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ВЛИЯНИЕ п-ХЛОРМЕРКУРИБЕНЗОАТА НА Լ-Л ИЗИ Н-2-МОНО- 
ОКСИГЕНАЗУ ИЗ PSEUDOMONAS Sp.

Г Э. ХАЧАТРЯН, т Р КАЗАРЯН. А. Л. СИМОНЯН 

Ереванский физический институт ГКИАЭ СССР

.Аннотация Изучено влияние п-х.юрмеркурибенэозта на активность Լ-лн- 
зин'2*моиоокснгсна:)Ы и.» двух штаммов рола Pseudomonas. Показана 
трансформация окенгеназпеш активности фермента в оксидазную

Անոտացիա — ՕւսումՆսւսք-րվոէ է պ. րւորմԼրկուրիրեՆգոատ^ սպդ եյ ութ յունր 
Pseudomonas էյերյյ. երկո ;տա,!ՆԼրր Սքի<է1’1,~' ■ մոնոո^Ւհննւսզր-յյթ ակս-. [էՎոլթ ,ահ 
‘1Гш։ Տոպց է տրված ֆնրմՕ/տթ оրսիցենա^աւյ>և ակտթվո,թյան վերափոխումն 
ոքէքէթղազայիՆխ

Abstract — The Influence ol p-chloromercurybenzoatc on L-lysm-2-mono­
oxygenase activity from t.vo strains ol Pseadum mas species is investiga­
ted. The transformation of o.vy^ena>e activity ol enzyme into an oxidase 
one is shown.

Ключевые слона I.- \и тн-З моч юши.-еназа. трансформация, П‘хлормеркурибениоат, 
Psendoiwnas чр

Химическая модификация фуикциоиальных групи молекул ферментов 
часто сопровождается изменением их каталитических свойств. Извсст 
но. что при некоторых патологических состояниях, например, вследствие 
облучения [2], происходя г качественные изменения активности фермой 
тов. т. е. трансформация Изыскание способов избирательного блоки­
рования таких изменений в принципе может быть использован։। 1ля со- 
Здания новых лечебных средств Кроме того, сопоставление свойств 
природных и трансформированных ферментов может быть интересным 
Для решения фундаментальных проблем биокатализз fl].
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Ьлпзин-2-монооксигеназа—Л МО (КФ 1 13.12.2.) в нативном сиего- 
111111 является внутренней монооксигеназой [3], т. е. катализирует окис­

ление лизина с внедрением одного атома молекулярного кислорода в 
структуру субстрата по схеме

Nil, NH, 
|

'Ci։2)« лмо (СН3)< I
CH NH. °3 * c-nh, ։н:о + с(\ (о-

1 И
СООН и

1. лизни с— аминовй.-.грамид

Известно, что Л МО из Rs՛. [Ittorepcens ЛТСС 11250 под воздействи 
им меркантндобразуюших реагентов в значительной степени теряет ок­
сигеназные свойства, приобретая оксидазные. Ирв этом молекулярный 
кислород расходуется на образование пероксида водорода, а кислород 
кето-группы а-ксто-е-амннокапроновой кислоты берется из молекулы 
воды по схеме

Nil, ’ NH,
I I

(СН։)< ------ > (СН5)4
} -{-0,4-11,0 .’IMO I 4-H Ojl-NHj 01).

CII-NH, С=0
I ֊ Iсоон соон

I.-лизни 1-к<?то-£-зми1’.<>хапроповёЯ кислота

ЛМО не обнаружена н։н te, кроме некоторых штаммов Ps. flaores֊ 
tens и Rs- pulida. Детальное исследование свойств, и том числе свойства 
трансформации, было проведело только для фермента из Ps. fluorescent 
ЛТСС 11250.

Целью настоящей работы явилось сравнительное изучение свойств 
.ЧМО из штаммов Ps. putida ВКМ В 1458Д и ';,х. jluarescens Oil иод 
влиянием п-хлормеркурнбензоата (и-ХМБ).

'.iar piiti ՛ и .4: TO'.iiiKG . ЧМО ныделяли :;i Pseudomonas по методу Такеда и Г.'о: 
num |3]. 4i каждом случае фермент очищался примерно я 2(10 рал и содержал незна­
чительную белковую примесь.

В работе использовали натриевую соль п-ХМБ ква.шфикацнн «и», «.Chemapob 
(ЧССР): L-лизнна гидрохлорид, «Reanal» (ВНР); 2-меркапгоэтанол, <Serva> (ФРГ), 
каталазу. «Sigtna» (США). Остальные реактииы—отечественного производства выс­
ших квалификаций.

Хкгнанссть фермента определяли амперометрически, оценивая убыль кислорода с 
помощью мембранного кислородного электрода, спектрофогомегрическн на спектр-bo- 
:омстрс «Specord М-40» (ГДР», определяя изменение интенсивности окраски феноло­
вого красного а |к туль։атс смещения pH в кислую облает- под воздействием ня 
■чегося (ХЪ, нрн длине волны 558 нм. Измерения выполняли при 25° в 5 мМ нилш՛- 
фпсфатиом буфере (pH 8.0). содержащем 1-литин в конечной концентрации 20 мМ. 
Концентрация фенолового красного при спектрофотометрическом определении состав­
ляла 21 мкМ.

Модификацию фермента с помощью п-ХМБ проводили. преннкубируя 20 нм JIM01 
с п-ХМБ в концентрациях от 0.03 до 0,9 мкМ в ге енне 5 мин лрп 2-5°. После того 
ипрсдслялн ферментативную активность. Процент оксидазной активное» 'шришьтлп, 
определяя количество пероксида водорода, добавлен։՛.■ -в реакционную среду избытка 
каталазы. При этом регистрировали уменьшение п». р ՛'.֊■ н?:-։ кислорода, пропорило- 
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и,чльн։>с количеству выделиапйгося в холе реакции пероксида водорода. Обратимость 
трансформации определяли добавлением избытка 2-меркаптозтанрла.

Результаты и обсуждение. Предполагается, что причиной появле­
ния оксидазной активности у ЛМО после обработки п-ХМБ является 
модификация тиоловых групп фермента [4]. В наших экспериментах 
при действии на фермент различных концентраций п-ХМБ наблюдалось 
ожидаемое уменьшение активности Л МО. Причем, как видно из рис. 1, 
существенных различий з степени инактивации фермента из разных ис

Рис. I. График зависимости активностей ЛМО из Р.< fluorescens ( — О)н 
Ps. putida (#—#)от различных концентраций п-ХМБ. Время лреинкуба- 

ций фермента с п-ХМБ 5 мин. Концентрация фермента 20 нМ.

точннков не было обнаружено. Наблюдаемое резкое падение активно­
сти фермента уже при очень низких концентрациях и -ХМБ действи­
тельно может быть обусловлено связыванием последнего с SH-rpynna- 
мн активного центра или, по крайней мере, с SH-группамн, несущими 
ответственность за активность фермента (например, с БН-грунпами ре­
гуляторных центров). Свидетельством тому может также служить рез­
кий перегиб в кривой инактивации при соотношении 7 -8 моль п-ХМБ 
на моль фермента. Последующее увеличение концентрации п-ХМБ не 
приводило к изменению каталитической активности ЛМО из Ps. putida, 
в то время как у ЛМО и . Ps. fluorescens опа незначительно снижалась.

На рис. 2 приведена зависимость активности ЛМО от времени пре 
инкубации фермента с различными концентрациями п-ХМБ, из которой 
видно, что связывание п-ХМБ с ферментом практически заканчивается 
за 4 — 12 мии и зависит от соотношения п-ХМБ/ЛМО, причем дальней­
шая преиикубания не приводят к изменению активности.

Модификация ЛМО из обоих источников с помощью п-ХМБ нс толь­
ко приводит к сущеечвеяной потере каталитических свойств фермента, 
иг» л трансформирует значительную часть остаточной активности из 
оксигеназной в оксидазную. В таблице суммированы данные об изме­
нении характера окислительных свойств фермента. Явление трансфор­
мации регистрировали обоими методами оценки ферментативной актив­
ности. Как видно из схемы 1. стехиометрия убыли кислорода и образо­
вания диоксида углерода в оксигеназной реакции равна 1:1. Между 
тем с появлением оксидазных свойств количество, образующегося СО..
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должно сократиться (схема II). II действительно, наблюдалось несоот­
ветствие между определенным амперометрически количеством кислоро- 
. а и количеством образовавшегося СО2, определенного спсктрофотп-

Рис. 2. График зависимости активностей ЛАЮ из Р$. [1иоге$сеп՝ от време­
ни прсннку6з:и:л с л-ХМБ: О -00,06 мкМ:ф—ф0,15 мкАк ■—ВО.З мкА! 

п-ХМБ, Концепт ранил фермента 20 нМ.

Прицеп।ние соотношение оксигеназной и оксидазной активностей ,’1МО после 
модификации фермента п-ХМБ

Штамм
Состояние °""””™ .кт...,.ость. %

фермента 
по |O;J н<» |СОг| по {|C2j В'О5]) по каталазе

Ps. fhiorcscuii'? патин. 100 100 0 0
модиф.' 24.2 10 14.2 13

!*$. piilidn патин. 1С0 100 0 0
мидпф." 26.7 18.4 8,9 10

՛ Модификацию ироаодпли премнкубнруя 20 лМ фермента со 120 нМ n-XMBl

метрически. Эта разность и соответствует оксидазной активности. По- 
следикло определяли также с помощью каталазы. Из схемы 11 видно, 
что в оксидазной реакции образуется пероксид водорода эквимолярно 
расходу кислорода. Если бы вся остаточная активность была оксидэз- 
। ин го в случае добавления в реакционную смесь каталазы половина 
поглощенного кислорода должна была вернуться в реакционную среду 
согласно схеме

каталаза
Н,О2 --------- «|2О 12 О2 (Ш>

Наблюдаемое в нашем случае отклонение от подобной стехиомет­
рии указывает на то. что реакция ферментативного окисления протека­
ет одновременно ио двум механизмам: оксидазному и оксигеназному. 
Приведенные в таблице значения уровня оксидазной активности двумя-, 
методами дают неплохое совпадение. Добавление к модифицирован­
ном) ферменту избытка 2-меркаптоэтанола з.-: тсяавлявает оксигеназ֊ 



ную активность ЛМО до 80%. при этом оксидазная активность пол­
ностью утрачивается.

Таким образом, ЛАЮ как из Ps. putida В КМ В-1458Д, так в из 
Ps. [luprescens 011 действительно проявляет способность к трансформа 
ни։։ под действием п-ХМБ.

Авторы выражают благодарность Аустре Л яшмам за любезное пре­
доставление штамма Ps. fliioreseens Oil и Н. И Мкртчян за выполнение 
микробиологической части работы.
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ЭНЗИМОДОЗИМЕТРИЯ КАК МОДЕЛЬ ОЦЕНКИ ТЯЖЕСТИ 
ПОРАЖЕНИЯ ОТ ВНЕШНЕГО БЕТА-ОБЛУЧЕНИЯ

В. Б. МАТЮШИН ЕВ. И. Б. АМН ПЛОВА. И. !О. БАЛ АНИ НА. И И. СОКОЛОВ

Ленинградский государственный университет нм. А. А. Жданова

Аннотация — С помощью множество и наго регрессионного анализа изуче­
на связь уровней 16-in ферментных показателей с дозой (30—100 Гр) 
внешнего бета-облучения крыс.. Отобрана группи из 9-ти эффективных тес­
тов. Показана перспективность использования энзнмолозимётрик для от­
бора признаков, информативных в отношении оценки тяжести постлучевых 
нарушений.

U.r>UUI III [J jl Щ — Puir^hulj/l uL^l’Lt’/ч'Ь luhuillm/t nlfbntpfUJli p Hll/IUll'llUl ujipi]iu r) i։ IS
Ij.Lpiihbinujut/ul itшlftupqiul/Ъl.pfi Ijiuu/p aitibLirA։i,fip uipinuipjdt pbuim-
tiUllt>l>rfWjtll[u։1l (30—lllll 4-n J ’ILmi (.‘ЪшрфиЛ I, S rnbnurbfi/irj
Г/иЛ; «г/i [itnijp։ Srtljff / 1:411(1111) (Inf {ijni/n 4 /id huippui/р едшигцнрйи atli л «iu//։ir- 
pui ibnipjoibp ՛. I. mSiu run/Jin jP Iii/ph lnutb/ftupmdbLpfi hiubpiuP iwb qii U>‘tuj in J uibp dli- 
piupbpijni^ •?'titin Ij HillД pt.h(1 /1 pbu՝fUHpJ4lb ■Iwduipr

Abstract By means of multivariate regression analysis the relationship 
of 16 enzymatic indices levels with the des (30—100 ..ray) ci rats outward 
beta-irradiation has been studied. A group ‘ia- >ccu selected, consisting 
of 9 effective tests. The perspectiveness oi enzymatic dosimetry utiliza­
tion for selection of Indices, informative with lespect to estimation of the 
heaviness of posrirradiation breaches has bceb shown.

Ключевые слова: ферменты, бста гичлцченш: регрессионный и>.н.гиз.

?\отя проблема биологического те՛, гировгння лучеь. .> поражения орга­
низма еще далека от окончательной |?ешсппя. признается, что значи­
тельные успехи в этой области могут быть достигнуты на путях биохи-
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