛ, затем скорость затухания свечения 
снижается. Форма кинетических кривых при увеличении продолжи
тельности облучения почти не меняется. Экстраполяцией полулогариф
мической анаморфозы начального участка -кинетических кривых опреде
лялась начальная интенсивность ФХЛ—Зависимость 01Н. оТ 
времени облучения (рис.) имеет обычный вид—вначале идет резкое ш 
ристание интенсивности ФХЛ, затем она проходит через маке ■ 
медленно снижается. Как видно из рис., скорость с нижепня с таит п< । 
интенсивности ФХЛ совпадает со скоростью падения иьтепеш 
в облученных растворах аргиназы, т. е. спад интенсивное!и се11СП 
рованной ФХЛ связан с уменьшением скорости образования рж.
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фотохимического разрушения триптофанилов в аргиназе, что ужеза счет к,. _ 
было показано на примере трипсина [6].

Добавление субстрата Ь-аргинина или конкурентного ингибитора— 
Е-лизина не влияет на скорость фотолиза триптофанилов и другие ха
рактеристики ФЛ и ФХЛ.

В облученных растворах проводилось определение аргиназной ак
тивности (рис ). В ходе облучения в данных условиях активность фер
мента не меняется. Таким образом, сенсибилизированное фотоакисле- 
иие остатков триптофана в аргиназе, происходящее с образованием 
свободных радикалов, не отражается на активности фермента. Подвер
гающиеся фотоокислению в данных условиях, но-видпмому, поверхност
но расположенные остатки триптофана, не существенны для проявле
ния активности фермента.
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/ /1 и ո ւ ւ) ն ա и ի րվե լ է Ւողինով սեն и ի բ ի լի զա ց վա ծ տրիւդտոֆանի մնացորդ՝ 
նեբի ֆոտոօբսիդացում ր արդինադայում տե սանելի. լու յսի ա ղդեցության տակ։ 
Տրիպտոֆանիլների ֆոտոքիմիական բայրայամր որոշվել է ճառագա յթված֊
I ուծ ույթն երում ֆլուո 
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քնսցենցիայի ինտենսիվության իջեցմամբ։ թափվել է 
ւծույթների и են и ի բ ի լ ի դ ա ցվա ծ ֆ ո տ ոքե մի լյո ւ մ ին ե иց են ֊

տրված, որ տ ր ի ւդ տ ո ֆ ան ի լն ե ր ի քայբա յամր
ներում շի անդրադառնում ֆերմենտի ակտիվության վրա, Հետևաբար, քայ֊
բայս ան ենթարկվող տրիւդտո 
ակտիվ ութ յան մեյր

ֆանի մնացորդներր դեր շեն խաղում ֆերմենտի
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