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Изучение образования комплексов белков с лигандами, которые являются компонентами лекарственных препаратов, является важной научной задачей, так как при образовании комплексов может изменяться конформация белков, что повлияет на их биологические функции. С другой стороны, образование устойчивых лиганд-белковых комплексов будет влиять на метаболизм лекарственных препаратов.
Многие биологические жидкости содержат лизоцим, поэтому он может участвовать в образовании комплексов с веществами, входящими в состав лекарственных препаратов. В работе исследуется взаимодействие с лизоцимом белка куриного яйца амикацина, левофлоксацина и мирамистина, представляющих собой лекарственные препараты с различным действием и значительно отличающихся по химической структуре. Для выявления способности этих веществ образовывать комплексы с лизоцимом использовали как традиционные спектрофотометрические методы, так и радиохимические методы с применением меченных тритием соединений. Адсорбцию веществ на межфазной границе водный раствор – органическая жидкость изучали с помощью метода сцинтиллирующей фазы. Для выявления мест взаимодействия лигандов с белком применили метод тритиевого зонда. В этом случае полученные комплексы обрабатывали атомами трития как в виде замороженных растворов, так и в виде лиофильно-сухих препаратов. После очистки белка от лабильного трития, проводили кислотный гидролиз и с помощью аминокислотного анализа определили удельную радиоактивность аминокислотных остатков. Изменение ферментативной активности лизоцима в составе комплекса определяли турбодиметрическим методом.

Было обнаружено, что флуоресценция лизоцима меняется в присутствии исследуемых веществ. С увеличением концентрации амикацина максимум флуоресценции сдвигается в более длинноволновую область, в присутствии левофлоксацина происходит тушение флуоресценции, в присутствии мирамистина наблюдалось увеличение флуоресценции.

Определили влияние исследуемых веществ на ферментативную активность лизоцима по отношению к Micrococcus luteus. Найдено, что в присутствии амикацина скорость лизиса падает, левофлоксацин не влиял на ферментативную активность лизоцима, а мирамистин увеличивал ее в 1,5-2 раза.

Оказалось, что обработка атомарным тритием растворов лизоцима (0,5 г/л) и смесей лизоцима с исследуемыми препаратами в эквимолярном соотношении не приводила к существенному включению трития в аминокислотные остатки лизоцима. Для повышения достоверности получаемых результатов атомами трития обрабатывали препараты, в которых после выдерживания смеси белка с лигандом в течение 1 сут воду удаляли лиофилизацией. В результате были получены меченые препараты с удельной радиоактивностью лизоцима от 2 до 3 Ки/ммоль, что позволило надежно определить различие в распределении трития по аминокислотным остаткам. 

Образование комплекса лизоцима с амикацином, левофлоксацином и мирамистином было также подтверждено данными, полученными с помощью метода сцинтиллирующей фазы в системе водный раствор/п-ксилол. 

Совокупность полученных результатов позволяет сделать вывод о том, что в водных растворах образуются комплексы лизоцима с амикацином, левофлоксацином и мирамистином. Особенности их состава и предполагаемые места контактов белка с лигандами обсуждаются в докладе.
