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Установлено, что при действии УФ-излучения в дозах 151–1510 Дж/м2 активность свободного фи-
цина (КФ 3.4.22.3) и диаметр его молекул оставались на постоянном (первоначальном) уровне. При
использовании доз 3020, 4530, 6040 Дж/м2 зарегистрированы снижение каталитической способно-
сти фермента и увеличение диаметра его глобулы, что, вероятно, связано с разворачиванием моле-
кулы энзима. После адсорбции фицина на матрице среднемолекулярного (200 кДа) и высокомоле-
кулярного (350 кДа) хитозанов каталитическая способность ферментного препарата не снижалась
во всем диапазоне используемых нами доз УФ-излучения. Можно предположить, что матрица хи-
тозана выступает в качестве фотопротектора для иммобилизованного на ней фицина, так как изме-
нения в ИК-спектрах адсорбированной на ней цистеиновой протеазы практически не затрагивают
полосы, обусловленные белковым компонентом системы: амид I, амид II, амид III.
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Изучение механизмов действия УФ-излуче-
ния на белки-ферменты – одна из важнейших
фундаментальных проблем молекулярной фото-
биологии. Трансформация энергии света в раз-
личных фотобиологических процессах включает
последовательные стадии: поглощение света и
образование электронно-возбужденных состоя-
ний хромофора, фотофизическую реализацию
энергии возбуждения, проявление фотохимиче-
ских реакций с образованием первичных фото-
продуктов и развитие вызванных ими фотобиоло-
гических ответов. За счет энергии электронного
возбуждения молекула хромофора (в белках ими
являются ароматические аминокислоты: трипто-
фан, тирозин, фенилаланин, а также цистин) из-
меняет состояние своего ближайшего микро-
окружения в биоструктурах, и это дает начало
структурно-функциональным перестройкам, что
может отражаться на свойствах биологических
молекул, в частности, ферментов. Ведущие на-
правления современной фотобиологии связаны с
изучением первичных механизмов регуляторных,
деструктивных и фотопротекторных процессов,
вызываемых УФ-излучением в биосистемах [1–5].

Исследование структуры протеолитических
ферментов способствует пониманию процессов
жизнедеятельности на молекулярном уровне и
приобретает практическую значимость при со-
здании медицинских препаратов пролонгирован-
ного действия на основе иммобилизованных эн-
зимов. Лекарственные средства, обладающие
протеолитической активностью, в том числе фи-
цин, широко применяются в клинической прак-
тике для лечения повреждений кожных покро-
вов, воспалительных заболеваний, гельминтозов
[6, 7].

Фицин (КФ 3.4.22.3) – протеолитический
фермент, выделенный из латекса фиговых дере-
вьев (Ficus species) [8, 9]. Он принадлежит к семей-
ству папаинов, в активном центре находится три-
ада аминокислот Cys, His и Asp. Данный фермент
содержит одну полипептидную цепь массой
∼25 кДа, которая свернута с образованием глобу-
лярного белка и включает два домена [10–13]. Для
молекулы фицина оптимум рН составляет 6.7, оп-
тимальная температура – от 45 до 55°С [10–16].
Энзим обладает антимикробной активностью
против грамположительных и грамотрицатель-
ных бактерий [17, 18].
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Современные методы модификации фермен-
тов (стабилизация субстратом или другими со-
единениями, ковалентная модификация, напри-
мер, гликозилирование, конструирование энзи-
мов с заданными свойствами с помощью сайт-
направленного мутагенеза) позволяют увеличи-
вать стабильность энзимов к действию различных
химических реагентов, физических факторов, ре-
гулировать каталитические свойства молекул.
Однако именно иммобилизация фермента на не-
растворимом носителе, кроме перечисленных
выше преимуществ, предоставляет ученым воз-
можность многократного использования биока-
тализатора, упрощает процедуру его отделения от
реагентов и продуктов реакции, повышает веро-
ятность однозначного прогнозирования поведе-
ния энзима и кинетики реакции в промышлен-
ных ферментерах.

Иммобилизация – это процесс фиксации бел-
ка-фермента на полимерном носителе с помощью
физических взаимодействий и/или химических
связей. В научной литературе большое внимание
уделяется вопросам изучения путей связывания
молекул энзимов с различными носителями, по-
вышающих их устойчивость к высоким темпера-
турам, экстремальным значениям рН, ингибито-
рам, при этом воздействие УФ-излучения на ка-
талитическую активность и физико-химические
свойства иммобилизованных ферментов изучено
недостаточно [19–21]. В этой связи целью нашей
работы стало выявление особенностей и законо-
мерностей воздействия УФ-излучения на про-
цессы фотомодуляции свободного и иммобили-
зованного на матрице хитозана фицина.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА

В качестве объекта исследования был выбран
фицин фирмы “Sigma-Aldrich”, субстратом для
гидролиза служил бычий сывороточный альбу-
мин (БСА) фирмы “Sigma-Aldrich”, носителями
для иммобилизации – два вида хитозана, синте-
зированных ЗАО “Биопрогресс”: хитозан пище-
вой кислоторастворимый среднемолекулярный
(Мr = 200 кДа, степень деацетилирования (СД)
82%, хитозан кислоторастворимый высокомоле-
кулярный (Мr = 350 кДа, СД = 94.85%).

Иммобилизацию фицина на матрице хитоза-
нов осуществляли адсорбционным методом [22,
23]. Определение количества белка в препаратах и
каталитической активности фермента проводили
модифицированным методом Лоури [24].

Процесс УФ-облучения происходил при непре-
рывном перемешивании соответственно раствора и
суспензии в объеме 4 мл (толщина слоя в середине
кюветы – 7 мм) магнитной мешалкой в круглодон-
ной термостатируемой кювете (20 ± 1°С) с помо-
щью ртутно-кварцевой лампы типа ДРТ-400 че-

рез светофильтр УФС-1 с полосой пропускания
240–390 нм в течение 1, 3, 5, 10, 20, 30 или 40 мин.
Доза облучения составила соответственно 151,
453, 755, 1510, 3020, 4530 и 6040 Дж/м2.

Регистрацию ИК-спектров анализируемых
образцов осуществляли в Центре коллективного
пользования научным оборудованием Воронеж-
ского государственного университета с помощью
ИК-Фурье спектрометра Bruker Vertex-70 (Герма-
ния). Спектры снимали с неориентированных
порошковых образцов.

Визуализацию аминокислотных остатков –
хромофоров для УФ-света – осуществляли в про-
грамме Maestro.

Подготовка структуры фермента для докинга
выполнялась по стандартной для Autodock Vina
схеме, описанной авторами пакета на сайте: из
входного файла PDB были удалены координаты
атомов (и сами атомы) молекул растворителя, бу-
фера и лигандов. Перед проведением численных
расчетов была выполнена расстановка зарядов на
поверхности белков c помощью MGLTools. Центр
молекулы и параметры бокса («ячейки») мы зада-
вали вручную, добиваясь того, чтобы молекула
протеазы полностью была внутри расчетной об-
ласти пространства.

Модель структуры хитозана была нарисована в
молекулярном конструкторе HyperChem, после-
довательно оптимизирована сначала в силовом
поле AMBER, а потом квантово-химически в
PM3. Лиганд в расчетах докинга имел максималь-
ную конформационную свободу: допускалось
вращение функциональных групп вокруг всех
одинарных связей. Расстановка зарядов на моле-
куле хитозана и ее протонирование/депротони-
рование осуществлялись автоматически в пакете
MGLTools 1.5.6.

Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили с использованием t-критерия
Стьюдента при уровне значимости различий 5%.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
При УФ-облучении раствора фицина в дозах

от 151 до 1510 Дж/м2 наблюдалась тенденция к
снижению его активности. Начиная с 3020 Дж/м2

и при повышении дозы до 4530 и 6040 Дж/м2, за-
регистрировано статистически значимое умень-
шение каталитической способности свободного
фицина на 11, 12 и 17% соответственно.

После иммобилизации фицина на матрице сред-
немолекулярного хитозана при УФ-облучении в
дозе 151 Дж/м2 наблюдалась тенденция к снижению
активности препарата, однако при дальнейшем об-
лучении в диапазоне доз 453–6040 Дж/м2 фермент
сохранял свою каталитическую способность на
относительно постоянном уровне. После иммо-
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билизации фицина на матрице высокомолеку-
лярного хитозана при УФ-облучении фермент
сохранял свою активность на первоначальном (до
облучения) уровне, снижение каталитической
способности энзима не зарегистрировано во всем
диапазоне исследуемых нами доз (рис. 1). При
УФ-облучении свободного фицина изменение
размера глобулы выявлено при использовании
дозы 3020 Дж/м2, возможно, это связано с разво-
рачиванием молекулы фермента (рис. 2).

Для более детального анализа полученных ре-
зультатов была осуществлена визуализация хро-
мофоров УФ-света для молекул фицина (PDB ID:
4YYW), по отношению к активному центру фер-
мента (рис. 3). В активном центре фицина нахо-
дится His 162, в непосредственной близости к не-
му располагаются сразу два хромофора – Tyr 177 и
Trp 178.

На рис. 4 отражены связи и взаимодействия
между молекулами фицина (PDB ID: 4YYW) и
матрицей хитозана, возникающие в ходе иммоби-
лизации фермента. У фицина в процессах адсорб-
ции на носителе из хромофоров задействован Trp
184, что, вероятно, способствует сохранению его
каталитической активности при облучении УФ-
светом.

В целях более полного анализа наблюдаемых
эффектов были зарегистрированы ИК-спектры
фицина, иммобилизованного на матрице средне-
молекулярного и высокомолекулярного хитоза-
нов, до и после облучения образцов УФ-светом в
дозах 151, 453, 755, 1510, 3020, 4530 и 6040 Дж/м2.

На ИК-спектрах фицина, иммобилизованного
на матрице высокомолекулярного хитозана, на-
блюдается сдвиг максимума в области 1062–
1080 см–1 при увеличении дозы облучения, что, ве-
роятно, связано с участием гидроксильных групп в
первичных фотобиологических реакциях. Зареги-
стрированы колебания С–О–Н групп, на что ука-
зывает наличие пика в области 1149–1150 см–1. В по-
лосе 1413–1417 см–1 наблюдается смещение мак-
симума в сторону уменьшения значений волновых
чисел, следовательно, в системе могут проходить
реакции с участием ароматического кольца. На-
блюдаются симметричные деформационные коле-
бания NН -группы и N–Н связи – полосы в ИК-
спектре 1587– и 1528–1534 см–1 соответственно.
Полосы 2875–2883 и 3356–3363 см–1 свидетель-
ствуют о наличии карбонильных групп и валент-
ной =NH–С связи в препаратах иммобилизован-
ной цистеиновой протеазы (рис. 5).

При иммобилизации на среднемолекулярном
хитозане в ИК-спектре белкового препарата при-
сутствуют пики ∼1084, 1151 см–1, что соответствует
валентному колебанию С–О(Н) групп. В полосе
1380–1391 см–1, которая ответственна за деформа-
ционное колебание С–Н связи, зарегистрировано
смещение пика в сторону увеличения значений
волновых чисел. Изменение интенсивности по-
лосы 1499–1515 см–1 указывает на характеристи-
ческое колебание с участием ароматического
кольца (рис. 6).

Как видно из рис. 5, 6, изменения в ИК-спек-
трах иммобилизованной цистеиновой протеазы
практически не затрагивают полосы, обусловлен-
ные белковым компонентом системы: амид I,
амид II, амид III, поэтому можно констатировать,

+
3

Рис. 1. Влияние УФ-света на удельную каталитиче-
скую активность (А, ед./мг) свободного и иммобили-
зованного на матрице хитозана фицина: 1 – свобод-
ный фицин, 2 – фермент, иммобилизованный на
среднемолекулярном хитозане, 3 – фермент, иммо-
билизованный на высокомолекулярном хитозане.
Fig. 1. Effect of UV light on the specific catalytic activity
(A, U/mg) of free and immobilized on the chitosan matrix
ficin: 1 – free ficin, 2 – enzyme immobilized on medium
molecular weight chitosan, 3 – enzyme immobilized on
high molecular weight chitosan.
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Рис. 2. Влияние УФ-света на диаметр молекул фи-
цина.
Fig. 2. The effect of UV light on the diameter of ficin mo-
lecules.
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что матрица хитозана выступает в качестве фото-
протектора для адсорбированного на ней фицина.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Наши экспериментальные данные показыва-
ют, что при УФ-облучении свободного фицина в
дозе 3020 Дж/м2 и выше происходит снижение ак-
тивности ферментного препарата и увеличение
размеров белковой глобулы. При иммобилизации
фицина на матрице среднемолекулярного и вы-
сокомолекулярного хитозанов после облучения
во всем диапазоне используемых нами доз (151–
6040 Дж/м2) энзим сохранял свою каталитиче-
скую способность на относительно постоянном
уровне по сравнению с контрольным образцом.
Таким образом, ферментативная активность мо-
лекул свободного фицина при воздействии УФ-
света подвержена изменению в большей степени,
чем в иммобилизованном состоянии, так как об-
разование проанализированных нами связей и
взаимодействий между молекулами фермента и

Рис. 3. Хромофоры для УФ-света в молекуле фици-
на (PDB ID: 4YYW): атомы аминокислотных остат-
ков, входящих в их состав, обозначены шарами,
активный центр фермента указан стрелкой. б – по-
вернутая на 180° вокруг горизонтальной оси фор-
ма а.
Fig. 3. Chromophores for UV light in ficin molecule (PDB
ID: 4YYW): atoms of amino acid residues in their compo-
sition are indicated by balls, the active center of the en-
zyme is indicated by the arrow. b – shape a rotated 180 de-
grees around the horizontal axis.

(а)

(б)

Рис. 4. Связи и взаимодействия между молекулой фи-
цина (PDB ID: 4YYW) и матрицей хитозана (пунктир-
ными линиями обозначены водородные связи).
Fig. 4. Bonds and interactions between ficin molecule
(PDB ID: 4YYW) and chitosan matrix (hydrogen bonds
are indicated by dashed lines).
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Рис. 5. ИК-спектры фицина, иммобилизованного на матрице высокомолекулярного хитозана, до и после УФ-облуче-
ния в диапазоне доз 151–6040 Дж/м2.
Fig. 5. IR spectra of ficin immobilized on a high-molecular chitosan matrix before and after UV irradiation in the dose range
151–6040 J/m2.
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Рис. 6. ИК-спектры фицина, иммобилизованного на матрице среднемолекулярного хитозана, до и после УФ-облуче-
ния в диапазоне доз 151–6040 Дж/м2.
Fig. 6. IR spectra of ficin immobilized on a matrix of medium molecular chitosan, before and after UV irradiation in the dose
range of 151–6040 J/m2.
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ПАНКОВА и др.

матрицей хитозана оказывает значительное влия-
ние на устойчивость иммобилизованного препа-
рата к УФ-излучению.

Приведенные в статье материалы могут быть
использованы при комплексном применении
протеолитических ферментов (в частности фици-
на), хитозана и его производных и УФ-излучения
при терапии повреждений кожных покровов раз-
личной этиологии.
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Investigation of UV Modification Processes for Free and Immobilized
on the Chitosan Matrix Ficin

C. M. Pankovaa, M. G. Holyavkaa,#, M. S. Kondratyevc, Yu. M. Vyshkvorkinab,
A. N. Lukina, and V. G. Artyukhova

a Voronezh State University, Voronezh, Russia
b Moscow Institute of Physics and Technology, Moscow, Russia

c Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Russia
#E-mail: holyavka@rambler.ru

It was established that under the action of UV irradiation at doses of 151–1510 J/m2, the activity of free ficin
(EC 3.4.22.3) and the diameter of its molecules remained at a constant (initial) level. When using doses of
3020, 4530, 6040 J/m2, a decrease in the catalytic ability of the enzyme and an increase in the diameter of its
globule were registered, which is probably due to the unfolding of the enzyme molecule. After adsorption of
ficin on the matrix of medium molecular weight (200 kDa) and high molecular weight (350 kDa) chitosans,
the catalytic ability of the enzyme preparation did not decrease in the whole range of UV doses used by us. It
can be assumed that the chitosan matrix acts as a photoprotector for ficin immobilized on it, since the chan-
ges in the IR spectra of the cysteine protease adsorbed on it practically do not affect the bands caused by the
protein component of the system: amide I, amide II, amide III.

Keywords: UV irradiation, adsorption immobilization, ficin, chitosan, IR spectroscopy
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