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ВВFДЕНИЕ 

Ахтуац1.вощ1. цроб.це11w. К васт()jlщему аремеsн вахоп.пев обшврвwl 11атер11ВJI 

по аппвJПО рвбовухлсаэw Васil/из inteimedius на nроцеа;ы Жll'иtдатст.11ост11 JШстох 

про- • эУJС&рвот . По~аио, что р11бовукпсаза B.intermsdius способна аwзwват~. раз­

.пвчвые био.поrич«:КJtе эффсхты, JC8JC на уровне: mс:тп, тах 11 на уровне орrав11з11а. Она 

об.падает прот11воавруснw11, протваоопухо.пеаwм в вммувоствму.пврующ1111 деlстаа­

ем - стимулврус.:т rуморальвwii в JОiс.:точнwй иммуивтст. вса~ецвфичесюtс: фахторы 

р~встеятносrв. Рвбовухпеазw вw,wваJОт с.-тнмуляцJОО гемопоэ'а 11 стнмуш~цню про· 

uферацвв ваrоторwх х.пс:тох аwсших :'!)'Харвот [Курииевхо. 1991). В за1иси11ос:тв от 

ховqекrрацвв PHКa:Jw моrут ствмуmrроаать и.пи виr11бвроаат1. ра:~множеяве JСПетох 

11проорrаввзмоа {Солдатова, Бc:IDleaa, 1972; Добротвна в цр" 1992; Koлnuoa в цр .• 

1989). Исnо.пмоваиве фотооJС11Спенвоl в ввахтиввроаанвоl методом саiт­

спецвфвчес:коrо мутаrеве:Jа рвбовухпс:азы B.intermediu:; позаоmшо уставоавт1.. что 

р•д бво.поrвческJIХ эффехтоа рвбонухпеа:~.w хата.пктнчесюr обуспоа.пев: с иа.пвч11ем 

фермсвтатиавоi uтв11иосr11 связаны nрот11ао1111русиос: деiст1111е рвбоиухпсаэw. тох­

свческое в rевотохе11чес1еое деlставе, цитотоJССвчвост~. рибокух.пеазw, ростствмуmt­

РУIDЩСС деiст1111е ва 11проорrан11,мы [Курвиеuо. 1991; КвпевС1W11, 1998; ИльвиСIWI, 

1998].Изаесrиа гипотеза, oбucu10щu мсхаи1t111 бво.поrвчес1<ого деlстаu вухпсаз 

хомплс:.~с:свым прО11влс:ивем хата.питвчеас:ой фунхц1111 РНКаз. аффинным и неспе11нф11-

чесuм азавмодействвем с ПJJазмаТ11чесхоl 11ембравоi 1СПСТ1а1 [КурввСJDСО, 19~ 1 ). Оче· 

авдво, что степень 1ыраже11носr11 б11опоrвчСС1СJ1Х эффасrс:rв фермевrа на mеточно11 

уроаве ~вС.т от ero соособвоств х ховтах~у с х.петхоl, xoтopwl опредепsетеs1 ooao­

JCYDBOCТЬJD саоiст1 IШ&'lllTBЧCQ;OЙ 11е11бра11w Jaleтxll и фв:JНIO-UllllЧCCЮIX свойств 

фермента. Это прt.;ЦПопаrает, что нз11евек11е JDОбого ~.пемевта )'JC8'&11BOI со1охуп-

11ост11 саоiста, например, ф11зuо-хв11вчСС1СИХ c::aoicr1 фсрмевrа. 110111:с:т сущесrвенвw11 

образом oтpa:iвri.e11 ва эффехтвввостн ero азаимодеlствu с xпen:ol, и, спедовател1t-

110, ва биолоrвчеас:оi ахт111вост11 фермента. 

Одввм нз освоавwх ввструментоа емеяевu феnо-хамвчССIСJIХ саоlста бепха 

111m1с:тс:1 ero хамвчсскu 11одвфвnцвя . Даввwе. попучсвнwе при в:~учеввв зuвсвмос­

та бвOJJorвчearol ажтваноств от струхтурw методами хвмвчеасоl модкфu:ацвв 11c­

DOЗ1•'YJOTC111 ,D;IIll развитии НQСПедоваввi на основе саiт-а~ецвфичсо:оrо мутаrсвсза. 

Х.мвческая 11одвфu:ацu ввтереска и с прахтнчССkОI roЧJCll зревu: прамевенне хк· 

1111чc:aroi мо.1U1фвnцвв поэаопвпо создать пропонrвроаавнwе ферментные upeuapa-





Пршвчсщос значеввс. Разработав способ DOJl)'ЧCВIDI 11одвф1цвроааввwх 

форм pвбoll)'Xlleaзw с развwм чвспом cu~i фер11ект • пOJJ1111epяwl восатеп1о пр11 ис­

по.пьзо1аии1 восвтСШ1 с oдiroi в тоi же степенью uт1аац11. Разработав способ yac­

IDIЧCRU rвд:рофобвост1 фер111е11та с сохравевве111 awcoxoro ypoau фер11евтат11авоi 

uтвввости. Способы 11оrут быть всполиовавw д;m1 попучсвu ноаw:х препаратов, 

првмеuсмwх а 111е-двциве в бнотехвопоr111, а nрахтпе яаучяwх ноолt:-доааниi. Поnу-

11еииwl фотооJС11спеаиwl истохсмчнwl препарат PНI<ew B.lnlermediш может бwт1о 

вспот.зоаав 1111ccro натканоrо фермента дm1 ст11му.mща1 хаталитаче<:КJ! нсза111си111wх 

биопоrичесnх эффектов. 

Адробап11 работы. Осноавыс попожевв• двссертацвонвоi работы был11 взпо­

жеаw аа XV хо11фереяц11и FEBS (Брю~. 1983); Воесо11»воl ховфсревции "Hoawe 

вапраалснu бвотехво.поrви" (Пущино, 1984); 1 ВQСQО100вом симпозиуме по вюксвер-

1101 эвзвмо.поrи11 (Кобупети 198S); 1 меещуваро;цноl ховферевцва " Cтpyrrypa в :u­

мвв рвбоВУJQiсаэ" (Москва, 1989): на мсжресвуб.1ПUt1U1с:ком соасщаавв "Нуюiсазы МllJ(­

роорГ81111Змо111 их прах:rвческое вспоn:101ав11е" (Рнrа, 1989); Bceroю:iнol жонферен­

цвв "Мето~ DOJl)'ЧCНU, aвamua 11 применено фермсвtо•" (Рвrа, 1990); Втором сьсз­

~ био:u11ичсасоrо общестаа PoccaiCJCOI &Ю1ДС11ив на~ (Пущино, 1997 ); Х1 Bccpoc11l­

c:кoi ховферснцив "Ферменты 111DqЮОрrанвз11оа" (Казань, 1998). 

ПyбJIJOaLП••· По матервапам дwоосртацаи onyбmuroaaвo 11 работ, в том часпе 

попучсво аатораtое са11Дстсm,ст10 об 11:Jобрстсви11. 

CпiYPYJ!• и обJ.ем ШIСОСJ!таоив . Диоосртацu кзпо'Jlеена ка 117 страницах ма­

ш11воп1сиоrо т~а; состо11т вз обзора лвтср6турw , опвсавв• 111тep11UI01 11 м~одоа 

•СС11едоаав•I, раздепа собстаеинwх 11QСПедоаавd, обсуждено резуm.татов, аw1.одоа 

в спваа miтeparypw. Работа содерJКВТ 12 тaб.IDIQ, 13 рисуJЦС:ов. Сивсох ЗIJJтeparypw 

COдep'JICllT 171 иuменоаав•е Ш1тературкuх источиВJСОа. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЩ10ВАИИА. 

Об"Ьаао11 асспсщовавu спужиn эпе~строфоретмчеаа~ ro11oreииu аиехпеточ· 

вu rуав1ШСПсц1ф1чна11 pв6oll)'1QICIЗ& Вactllu' inre,.,,./ediu:r (РНКаза Bi) [Го~. 

1979} 11 ее провзаодаwе, по.пучеавwе путем :u11•чeacol 11одмф1UС8Цв11 . 

Два.uьдсrиддскстрu (ДАД) иопучсв перводатвw11 ОJСВШС118С11 до:страва 

(реопопrJПОПВ, м.м. JSOOO) с DOllOЩU) иоцкоi JCВCIIOTW [ХоМDОа 11 др" 1965). 

В работе 11cuoJIЬ:JoAJIJ1 препарат r.пyrapoaoro uьдсr11д11 (ГА) фврмы Siвma. 

Моп~рнu 11acat препарата, опредедеввu по rCJllo фиm.трацu состUJШа OJ:OIIO 

300, что соответствует тр1111сру r~apoaoro альдспrда. 
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Ч11С110 c:u:Jci фср11сит-11одвфпатор (ЧТС) опрсдс:mши по развосrв в чвСJiс 

1.11ввоrрупn соособвwх 1'U11oдelcraoun. с тр•••тробеяюпсуm.фо1О1слотоl (ТNBS) 

у ваrвавоrо в 11одифацвроuввоrо фср11сита [Ficld1, 1971). 

КОПJ1чест10 .осrатхоа триптофана OпpeдtJIJl.ID с по11ощ1.ID твтроааяв.11 бешса N· 

бро11~ввнм11до11 [Го.пубсuо впр., 1981 ]. 

Pllбo~ll)'IO UТJllROCТ• nреаарато1 опре..цешшв по )(OJDIЧec'fll)' JCJICПOTO­

pacт1op1111wx процупоа, обраэоаuшиха прв фср11свrаrваво11 rицропвзе .црожжсаоi 

ty1111apяol РНК За единицу 11JСТJ1аяоств ория1111апв хОПJ1чест10 фер11евта, хоторое 

lw:JWПCТ прирост оnтичеа1:оi ~шоrвосrв при 260 1111 на 1 опт.е~ж. за час вихубац1111. 

рlещввС1С8.11 в цр"1980) 

Дmi 8Jl1UDl3& по.пучсввwх ,llaJIJIWX JICllOm.:JOUШI DOВJITJIC OTJIOCllТCIIЪBOi фер-

11еаrаrв1яоl ахrваяосrи (ОФА): ОФА =(удсш.вu axтitaяocr• 110Д11фвц11ро1аяяоrо 

арсnарата)/(удсва.нu uтвавоста. ватваноrо фермента). 

Оrиосвтсш.кую ХОЯСТIUП')' ассоцвацвв 11одаф11циро1аявwх препаратов с rya· 

випоаw11 ll)'IOICOt11дo11 (Ква.:) опредеJПШJI отвоапеm.во ховставты аСХЮЦ!ПU!ВВ иа­

rв111оl pвбoll)'XIU!&9W с по11ощ1JО метода rеш.-фвm.rрацвв [Нummel, Diyer, 1962); хов· 

ставту аосоцвацви фоrооDс~квиоi РНКсw Bi (РНКаза Biiп) с )'-ГМФ рtЮСчвтwншr 

аз развоС'l·аwх спеnроа поrпощевu JЮ11ппекса 6emca с ll)'JClleor11Д011. [Гопубеяхо, 

1982) 

Капори11етр11чСС1СJ1е юмереаu проlОДllПВ аа Д11фферевцваш.яо11 &ДJJабатв· 

чсаrо11 схаввру10шсм 11llJ(JIO'Dпopв11erpc ДАСМ-1 М [Privalov, 1980] 

Тер11осrабапъвосr• 11од~rфвциро1аявоrо фермента awp&ЖIUDI )(8)( осrаточву~о 

uт111восrа. • процентах по оrвошсиВJО х всхо.цвоi П(\CllC проrрсо препарата при 6S°C 

а rечевве oopeдcllellaoro аремеяв. [Jlmaopд. 1988) 

Поаерх11осrвос nrumrвe p&Qnopoв препаратов РНКазы (G) OпpcдcmlJDI ста­

паr11011етрвчесп11 спосо6о111Ш1111етодо11 азаешв1авиа хаnеш. (Адам, 1947), ховцент­

рацu препарата 0.2 11r/11JI • 0,14 М NaCJ, повсрхвосrвос ватJD1ССввс 0,14 М NaCJ 72,1 

11!JR/Cll. 

Отвосвтсm.в)'ID э.nc:xrpQфopcтвчtatyJD пода11Ж11осn 11одифв~urро1аввwх nрс­

иаратоа (Rt) опрещепIО111 оrносвтеш.во пода11Ж11осrв аатвавоl РНКазu Bi при :шек· 

rрофорсзс ва ввrроцсш.u:ю.поэвоi 11с11браве 'Jасма" N41дэаеви, Гcprei. 1976]. 

Фрахцвоявul oocru PHJ<iuw, 110.ц11фкцwро1аявоl r.пyrapoawм а.m.деrвдом, 

OпpeдcmuIJI эласrрофоретвчсаа111 ра311спсвве11 препарата &:.цха в 15% ПOJI11up11Jta-

11вдao11 rепе 1 првсутсrаи• .цо.цецвпсуш.фата яатрu [Гурхова • ,цр., 1982). Геш., пснше 
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о:краш111ав11а 1 :кyмaQCll cir11cм R250 11 отмы1аии11 1 7 % ухсусноi nшоте, aautвpo1ami 

аа спепрофотомстре U-40 (Германu). О коЛ11чесr1енном состuе RЗучаемоrо npeпa­

para C)'ДJJJill no IШОЩllДИ <ХIОТIСТСТlующих ПllXOI. 

Цатотохсвчеаа1е саоlстаа nреоаратоа РНКазw in vitro IU)'ЧIUill на nepe111-

1aeмoi моиоахоiвоi k}'ЛЬtуре Юiстох амниона чсловс:а JIRBBll FL •. Дmt оцСНХ11 цвто­

тоJСС11ческоi1 8J(ТJ11ностн нсnош.:~овапн метод 11итал~.иоrо охрашиаакав Юiетох иеl­

траm.иwм JфacJIWM (Finter,1969). 

Ц11тотожсачеасие саоlстаа оценн18JD' с nомощwо двух поJа!Затепеl - yдe.m.aol 

цвтот0Jtа1ч11осr11 11 от11оа1тсm.воi цитотоn:кчвосrв. Удсm.вu ц11тотоха~чвост• ха­

рактер113Ует цвтотохсвчносr~. фер11еитвоrо бешса аис '811нсимости от ero :катапити­

'lса~:оi а:кт111восr11 . Её рессчвтыJUШВ на 1 11П фермсвта по форJl)'Пе: 

УЦ =( 100 • х) / (хоп11чест10 фермента, мхr) усп.ед/IВf фермента, rде х - хопвче­

сrао исiтраи.иоrо xpaaioro, эхсrраrвроааивоrо из ~еточвоrо мовоспоа, 1wращсв­

аоrо а првсутстава фермента, 1 процентах от хоитроnа. 

От11оаrтсш.нu ЦllTOTO.!Cat'IHOCJ• X8putcpll:JYCТ хратвост• 11зме11снu удсm.иоi 

ЦJ1тотоха~'lаост11 фермента В<:ШЩСТ111е ero моД11ф1DС1Щ1111. Её рассчвтw1а.пв сп~-

1111111 образом: ОЦ =(УЦ 11одJ1фцвроивиоrо фсрмсвта) / (УЦ 11ат11111оrо фермента) 

Отвошеаве ОЦIОФА отрuса.ет :кратность разпвчвi 1 в'мекnвв цвтотоJСС11ч· 

восrв в nra:tI11т11чcacoi ur11aвocr11 фсрмеита 11С1Iс:дстие ero модвфпащвв 11 ра'1-

сматр111аета1 JaU( С118081111 DOIUITИ ОТ8ОС11Теп~.яоt ":кatlJDITllЧecacol ЦllTOTOXCllЧ-

ЦвrотоJСС8чесnе csolcтaa npenapaтoa РНКазw in vivo оqев1111JП1 1 отношев11и 

JO:Ietox асц11твоi o.oyxo.llJI NК/Ly [Курвнеко 11 др" 1988]. Тоr;сич~ дcicr111e препа­

ратов сщеsваапк по торможев11JО роста оnухОП11 и средяеl продОШlаlтеш.воств Жli'Rll 

жвюпых. · · 

Вw:ход воиоа JC8ПJIJI под деlст111с11 препараrоа рвбоауюи:а:~w 11.:111eptm1 мем­

бравиwм 11овооспскт111иw11 JаШВеаwм эцспродом OP-K-071 IP (Radelki1, Beвrpu) ва 

сусuеизви ЖllllWX хпетоJ( сархомw 37 [Атауппахавоа 11 др., 1984). 

В работе ~ ~сnсримсвты были проведены ис м~сс чем 1 мr11 щ)аторвостях. 

Статвст••еааu~ 'начи11ост~. разпич11l 11с:жцу ЭJ(спери11евтами рассчитw1алас~. ао хрв­

тсрпо Стwодсвта, Стат11сr11чсааur 1вач11мосrь ра:ткч11i соотвошенu ОЦ/ОФА 

опредеопае&. BCDOIU.!1)'11 ставдарrвое оmспоисн11е ооредевснное по " захову спо»еснu 

ош11бо:к", ч11сnо стспсвсi с:аободw oпpcдc:JDIJloa. по формупе Ус:ача [Вознсссвс:киi , 

1981). Все статиствчесnе расчеты проаоДIШJIСЬ ДПR уроаня 'начи11ости O,OS, дО<:То-
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вервu ра:11111ца 11с:ж;цу даины1111 дm1 модвфвщrрованвоrо 11 ваr1111ноrо фермента от­

мечена а табnацах знахо11 • 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

п....- ла4а4 ;; н-·~~ • ~ фo.11...uu81Wa. • - z -
wetr8e~ 

Оат1111взац0) процса:а 11одкф1I1Сац11в РНКазы Bi дкаm.дw11ДДс~wrрано11 про-

1од1Ш11 по мето.цу Бохса-Уuоова [Нami11oa, 1965) с учеrом фop111UD1I01W1RID а.~ход­

вкх параметров. Вкходвоi napu1crp Z oopcдCllJIJDI дm1 хаж:цоrо oпwn по формулам: 

Z-K1 /Ка ; К1 =10~ xt.·1 xln(lOO/(l~b)); ·~ =10~ xt,·1 .xlв(lOO/a). rде 

к •• ~ Dpll yclI0811JI, чrо pealЩllB CllJl3W88BllJI " ИИllХТ888ЦВИ ИllC'JDT n~вдоnср­

.". порядоJС по JСовцентрацав рибонукпеазы, буцут пропорциоваm.вw JСонстаитам 

1:1ropocrei cвJDЫaa11u 11111111ХТ11аацв11, сооrаст~:rасиво. Выход11оi napu1eтp Z отр11Ж11-

ет ооот11ошек11е параметроа К~ и ~; t.- npoД(l.llЖllT9LИOCТ1t модкфвацив РНКазы 

Д1111JIЪДer11ДДQl:J'PU011, 1111и: Ь - выход 11одифнц1rрО11ав11оi РНКазы за ар~ t.. 11 про­

цекrах; с.- apeu аюсубации ватиавоl РНКазw с иаrаавw11 ДCICC'Ep&llOll при успоа11ях 

модвфвхации, кии: а - процент сохранении фсрмситаrиавоi 1UCТ1111нocrn наrвввоi 

РНКазw за арен апубацаа t;. 

На oaloae 188П1138 значаших )(оэффn11свrо1 реrрса:вв д;т1 JIВвeiвoro пpвбmr­

жe&RJI фу~пщиl onaпuca (rабпвца 1) nроаедевw oпwrw ДllJI дalDICellu в вапропеаин 

rрад11еиrа д11всiвоrо првбIПlжеиu . Поме посп~оаатсm.воi peaJIJl38ц11в ксх эrапо11 

оптв1111,ацвв пред11ожевы усповu проведевп реажцвв сuзыванвя рвбонукпеа:~w Bi 

дваm.дсr11дд~аво11: рН рсажцвонвоi смесв весущсствевен 11 интервале 7 .О - 8,5, 

rе11пература 11одифпаци11 44:РС - . .s0c, ooorвomea11e де~ссrрав/рвбовухве&!lа 8/1, сте­

пев• uтанцвв дск~:rраиа 18-20, ховцентрацu рвбовуJtПсазw 2 - J 11r/мл, доПW1118-

r91.11ое авесевае NaCI ДllJI уаелачевв• ао11яоl С1ШW не требуеrе11. 

парuетр рН стеnев" т:с llORR8.JI 

IUCТBUЦllll CIUltl 

к. 9,8 57,3 44,5 49,3 95,2 -36,S 
~ Э,38 0,0025 а 0,097 9 2,67 -1,ОЗS а 
z -о !17 8 4,32 3,28 4,07 6,30 -2,41 

1 Коэффвцвевт всзвач1111, рс:.1>,05 



100 
• .....--------· t 

2 з 5 6 
~Мj\-

Р.с.1. Вwходиwе параметрw ре8](· 
цвв модвфиnцвв РНКазw Bi дв­
а.m.деrидцеастравом а заавсимости 

от а рем ев в модвфJПаЩви. 1-аwход 
по беmсу, 2· выход по u:тввиоств, 
3-доШI 1ступ111ших а рсацвю с дв­
а.m.деrвдом аминоrрупn 
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Piic.2. Хроматоrрафичеасиl профиm. рс-
111ЩВониой СМСQ!. двальдсrиддсхстраи -
PHI<a:Ja Bi ва ко.11он.ке с оефаде1еоом G-100. 
А-РНКаза Вi-ДАД; В- РНКаза Bi. Про­
доJD1С11теm.ность модифпсацвв,час: l·O,S; 
2-1; 3-3; 4-5; 5-6 часов. Свободный обьем 
кo.пoRJCJ1, опредепенвwl по Blue Dextran 
2000 ООСТ81ШИСТ 75 IWI 

Зааисим<КТ11 числа точсх сuзwваиия p11бoll}'JOlcaзЫ с дваm.дсr11ДДаtстраном от 

времени модифнющии (рис.!) пока!lwаает, что саязыаакие фермента с носитепем про· 

всходит и после 't'6ра:101аавя XOMП.llc;J('"'8 фсрмевт - иосвтс.JIЬ. Это уаСJD1чеи11е числа 

roчeic cuзwauu может про11схОД8r• двукя споообамв • у11е11J1ченвем чвспа мо.11с:ку.п 

иосвтеm1, С1111Заввwх с одиоi мол:асупой фсрмсвrа прсвмущсствсвио оди~й сuзыо, 11, 

соотаетстае11но , укпиченвем мопехуш1рноi1 массw модифвцвроuнноrо фермента 11Л11 

путем уастrчеикя ЧBCll& cuзeii мсжцу одной молсжупоi ИОСИТСШJ 11 одной MOJICJC)'JIOi 

фермента. При rеm.-фиm.трацв11 ре&JЩиовноl смесв на сефадехое G-100 не набшода· 

пось взмсвсвве о&а.ема ЭJПDцвв модвфицвроааиноrо фермсвrа при аарьнроаавии 

аременв модиф11JСацвв (рис 2). Это савдетеm.стаует о том , что азаммодеlствие РНКа· 

зw Bi с диаm.деп1ддс:кстравом протс:касr по виутрвмолскулврвому .11схавизму . При 

уаеп11чеввв чвспа caeel ферме11r • носвте.пь uроисхоДJIТ уаСШ1чевве температуры 

д:сватурацви и умсв1ошсввс тсрмосrабвm.иоств фермента. Модифвцироаавиwй фер­

мент с бо.пьшвм чвспом cuзel харахтеризуетсs~ меньшей удеш.воl ахтвввост~.ю. 

РазработаввуJО методиху оолучсвu PHI<a:Jw Вi-ДАД испо.ш.юаапи дm1 оол:у­

чеиu препаратов PHI<a:Jы Bi 11одвфиц11роваввоl дкап1од;еrидд;ежстра11ом с после­

.цу~ощвм введением рашвчвwх фунхц11ов&ПJ.RЫХ rpynn. Дт1 васдси1111 положктсm.воrо 

:11.~ вcuom.30U.1111 rидpoxCllJI8.llBB (препарат PHI<a:Ja Bi·~, ааедевке отрвца· 

ТШJ>воrо зарада а дваm.дсrИДДс;J(с:rравоау~о матрицу проводилв обработхоi биtуль­

фвтом натрu (РНКеа Вi-ДАД-)[Генивхоаа в цр., 1980). ДШ1 взмевеиu rнцрофоб· 

кости матрицы вспользов8JDI диэт1ШПарафс:в11.11~а1111в, фс:в1U16уrвламии 11 псвтв-
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да11ии (препараты РНКаза Вi-ДАД-ДЭФДА., РНКаза Вi-ДАД-ФБА 11 РНКаза Вi­

ДАД-ПА). Все npenapaтw синтез11руютса с достаточно вwcoJC1111 вwхо.цо11 по бепху 

(саышс 80%) 11 rо~tравснвсм аысохоi фер11свтат11ввоi ап11авост11 ( 1 S-60%). 

Известно, что а 6emaut фотооХ11спевпо 11oryr подаерrат"с:11 оста11О1 r11ст11Д11на, 

тврозива, 11стиовива, и цистеина [Мcans, Fccncy, 1971J. Серос:одсржащис а11инопо­

лотнuе остатхв а oocraae llOJleJC)'ПW PHKa:iu Bi отсутстауют (Афаяасевхо 11 дР·• 1979), 

а оптв11аш.выс ус.поаu Ц1П1 опспсвu остаТJ(ОI rаст11Д11иа РНКазы вс ооаnадuот с 

taJC01w11• Д11J1 охвспеиu остатжоа твро:~виа, спедоаатеш.но, потевцвал1ояw11 побоч­

вwм о61.асrом фотооuс:~Iсви• 1 llOJICJ()'Лe РНКа'ы Bi арв рН 7,5 11oryr onзaтi.ai 

пш~. ocraТJCJ1 триптофава, реахцвоввu способность хоторwх не имеет аwраженноl 

рН заавсвмоств [Мсаn1, Fccncy, 1971). 

ФотооJСИспение РНКазw оопровождаете1 внахтввацаеl фермента, причем про· 

цсос в11ахтваацв11 аодч11и.1ете1 )(JIИстпс pcaJCQRll nepaoro порwдха. Кииеткчсасве аа­

р&.11етры 11вахтввац11в РНКа:~ы праnвческв не и.э11е11J1Ются в днапа:~оне JСОвцентрацвl 

мствлсвовоrо сввсrо 0,002-0,0125%. КввстRn ииахr1111ац1111 пр11 :tтом идентична JCRвc­

TllJCe 11ахоn.певu 11нахтв1иро1аниоrо npo.цyrra (остаточная ахт111иост1о менее 0,1%) с 

ОJСJ11:11си11ы11 ocranco11 rистИД11иа. Побочное фотооJСJ1спси11с провс~tодвт пoCJic дост11-

11Се11R11 SO% rлубннw вваrrввацви фермента а реsuщионвоl смеси (рис 3 ). 

Въrдсn:свве фотооп1:11си11оi РНКазw Bi (РНКазы Biia) вз реахцвоиноi смеси 

uрово.цв.пв пуrе11 хро11атоrрафии nоспедвеl на фа<.>фоце.пmолоое в усповuх 11сnоm.­

эо1анвых дm1 раздспсвв.1 процухтоа ацlШllРо•аиих РНКазы [Голубспо 11 др., 1982). 

При это11 нар-.цу с отдепенве11 фотооенсвбвлеатора происходнт эффеrrианое фро­

цвоввроааввс про.цухтоа фотоо:кнСJiсвu фермента (рвс.4). Си1111стрвчвость бсmсоаых 

n111Coa, ооот1етствующих фотовв&JСТааиро1&Явой в :ката.питвчесхв &JСТв1яоl фра~щuм 

PHKu111, самстс:m.ст1уст об их хроматоrрwфичеg;оi rомоrеивости. Хроматоrрафв­

ческое по&е'Девве фотовнахтв1нроааввоl PHl<aзw е11вдетеПьствует о повЮ1tеВва 

сродства 11од11фвцвро1аввоrо фер11свта х фосфоцслшолозе. TaJCRм образом, очс1ц­

во, ЧТО фotoOIOICПeRllJO ПОД8ерrаетС1 фocфat•Cllll:JWBaJOЩBЙ учаСТОJС lllCТBBHOГO ЦСН• 

тра РНКазw Bi (Нis101). 

Соrшасво Даяаw11 uввоJО1слотноrо aвamua фражциl 1 а 3 ароаедеинwх IllпiI· 

вJDro1ы11 С.В . (Ивствtуr llWJCJl)'Шlp11oi 6волоrвв РАН, Моасаа), а MOJICJCYЛC фотов-

11ахтв1вро1аиноl PHl<aзw отсутствует rаст11Д11в в уаепич11ваете11 оодqmсавве аспара· 

rввоаоi XllCJIOTЬI, оодержавие <IOJ'llJIЬBЫX остатхоа вс вэ11си.1стси. КоШ1чсстасинu 

оценn. содержааu триптофана поJСа.Зала, что ero умен~.mевие в обенх фрахц11n не 
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Рвс.J. Зu•свмосrь остаточной рнбо­
вухпсазвоi ахтв•В(IСIВ рсахцнонноi 
смеси (А) от времен• фотооJСВспекu 
РН:К.Эw Bi (1) и дивамИJСа охвслси11х 
остаnсоа трвптофана(Гrр) (2) 
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Рвс.4. Хроматоrрафu процухтоа фо· 
тооDслевИJJ РНКазw Bi на фосфоцсл­
mопозе Р-1 1. 1 • фотоинахтквироикная 
РНК.За Bi, 2-11ст1Шеио11wi синиi, 
3-nтапитичесп ахтианu РНКа.эа Bi 

превышает 0,10-0,\S остапса, т.е. находится на уровне оwнбхв опре,цепенп. TIJ()lll 

образом, ра:швчц 1 амвиоJСИспотиом составе фотовиахти1111роиииоrо и иатианоrо 

фермента мивнмаm.нw и хасаются прахтически топысо HislOI ахтваноrо центра, xo­

тopwi оu~ста до аспараrивоаой К11слоты. 

9wrи11 113 :~срнтер11ев оохравеиu нативноt струхтуры молеху.пы РНКазw в це­

лом JJIШJICТCll сuоообность моцифвциро11анноrо по (ICIIТJC)' rиствдвва фермента обра­

зоаwаат• :комплекс с нухпеотидом, ПОС:КОШJ<У азuмодеlстаие Нi1\О\ с фосфорнбо· 

'11J1Ъны11 фраrмевтом 3'-ГМФ хот11 и уаеmrчиааст прочность ca11:1w11aвu, одв11Хо нс 

11апяетсs решuощим ДП11 хомплексообразоаанп (Кapпetcnt и цр., 1981; Го.пубенхо и 

цр" 1982). Развоствыi УФ-спектр, ин.цуцирусмwi при образовании хомплсхса фото•· 

вахтиаированвоt PHKe,,w с ]'-ГМФ, по форме анапоrичея спектру, поо~учеяному при 

а:яавмодсiствви пrавда с вативным ферментом. Из ав&ЗIJ13а зааиа~моств ивтеисиа­

ностн поrnощен1111 в ре,,ноством спепре хомtшехса фотоинахтиввроаанвоt РН:К.Эы с 

3'-ГМФ от хоицевтрац11и нухпеотида при постоавиоi хоицентрацни бсmса следует 

что фото•нахт111врованвu РНКеа, хах 11 яатнвнwй фермент (Карпеi1СЮ1й и .цр., 1981) 

1111сст.r одив центр са11зываиu, а хач~вси11ос подобие раэвостных УФ-спсктроа, вoз­

HJDalIOЩIDt при хомплексообразоинии препаратов фотовиахтиввроинвой и катианой 

РНКазы с 3'-ГМФ, сввдстс.Ш.ствуст об отсутствии сущ~всвных изменений в щрук­

туре молехулw при фотооюrспеяви. Значения хонстантw ааязыаанв• пиrавда с фото· 

ввuтвавроааввоi РНКазой (К. 3,8xto• м-1 ) примерно в 15 раз ниже. чем JСО&сrанта 

соответстауrощеrо хомп.пехса с.в11тиввой PHI<a.юil (Ка 6,3xl0SM1
) . 
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Поапс ll:J)'ЧCВIUI динuJОО111одиф11ющ11а РНКа:Jы Bi r.путаровы11 1ШЬДсt11до11. на 

освоааuак проведенных ксспr.цоаанкй разработана 11етоЦ111аt 11од.11фпаЦки и на ее 

освоr.е попучсвw rицрофобизироааиные моно11срвwс форм фср11еиrа, рll3JПl­

чающпе11 11од.11ф•ц•рующв11 а11вво11 в xoJI11чecrao11 мод.11ф•цврующп rpyuп на мо­

лекулу фермсвn: этаиола1111ном (РНКаза Вi-ГА-'ЭА), псвт8.!Пlмвном (РНI<аза Вi-ГА­

ПА), фенв.пбут1Ша1111но11 (РНКе. Вi-ГА-ФБА). 

При 11од11фихации РНКаэы Bi :nx орuв.по вабпюдастсв у11свьmСJ111с удсnьвой 

рнбояухпеазвоl ахnаностн поnучасмuх препаратов. 0Д11в11 вз рlЩКВХ вскпючеииl и' 

этоrо opaвJUJ.a 1111J111стся препарат РНI<азы, 11одJ1фвцврониаwi по 1а1рбохашьв11111 

группам (РНI<аза Вi-Эт, подучена по 11етоцу [Гorchilin et al, 1978)) удеп"нu ахтиа­

носrь хотороrо прахтвчсСЮ1 не СИ11Ж11.118СЬ (98% аатиавоrо). Модифихаци.11 РНКазw по 

'-аккноrруппам ~яна (РНI<аза Вi-ГА, РНI<аза Вi·Сц [Gold;tein, 1972), РНI<аза Bi· 

ДМСИ [Кooiвtra et.al., 1979)) вызывВJiа свJDКевис уцсm.воi uтиввосrв препарата до 87 

• 60% wcitoцнol (табп. 4). Можно uрСАпопаrат". что одвоl и' пряч•н умев~.шениJ1 

удсm.воi РНКаэноi u:тнаности этих препаратов (моцвфицироаанных по лв:~ину) яа­

ш~ете1 11одвф1ООЩu сущесrае11ноrо дпя проJ1шевВJ1 uтваяост11 остаnса пнзана (Lys-

26). и~оди ИЗ тоrо, что дJlam.дcrllДДCJ(cтpaвoawc DроИ380ДВЫС РНКазw обпадuот 

меи"шеl РНI<азяо18JСrваност~.ю, чем препаратw попуче1111wе с nомощ~.ю rnyтapoюro 

аm.дсrада при 6.IDIЗJ(OM чвспс cu:ici фермент - носит~• (табл. S), очсцдно, что цpy­

rol првчпоl снижеввя J<аталвтвчесжоl аrrваврств PHI<aзw Bi модвфвц11ровциоА 

Таблица Э 
Эаа•С11мост" фражq•он~юrо cocraaa модвфац11роаавноJ rпутаро1w11 аш.деr11ДОМ 
РНКазы Bi от ховпсвmации "-'11свта. 
КовцсвтрацИ.11 Мономер ДllMep трвмср тетр& пев та поли 

мr/п MCD JleD llCD 

РНКаза ГА 8,7 12,3 17 25 36 
посrокниос ооотвошсввс РНКа'Jа/ГА 11200 М1М 
0,25 0,4 9,2 69,3 1,7 15,8 2,9 1,1 
0,5 0,8 56,1 24,1 10,0 5,4 1,2 1,7 
1,0 1,6 49,2 27,4 11,9 8,6 2,3 1,8 
1.5 24 обоuоааввс оащn 
DOC'l'OJIRRU JСоацеитnапu ГА 
0,25 0,8 2.,1 54,6 1,4 21,8 9,7 6,4 1,2 2,6 
0,5 0,8 56,1 24,1 10,0 5,4 1,2 1,7 
1,0 0,8 49,3 24,5 12,2 9,0 2,2 2,2. 
1.5 0,8 47,4 2.5,7 12,1 9,4 2.,1 2..5 
2,0 0,8 42.7 26.8 10,8 8.3 18 2. о 
2.,5 0,8 обоазоаавве СIС8Д1(8. 
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Ц-.Жщеисаа .witaj ;;w.-u,..".,..... PHКID 
Ранее 61.ШО по:ка:1аяо, что цитотохс11ч11ост~. ватиаиwх ферментоа РНI<а.зы А и 

PHKa:.iw Bi обусломсна их хатал11т11ч~оi вхr11вностыо [Кур11ВСИJ(О, 1991}. Это бwло 

проде11оистр11роааио срааиеиве11 цвтотохсичвоств ватввиоrо фермента в ero менее 

тохсвчноrо фотоввахтиввроааввоrо провзаодвоrо без уqста J(OJIRчecтacквwx похаза­

тепеl '8/&МСИМОСТМ ЦBTOTOJ«.'RЧBOCТll от nтаптвчес~соl 8JСТ81RОСТИ. в хач«.тве TaJcO• 

ro nоDЗатспи 11w иcuoдьзoaaJIJJ параметр ОЦЮФА. xoтopwi поз11оm1ст оценит• от­

яоwенве хратяости в.эменения удеm.иой цитотоксв1Jности х удеm.иой ахтнвноств 

фермента вспещ;тввс c:ro 11одвф1uащ11и . Хорошо совпада.JDщвс звачсиu этоrо пара­

метра Д1D1 иат111иоl 11 фотоохвсленвоl РНКазы (табл.4) савдетеm.ств)'IОТ о том, что 

удст.нu цвтотохс:и1Jвост• фотооJС11е11сввоi PHKa:iw снвжастс:и ао СТОJIЫ(О раз. во 

ас:ОШ.JСо р..., сккжастся удеп~.вu ахтвввость фермента, а не:~начитепьная циrоrохсич­

ност1о РНК83ы Biin обус:ло11J1сва се оста1очн~i llJ('JJJaвocт1oю. Это сацетс:m.стаует о 

пропорцвоваm.иости вз11енеяия цитотохсвчвоств и хатаJ111тическоl ахтиавости фер· 

11свrа вспсдставс cro фотооJ(Исленм 11 о том, что сди11иц1 фермевтативноi аJt.-т11в­

вост11 РНКазы Bi 11 РНI<а.зы Biin. обпадает OДllB8J(Oaol ц11тотОJ<е11чвос.т1.1О. 

У аоо. беа вtюПОчснвя 11одвф11цироваввwх препаратов РНК&:Jы Bi отмеч~о 

взмевевие Касс с rуа&1Шо11.111 нухпеотвдом (таб.JI.4). Не всхmочево, 'ITO измевев11е 

Касс: с ll)'JC1ICOTaдo11 может привести х вз11свс:в0о llJ(ТJIBllOCТR PHK83w в вз11свс111ПО 

предпочтвтеm.воств х разрывае111.111 фосфодвэф11рв1.1м cuЗJ111, образуем1.111 с уч110-

т11ем ryaвВJioвoro вуюIСОтвда. Из таблицы 4 спе;цуст, что Касс не хоррет~руст с u­

т11вност1.JО 11однфвц11роаавнuх препаратов РНКазw и, сле,цоваrе:m.яо, ее нет.'• рас­

сматривать JaUC пр111Jвну у11свьwсвu их uтвавоств . Тахвм образом, 11З11свсвu Касс 

яе может б1.1т" опосредоааяяой (чере:~ аrrваяость) првчивоl сввжеяu цвтоrохсwч· 

ноств 11одиф11цвроааввьrх препаратов фсрмС11та. Hc:m.зJ11 ваопоч11т1t, что 11з111сискв11 

Каос модвфвцнроваяиых препаратов РНК8'1.1 Bi моrут отрЮkат" особевяоств их суб· 

Таблица S 
ВШU1в11е способа ааедевu rвцрофобвоrо амвва на ф11ЗDО·Х1111вческ11е свойства в 
ЦB1"0TOJtQfЧllOCТ• in vitro JIOП11 t.вцвоовuвwх ,.....,. •-roa РНКаз.ы Bi 

Препарат чтс ОФА о, д:11в/см УЦ ОЦ ОЦ/ОФА 

РНКазаВi о 1,00 70,5 1И±2.,3 1,ОЖО, 13 1,0±0,13 
РНКа:J& Вi-ДАД 3,0 0,35 71,6 0,02±2,0* 0,()±(),1 * 0,()±(),1 * 
РНI<аза Вi·ДАД·ФБА 2,7 0,40 68,7 0,7±1,5* 0,0±0,1• 0,0±0,1• 
РНКаза Вi-ДАД-ПА 2,5 0,44 67,1 14,S::l:.4,2 0,80±0,2S l,8±0,S2 
РНКаза Вi-ГА 3,0 0,60 69,2 0,2.±1,2* 0,0±0,l* 0,0±0,l* 
РНКаза Вi-ГА-ФБА 2,8 0,64 6S,6 78±7,8* 4,3±0,z3• 6,7±0,73* 
РНКаза Вi-ГА-ПА 25 049 64 2 88::1:.4 4• 4 9±0 24' 10 0±0 67* 
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стратвоi специфичности. Из даивых табmщы 4 слс;цует, что :коррмхцм меж;цу Касс 11 

параметрам•, харахтер11Зующ111111 ц•тотоJСС11чесnе свойсти препаратов, отсутству· 

ют. TaJ(Jlll оl)разо11, ссли 11э11евевии Касс с H.YJOICQTRД<>ll саидетецьству~от ~~б кзмене­

и1111 субстратной сnец11фичяост11 (с11енен•11 предпочтвтеm.ности J< p8.!!pwвae11w11 

фосфодв:;,фирны11 сuз1111) фермента. спс;цует признать. что ю11еиен1111 субстратной 

1:.11ец11ф11чиост11 не rосеwвают &JillJIBIUI ва тоJСС11Чес1СВе csolcтaa PHJ<a,,w. и, awweii:i· 

пожеввоrо слс;цует, что Касс 11од11ф11цвроаавв.wх препаратов РНКазы Bi с rуаиило­

в.1.111 ll)'JСПеотидом нmависимо от ее во:Jможноt свяэи с субстратиоl специфичностью 

фермента нсэиач1111а дл11 11Х цвтотохсвчСQОfХ свойств. 

fu вдентичиОСI'.11 мa:кpo11011e:icymipнol орrавDацви РНКuы Bi и PHK&jw Biin и 

их фвэвхо-ХJJМВЧССЮIХ саоiств, о чем свидетсш.сrву~от наши цанвые 11 д1!нные н11му­

в011оr11чесхоrо родства этих ферме11тов, получеаные Hexop6DD<oвoll 11 др., [1988}, спе­

цует, что рВ:ШИЧИJI • 11Х ЦllTOTOXCllЧROCТll обусловnевы различuми в ахтивности 

(чвспе оборотов фермента), с чем соr.пасуете11 хорреляц1111 междr из11евення11и µо:ка· 

'8Tc.JJei удс111оноi 11втоrо~чностн к JatT8JUITHЧCO.'QЙ аnнви<>ст11. Обобщенным са11-

детелы:твом эrol :~rорреш1ц1111 111UD1eтC11 соападен11е значевиt параметра ОЦ/ОФА на· 

тивиоrо в фотооЮ1слевноrо ферментов. Сце;цоватсльво оnоiовев11е ;,вачевиi :;,тоrо 

параметра у Re1Coтopwx препаратов фермента с из11евеииw11в фюихо-х111111чес:п1111 

саоiствами от ав~шоrнчвоrо по:казаrс:.ш1 нат11ввоrо фермсвrа, достаточно вадС1С110 

сацетеm.ствуеr о ll.IDIЯHBll этих ю11евеииl на :катапвтвчесn обуспоапеивую цвто­

rо:ксичвость. Aвll.IIll:J 11m1ян11и ю11евевкii структуры и физRJ<о-ХJ111вчесюrх свойств по­

пучеивwх аwв препаратов PHI<aзw Bi на их цитотоn11чносr" по,волиет цце:пат" сле­

цу~ощнс обобщсвu. 

ЭтааоШU11вдвро1анке РНКазw ИJП1 11одвф1UаЩu РНКазw димети.11субервмнда­

то11 сущ~вевво не B:JMC11JПDТ yncпьll)'JD цвтот01tсвчвость препаратов.. Относвтмьвu 

фер11евтатианая 11ХТВ11вост" • первом CIJ)'Ч&e щ~таете11 веизменвоt, во втором • сн11-

:11СаеТ1:11 всх:ьма неэначвтсш.во (та.6п. 4), отноаrтсш.иu хататtтвчсааu~ цвтотокснч­

аост1. в обемх спучш бJо~,:ка к J ,О. Таuм образом, асе эта спучам не 1wхоД11т 3а рам· 

n предстаВJJСИllЙ о оримоi ЗUllCRMOC'IH ЦНТОТОJ(СJIЧИОСТИ ОТ :каrалит11ЧСС1СОЙ ахтив­

RОСТВ фермента в саидете:пьстауют nбо о иезначнмоста увепичеивя суммарвоrо по­

пожитспьвоrо :Japirдa РНКазы Bi д.п11 увеличено се ц11тото:ка~чност11, miбo о нс:досrа­

точноl степе1111 увспвчеаu зарsда. 

Дшr препарата РНКаза Вi-Сц вабmоцаетсв звачвтсльвое сввжснве похазатет~ 

ОЦ/ОФА, несмотр11 ва awcoIOll уровен.. сохранения фер11ентати1аоl ахтквности 110· 
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дифицироааниоrо препарата фермента. Исхода 11:1 вс:з11а'lв11оств Касс с 3'-ГМФ дu 

ц11тотожсичвости модкфицироааннwх препаратов РНКаз, спедует прецположитJ., что 

наиболее аеро11тнu причина умсньшснв11 цитоrо)(СJ(ЧССЮJХ саоiст1 РНКазы Вi-Сц 

заюuочается а том, что ДШ1 отрвцатеm.110 зарЮ1Сен11оrо препарата 111о;циф11ц11ро1анво­

rо фермента миmснJ., ваходящuе11 на отрвцатсm.но зар11Жсивоi ппазматвческоil мем­

бране стано111те11 менее доступной а силу эле~строс.-тат11чеасоrо onaJDC111aвв11 фермен­

та от мембраны. 

Нuбопее вероятной причиной отсутстаu цвтотожс11чност11 препарата PHKiuw 

Вi-ГА. 1111Л11сте11 то, что 11С11сдст111с 80"1Craиoancнu rлутараm.дсrидВlllХ трвксроа ов11 

преаращаюте11 а электронеlтр8.Jiь&ые ''хаостw", жоторwе подобно дкаm.деrирде1<стра­

во1оii матрице со:щают стерВЧСQОIС преп~1тсtа1U1 цпя азавмоnсiстава фермента с 

п.пазмат11чеасоl мсмбравой хпетжи . В резул"тате мопеJСупрнu м11шен" фермента 1 

впазмат11чесJ(оi к~бранс ставо111тся недоступвоi дсiст11UО препарата РНКаза Вi­

ГА подобно препарату РНI<а:эа Вi·ДАД (табп.5). ОтС)-rствне цнтотоJССИчвостн а тесте 

с НКр д11апr.дсrи.цдастраиоаых прои:~аоднwх РНКазw (РНКаза Вi-ДАД-ФБА 11 

РНКаза Вi-ДАД), аеро~1тно. свюаво с эхраиироааиием об1оем110JI дежстраяоаоl мат­

рицей струхтур PHKani, обеспсчв111Ющ11Х 11:Jаи11одсйст1ис фермента с JOicткoil. 

Цитотожсич11остJ. Д118ПJ.Деrидде:кстраяо1wх пpoИ:J&oДllWX in vivo awwe че1111 in 

vitro, что может быт• спсдстансм опосрсдо1а11ноrо ao:iдclcrau РНКазw ва oпyxonc­

awl процесс[Курнве1ОС0, 1991]. 

Ku СJ.сдУСТ из табпицы 5 111сдсннс а молсхулу РНКазы пщрофобвw:х rpyпn -

остаn:оа 8.IIX1Ш8.Jllннa или арJШаМива, умея"шает поаерхнос.-rное ват~ие растао· 

ро1 прспарато111 прввод11т .к увсцвчен1ПD вх цитотоксичности . Д.П. 1ЫJ1с:исвн• вопро­

са не CUЗllllo пи нз11сневве цитото:ксичвосrв этих прсnаратоа с про•апенвем цвто­

тохсвчсасоrо дcilcr'au пситипа11вна, вссnсдоаапас.. цитотохс:вчвость rвд;рофобизи­

роваиноl пеятипамнвом через r.nyтapoaul аm.,цеrид натиuоl в фoтooJC8CJieRHol по 

Нi1IOI РНКазw Bi. Из таблицы 6 спс:дует. что препарат rищюфобвзироаанноi псвти­

murи11011 нат111ноl РНКазw то1есичвее нат111воrо фермента. ГндрофобИ:Jвро1авие фо· 

тООJО1С11снвоi РНКаэы ве пр111с:оо х yaemtЧe&llJO (про•апснJПО) тохсичности фермента 

~при жовцентрацви, превwшаJОщеl JСОвцентрацИJО натваноrо фермента а 10 раз в 

ооцержащсil 11 10 раэ бот.шее холичсст110 моиоамвва. С~оватсm.во моноамвв вс 

авосвт заметиоrо t.Jal8Дll а тохскчност" rкцрофобеироааяноl р11бонухпеазw. Поэто­

му ССТJ. все освованu полаrать, что }'llCIIllЧCНllC цитотохсwчности rJЩрОфоб11:~вро11и­

вwх прспаратоа обуспомеио не наличием аmашам11на, а сая'8.но с взменением фиэи· 





Ф8,DО-ХИ118Чес1СJ1е caoilcтaa и 
РНКазw Bi 

П а ат 
PНKa:iaBi 
РНI<аза Вi·ДМСИ· 
Дllllcp 

PHIWa Вi·ДМСИ-
ПOПllll 

ОФА 
1,00 
о.з2• 
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Табuца8. 
Ц8ТОТ01ССllЧИОСТJ. in vitro ПOШlllepRwt про11:1ао:цнwх 

1 1 1,() 
1,з• 0,9• 2,1 • 

4,4• sз,1• 1,з2• 4,6 ±0,s• 

11олеJ\)'ЛW, а нс D;Jllllla ~ноrо оста~та. 

д•мер~u:. поп1111ермза.цu РНКазu Bi, тu же :кu •а спучае с PH.IUзoil А 

[К.ooiвtra ct.al., 1979], сопровождаетси уксвьшсввсм UTILJIJITRЧCQoi ахrв11иости 11 от­

иошевк• JCЛllCCllЧ~ro субстрата • одяоцепочечноl РНК. Поха:~атеп хараrrери­

зуJОщвс то.ксичеаа~е саоiства (УЦ, ОЦ/ОФА, выход "' JOicnar вонов к+) ДJ111ера в по­

Ш111ера аuше. чем у натнаноrо фермента и 11о,ц111фицироааивwх мояомернwх неrи.цро­

фоб11311рованнwх проюводнwх РНКазw Bi (табл.4 в табл.8). Во:1мОJ1С110, эти отmrчм 

c:u'uu с р&:1пкчu11и мехаиюма цитото1СС11чност11 моиомериоl PHl<a3u Bi 11 :цнмер­

вwх форм РНКаз (РНКазw BS). Вместе с тем, масснавое .истечение из JШсто• ионоа к" 

1 првсутстап DCIШllMepиwx проеводвwх, JСоторое приuто счпат~. спс;цствве11 вару· 

шсиu фуи.кцви мембраны, даст основание предположит•. что у пО.JIRмериых про111-

110.циwх PHKa:iw Bi 1ШСмат11чес:кu мембрана сохраняет саое значение • :качестве ми­

шсвв при вэаимодсйсrвив с юtст.кой. Касс полимера РНКазы на порJ1Дох выше Касс 

Д11мера. В то же аремя п0Jа1.Затеп.и тохсвчноств димера и полимера достоверно не pa:i· 

~аютс:а. Это са11Дстет.ствует о том, что асnичвиа Касс пОJD111ервых производных 

фермента, JauC 11 а спуча.е с 11оиомериw:ми модкфицвроваавwм11 препаратами PHl<a3w, 

вс сушествсииа дm1 их ЦllТОТОХСllЧВОСТИ 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Даивые о . аоз11ожвост11 измс11сиu цвтото:ксвчССЮtХ саоiств РНКазы 

B.intermedivs в шкрохом дкапаюнс ooD.:Jaтcnci с помощью Х1111вчсасоi 11одифвхации 

фермента са•детезастауют о плодотаориск.-rв испоm.юааявоrо подхода. Этот подход 

отхрывает возможвосr~. звачвтсm.во расширит~. асоорт1111свт препаратоа РНКазы 

Д118 вспош.зоаавu их в nчестае био.поrвчеааr аJСТиавwх вещеста, что nозаодит ему 

успешно хооурировать со gq~ииииrом фсрмситоа кз ратичвw:х прироциwх источив-

](08. 

с DОМОЩЬJО XBMBЧCQOi модвфп.цвв можно успешно ДllClq!BllBИИpoaarь одни 

био.поrичес:кие эффекты с сохравенвем друrих. Эта 10:1можвост~. наrШ1Д110 продемон· 
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стрвроваиа на примере фотоохисnениоi РНКаэы Bi - препарат модифвцврованвоrо 

фермента прахтическв не обладает ц11тотохсичност"ю и цруrими JQlталвтичесхн об· 

уСJiоалеинымв эффектами, но сохравм .кат8J111тически независимую биопоrичса()'JО 

1JСТвавостJ. (Курввеоо, 1991 ). 

Спаботохсвчвwе 1ысо:коапи1ные препараты РНКа1ы (РНКа1а Вi-Сц, РI~Каза 

Вi-ГА, РНКаэа Вi-ДАД) nре-дс.-rаашuот весо11венвwl интерес 1С8Х потевциаm.нwе про· 

rивовирусиые препараты. ВысоJСИЙ уровень РНКаэной а:ктваностн, который может 

бwтъ досвrнуr с помощ~.ю аыоохоахтианых 11алотожсичных препаратов фермента 

может обссnсчвтъ эффспиавый протиаоsнрусвwi баръер so виутреви~ среде opra-

11113Ma. TaJtol бар~.ер NОЖСТ существенно оrрu11чит" rеиерашuацию ннфехцин де· 

фс::ктнwм пострсnроЦ)'Ю'ввным вирусным потомстаом чу.стввтет.нwм х рвбовухпса­

,е, соста1Ш11Ощвм в за.ве11моств от вида вируса от 50% До 90% потомстаа вируса 

[Махснмович, Лисовu, 1969; Мuсимо111ч и цр., 1969). 

Ги.црофобизвроааиные производные РНК!uы Bi требуют более уrпубленных 

ll~доваииi nJ( ПОТСВЦВ&ПЬИWе бволоrнчсасв UТBIBWe BCЩtCrla. Их ИCDOJIЪ.70BR-

1111e мо:.«ет охазатье1 пера~е~ст111вw11 а медиц1111е и бвотежнолоrв11. тах JCaJC в соот­

ветствии со СJiс:дствuми, вwтехающв11и вз пpuИJia обратвоrо деiст111111 Amdt­

Schulz.'a [Меlер, Готm1б, 1940} д;m1 аещеста, обпадаJОщвх тоХС11чесn11 эффектом, ест" 

основано ожидать, что полоJ1С11тет.нwс: эффехты фермента у rJЩрофобизвровавиwх 

про113аодвwх будут набшо.цатье1 пр11 более нязЮDt )(Онцентрациах, чем у ватi~ввоrо 

фермента. Это можво проrноэвровать осаовwвuс& ва том, что увспвчеиве цвто· 

тохсмчносrи фермента прв rи.црофобюацнн не са•зано с TO)(CllЧROCТldO rи.црофобв:~в­

рующвх rрупп. 

Наконец расширеяве спежтра моЦ11фвцврованвых препаратов фермента и бо.uее · 

детаm.вос: иа:яецоааиис: их с;трухтурвwх. эвэиматичеааrх с:аоiств и биопоrвчССJ(оi 

ОJСТавяости позво.1111т сфорll)'Лllроватъ чеnаае Jеритервв зависимости мструхтура 

fэвзв11атичССЮ1с csoicтaa /биолоrичССJСU ахтввиостъ". 

выводы 

1. J>а,работав а~особ 11одмф1оащвв p•бoll)'JCUeaзw B.Jnt~f'WlМJus диаш.деrвд· 

дсхотравом, nозвоПDОщвi оаrв11взвроввтъ уаовu 11одвф11Jtации с помощыо обоб­

щеавоrо фор11аI111:101А11иоrо параметра, BICIDOЧllJDЩero в себ!1 выход модифвцврован· 

воrо фер11евrа по 6CDy в сrа611Л1tвость кативиоrо фермента при усжrов1111х модвфоа­

цвв. 
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2. Ра:Jработая способ сепективноrо фотооnС11евu PHI<мw B.lntermedlus по 

НiвlOI алвавоrо центра. Фотоохиспеииwi фермент и11Л11етса сrруюуриwм анапоr(\м 

иаrиаяой РНКазw. 

3. ЦитоrоJССRчеасие <:8ollcтaa PHI<aзw B.intermedlus, модифицированиоil 061.ем· 

иой дс:кстрановой маrрицеii или rримером rлутаровоrо аm.деrвда резхо cвИJDJOrcи 

при сохранении BWCOJCOЙ JC8.T1UIJITHЧeclCOЙ 8..IC'rHBHOCfH. 

4. Изменение физDо·химичеааut свойсrа РНКазw B.tntermedlш, ОJС8.Зwвает 

1ЛJ1•иве на юат8J111rичесюr обуспоалевиую 1111тотоJ\'сичиость. Из11евев11с Касс фермен­

та с 3'-ГМФ аспедсrвве 11С1диф111Сацвв фермента не существенно дm1 ero цвтотохсич­

воств. 

S. Уасли11сн1Jс суммарвоНJ поJЮжительвоrо 'аряда РНКазы B.intemiediwз не 

o:aэwaaer апвянu на ц11тотоJСснческ11е саойсrаа фермента, тоrда JCll)( увепиченве 

сум11ариоrо отрвцатс:пьвоrо зарида соnроаождастс:и JJX си1DКси11ем. 

6. ЦвтотоJ\'свчвость РНКазw B.intermedius аоэрасrает при " rвдрофо611эацв11 -

а бот.шей сrепенв при авt.цеи11и а 110.ne:JC)•пy фермента 11.ПJСJ1пьных, а не арt.,матичеаснх 

ра.п.u:алоа. УвС11вчев1Jе цвтотоксичиости пр11 rи.црофоб113ацив 1LЛКJLJ11U11\Haм11 обу"" 

uoa.neвo не тохсичносr1.JО ооспеднвх, а 11.::111енеиие11 фкЗRJ(о-JtRмических своlсrв 11оди­

ф1111иропиноrо фермента. 

7. Цвтотохсичность димероа и поЛ1111ервых форм РНКаэы B.irltermediw аыwс 

цвтотоJ<СRчвос.п иатвввоrо фермента, что позвОJU1ет испоm.зоват1о n в хачестве ана· 

поrов РНКазы ВS 1Ш11 ваусстквво цвмс:рв:юваввой павхрсатическоi РНКазw в мс­

lО!ХО•бво.поrичесхвх всспt.цо11а11uх. 
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аа, Р.Э. д.....,.м, 3.М. Нс:хороwхоав, С.Ф. ВQП11)'Ш111RВ, С.В. Шш~пвихов /1 Бво· 

орr.х1111и111986.-T.12.-N4.-C. 457-466. 

3. д8iвtidinyl -101 RN88e B.intennediuв 7Р production. Conf'onnity ofRNese'в derivlltive 

to n8ive .uz;ym• / В.М. Кurinttnko, LA GoluЬ.nko, R.Sh. Bulgakoц R.E. Da'1Wov, Z.М. 

Neehorolhkova, S.Ph. Valiullina, S.V. Shlyвpnikov /1 io: Proceediпgs ofthe Fint international 

Mellting Structure 18ld CЬemilllry ofriЬonucleueв (Eds. А. Pavlovвky., К.Polyakov) Moscow.-

1989.-p.342-348. 
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