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Системная энзимотерапия стимулирует создание новых фармацевтических композиций на основе фер-
ментов. Методы модификации открывают широкие возможности для создания фармацевтических компози-
ций комплексного действия путём совместной модификации ферментов, антибиотиков, гормонов и других 
биологически активных соединений. Перспективным направлением является модификация известных фер-
ментов и конструирование на их основе наноструктур, которые могут быть использованы в различных фар-
мацевтических композициях. Растительные ферменты не производятся в промышленных масштабах в Рос-
сии, поэтому разработка технологии их получения и модификации является в настоящее время актуальной 
задачей. В данной работе использовали полученную по разработанной на кафедре биотехнологии СПХФА 
методике пероксидазу из черной редьки корнеплодов, получили комплекс фермента с аминогликозидным 
антибиотиком, провели физическую иммобилизацию комплекса с применением циклодекстринов. Количе-
ственную оценку компонентов разработанной нанострукутры провели методом кинетики диффузии через 
пористые мембраны.
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Systemic enzymotherapy requires development of new pharmaceutical formulations on the basis of enzymes. 
Methods of modification open ample opportunities for creation of pharmaceutical formulations of complex action 
by joint modification of enzymes, antibiotics, hormones and other bioactive compounds. A prospective direction 
is a modification of known enzymes and design of nanostructures on their base, which can be used in various 
pharmaceutical formulations. Plant enzymes are not industrially manufactured in Russia, therefore development of 
technology for their preparation and modification is currently actual. In this work used the peroxidase received on 
the biotechnology department of SPCPA by the technique from a root crops of black radish, received an enzyme 
complex with an aminoglycoside antibiotic, carried out a physical immobilization of a complex with application 
of cyclodextrins. The quantitative assessment of components of the developed nanostructure was carried out by a 
diffusion kinetics method through porous membranes.

Keywords: modification, nanostructures, peroxidase, black radish, cyclodextrines

Впервые термин «нанотехнология» при-
менил Норио Танигучи, инженер из Токий-
ского университета, в 1974 г. в статье, ко-
торая посвящалась обработке материалов. 
Сегодня нанотехнологии являются одной из 
наиболее интенсивно развивающихся обла-
стей науки в самых разных отраслях, в т.ч. 
в медицине и фармации [2].

Перспективным направлением явля-
ется модификация нативных ферментов, 
конструирование и изучение на их основе 
наноструктур, которые могут быть исполь-
зованы в различных фармацевтических 
композициях.

Работы последних лет Н.В.  Глазовой, 
В.Н. Иванова, В.Л. Багировой, М.д. дуль-
кис позволили запатентовать фармацевти-

ческие композиции на основе наноструктур, 
включающих ферменты из животного сы-
рья: дНК-азу и гиалуронидазу [3, 4]. В по-
следние годы широкое применение в си-
стемной энзимотерапии находят также 
ферменты растительного происхождения, 
промышленное производство которых в на-
шей стране отсутствует, что диктует необ-
ходимость использования дорогостоящей 
продукции. В данной работе использовали 
пероксидазу, выделенную из корнеплодов 
редьки черной (Raphanus sativus).

Целью работы было изучение моди-
фикации структуры пероксидазы анти-
биотиками аминогликозидной природы, 
с последующим включением полученных 
комплексов в наноструктуры для исполь-
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зования их в различных фармацевтических 
композициях.

материалы и методы исследования
Объектом исследования являлась пероксида-

за экстракта редьки черной [5]. Пероксидаза пред-
ставляет собой гликопротеин, содержащий протогем 
в качестве простетической группы, а также два иона 
кальция в структуре. Линейный размер белковой 
глобулы в растворе составляет 4 нм. Уникальные 
свойства этого фермента – хорошая растворимость 
в воде, высокая специфичность по окислителю, 
устойчивость при хранении, широкий спектр биоло-
гической активности, обусловливают ее применение 
в медицине, науке и технике [1]. Пероксидаза облада-
ет антибактериальными, антиоксидантными и имму-
номодулирующими свойствами, которые могут быть 
расширены (усилены) в комплексе с антибиотиками 
широкого спектра действия.

В качестве носителей для иммобилизации ис-
пользовали циклодекстрины производства Xian Hong 
Chang Parmaceuticals Co., Ltd. Циклодекстрины – ци-
линдрические молекулы наподобие цилиндра, со-
стоящие из нескольких остатков глюкозы. Их номен-
клатура отталкивается от количества глюкозидных 
остатков в цикле, из которых состоит циклодекстрин. 
Так, α-циклодекстрин состоит из 6 молекул глюко-
зы, β-циклодекстрин – из семи, а γ-циклодекстрин из 
восьми. Благодаря своим свойствам циклодекстрины 
широко применяются в пищевых технологиях, фар-
мацевтике, косметике, биотехнологии, аналитической 
химии. β-циклодекстрин зарегистрирован в качестве 
пищевой добавки E459 [6].

В работе использовали гентамицин 80 мг 2 мл 
N10 ампулы, раствор для внутривенного и внутримы-
шечного введения, производитель Хемофарм.

В работе использовали 10 % инъекционный во-
дный раствор канамицина сульфата, 40 флаконов по 
10 мл, производитель ЗАО «МОСАГРОГЕН», Россия.

В работе использовали хлоргексидина биглюко-
нат раствор 0,05 % 100 мл, производитель ООО «Рос-
био», Россия.

Метод определения ферментативной активности 
пероксидазы по пирогаллолу основан на измерении 
количества окисленного в присутствии пероксидазы 
пирогаллола в пурпурогаллин [7].

Метод количественного определения концентра-
ции гентамицина и канамицина (нингидриновый ме-
тод): растворяли около 10 мг ЛС в 1 мл воды; добавля-
ли 1 мл раствора нингидрина (1 г нингидрина в 500 мл 
н-бутанола с добавлением 0,5 мл пиридина); нагрева-
ли на кипящей водяной бане в течение 5 мин.; добав-
ляли 10 мл воды (глубокое пурпурное окрашивание).

Исследование кинетики диффузии через пори-
стые мембраны проводили в двухкамерных ячейках. 
Камеры разделяли пористой мембраной «Millipore», 
которую закрепляли между двумя половинами ячей-
ки (диаметр пор мембраны подбирали таким образом, 
чтобы проходил чистый антибиотик, чистый фер-
мент, но при этом происходило удерживание комплек-
са и наноструктуры; подобранный диаметр составил 
0,22 мкм или 220 нм). для перемешивания растворов 
ячейки ставили на шутель. Камеру № 1 заполняли 
буферным раствором, а камеру № 2 анализируемым 
раствором. В ходе эксперимента в определённые про-
межутки времени отбирали пробы из камеры № 1 
и определяли концентрацию антибиотика, перешед-
шего через пористую мембрану за время t (Сt).

Результаты исследований  
и их обсуждение

для модификации ферментов и даль-
нейшего введения их в фармацевтические 
композиции необходимо подобрать опти-
мальные соотношения фермент: компонент, 
так как известно, что ферменты являются 
лабильными веществами и могут терять 
активность, как при создании фармацевти-
ческих композиций, так и при их хранении. 
Ввиду того, что в состав большинства фар-
мацевтических композиций вводят анти-
септические вещества, в данной работе 
использовали в качестве антисептика хлор-
гексидина биглюконат. В качестве наноно-
сителя в опытах использовали пероксидазу 
экстракта редьки черной, к которой при-
соединяли антибиотики канамицин и ген-
тамицин. По экспериментальным данным 
строили кривые зависимости А/Аисх = f 
(антисептик (антибиотик)/фермент, мг/мг), 
представленные на рис. 1,
где А – активность пероксидазы в пробе, 
Ед/мг;
Аисх – активность пероксидазы в исходном 
растворе, Ед/мг.

Как видно из данных, представленных 
на рис. 1, при добавлении антисептика 
активность пероксидазы увеличивается 
в 4,4 раза по сравнению с исходной. При 
добавлении канамицина и гентамицина ее 
активность увеличивается в 1,3 раза. Рас-
творы фермента с антисептиком и анти-
биотиками выдерживали в течение 24 ча-
сов при температуре 22°C и проверяли 
активность пероксидазы. Как видно из 
данных, представленных на рис. 2, уже 
в первый час эксперимента наблюдали по-
терю активности пероксидазы в комплек-
се с антисептиком, что свидетельствовало 
о нецелесообразности его дальнейшего 
использования. В комплексе с канамици-
ном активность пероксидазы сохранялась 
в 1,3 раза выше по сравнению с исходной, 
в комплексе с гентамицином за 24 часа не-
значительно снизилась.

Сравнивая полученные данные с из-
менением активности пероксидазы в тече-
ние времени в исходном экстракте редьки 
черной можно сказать, что при добавлении 
антибиотиков активность пероксидазы со-
храняется на исходном уровне, а без добав-
ления антибиотиков сохраняется лишь 20 % 
от исходной активности пероксидазы. 

Образование комплекса между перок-
сидазой и аминогликозидными антибио-
тиками канамицином и гентамицином про-
исходит с большей вероятностью за счёт 
образования водородных связей между 
карбонильными группами аминокислот, 
входящих в активный центр пероксидазы 
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(гистидин, аргинин и фенилаланин), и ами-
ногруппами антибиотиков. Это влечет к из-
менениям в пространственной структуре 
пероксидазы и увеличению доступности 
активного центра для субстратов (перекиси 
водорода и пирогаллола). Что подтверж-
дается не только сохранением активности 
пероксидазы на постоянном уровне в при-
сутствии антибиотиков, но и увеличением 
активности фермента в комплексе с кана-
мицином.

Ввиду уникальных свойств гентамици-
на: отсутствие выработки резистентности, 
термостабильность при высоких темпера-
турах и широкий спектр действия, его ис-

пользовали в дальнейшей работе для созда-
ния комплекса с пероксидазой.

для создания фармацевтических ком-
позиций на основе комплекса пероксида-
за/гентамицин необходимо было провести 
исследования по влиянию наноносителей 
на стабильность комплекса. В качестве на-
ноносителей были выбраны циклодекстри-
ны. Растворы комплекса пероксидаза/ген-
тамицин с добавлением циклодекстринов 
выдерживали в течение трех суток (время, 
в течение которого устанавливается равно-
весие в системе циклодекстрин/комплекс). 
Результаты экспериментальных данных 
представлены на рис. 3.

Рис. 1. Влияние антибиотиков гентамицина, канамицина и антисептика  
хлоргексидина биглюконата на активность пероксидазы в комплексе

Рис. 2. Изменение активности пероксидазы в комплексе  
антибиотик (антисептик)/фермент во времени
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Рис. 3. Влияние циклодекстринов на активность пероксидазы в комплексе  
с гентамицином при достижении равновесия через 72 часа

Как видно из данных, представлен-
ных на рис. 3, через 72 часа активность 
иммобилизованной пероксидазы устанав-
ливается выше исходной на 10–60 % для 
всех трех типов циклодекстринов в за-
висимости от соотношения комплекс:  
циклодекстрин. 

Структуры, состоящие из частиц, раз-
меры которых хотя бы в одном направ-
лении не превышают 100 нм, называют 
наноструктурами. Ввиду того, что раз-
мер пероксидазы составляет 4 нм, размер 
гентамицина, а размер циклодекстринов 
не превышает 2 нм, то для обозначения 
полученного тройного комплекса при-
меним термин наноструктура. Срок на-
блюдения за стабильностью получен-
ных наноструктур составлял 6 месяцев, 
в течение которых не отмечалась потеря 
активности. Это подтверждало целесоо-
бразность использования исследуемого 
нанообъекта в составе различных фарма-
цевтических композиций с последующей 
перспективой внедрения в промышленное  
производство.

Показано влияние гентамицина и ци-
клодекстринов на активность пероксидазы. 
Можно предположить, что это происходит 
вследствие связывания антибиотика с фер-
ментом и комплекса гентамицин/фермент 
с циклодекстрином. Чтобы подтвердить это, 
исследовали кинетику прохождения гента-
мицина через пористую мембрану в при-
сутствии пероксидазы и циклодекстрина. 
Используемая в работе методика позволила 
нам рассчитать по полученным эксперимен-
тальным данным количество свободного 

и связанного гентамицина в наноструктуре 
по уравнениям:

,

,
где Сt’ – концентрация гентамицина, пере-
шедшего через пористую мембрану за 
время t = 5 минут, мг/мл; Сt’ = 0,95 (гента-
мицин + пероксидаза), Сt’ = 0,5 (гентами-
цин + пероксидаза + циклодекстрин);
С0 – начальная концентрация гентамицина 
в ячейке в момент времени t, 8 мг/мл;
Ссвоб. – концентрация свободного гентами-
цина (не связанного в комплекс с перокси-
дазой), мг/мл;
Ссвяз – концентрация гентамицина, связан-
ного в комплекс с пероксидазой, мг/мл;
β – постоянная ячейки, β = 1;
Р – проницаемость мембраны, Р = 0,015.

Подставляя значения всех переменных, 
получаем, что Ссвоб = 3,36 мг/мл – концен-
трация свободного гентамицина, не связан-
ного с пероксидазой и циклодекстрином; 
Ссвяз = 4,14 мг/мл – концентрация гентами-
цина, связанного с пероксидазой и цикло-
декстрином.

Зная общее содержание белка в экс-
тракте (7 мг/мл) и активность пероксидазы 
в экстракте (1,12 Ед/мл), можно раcсчитать, 
сколько миллиграмм антибиотика связыва-
ет миллиграмм белка и сколько Ед перокси-
дазы связывает миллиграмм антибиотика. 
Таким образом, эти показатели составляют 
0,59 мг антибиотика/мг белка и 0,27 Ед пе-
роксидазы/мг антибиотика.
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заключение
Развитие фармацевтической и кос-

метической отраслей промышленности 
требует разработки и внедрения новых 
эффективных фармацевтических компо-
зиций, обладающих высокой конкуренто-
способностью на рынке. Так как нативные 
ферменты быстро теряют свою активность 
в водных растворах, то их нужно исполь-
зовать непосредственно после разведения 
и не оставлять на хранение. Это является 
большой проблемой при создании новых 
фармацевтических композиций. Одним из 
путей решения данной проблемы является 
создание иммобилизованных форм фер-
ментов. В настоящее время перспективным 
направлением в медицине и космецевтике 
является использование иммобилизован-
ных ферментов в составе фармацевтиче-
ских композиций для терапии различных 
заболеваний. В данной работе рассмо-
трены возможные носители для иммоби-
лизации пероксидазы, изучено влияние 
антисептика хлоргексидина биглюконата, 
антибиотиков канамицина и гентамицина, 
и циклодекстринов на активность перок-
сидазы редьки черной. Показана возмож-
ность использования метода кинетики 
диффузии через пористые мембраны для 
количественного расчета компонентов на-
ноструктуры. Полученные эксперимен-
тальные данные говорят о возможности 
создания различных фармацевтичеких 
композиций, содержащих пероксидазу.

Научно-исследовательская работа 
выполнена при поддержке программы 
«У.М.Н.И.К.» Фонда содействия разви-
тию малых форм предприятий в научно-
технической сфере (Фонд Содействия). 
Номер Госконтракта: № 10483р/16906 от 
08.06.2012. Номер проекта 16936. 
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