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СВЕТОЧУВСТВИТЕЛЬНАЯ ФЕРМЕНТАТИВНАЯ СИСТЕМА 
С СОПРЯЖЕННОЙ АВТОАКТИВАЦИЕЙ

Фотохимические процессы с высокими квантовыми выходами можно 
рассматривать как своеобразные системы усиления первичного светового 
сигнала. Особый интерес представляют системы со светозарождаемыми 
катализаторами, так как в таких системах общий квантовый выход явля­
ется функцией квантового выхода первичного процесса и скорости после­
дующей каталитической реакции (',2) :

фэфф фцерв'Аатй (1)
В ряде последних работ нашей лаборатории было показано, что фермент 

а-химотрипсин (высокоэффективный природный катализатор гидролиза 
сложных эфиров и амидов) может быть превращен в фоточувствительный 
каталитически неактивный предшественник, который под действием света 
с хорошим квантовым выходом может регенерировать исходный а-химо­
трипсин (1_5).

«Коэффициент химического усиления» первичного светового сигнала 
в подобных системах может быть существенно увеличен за счет сопряжен­
ной реакции «размножения» первично зарождаемого катализатора. В фер­
ментативных системах в качестве сопряженного процесса может быть ис­
пользована реакция активации подходящего природного или искусствен­
ного зимогена, в результате чего за первичной световой активацией возни­
кает темновой процесс автоактивации, приводящий к образованию высо­
ких концентраций фермента. Трипсиноген (Тг) с добавленным к нему 
транс- (N,N,N-TpiiMeTiwaMiiHo) -циннамопл-трипсином (транс-ТМАЦ-Тр) 
является примером системы такого рода. При облучении этой системы у.-ф. 
светом наблюдается прохождение следующих процессов:

транс-ТМАЦ-Тр —► цис-ТМАЦ-Тр, (2)

цис-ТМАЦ-Тр Тр цис-ТМАЦ -СООН, (3)
А'м Акат

Тг Тр TZT Тг • Тр ► 2Тр ~г пептиды, (4)

где к3 — константа скорости реакции деацилирования цис-ТМАЦ-Тр, Ам — 
константа Михаэлиса автоактивации трипсиногена, к^ — константа скоро­
сти образования трипсина в реакции автоактпвацпи.

Результатом этой серии реакций является накопление в системе ката­
литически активного трипсина.

Транс-(У,К,К-триметиламино)-циннамоил-трипсин был получен реак­
цией трипсина с избытком u-нитрофенилового эфира 72/-TpaHc-(N,N,N-Tpn- 
метиламино)-коричной кислоты при pH 8,0 (0,05 М СаС12, 20°) в ячейке 
pH-стата. Примесь трипсина (3—4%) в заводском препарате трипсиногена 
была последовательно инактивирована избытком диизопропилфторфосфата 
и ге-нитрофештлового эфира п'-гуанидинбензойпой кислоты в тех же усло­
виях. Содержание свободного трипсина в ацилтрипсине и трипсиногене 
после гельфильтрации низкомолекулярных реагентов на сефадексе Г-25 
(НС1 pH 3,0 и 0°) и лиофилизации составляло 2—3 и 0,02% соответственно.
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Источником у.-ф. света служила лампа ДРШ-500 с применением свето­
фильтра УФС-2 (290—360 мц). При облучении у.-ф. светом раствора транс- 
ацплтрипспна в 0,05 М СаС12 (pH 5,0, 20°) происходит его траис-цпс изо­
меризация. Константы скорости деацилирования для соответствующих 
стереоизомеров равны к3 цис = (6,7 ± 0,7) • 10~5 сек-’1 и к3 Т1,аЫС = (6,3 ± 
= 0.9) • Ю-5 с.ек-1 (pH 8,0, 0,1 М трис-HCl буфер, содержащий 0,05 М 
СаС1> 20е).

За реакцией накопления трипсина в системе следили путем отбора 
проб, разбавлением аликвотной части раствора в 1 ммоле НС1, при 0° и

Рис. 1. Автоактивация трипсипогепа в присутствии транс-ТМАЦ-Тр. 2 — 
автоактивация Тг в темноте, 3 — активация после 5 мии. облучения у.-ф. 
светом, 1 — инкубирование Тг в отсутствие транс-ТМАЦ-Тр после 5 мин. 
облучения. Условия: [Тг] = 2-10~4 мол/л; [транс-ТМАЦ-Тр] = 4-10-5 

мол/л; pH 8,0, 0,1 М трис-HCl буфер, 0,05 М СаС12, 20°
Рис. 2. Зависимость константы скорости деацилирования транс-ТМАЦ- 
Тр от pH. Условия: [транс-ТМАЦ-Тр] = 8-10~5 мол/л; [бепзамидин] = 

= 6-Ю-3 мол/л; 0,1 М трис-HCl буфер, 0,05 М СаСЦ 20°

измерением триптической активности по скорости гидролиза этилового 
эфира .А-а-бензоил-А-аргинпна (6) на рН-стате.

На рис. 1 приведены кривые, представляющие накопление трипсина в 
растворах трипсиноген — транс-ТМАЦ-Тр за счет автокаталитической ре­
акции в отсутствие света (кривая 2) и после освещения (кривая 3). Облу­
чение раствора трипсипогеп-ацплтрипсип проводили в НС1 pH 3,0, 20° и 
затем добавлением концентрированного буфера переводили раствор в ус­
ловия максимума скорости автоактивации зимогена (0,1 М трис-HCl бу­
фер, pH 8,0, 0,05 М СаС12, 20°). Таким образом, начало автокаталитиче­
ского процесса (4) можно существенно ускорить с помощью света, введя 
в систему светочувствительный неактивный катализатор. Однако из-за на­
личия в ацплтрипсиие свободного трипсина (~3%) и заметной константы 
деацилирования транс-ТМАЦ-Тр в условиях опыта (pH 8,0, 20°) эта си­
стема непригодна для практического применения вследствие наступающей 
со временем самопроизвольной темновой активации зимогена (рис. 1, кри­
вая 2).

Свести к минимуму темповой процесс активации удалось путем созда­
ния более стабильной светочувствительной системы, которая помимо транс- 
цпс изомеризация ацил трипсина под действием света включает одновре­
менно фотопндуцировапный pH-скачок. Как указывалось в работе (2), 
фотоиндуцированное увеличение пли уменьшение pH среды также может 
служить средством фоторегулирования ферментативных процессов. Для 
фотоиндупировапного увеличения pH среды можно применять комплекс­
ные соли переходных металлов, содержащих в качестве .лигандов амми­
ак. Мы воспользовались хлоропентамминокобальто-(III)-хлоридом  
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[CO(NH3)5С1]С12, который под действием света подвергается фотоаквата- 
ции с выделением аммиака:

[Со(МНз)5С1]^ = НзО -- [Со(ХНз)4(Н2О)С1]2+ -т NH3, (5)

NHs -LH3O^NH+H-OH- (6)

В результате протекания процессов (5) и (6) возрастает pH среды. Кван­
товый выход этого процесса <p.ltI = 0,05 (кислая среда, 25°, Л = 370мц) ('). 
Как было обнаружено нами, cpaq увеличивается с ростом pH среды, что, по- 
видимому, связано с изменением устойчивости промежуточного комплекса.

Квантовый выход транс-цис изомеризации, определенный нами по на­
чальному линейному участку изменения дифференциального спектра облу­
ченных растворов ацилтрипсина против необлученного, равен ~ 0,1 (pH

Рис. 3. Фотоинициирование автоактпва- 
ции трипсиногена в присутствии транс- 
ТМАЦ-Тр и [Со (NH.i) 5С1]2+. 1 - инку­
бация Тг в присутствии транс-ТМАЦ- 
Тр и [Со (NH3) 5С1] 2+ при pH 5,0 в тем­
ноте; 2 — активация Тг в присутствии 
[Co(NH3)5C1]2+ после у.-ф. облучения 
(5 мин.) в отсутствие транс-ТМАЦ-Тр; 
3 — активация Тг в присутствии трапс- 
ТМАЦ-Тр и [Co(NH3)5C1]2+ после у.-ф. 
облучения (5 мин.); 2' и 3' — измене­
ние pH среды для активационных кри­
вых 2 и 3 соответственно. Условия: 
[Тг] =4-10~4 мол/л; [трапс-ТМАЦ- 
Тр] = 4-1(Щ5 мол/л; [Co(NH3)5C1]2+ = 
= 5-10~3 мол/л; 0,05 М СаС1->, pH всех 
растворов до у.-ф. облучения равен 5,0

3,0, 0,05 М СаС12, 20°, А = 313 мц). Зависимость константы скорости деа­
цилирования транс-ТМАЦ-Тр от pH среды (0,01 М трис-HCl буфер, 0,05 М 
СаС12, 20°, 0,06 М бензамидин) в присутствии бепзамидина (для исключе­
ния автолиза) свидетельствует о том, что ацилтрппсин практически ста­
билен в течение длительного времени в области pH 5,0 и ниже (рис. 2). 
Из данных (8) известно, что pH-зависимость /й!ат автоактивацип трипси­
ногена имеет аналогичный профиль.

Исходя из анализа всех данных, были выбраны условия, обеспечиваю­
щие темновую стабильность светочувствительной ферментной системы: 
pH 5,0, 0,05 М СаС12, 4-10-4 М трипсиноген, 4 • 10~5 М трапс-ТМАЦ-Тр и 
5-10”3 М [Со (NH3) 5С1]г+. При начальном значении pH 5,0 система ста­
бильна около суток (рис. 3, кривая 2). При освещении у.-ф. светом раст­
вора происходят одновременно pH-скачок (от 5,0 до 8.6) и транс-ппс изо­
меризация, в результате чего начинается немедленный процесс автоката­
литической активации трипсиногена, а следовательно, и накопление 
активного фермента (рис. 3, 3), который может далее вести каталитическое 
превращение субстрата:

S-у Е ES—Е Р, (7)

где /г'кат — константа скорости каталитического процесса.
Кривая 2 на рис. 3 отражает процесс автоактивацип трипсиногена, ини­

циированный только pH-скачком в отсутствие ацилфермента. Значение pH 
раствора медленно падает во время активации вследствие расхода ионов 
гидроксила (рис. 3, кривые 2' и 3' для активационных кривых 2 и 3 со­
ответственно) .

Наблюдаемое различие темнового и светового процессов делает возмож­
ным применение подобных светочувствительных ферментных систем для 
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прикладных целей. Важно отметить, что система может быть значительно 
усовершенствована путем применения других ацилирующих светочувстви­
тельных инактиваторов трипсина, а также комплексных солей переходных 
металлов с большими <paq.
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