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Актуальной является проблема стандартизации процессов микроанализа и 

создания меток для таргетной химиотерапии конъюгатами антитело-лекарство. В 
тяжёлых цепях иммуноглобулинов находится тирозин, через который с помощью 
грибной тирозиназы осуществляется циклоприесоединение, что позволяет 
сконструировать гомогенные конъюгаты со специализированными метками. В связи с 
этим целью данной работы стало получение высокоочищенного препарата тирозиназы 
с высокой удельной активностью. 
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В Fc-фрагменте иммуноглобулинов находится тирозин, через который 
с помощью тирозиназы Agaricus bisporus осуществляется 
циклоприесоединение, что позволяет сконструировать гомогенные 
конъюгаты со специализированными метками [1]. 

Экстракцию проводили в соответствии с указаниями Haghbeen K. H. 

et al. [2] с использованием калий-фосфатного буфера (рН=7,0, 0,1 мМ). в 
присутствии аскорбиновой кислоты (5 мМ). Активность тирозиназы 
определяли по методике [3]. В результате реакции образуется окрашенный 
продукт карбоксиазамонардин, имеющий коэффициент молярной 
экстинкции ε = 44680 М−1 ∗ см−1 при данных условиях [4]. В среду для 
анализа до инкубации вводились катионы меди до конечной концентрации 
15 мМ [5]. Определение концентрации белка проводили по методу 
Брэдфорда [6]. Проводили SDS-электрофорез отобранных фракций [7], гель 
окрашивали красителем Кумасси R-250 [8] с дополнительным 
окрашиванием серебром [9].  

В ходе работы был проведен эксперимент, состоящий из нескольких 
этапов: получение экстракта, ионообменная хроматография на DEAE-

целлюлозе и аффинная хроматография на TOYOPEARL HW-65 [10]. После 
каждого этапа определялась концентрация белка, проводился 
электрофорез в полиакриламидном геле и измерялась активность 
тирозиназы. Для следующей стадии очистки выбиралась фракция с 
наибольшей удельной активностью (таблица).  
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Определение выхода и фактора очистки тирозиназы 

Стадия 
Объём 

(мл) 
Белок 

(мг/мл) 

Об-
щий 

белок 
(мг) 

Актив-
ность 
общая 

(Е) 

Актив-
ность 

удельная 
(Е/мг 
белка) 

Выхо
д (%) 

Факто
р 

очист
-ки 

1. Тканевой 
экстракт 

752 0,243 182,7 2820 15,4 100 1 

2. 
Хроматограф
ия на DEAE-
целлюлозе 
(фракция 3) 

10 0,012 0,123 13,5 109,76 – – 

3. 
Хроматограф

ия на Cu-
TOYOPEARL 

HW-65 
(фракция 2) 

2 0,018 0,036 53,8 1494,4 2 97,04 

 

Были получены данные активности очищенного фермента при 
различных концентрациях тирозина. Построив график по Лайнуиверу-
Берку, определили константу Михаэлиса (Km) для тирозина (рисунок).  
 

 
 

Определение Km тирозиназы для тирозина  
 

Методом флуоресцентной спектроскопии было подтверждено 
образование продукта тирозиназной реакции карбоксиазамонардина, 
обладающего максимумом эмиссии на длине волны 464 – 465 нм при длине 
волны возбуждения 420 нм [4].  
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1) Установлено, что выход целевого продукта составляет 2 %, фактор 
очистки 97,04 раза. 

2) SDS-электрофорезом в 12,5% полиакриламидном геле 
подтверждено наличие у тирозиназы двух полипептидных цепей с 
молекулярными массами около 34 – 43 кДа и двух полипептидных цепей с 
молекулярными массами около 17 кДа [11]. 

3) Константа Михаэлиса фемента для тирозина равна 0,10 мМ, 
удельная активность 1494,4 нмоль тирозина/мг белка/мин. 

4) Согласно данным флуоресцентной спектроскопии и кинетического 
анализа можно полагать, что выделенный фермент сохранил третичную 
структуру в процессе выделения и очистки.  
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