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Ðàñòèòåëüíûå ïåðîêñèäàçû – äîñòàòî÷íî õîðîøî
èçó÷åííûå ôåðìåíòû, êëàññ êîòîðûõ ïîñòîÿííî ïîïîë-
íÿåòñÿ. Îáëàäàÿ âûñîêîé ãîìîëîãè÷íîñòüþ [1], îíè
èìåþò ðàçíóþ ñòàáèëüíîñòü (òåðìè÷åñêóþ, ðàäèàöè-
îííóþ è ò.ä.). Î÷åâèäíî, ïðè÷èíà òàêèõ èçìåíåíèé
çàêëþ÷àåòñÿ â òî÷å÷íûõ “ïåðåìåùåíèÿõ” â àìèíî-
êèñëîòíîì ñîñòàâå (â ðÿäå ñëó÷àåâ îíè êàæóòñÿ íå-
çíà÷èòåëüíûìè), êîòîðûå, îäíàêî, ñïîñîáíû ïðèâî-
äèòü ê âàðèàöèÿì â êîíôîðìàöèîííîì ñîñòîÿíèè ôåð-
ìåíòà (èçìåíÿÿ è äîñòóïíóþ ïîâåðõíîñòü ãëîáóëû) è
êàê ñëåäñòâèå ê èçìåíåíèþ â ñâîéñòâàõ. Ïåðîêñèäà-
çû ïðèíàäëåæàò ê ãåì-ñîäåðæàùèì áåëêàì è ñîäåð-
æàò ïðîñòåòè÷åñêóþ ãðóïïó – Fe-ïðîòîïîðôèðèí IX è
2 àòîìà êàëüöèÿ, êðîìå òîãî, â êàòàëèòè÷åñêîì àêòå
ó÷àñòâóåò ìîëåêóëà âîäû. Ó ðÿäà ïåðîêñèäàç ðàñòå-
íèé ïðè âûñîêîé ãîìîëîãèè è ïðàêòè÷åñêè îäèíàêî-
âîì ôîëäèíãå ãëîáóëû ïîäâèæíîñòü äèñòàëüíîãî
êàëüöèÿ ìîæåò îòëè÷àòüñÿ â øèðîêèõ ïðåäåëàõ, ÷òî
âëèÿåò íà êàòàëèòè÷åñêóþ àêòèâíîñòü è ñòàáèëü-
íîñòü ïðåïàðàòîâ ôåðìåíòà. Ïåðîêñèäàçû ñïîñîáíû
ëèáî ñâÿçûâàòü êèñëîðîä (êàê ãåìîãëîáèí), ëèáî àê-
òèâèðîâàòü åãî (êàê öèòîõðîì-Ñ), ëèáî ðàñùåïëÿòü
ïåðîêñèä âîäîðîäà (êàê áîëüøèíñòâî ïåðîêñèäàç ðà-
ñòåíèé). Â ïðîöåññå êàòàëèòè÷åñêîãî öèêëà ýòè ôåð-
ìåíòû îêèñëÿþòñÿ â ïðîìåæóòî÷íûå ñîñòîÿíèÿ ñ èç-
ìåíåíèåì ôîðìàëüíîé ñòåïåíè îêèñëåíèÿ æåëåçà (ñî-
åäèíåíèå I, ñîåäèíåíèå II, ñîåäèíåíèå III, âàðèàöèè
âðåìåíè æèçíè êîòîðûõ ÷àñòî îïðåäåëÿþò êàòàëèòè-
÷åñêèå “ïðèñòðàñòèÿ” êîíêðåòíîãî ôåðìåíòà). Òàêèì
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Â îáçîðíîé ñòàòüå êðàòêî ðàññìîòðåíû îñîáåííîñòè ðàñòèòåëüíûõ ïåðîêñèäàç è èñïîëüçîâà-
íèÿ ìåòîäà ðàäèîèíàêòèâàöèè íà íåïðåðûâíûõ (γγγγγ) è èìïóëüñíûõ (Õ-, Õ-íåéòðîííûõ è γγγγγ-
íåéòðîííûõ) èñòî÷íèêàõ ñ âåëè÷èíîé èìïóëüñà îò 1íñ äî 65 ìñ äëÿ èçó÷åíèÿ ñòàáèëüíîñòè
è èçìåíåíèÿ êîíôîðìàöèîííîãî ñîñòîÿíèÿ ýòèõ ôåðìåíòîâ, à òàêæå ïðèâåäåíû ðåçóëüòàòû,
ïîëó÷åííûå äëÿ íîâûõ ìóòàíòíûõ ôîðì ïåðîêñèäàçû òàáàêà.
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òíûå  ôîðìû; ñòàáèëüíîñòü; ðàäèàöèîííàÿ èíàêòèâàöèÿ; èìïóëüñíûå  èñòî÷íèêè,
Õ-îáëó÷åíèå, γ-îáëó÷åíèå.

îáðàçîì, ïåðîêñèäàçû ðàñòåíèé ïðèíàäëåæàò ê îêñè-
äîðåäóêòàçàì è ÿâëÿþòñÿ äâóõñóáñòðàòíûìè ôåðìåí-
òàìè, èñïîëüçóÿ ïåðîêñèä âîäîðîäà â êà÷åñòâå äîíî-
ðà ýëåêòðîíîâ [2, 3]. Àíàëèç êðèñòàëëè÷åñêèõ ñòðóê-
òóð ïîçâîëÿåò ñäåëàòü âûâîä, ÷òî ïåðîêñèäàçû èìå-
þò 10 α-ñïèðàëåé, äâà äîìåíà, ìåæäó êîòîðûìè íå-
êîâàëåíòíî ñâÿçûâàåòñÿ ãåì. Êðîìå òîãî, ïåðîêñèäà-
çû ñîäåðæàò åäèíñòâåííûé îñòàòîê Trp (λâîçá. =
290 íì). Îí ìîæåò ñëóæèòü ôëóîðåñöåíòíîé ìåòêîé,
÷óâñòâèòåëüíîé ê êîíôîðìàöèîííîìó ñîñòîÿíèþ ìîëå-
êóëû [4], è èãðàåò ñóùåñòâåííóþ ðîëü â ïðîöåññå êà-
òàëèçà [5], ó÷àñòâóÿ â öåïè ïåðåäà÷è ýëåêòðîíà [6].
Ñîãëàñíî ïðåäëîæåííîé ãèïîòåçå [6], ïðè íåêîòîðûõ
ôèçèêî-õèìè÷åñêèõ âîçäåéñòâèÿõ (â ÷àñòíîñòè, ïðè
îáëó÷åíèè) ïðîèñõîäèò îáðàçîâàíèå π-ðàäèêàëà è ïî-
âîðîò àðîìàòè÷åñêîãî êîëüöà èíäîëüíîãî çàìåñòèòåëÿ
â îñòàòêå òðèïòîôàíà, ÷òî èçìåíÿåò (èëè íàðóøàåò)
öåïü ïåðåíîñà è âëèÿåò íà ñòàáèëüíîñòü è àêòèâíîñòü
ôåðìåíòà. Íàáëþäåíèå îáðàçîâàíèÿ ðàäèêàëà íà îñ-
òàòêå òðèïòîôàíà â ëèãíèíïåðîêñèäàçå [7] êîñâåííî
ïîäòâåðæäàåò ýòó ãèïîòåçó.

Îãðîìíîå çíà÷åíèå â ïîíèìàíèè ñòðîåíèÿ è êàòà-
ëèòè÷åñêîãî ìåõàíèçìà ïåðîêñèäàç èìååò ïîëó÷åíèå
ðåêîìáèíàíòíûõ áåëêîâ ñ ïîñëåäóþùèì èññëåäîâàíè-
åì ìåòîäîì ðàäèàöèîííîé èíàêòèâàöèè. Íàèáîëåå
÷àñòî ýòî ñâÿçàíî ñ ýêñïðåññèåé â E. coli. Òàêàÿ ñè-
ñòåìà ýêñïðåññèè ñèíòåçèðóåò íåãëèêîçèëèðîâàííûé
ôåðìåíò è òðåáóåò ïðîâåäåíèÿ ðåôîëäèíãà [8]. Ïðè
ýòîì ñóùåñòâóåò ïðîìåæóòî÷íîå ñîñòîÿíèå (âîçìîæ-
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íî, íå åäèíè÷íîå), àíàëîãè÷íîå îáðàçóþùåìóñÿ ïðè
ôîëäèíãå in vivo, íàçûâàåìîå molten globule [9], êî-
òîðîå ÿâëÿåòñÿ ãàðàíòîì ïðàâèëüíîãî ñâîðà÷èâàíèÿ
ãëîáóëû. Ïîõîæåå ñîñòîÿíèå (îáû÷íî äîñòàòî÷íî óñ-
òîé÷èâîå) ïîÿâëÿåòñÿ è ïðè èíàêòèâàöèè (â ÷àñòíî-
ñòè, ðàäèàöèîííîé) ôåðìåíòà.

Ïðè ýêñïðåññèè â ðàñòåíèÿõ, êàê ïðàâèëî, ïîëó÷à-
åòñÿ àêòèâíûé ôåðìåíò, õîòÿ ãëèêîçèëèðîâàíèå ìîæåò
áûòü áîëåå ãåòåðîãåííûì, ÷åì ó íàòèâíîãî. Ïðè ýê-
ñïðåññèè ïåðîêñèäàçû òàáàêà â òðàíñãåííûõ òîìàòàõ
(TTOP), êàê îêàçàëîñü, ñòåïåíü ãëèêîçèëèðîâàíèÿ çíà-
÷èòåëüíî íèæå, ÷åì ïðè ãîìîëîãè÷íîé ýêñïðåññèè â
ðàñòåíèÿõ òàáàêà. Ýòî âûçûâàåò óõóäøåíèå ñòàáèëü-
íîñòè ïðè èñïîëüçîâàíèè ôåðìåíòà â èììóíîôåðìåí-
òíîì àíàëèçå, à èìåííî ïðè ïðîâåäåíèè åãî ìîäèôè-
êàöèè ïðè ðÍ 9,5 [10]. Ðàäèàöèîííàÿ èíàêòèâàöèÿ ïî-
êàçûâàåò ðàçëè÷èÿ â òàêîì ôåðìåíòå, èìåþùåì ðàç-
íûå ñòåïåíè ãëèêîçèëèðîâàíèÿ (ðèñ. 1). Âèäíî, ÷òî ïî
îòíîøåíèþ ê ABTS (2,2′-àçèíî-áèñ(3-ýòèëáåíçòèàçî-

ëèí-6-ñóëüôîíàò)àììîíèÿ) íàáëþäàåòñÿ èíàêòèâàöèÿ,
â òî âðåìÿ êàê ïî îòíîøåíèþ ê ãâàÿêîëó âî âñåõ
ñëó÷àÿõ èìååò ìåñòî àêòèâàöèÿ. Ýòî ãîâîðèò î òîì,
÷òî ñóáñòðàò-ñâÿçûâàþùèé öåíòð ãâàÿêîëà ãîðàçäî
ìåíåå äîñòóïåí, ÷åì ïóòü ïåðåíîñà ýëåêòðîíîâ íà
ABTS. Êðîìå òîãî, î÷åâèäíî, ÷òî âàæíà íå ñòîëüêî
ñòåïåíü ãëèêîçèëèðîâàíèÿ, ñêîëüêî êà÷åñòâî (ñîñòàâ è
ãåòåðîãåííîñòü).

Ìåòîä ðàäèîýíçèìîëîãèè, âêëþ÷àþùèé â ñåáÿ
ìåòîä ðàäèàöèîííîé èíàêòèâàöèè [11] ñîâìåñòíî ñ
òðàäèöèîííî èñïîëüçóåìûìè â ýíçèìîëîãèè êèíåòè-
÷åñêèìè ìåòîäàìè è ìåòîäàìè ãåííîé èíæåíåðèè
(íàïðàâëåííûé ìóòàãåíåç), ïîçâîëÿåò íà îñíîâàíèè
àíàëèçà äîçîâîãî îòâåòà íà îáëó÷åíèå (ïðè âàðèàöèè
ñóáñòðàòîâ, âåëè÷èí ðÍ, áóôåðíûõ ðàñòâîðîâ, êîíöåí-
òðàöèîííîé çàâèñèìîñòè è ò.ä.) îöåíèâàòü ðàçëè÷èÿ â
êîíôîðìàöèîííîì ñîñòîÿíèè ôåðìåíòîâ. Â ÷àñòíîñòè,
òàêèå ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëè è íà ïðèìåðå ðàçëè÷-
íûõ ïåðîêñèäàç ðàñòåíèé è èõ ôîðì (íàòèâíûå, ðåêîì-
áèíàíòíûå, ìóòàíòíûå) [12, 13]. Ðàäèàöèîííàÿ èíàê-
òèâàöèÿ ìîæåò îñóùåñòâëÿòüñÿ â êèíåòè÷åñêîì (èëè
íåïðåðûâíîì) ðåæèìå [14], êîãäà äîçà ïðè ïîñòîÿí-
íîé ñðàâíèòåëüíî íåâûñîêîé ìîùíîñòè íàáèðàåòñÿ â
òå÷åíèå ïðîìåæóòêà âðåìåíè, è â èìïóëüñíîì ðåæè-
ìå, êîãäà äîçà ïðè ÷ðåçâû÷àéíî âûñîêîé ìîùíîñòè
íàáèðàåòñÿ îäíîðàçîâî, çà î÷åíü êîðîòêîå âðåìÿ èì-
ïóëüñà [15]. Ýòè ðåæèìû ìîãóò äàâàòü ïðèíöèïèàëüíî
ðàçëè÷íóþ èíôîðìàöèþ è òðåáóþò ñîîòâåòñòâóþùåãî
àíàëèçà. Ïðåäëàãàåòñÿ èñïîëüçîâàòü íå ïðèâû÷íóþ
âåëè÷èíó ïîãëîùåííîé äîçû (D), à ïðîèçâåäåíèå (PD)
ìîùíîñòè äîçû (Ð) íà äîçó. Ìû ñ÷èòàåì, ÷òî ýòó âå-
ëè÷èíó ìîæíî ðàññìàòðèâàòü êàê äîçîâîå “äàâëåíèå”
íà ñèñòåìó. Íàïðèìåð, åñëè ñèñòåìà â íàøèõ ýêñïå-
ðèìåíòàõ ïîëó÷èëà ïîãëîùåííóþ äîçó 1 Ãð, òî â íå-
ïðåðûâíîì ðåæèìå (ãäå ìîùíîñòü äîçû ñîñòàâëÿåò
0,05 Ãð/ñ) ïðîèçâåäåíèå PD = 0,05 Ãð2/c, à â èìïóëü-
ñíîì (ãäå ìîùíîñòü äîçû íà óñòàíîâêå òèïà ïëàç-
ìåííûé ôîêóñ ðàâíà 104 Ãð/ñ) PD = 104 Ãð2/ñ. Òàêèì
îáðàçîì, âèäíî, ÷òî íàãðóçêà íà ñèñòåìó âî âòîðîì
ñëó÷àå íà 6 ïîðÿäêîâ áîëüøå ïðè îäíîé è òîé æå
ïîãëîùåííîé äîçå. Ýòî îñîáåííî âàæíî â ñëó÷àå ìà-
ëûõ äîç (óðîâíÿ ôîíîâûõ), êîãäà äîçà ÿâëÿåòñÿ áåçî-
ïàñíîé, â òî âðåìÿ êàê “äîçîâîå äàâëåíèå” íà ñèñòå-
ìó ìîæåò áûòü çíà÷èòåëüíûì. Ðåçóëüòàò òàêîãî âîç-
äåéñòâèÿ ïëîõî ïðåäñêàçóåì. Ïðèíöèïèàëüíûì ðàçëè-
÷èåì ìåæäó íåïðåðûâíûì è èìïóëüñíûì îáëó÷åíè-
åì ÿâëÿåòñÿ îáðàçîâàíèå â ïîñëåäíåì ñëó÷àå â íå-
áîëüøîì îáúåìå ãîðàçäî áîëåå âûñîêîé ïëîòíîñòè
àêòèâíûõ ïðîäóêòîâ ðàäèîëèçà âîäû. Òàê êàê îáëó÷å-
íèþ ïîäâåðãàþòñÿ ðàçáàâëåííûå ðàñòâîðû ôåðìåí-

Ðèñ. 1. Ðåêîìáèíàíòíàÿ ïåðîêñèäàçà òàáàêà, ýêñïðåññè-
ðîâàííàÿ â êëåòêàõ òîìàòà (10–7 Ì; 0,005 Ì Tris-ÍÑl;
ðÍ 7,0; ñóáñòðàòû: a – ãâàÿêîë, á – ABTS, ïðè ðàçíûõ
óðîâíÿõ ãëèêîçèëèðîâàíèÿ, êÄà: 1 − 37; 2 − 36,5; 3 − 36
(â ñîîòâåòñòâèè ñ óìåíüøåíèåì âåëè÷èíû àêòèâàöèè).

Íåïðåðûâíûé ðåæèì (γ-400)
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òîâ, ðåàëèçóåòñÿ êîñâåííîå äåéñòâèå èçëó÷åíèÿ, ãäå,
êàê ñ÷èòàåòñÿ, íàèáîëüøåå âîçäåéñòâèå íà ôåðìåíò
îêàçûâàþò ÎÍ-ðàäèêàëû è eaq–. Îñîáåííî “îïàñ-
íûì” äëÿ ñòàáèëüíîñòè ôåðìåíòà ÿâëÿåòñÿ ìÿãêîå X-
èçëó÷åíèå [16].

Íàèáîëåå èçó÷åííûìè ìåòîäîì ðàäèîýíçèìîëîãèè
ïðåäñòàâèòåëÿìè ïåðîêñèäàç ÿâëÿþòñÿ ïåðîêñèäàçà
õðåíà [8, 12, 13] è ïåðîêñèäàçà òàáàêà [17, 18]. Â êà-
÷åñòâå èñòî÷íèêîâ èçëó÷åíèÿ èñïîëüçîâàëè γ-èçëó÷à-
òåëü (γ-400) ñ ìîùíîñòüþ äîçû Ðγ= 0,05  Ãð/ñ (íå-
ïðåðûâíûé ðåæèì) [19], èìïóëüñíûé èñòî÷íèê òèïà
ïëàçìåííûé ôîêóñ (ÏÔ) [20] (âðåìÿ èìïóëüñà τ =
1 íñ) ñ âîçìîæíîñòüþ èçìåíåíèÿ ñïåêòðà ïîãëîùåíèÿ
çà ñ÷åò ïðèìåíåíèÿ ôèëüòðîâ [21, 22], íåéòðîííûé
èìïóëüñíûé ãåíåðàòîð (ÈÍÃ) ñ τ = 20 íñ, ïîçâîëÿþ-
ùèé ïðîâîäèòü îáëó÷åíèå îáðàçöîâ òîëüêî íåéòðîí-
íûì ïîòîêîì (íåéòðîííûé âûõîä 2⋅1011 n/4π çà èì-
ïóëüñ, ýíåðãèÿ íåéòðîíîâ 14 Ìýâ) è ïîëåì (íåéòðî-
íû + æåñòêèé ðåíòãåí), è ðåàêòîð “Áàðñ”, ðàáîòàþ-
ùèé â íåïðåðûâíîì è â èìïóëüñíîì ðåæèìå ñ τèìï =
65 ìñ, îáåñïå÷èâàÿ γ-íåéòðîííîå ïîëå.

Ñëåäóåò îòìåòèòü, ÷òî ïåðîêñèäàçà òàáàêà (TOP)
ïðèíöèïèàëüíî îòëè÷àåòñÿ îò äðóãèõ ïåðîñèäàç ðàñòå-
íèé áîëüøåé ñòàáèëüíîñòüþ ê èíàêòèâàöèè ïåðåêè-
ñüþ âîäîðîäà, ÷òî, âîçìîæíî, ñâÿçàíî ñ åå ñòðîåíèåì
(ðèñ. 2) ïî ñðàâíåíèþ, íàïðèìåð, ñ ïåðîêñèäàçîé õðå-
íà (HRP), ó êîòîðîé àêòèâíûé öåíòð ôîðìèðóåòñÿ

÷åòûðüìÿ îñòàòêàìè ôåíèëàëàíèíà – 142, 143, 179, 68.
Ïîñëåäíèé îñòàòîê èìååò êîíôîðìàöèþ êðûøêè, êî-
òîðàÿ ïðè ñâÿçûâàíèè èíãèáèòîðà áåíçãèäðîêñàìîâîé
êèñëîòû «çàêðûâàåòñÿ» [35].

Êðîìå òîãî, TOP íàìíîãî ñòàáèëüíåå, ÷åì HRP,
êàê ïðè õðàíåíèè â ðàñòâîðå, òàê è âî âðåìÿ ðåàêöèé
[17]. Îñîáåííî ýòî çàìåòíî ïðè ýêñòðåìàëüíî íèçêèõ
çíà÷åíèÿõ ðÍ â ïðèñóòñòâèè èîíîâ êàëüöèÿ, è ïðîÿâ-
ëÿåòñÿ â íàëè÷èè ôåðìåíòàòèâíîé àêòèâíîñòè ïî îò-
íîøåíèþ ê âåðàòðîâîìó ñïèðòó ïðè ðÍ < 2 [23].
Èîíû êàëüöèÿ â áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ îêàçûâàþò
ïîëîæèòåëüíîå âëèÿíèå íà ñòàáèëüíîñòü ðàñòèòåëü-
íûõ ïåðîêñèäàç, õîòÿ áûâàþò è èñêëþ÷åíèÿ, êàê, íà-
ïðèìåð, ïåðîêñèäàçà ñîè (SBP), êîòîðàÿ ïðè äîáàâëå-
íèè èîíîâ êàëüöèÿ òåðÿåò ñâîþ óñòîé÷èâîñòü ïðè
äîçàõ <360 Ãð [24]. Ïî ñðàâíåíèþ ñ HRP ïåðîêñèäà-
çà òàáàêà ïðàêòè÷åñêè íåàêòèâíà ïî îòíîøåíèþ ê
èîäèäó, íî íà ïîðÿäîê áîëåå àêòèâíà ïî îòíîøåíèþ ê
íåîðãàíè÷åñêîìó ñóáñòðàòó (ôåððîöèàíèäó) [25].
Èîäèä ÿâëÿåòñÿ äâóõýëåêòðîííûì äîíîðîì ýëåêòðî-
íîâ è âçàèìîäåéñòâóåò íåïîñðåäñòâåííî ñ àêòèâíûì
öåíòðîì ïåðîêñèäàçû. Íàëè÷èå îòðèöàòåëüíîãî çàðÿ-
äà íà âõîäå â àêòèâíûé öåíòð (ðèñ. 2) ìîæåò âûçû-
âàòü ýëåêòðîñòàòè÷åñêîå îòòàëêèâàíèå ñóáñòðàòà, â
ðåçóëüòàòå ÷åãî ñòàíîâèòñÿ íåâîçìîæíûì åãî âçàè-
ìîäåéñòâèå ñ àêòèâíûì öåíòðîì [26]. Ýòèì îò÷àñòè
îáúÿñíÿåòñÿ è íèçêàÿ àêòèâíîñòü ïî îòíîøåíèþ ê
ôåíîëó.

Â ïðèíöèïå êàæäûé ôåðìåíò èìååò ñâîé ñîáñòâåí-
íûé ïðîôèëü ñóáñòðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòè, è ïîêà íåò
íàäåæíîé âîçìîæíîñòè ïðåäâèäåòü àêòèâíîñòü ôåð-
ìåíòà ïî îòíîøåíèþ ê âûáðàííîìó äîíîðó ýëåêòðî-
íîâ. Ñóáñòðàòû ïåðîêñèäàç ðàñòåíèé ìîæíî óñëîâíî
ðàçäåëèòü íà òðè ãðóïïû. Ê ïåðâîé îòíîñÿòñÿ äâóõ-
ýëåêòðîííûå äîíîðû ýëåêòðîíîâ, äëÿ êîòîðûõ ïðèíöè-
ïèàëüíûì ÿâëÿåòñÿ ñâÿçûâàíèå âáëèçè àêòèâíîãî öåí-
òðà (èîäèä-èîí) èëè äàæå ïðîíèêíîâåíèå âíóòðü íåãî
(òèîàíèçîë) [27]. Âòîðàÿ ãðóïïà – äîñòàòî÷íî ïðî-
ñòûå îäíîýëåêòðîííûå àðîìàòè÷åñêèå ñóáñòðàòû, êî-
òîðûå ñâÿçûâàþòñÿ âáëèçè àêòèâíîãî öåíòðà, è òðå-
òüÿ – ñóáñòðàòû, îêèñëÿþùèåñÿ ïî öåïè ïåðåíîñà
ýëåêòðîíîâ (ABTS).

Ìåòîä íàïðàâëåííîãî ìóòàãåíåçà ÷ðåçâû÷àéíî âà-
æåí äëÿ ïîëó÷åíèÿ èíôîðìàöèè î ñòðîåíèè è ñâîé-
ñòâàõ ôåðìåíòîâ âîîáùå è ïåðîêñèäàç ðàñòåíèé â
÷àñòíîñòè. Äëÿ ïåðîêñèäàçû õðåíà è òàáàêà áûëî
ïîëó÷åíî áîëüøîå ÷èñëî ìóòàíòíûõ ôîðì [5, 11, 28−
30], èçó÷åíèå êîòîðûõ ðàçíûìè ìåòîäàìè ïîçâîëèëî
äîñòàòî÷íî ÷åòêî ïðåäñòàâèòü ñåáå êàòàëèòè÷åñêèé
àêò. Íàïðèìåð, áûëî íàéäåíî, ÷òî èìåííî îñòàòîê

Ðèñ. 2. Ìîäåëü ïåðîêñèäàçû òàáàêà, ïîëó÷åííàÿ ìåòîäîì
ãîìîëîãè÷íîãî ìîäåëèðîâàíèÿ ïî êðèñòàëëè÷åñêîé ñòðóê-
òóðå HRP C. Ìîäåëèðîâàíèå îñóùåñòâëåíî êàíä. ôèç.-ìàò.
íàóê È.Â. Óïîðîâûì ñ ïîìîùüþ ïðîãðàììû Insight II

(version 95,0, Biosym/MSI, San Diego, CA, USA)
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Phe179 [31] â ìîëåêóëå HRP ñâÿçûâàåò àðîìàòè÷åñ-
êèå ñóáñòðàòû. Ìåòîäîì ââåäåíèÿ òîòàëüíîé òðèòèå-
âîé ìåòêè óäàëîñü óñòàíîâèòü, ÷òî íàòèâíàÿ è ðåêîì-
áèíàíòíàÿ ôîðìû HRP èìåþò ðàçíóþ äîñòóïíîñòü
ìíîãèõ àìèíîêèñëîòíûõ îñòàòêîâ, â ÷àñòíîñòè His
(÷òî îñîáåííî âàæíî, òàê êàê ýòè îñòàòêè ïîääåðæè-
âàþò ñòðóêòóðó ãåìà) è Arg [13].

Â ïîñëåäíåå âðåìÿ áûëè ïîëó÷åíû [32, 33] ìóòàí-
òíûå ôîðìû ðåêîìáèíàíòíîé TOP ñ öåëüþ âûÿâëå-
íèÿ ôåðìåíòà ñ ìàêñèìàëüíîé ñòàáèëüíîñòüþ, äëÿ
÷åãî â ìîëåêóëó âìåñòî íåêîòîðûõ ïîâåðõíîñòíûõ (è
a priori ìàëîçíà÷èìûõ äëÿ êàòàëèçà) àìèíîêèñëîòíûõ
îñòàòêîâ áûëè ââåäåíû äîïîëíèòåëüíûå Trp- è Tyr-
îñòàòêè: Thr151Trp, Gln116Trp, Leu157Trp, Phe140Tyr è
äâîéíîé ìóòàíò Phe140TyrThr151Trp. Èçó÷åíà èõ ðà-
äèàöèîííàÿ ñòàáèëüíîñòü. Íà ðèñ. 3, 4 ïðèâåäåíû
ðåçóëüòàòû (íåïðåðûâíûé ðåæèì, γ-400) äëÿ íåêîòî-
ðûõ ìóòàíòíûõ ôîðì ïî îòíîøåíèþ ê ðàçíûì ñóá-
ñòðàòàì. Íàèáîëåå ñòàáèëüíûì îêàçàëñÿ ìóòàíò

Thr151Trp, êîòîðûé óñòîé÷èâ ïðàêòè÷åñêè äî 100 Ãð
ïî îòíîøåíèþ ê ãâàÿêîëó, à ïî îòíîøåíèþ ê ABTS
èìååò íåáîëüøóþ àêòèâàöèþ ïðè ìàëûõ äîçàõ, ïðå-
âðàùàÿñü â ðàäèàöèîííî-óñòîé÷èâóþ ôîðìó ñ ïîòåðåé
25−30% êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè. Ïðîöåññ àêòèâà-
öèè íå ÿâëÿåòñÿ ïîëîæèòåëüíûì äëÿ ñòàáèëüíîñòè
ôåðìåíòîâ, âûçûâàÿ âïîñëåäñòâèè (ïðè áîëåå äëè-
òåëüíîì âðåìåíè èëè ïðè õðîíè÷åñêîì âîçäåéñòâèè),
êàê ïðàâèëî, óâåëè÷åíèå ñêîðîñòè èíàêòèâàöèè. Àêòè-
âàöèÿ ïîêàçûâàåò èçìåíåíèå äîñòóïíîé ïëîùàäè ïî-
âåðõíîñòè ìîëåêóëû ôåðìåíòà â ìåñòå ñâÿçûâàíèÿ
ñóáñòðàòà èëè â îáëàñòè ïåðåíîñà ýëåêòðîíà. Âîç-
ìîæíî, ÷òî ïîÿâëåíèå äîïîëíèòåëüíîãî îñòàòêà Trp â
íåêîòîðûõ ñëó÷àÿõ ñïîñîáíî ñîçäàâàòü äîïîëíèòåëü-
íûå ïóòè ïåðåíîñà ýëåêòðîíà íà ABTS. Åñëè ýòî
ñïðàâåäëèâî, òî äëÿ Thr151Trp ýòîò ïðîöåññ íå ïðèí-
öèïèàëåí (àêòèâàöèÿ íåâåëèêà), â òî âðåìÿ êàê äëÿ
Leu157Trp òàêîé ïðîöåññ âûçûâàåò ïîâûøåíèå ýô-
ôåêòèâíîñòè êàòàëèçà (â 2 ðàçà) ïðè ñðàâíèòåëüíî
íåáîëüøèõ äîçàõ ñ ïîñëåäóþùèì ðåçêèì óâåëè÷åíè-

Ðèñ. 3 . Ðàäèàöèîííàÿ ñòàáèëüíîñòü (γ-400) ìóòàíòíûõ ôîðì
TOP (10–7 Ì, ðÍ 7,0; 0,025Ì Ê-ôîñôàòíûé áóôåð) ïî îòíîøå-
íèþ ê: ABTS (à), î-äèàíèçèäèíó (á). Thr151Trp (1),
Phe140TyrThr151Trp(2), Phe140Tyr (3), Thr151Trp (4). Äàí-
íûå äëÿ Thr151Trp ïðåäñòàâëåíû äëÿ äâóõ ðàçíûõ ìåòîäèê

ðåôîëäèíãà è î÷èñòêè

Ðèñ. 4. Ðàäèàöèîííàÿ ñòàáèëüíîñòü ìóòàíòíûõ ôîðì TOP ïî
îòíîøåíèþ ê: ABTS (à), ãâàÿêîëó (á) (10–7 Ì; 0,005Ì Tris-
HCl; ðÍ 7,0): Thr151Trp (1), Gln116Trp (2), Leu157Trp (3).

Èñòî÷íèê – γ-400
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åì ñêîðîñòè èíàêòèâàöèè. Ïî îòíîøåíèþ ê ãâàÿêîëó
ñòàáèëüíîñòü óìåíüøàåòñÿ â ðÿäó

     Thr151Trp> Gln116Trp>Leu157Trp.

Ñòàáèëüíûìè îêàçàëèñü Phe140Tyr (ìóòàíò c ââåäåí-
íûì îñòàòêîì Tyr) è Phe140TyrThr151Trp (äâîéíîé
ìóòàíò). Ïîñëåäíèé âåë ñåáÿ àíàëîãè÷íî Thr151Trp
ïî îòíîøåíèþ ê ABTS è àíàëîãè÷íî Phe140Tyr ïî
îòíîøåíèþ ê î-äèàíèçèäèíó, íà îñíîâàíèè ÷åãî ìîæ-
íî ñäåëàòü ñîîòâåòñòâóþùèå âûâîäû î åãî ñòðîåíèè.

Äëÿ ñðàâíåíèÿ íà ðèñ. 5 ïðèâåäåíû äàííûå äëÿ
íàòèâíîé è ðåêîìáèíàíòíîé (Wild-type ðàçíîãî ðåôîë-
äèíãà è î÷èñòêè) ôîðì TOP ïî îòíîøåíèþ ê ðàçíûì
ñóáñòðàòàì. Êàê âèäíî, â çàâèñèìîñòè îò ñïîñîáà
ðåôîëäèíãà ìåíÿåòñÿ ðàäèàöèîííàÿ (à ñëåäîâàòåëüíî,
è òåðìè÷åñêàÿ, è äð.) ñòàáèëüíîñòü. Îäíàêî ýòè èç-
ìåíåíèÿ ïðè õîðîøåé î÷èñòêå ôåðìåíòà íîñÿò â
áîëüøèíñòâå ñëó÷àåâ êîëè÷åñòâåííûé, íî íå êà÷å-
ñòâåííûé õàðàêòåð, òàê êàê âèä êðèâîé íå ìåíÿåòñÿ.
Ñêîðåå âñåãî, ýòî ãîâîðèò î íàáëþäàþùåéñÿ ðàçíèöå
â ïëîòíîñòè óïàêîâêè ãëîáóëû ïðè áîëåå-ìåíåå îäèíà-
êîâîì ïóòè åå ñâîðà÷èâàåìîñòè. Ó÷èòûâàÿ êîíöåïöèþ
êîíôîðìàöèè ìîëåêóëû ôåðìåíòà êàê ñîâîêóïíîñòè
äîïóñòèìûõ êîíôîðìàöèîííûõ ñîñòîÿíèé [5, 6], à òàê-
æå ìàòåìàòè÷åñêèé ïîäõîä [34] ê íàòèâíîé êîíôîð-
ìàöèè ôåðìåíòà êàê ñîâîêóïíîñòè âîçìîæíûõ ýíåðãå-
òè÷åñêèõ ñîñòîÿíèé (ýíåðãåòè÷åñêèé ëàíäøàôò), êîòî-
ðûå ìîãóò ñîñòîÿòüñÿ â çàâèñèìîñòè îò ýíåðãåòè÷åñ-
êîé âûãîäû â êîíêðåòíûõ óñëîâèÿõ, ìîæíî ïðåäïîëî-
æèòü, ÷òî òàêèå âàðèàöèè ÿâëÿþòñÿ ðåçóëüòàòîì ðåà-
ëèçàöèè ðàçíûõ âîçìîæíûõ (äîïóñòèìûõ) ñîñòîÿíèé
ôåðìåíòà. Âåëè÷èíà D80 (äîçà, ïðè êîòîðîé ñîõðàíÿ-

Ðèñ. 5. Ðàäèàöèîííàÿ ñòàáèëüíîñòü íàòèâíîé (1) ïî îòíîøå-
íèþ ê ABTS è ðåêîìáèíàíòíîé TOP (WT) ïî îòíîøåíèþ ê
ABTS (2, 3, 4, ðàçíûé ðåôîëäèíã) è ãâàÿêîëó (5). Èñòî÷íèê γ-
400, íà÷àëüíûé ó÷àñòîê äîçîâîé êðèâîé. Óñëîâèÿ: 10–7  Ì;

ðÍ 7,0; 0,005 Ì Tris-HCl áóôåð

åòñÿ 80% êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè) äëÿ íàòèâíîé
TOP íàõîäèòñÿ â îáëàñòè äîç ~50 Ãð, â òî âðåìÿ êàê
äëÿ WT TOP îíà ñîñòàâëÿåò 2 Ãð â ñëó÷àå ABTS è
15 Ãð äëÿ ãâàÿêîëà. Ïðè ýòîì â îáîèõ ñëó÷àÿõ íà-
áëþäàåòñÿ áîëåå èëè ìåíåå âûðàæåííàÿ èíàêòèâàöèÿ
ïðè äîçå ~3 Ãð. Ïî îòíîøåíèþ ê î-äèàíèçèäèíó (ïî
ñðàâíåíèþ ñ ABTS è ãâàÿêîëîì) WT TOP ÷óòü ìå-
íåå óñòîé÷èâ ïðè äîçàõ < 50 Ãð, íî çíà÷èòåëüíî âû-
èãðûâàåò â ñòàáèëüíîñòè ïðè äëèòåëüíîì îáëó÷åíèè
(>200 Ãð). Ïðè ïî÷òè ïîëíîé ïîòåðå êàòàëèòè÷åñêîé
àêòèâíîñòè ôåðìåíòà ïî îòíîøåíèþ ê ABTS è ãâàÿ-
êîëó ïðè D = 600 Ãð, ïî îòíîøåíèþ ê î-äèàíèçèäèíó
ñîõðàíÿåòñÿ 50% àêòèâíîñòè, ÷òî ãîâîðèò î âûñîêîé
îáùåé ñòàáèëüíîñòè öåíòðà åãî ñâÿçûâàíèÿ.

Ïðè ñðàâíåíèè ñòàáèëüíîñòè ðåêîìáèíàíòíîé TOP,
ïîëó÷åííîé ýêñïðåññèåé â òîìàòå (TTOP) è â E. coli
(WT), âèäíû ðàçëè÷èÿ, êîòîðûå ñëåäóåò îòíåñòè
èìåííî ê ðàçíèöå â ýêñïðåññèè. Â ÷àñòíîñòè, êîãäà
TTOP ïî îòíîøåíèþ ê ãâàÿêîëó àêòèâèðóåòñÿ, WT
TOP ñðàçó ïðåòåðïåâàåò èíàêòèâàöèþ, ÿâëÿÿñü çíà÷è-
òåëüíî ìåíåå óñòîé÷èâîé.

Äëÿ òîãî ÷òîáû îöåíèòü âàðèàáåëüíîñòü ñòàáèëü-
íîñòè ïåðîêñèäàç ðàñòåíèé, íà ðèñ. 6 ïðèâåäåíû äàí-
íûå ïî ðàäèàöèîííîé èíàêòèâàöèè ðàçëè÷íûõ ïðåäñòà-
âèòåëåé ðàñòèòåëüíûõ ïåðîêñèäàç. Êàê âèäíî, ïåðâåí-
ñòâî ïî ñòàáèëüíîñòè (è ðàäèàöèîííîé, è òåðìè÷åñ-
êîé) ïîêà ïðèíàäëåæèò ïåðîêñèäàçå èç ëèñòüåâ àôðè-
êàíñêîé ïàëüìû (OAPP) è ïåðîêñèäàçå ñîè (SBP).
Ïðè ýòîì äëÿ ÎÀÐÐ íàáëþäàåòñÿ äëèòåëüíàÿ, íî íå-
âûñîêàÿ àêòèâàöèÿ â îáëàñòè äîç äî 600 Ãð, â ñëó-
÷àå SBP èìååò ìåñòî äëèòåëüíûé ëàã-ïåðèîä äî 400
Ãð. Ïî âåëè÷èíàì D80 ÎÀÐÐ è SBP ïî÷òè â 50 è 40
ðàç, ñîîòâåòñòâåííî, ïðåâîñõîäÿò HRP. Êàòèîííàÿ ïå-
ðîêñèäàçà àðàõèñà ìåíåå àêòèâíà è ñòàáèëüíà, è ïðè-
÷èíîé ýòîãî, ïî-âèäèìîìó, ÿâëÿåòñÿ áîëüøàÿ ïîäâèæ-
íîñòü äèñòàëüíîãî êàëüöèÿ. Êàëüöèé íåîáõîäèì äëÿ
ñòàáèëèçàöèè äàæå êîíöåíòðèðîâàííûõ ïðåïàðàòîâ
ýòîãî ôåðìåíòà, è òîëüêî åãî ïðèñóòñòâèå ñïîñîá-
ñòâóåò ïîääåðæàíèþ çíà÷åíèÿ RZ (âåëè÷èíà, õàðàêòå-
ðèçóþùàÿ íàñûùåíèå ïðåïàðàòà ãåìèíîì) ïðè äëè-
òåëüíîì õðàíåíèè.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ íåÿñíû ñòðóêòóðíûå îñîáåííî-
ñòè ôåðìåíòîâ OAPP è SBP, âûçûâàþùèå ñòîëü âû-
ñîêóþ óñòîé÷èâîñòü. Ñëåäóåò îòìåòèòü òàêæå, ÷òî
ïîêà òîëüêî OAPP ìîæåò êàòàëèçèðîâàòü ñèíòåç ïî-
ëèàíèëèíà, è, õîòÿ ïåðîêñèäàçà àðàõèñà íàèáîëåå
áëèçêà ïî ãîìîëîãèè è íåêîòîðûì ñâîéñòâàì ê OAPP,
îíà ê ýòîé ðåàêöèè íå ñïîñîáíà.

Èìïóëüñíûå èñòî÷íèêè ïîçâîëÿþò èññëåäîâàòü
ïîâåäåíèå ôåðìåíòîâ ïðè î÷åíü íèçêèõ (ôîíîâûõ)



374 ÂÅÑÒÍ. ÌÎÑÊ. ÓÍ-ÒÀ. ÑÅÐ. 2. ÕÈÌÈß. 2009. Ò. 50. ¹ 5

Ðèñ. 7. Èçìåíåíèå êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè 10–8  Ì ÀÏÔ
(B íà èñòî÷íèêå ÏÔ, G íà γ-400) è íàòèâíîé 10–7 Ì HRP (À
íà èñòî÷íèêå ÏÔ, F íà γ-400) â çàâèñèìîñòè îò èñòî÷íèêà è

äîçû îáëó÷åíèÿ

Ðèñ. 6. Äîçîâûå êðèâûå (èñòî÷íèê γ-400) äëÿ íàòèâíûõ ïåðîêñè-
äàç: àôðèêàíñêîé ïàëüìû (ÎÀÐÐ, 1), ñîè (SBP, 2), õðåíà (HRP, 3),
àðàõèñà àíèîííîé (4), àðàõèñà êàòèîííîé (5): a – ïîëíàÿ äîçîâàÿ
êðèâàÿ, á – èíòåðâàë äîç 0-180 Ãð. Ñóáñòðàò – ABTS; 0,005 Ì
Tris-HCl; ðÍ 7,0; 10–7 Ì. Ïåðîêñèäàçà OAPP ëþáåçíî ïðåäîñòàâ-
ëåíà äîêò. õèì. íàóê  È.Þ. Ñàõàðîâûì, ïåðîêñèäàçó àðàõèñà

ëþáåçíî ïðåäîñòàâèë ä-ð Âàí Õüþñòè (Êàíàäà)

Ðèñ. 8. Ðåçóëüòàòû: a – íåéòðîííîãî (â ïðèñóòñòâèè ñâèíöîâîãî
ýêðàíà) è á – Õ-íåéòðîííîãî îáëó÷åíèÿ (óñòàíîâêà ÈÍÃ) TTOP
(10–7  M ðàñòâîðû; ðÍ 7,0; ôîñôàòíûé áóôåð). Ñóáñòðàò ABTS.

Îøèáêà ±10%

äîçàõ, êîòîðûå ñåãîäíÿ çà÷àñòóþ èñïîëüçóþòñÿ (èëè
ïðåäïîëàãàþòñÿ ê èñïîëüçîâàíèþ) â ìåäèöèíå. Íà
ðèñ. 7 ïðèâåäåíû äàííûå ïî ïîâåäåíèþ íàòèâíîé
HRP â ñðàâíåíèè ñ ðàñòâîðèìîé ôîðìîé àíãèîòåíçèí-
ïðåâðàùàþùåãî ôåðìåíòà èç ëåãêèõ áûêà (ACE) ïðè
îáëó÷åíèè ðàçëè÷íûìè èñòî÷íèêàìè, âêëþ÷àÿ èìïóëü-
ñíûå (ÏÔ) [15, 19]. Ïðè î÷åíü íèçêèõ äîçàõ â ðàéîíå
10–5 Ãð (ïðè ýòîì äîçîâîå äàâëåíèå PD ñîñòàâëÿåò
0,1 Ãð2/ñ) äëÿ îáîèõ ôåðìåíòîâ íà óñòàíîâêå ÏÔ çà-
ìåòåí ýôôåêò, åñëè ïðèìåíÿëñÿ ìåäíûé ôèëüòð, ñî-
äåðæàùèé â ñïåêòðå ìÿãêóþ Õ-êîìïîíåíòó (8,98 êýâ).
Óñòàíîâêà Al-ôèëüòðà, êîòîðûé îòðåçàåò ýòó ëèíèþ,
óñòðàíÿåò è ýôôåêò. Ïðè ýòîì ýôôåêòû íà ðàçíûõ
ôåðìåíòàõ ðàçíûå, õîòÿ è íàáëþäàþòñÿ ïðè îäíîé è
òîé æå äîçå. Åñëè ó ACE ïîÿâëÿëàñü àêòèâàöèÿ, òî ó
HRP – èíàêòèâàöèÿ. Ýòî ÿâëÿåòñÿ ñëåäñòâèåì ðàçíè-
öû â ñëîæíîñòè äàííûõ ôåðìåíòîâ, ò.å. ãîðàçäî áî-
ëåå âûñîêîé çàùèùåííîñòè îò âíåøíèõ âîçäåéñòâèé
ôèçèîëîãè÷åñêè âàæíîãî ACE. Èíàêòèâàöèÿ ïðè äîçàõ
~0,5×10–5 Ãð íàáëþäàëàñü è ïðè îáëó÷åíèè â ýòèõ
óñëîâèÿõ WT TOP, îäíàêî â öåëîì ñâåðõìàëûå äîçû



375ÂÅÑÒÍ. ÌÎÑÊ. ÓÍ-ÒÀ. ÑÅÐ. 2. ÕÈÌÈß. 2009. Ò. 50. ¹ 5

Ò à á ë è ö à  1

Èçìåíåíèå êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè (ïî îòíîøåíèþ ê èñõîäíîé, %) TTOP è íàòèâíîé HRP (ã. ßðîñ-
ëàâëü, áåç äîïîëíèòåëüíîé î÷èñòêè) ïðè îáëó÷åíèè íà óñòàíîâêå ÏÔ. Óñëîâèÿ: ðÍ 7,0; 10–7 Ì;

0,025 Ì ôîñôàòíûé áóôåð

Êàтàëèтèческàя àктèвность А/Ао 

cуáстрàты 

ABTS гвàякоë 

Дозà, 
Гр×10е5 

TTOP Íàтèвнàя HRP TTOP Íàтèвнàя HRP 

0 100 100 100 100 

0,07 97±10 76±6 126±10 54±5 

0,48 102±10 92±8 170±12 54±5 

0,51 97±10 94±8 100±10 38±3 

0,78 90±8 76±5 137±11 100±10 

11,9 90±8 104±10 134±12 85±7 

13,7 128±10 96±9 124±10 123±10 

14,5 107±10 106±10 136±12 92±8 

21,4 93±9 103±10 133±12 177±12 

22,6 95±8 108±10 140±12 180±12 

35,2 109±9 110±10 142±10 85±8 

âûçûâàëè àêòèâàöèþ öåïè ïåðåíîñà ýëåêòðîíà íà
ABTS. Äëÿ TTOP (òàáë.1) ïðè îáëó÷åíèè íà óñòàíîâ-
êå ÏÔ çàìåòíà àêòèâàöèÿ ïðè äîçàõ ~ 15×10–5 Ãð.
Âîçäåéñòâèå êîðîòêèìè íåéòðîííûìè èìïóëüñàìè (â
ïðèñóòñòâèè ñâèíöîâîãî ýêðàíà äëÿ çàùèòû îò æåñò-
êîãî ðåíòãåíà) è èìïóëüñíûì Õ-íåéòðîííûì ïîëåì íà
óñòàíîâêå ÈÍÃ âûçûâàåò ïåðèîäè÷åñêóþ (â çàâèñè-
ìîñòè îò âåëè÷èí äîçû è ñîîòâåòñòâåííî ïðîèçâåäå-
íèÿ PD) àêòèâàöèþ (ðèñ. 8 à, á) â îáëàñòè äîç
<2,5×10–5 Ãð. Íàáëþäàåìàÿ ïåðèîäè÷íîñòü ìîæåò
ãîâîðèòü î ðåçîíàíñíûõ ïðîöåññàõ, ñâÿçàííûõ ñ âîç-
áóæäåíèåì àòîìà ìåòàëëà è àðîìàòè÷åñêèõ îñòàòêîâ,
â ÷àñòíîñòè îñòàòêà Trp. Ñðàâíåíèå Õ-íåéòðîííîãî è
òîëüêî íåéòðîííîãî âîçäåéñòâèÿ ïîêàçûâàåò ñóùå-
ñòâåííîå âëèÿíèå íåéòðîíîâ íà ïîÿâëåíèå àêòèâàöèè.

Ðåçóëüòàòû îáëó÷åíèÿ íà ðåàêòîðå â èìïóëüñíîì
ðåæèìå (òàáë. 2) êîððåëèðóþò ñ ðåçóëüòàòàìè íà
γ-400, òàê êàê íàõîäÿòñÿ â îäíîé îáëàñòè äîç, à èì-

ïóëüñ ñëèøêîì äëèííûé ïî ñðàâíåíèþ ñ óñòàíîâêàìè
ÈÍÃ è ÏÔ. Ïîëó÷åííûå äàííûå ïî èìïóëüñíîìó îá-
ëó÷åíèþ ïîêàçûâàþò íåîáõîäèìîñòü äàëüíåéøåãî åãî
èçó÷åíèÿ íà áîëåå ñëîæíûõ áèîëîãè÷åñêèõ îáúåêòàõ.
Â öåëîì, êàê è íà èñòî÷íèêå ÈÍÃ, â ïðèñóòñòâèè
íåéòðîííîãî ïîëÿ óñèëèâàþòñÿ ïðîöåññû àêòèâàöèè,
îñîáåííî íà íåäîñòàòî÷íî ñòàáèëüíîì WT TOP è â
óñëîâèÿõ íåïðåðûâíîãî ðåæèìà.

Òàêèì îáðàçîì, ñîâìåùåíèå ìåòîäà íàïðàâëåí-
íîãî ìóòàãåíåçà, ðàäèàöèîííîé èíàêòèâàöèè íà èñ-
òî÷íèêàõ ðàçíîé ïðèðîäû, ìîùíîñòè, à òàêæå ïðè-
ìåíåíèå íåïðåðûâíîãî è èìïóëüñíîãî îáëó÷åíèÿ
äàåò øèðîêóþ âîçìîæíîñòü äëÿ èçó÷åíèÿ êîíôîð-
ìàöèîííîãî ñîñòîÿíèÿ ôåðìåíòîâ, ñðåäè êîòîðûõ
ïåðîêñèäàçû ðàñòåíèé çàíèìàþò âàæíîå ìåñòî â
ñâÿçè ñ ðàçíîîáðàçèåì, îòíîñèòåëüíîé ïðîñòîòîé
(ïî ñðàâíåíèþ, íàïðèìåð, ñ ACE) è äîñòóïíîñòüþ
ïîëó÷åíèÿ ìóòàíòíûõ ôîðì.
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Èçìåíåíèå êàòàëèòè÷åñêîé àêòèâíîñòè WT TOP, HRP (íàòèâíîé) è TTOP ïðè îáëó÷åíèè íà ðåàêòîðå
“Áàðñ” (ã. Îáíèíñê) â íåïðåðûâíîì è èìïóëüñíîì ðåæèìàõ: γγγγγ-íåéòðîííîå ïîëå, èìïóëüñíûé ðåæèì

(τττττ = 65 ìñ). Ñóáñòðàòû: ABTS, ãâàÿêîë. Óñëîâèÿ: 10–7Ì; ðÍ 7,0; 0,025 Ì ôîñôàòíûé áóôåð

Èìïóëüñíûéðåæèìðåàêòîðà 

Êàòàëèòè÷åñêàÿàêòèâíîñòüïîîòíîøåíèþêèñõîäíîé, % 

ñóáñòðàòû 
ABTS ãâàÿêîë 

Äîçà, Ãð 

HRP WTTOP TTOP HRP WTTOP TTOP 

0 100 100 100 100 100 100 

~10–2 112±9 182±11 77±6 80±5 54±4 92±7 

0.5 98±4 180±10 84±8 71±6 116±10 86±7 

1 105±5 175±10 80±8 59±4 56±3 85±6 

1,9 95±5 129±9 69±7 61±8 76±5 75±5 

50 99±6 120±10 75±7 57±7 85±6 75±6 

Íåïðåðûâíûé ðåæèì ðåàêòîðà 

Êàòàëèòè÷åñêàÿ àêòèâíîñòü ïî îòíîøåíèþ ê èñõîäíîé, % 

ñóáñòðàòû 

ABTS ãâàÿêîë 

Äîçà, Ãð 

HRP TTOP HRP TTOP 

0 100 100 100 100 

~10–2 67±6 145±12 123±11 103±10 

0,5 71±7 119±12 176±13 100±10 

1 79±7 113±12 119±12 98±10 

1,9 83±8 117±11 125±12 116±12 

50 68±7 86±9 104±10 105±10 
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DEPENDENCE OF PLANT PEROXIDASES STABILITY ON
IRRADIATION OF DIFFERENT SOURCES
M.A. Orlova, D.M. Hushpul’yan, A.P. Orlov
(Division of Radiochemistry)

The role of mutation in the modification of conformation conditions In this brief survey the plant
peroxidases peculiarity and the data about new tobacco peroxidase mutant forms was considered.
Radioinactivation method on continuous (γγγγγ) and impulse (X-, X-neutron and γγγγγ-neutron) sources
(τττττimpulse is varied from 1 ns to 65 ms) was used to research a stability and conformation condition
of these enzymes.

Key words: plant peroxidases; native, recombinant, mutant enzyme forms; stability;
radiation inactivation; pulse sources; gamma-irradiation; X-ray.
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