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Вивченi каталiтичнi властивостi гiдропероксидлiази (ГПЛ) з проросткiв картоплi.
ГПЛ екстрагували з проросткiв картоплi та очищали центрифугуванням, солюбiлiза-
цiєю за наявностi детергенту, осадженням сульфатом амонiю, iонообмiнною хромато-
графiєю. Значення pH 6,3 i 6,5 були оптимальними для гiдролiзу субстратiв — 9-гiдропе-
роксиду лiнолевої кислоти i 13-гiдропероксиду лiнолевої кислоти вiдповiдно. Субстрат-
на специфiчнiсть очищеної на DEAE-Toyopearl ГПЛ була визначена шляхом вивчення
активностi ГПЛ з 9-гiдропероксидом лiнолевої кислоти, 9-гiдропероксидом лiнолевого
спирту i 13-гiдропероксидом лiнолевої кислоти. Уявнi значення KМ для 9-гiдропероксиду
лiнолевої кислоти i 13-гiдропероксиду лiнолевої кислоти становили 3,92 i 6,31 мкМ, вiд-
повiднi значення Vmax — 5,54 i 1,94 мкM/хв. 9-гiдропероксид лiнолевого спирту iнгiбував
ГПЛ з IC50 20 мкМ. Фосфатидна кислота пригнiчувала ГПЛ на 40% при 50 мкМ, що
вказує на роль цього фосфолiпiду в пiдтриманнi внутрiшньоклiтинного рiвня гiдропер-
оксидiв лiпiдiв.

Ключовi слова: гiдропероксидлiаза, проростки картоплi, 13-гiдропероксид лiнолевої
кислоти, 9-гiдропероксид лiнолевої кислоти, 9-гiдропероксид лiнолевого спирту, фосфа-
тидна кислота.

Фiтооксилiпiни — бiологiчно активнi речовини рослин, синтезованi за участю ферментiв
лiпоксигеназного шляху окиснення полiненасичених жирних кислот. Однiєю з ланок лiпо-
ксигеназної сигнальної системи є гiдропероксидлiази (ГПЛ) (EC 4.1.2.-) — ферменти, що
каталiзують перетворення первинних продуктiв лiпоксигеназних реакцiй: 9-гiдропероксилi-
нолевої та 9-гiдропероксилiноленової кислот у С9-альдегiди та С9-альдокислоти i 13-гiдро-
пероксилiнолевої та 13-гiдропероксилiноленової кислот у С6-альдегiди та С12-альдокислоти.
Продукти гiдропероксидлiазних реакцiй швидше, нiж жасмонова кислота, накопичуються
при пораненнi, створюючи хiмiчний захисний бар’єр для проникнення iнфекцiї. Данi що-
до фiзiологiчної дiї гiдропероксидлiазних метаболiтiв 9-лiпоксигеназного шляху утворення
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оксилiпiнiв — С9-альдегiдiв та С9-альдокислот i подальшi їх перетворення на вiдмiну вiд
бiологiчної активностi С6-альдегiдiв та С12-альдокислот на сьогоднi практично вiдсутнi.
Вважають, що деякi з лiпоксигеназних метаболiтiв задiянi в захистi рослини вiд патоген-
них факторiв, виконуючи функцiї сигнальних молекул та вторинних месенджерiв [1]. Сти-
мулювання 9-лiпоксигеназного шляху при бiотичних стресах пов’язують з участю даного
лiпоксигеназного шляху в адаптацiї рослинної клiтини до дiї стресових чинникiв [2, 3].
Навпаки, комахи провокують селективне пригнiчення гiдропероксидлiазної ланки оксилi-
пiнового шляху [4, 5].

Необхiднiсть з’ясування фiзiологiчної ролi 9-гiдропероксидлiазних метаболiтiв в умовах
адаптацiї рослинної клiтини до дiї стресових чинникiв обумовлює iнтерес до отримання
цих сполук в напiвпрепаративних кiлькостях ферментативно з використанням 9-ГПЛ для
подальшого дослiдження їх впливу на функцiонування рослинної клiтини. Встановлено, що
серед продуктiв трансформацiї 9- та 13-гiдропероксидiв лiнолевої кислоти безклiтинними
екстрактами з бульб картоплi є як 9-, так i 13-гiдропероксидлiазнi продукти [6]. На вiдмiну
вiд бульб у листi картоплi виявляють лише 13-гiдропероксидлiазну активнiсть, рiвень якої
може змiнюватися в умовах дiї стресових чинникiв [7, 8]. З метою пошуку збагаченого гiд-
ропероксидлiазною активнiстю джерела для отримання ферменту, що буде використаний
в розробцi способiв ферментативного синтезу 9-гiдропероксидлiазних метаболiтiв, необхiд-
но було провести порiвняльне дослiдження активностi ферменту в бульбах та проростках
картоплi за умов її зберiгання, визначити оптимальнi умови та кiнетичнi характеристи-
ки гiдропероксидлiазної реакцiї трансформацiї 9- та 13-гiдропероксидiв лiнолевої кислоти.
З огляду на те, що ГПЛ є мембраноасоцiйованими ферментами, цiкавим було встановити
вплив фосфатидної кислоти як лiпiдного компонента мембран живої клiтини на перебiг
гiдропероксидлiазної реакцiї.

В роботi були використанi лiнолева кислота, лiнолевий спирт, неiонний детергент Lubrol
PX, анiонний детергент Brij-99, лiпоксигеназа iз сої, фосфатидна кислота (“Sigma”, США),
С18-картриджi (Burdick&Jackson, Inc.), ДЕАЕ-Toyopearl (“Toyo-Soda”, Японiя). Бiологiчний
об’єкт — проростки картоплi сорту “Луговська” на стадiї iнiцiацiї проростання (45–60 дiб
термiну зберiгання бульб).

Синтез 9-гiдропероксидiв лiнолевої кислоти та спирту проводили з використанням лiпо-
ксигенази з бульб картоплi, а 13-гiдропероксиду лiнолевої кислоти — за наявностi лiпоксиге-
нази iз сої з наступним очищенням на С18-мiкроколонцi (октадецил (С18) картридж) [6, 9].
Контроль чистоти отриманих гiдропероксидiв (вище 95%) проводили методом обернено фа-
зової високоефективної рiдинної хроматографiї на колонцi LiChrosorb RP-18 (Merk) з ви-
користанням рефрактометричного детектора та рухомої фази — метанол : вода = 9 : 1
(0,1% H3PO4, v/v).

Основним лiпоксигеназним метаболiтом у бульбах картоплi є 9(S)-гiдропероксид лiно-
левої кислоти [10], кiлькiсть якого значно зростає в перiод мiж 45-ю i 60-добою зберiгання
бульб картоплi (стадiя iнiцiацiї проростання). В серiї експериментiв по вивченню гiдроперо-
ксидлiазної активностi за умов зберiгання бульб картоплi встановлено, що на стадiї iнiцiацiї
проростання (45–60 дiб) в проростках спостерiгається максимальна активнiсть ГПЛ. На ста-
дiї апiкального домiнування (15–45 дiб) активнiсть ферменту практично вiдсутня, а на стадiї
дочiрнiх бульб (210 дiб) — зменшується в 2–3 рази порiвняно з активнiстю на стадiї iнiцiа-
цiї проростання. Такi коливання активностi ферменту можуть бути свiдченням його участi
в процесах активних метаболiчних змiн, що забезпечують перехiд рослинної клiтини iз стану
спокою у функцiонально активний стан, i пов’язанi як з мiграцiєю i розпадом лiпiдiв, так i
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Рис. 1. Залежностi активностi ГПЛ вiд pH реакцiйного середовища (а) та кiлькостi субстрату гiдроперо-
ксидлiази (б )

з утилiзацiєю їх за участю лiпоксигеназ та ГПЛ. Для видiлення ферменту використовували
проростки картоплi, як рослинний матерiал з найвищою гiдропероксидлiазною активнiстю.
Очищення препаратiв ГПЛ з проросткiв картоплi проводили за схемою, що складалася
з екстракцiї за наявностi 0,01% Brij-99, висолювання 25–50% сульфатом амонiю, дiалiзу
та хроматографiї на ДЕАЕ-Toyopearl (0,025 М трис-НСl, pH 7,5; градiєнт 0–0,2 М NaCl).
Пiк елюцiї гiдропероксидлiазної активностi спостерiгався в iнтервалi 0,055–0,065 М NaCl.
Визначали активнiсть ГПЛ спектрофотометрично (спектрофотометр Specord M-40, “Carl
Zeiss”, Нiмеччина), реєструючи зменшення з часом оптичної густини реакцiйної сумiшi при
λ = 234 нм, що вiдповiдає максимальному поглинанню спряженого дiєнового хромофору
в молекулi гiдропероксиду (молярний коефiцiєнт екстинкцiї 23000 М−1 · см−1).

Було дослiджено вплив на перебiг гiдропероксидлiазної реакцiї pH реакцiйного середо-
вища. Залежностi стацiонарної швидкостi гiдропероксидлiазної реакцiї розщеплення 9- та
13-гiдропероксидiв лiнолевої кислоти вiд pH реакцiйного середовища наведенi на рис. 1.
Дзвоникоподiбна форма кривих вказує на участь в реакцiї двох iоногенних груп ферменту
з удаваними значеннями рК, якi наведенi в табл. 1. Розрахунок проведено у вiдповiдно-
стi з (f−) pH-функцiєю Мiхаелiса за рiвнянням Vst = Vopt/(1 + [H+]/K1 +K2/[H+]) + c, де
Vst — стацiонарна швидкiсть реакцiї, Vopt — стацiонарна швидкiсть реакцiї при оптималь-
ному значеннi pH, K1 i K2 — константи дисоцiацiї iоногенних груп ферменту, c — експери-
ментальна константа. Оптимальнi для перебiгу гiдропероксидлiазної реакцiї трансформацiї
9- та 13-гiдропероксидiв лiнолевої кислоти значення pH становили 6,3 та 6,5 вiдповiдно. На
рис. 1, б зображенi залежностi гiдропероксидлiазної активностi вiд концентрацiї субстра-

Таблиця 1. Значення рK1, рK2, Vopt для гiдропероксидлiази з проросткiв картоплi

Параметр

Субстрат гiдропероксидлiази

9-гiдропероксид
лiнолевої кислоти

13-гiдропероксид
лiнолевої кислоти

рK1 8,03± 0,14 8,51 ± 0,13
рK2 4,61± 0,16 4,49 ± 0,18
Vopt, мкM/хв 5,27± 0,36 1,80 ± 0,11
c, мкM/хв — 0,61 ± 0,10
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Рис. 2. Залежностi активностi ГПЛ вiд концентрацiї фосфатидної кислоти (а) та гiдропероксиду лiнолевого
спирту (б )

тiв — 13- та 9-гiдропероксидiв лiнолевої кислоти в реакцiйних сумiшах, що мiстили: 0,1 М
натрiй-фосфатний буферний розчин (pH 6,3 та 6,5 вiдповiдно для 9- та 13-гiдропероксидiв
лiнолевої кислоти), 0,02% Lubrol PX, 10–70 мкМ гiдропероксиди лiнолевої кислоти.

Результати розрахунку уявних констант Мiхаелiса (KМ) та максимальної швидкостi ре-
акцiї (Vmax) у вiдповiдностi до рiвняння Мiхаелiса–Ментен наведенi в табл. 2. Порiвняння
отриманих нами кiнетичних параметрiв гiдропероксидлiазної реакцiї гiдролiзу 9- та 13-гiд-
ропероксидiв лiнолевої кислоти узгоджуються з лiтературними даними для ГПЛ з пророст-
кiв гороху та листя Solanum tuberozum [11, 12]. Так, значення уявних KМ у випадку 9- та
13-гiдропероксидiв лiнолевої кислоти в реакцiях, що каталiзувались ГПЛ з проросткiв го-
роху, становили 4,5 та 11,1 мкМ вiдповiдно [11]. Даних щодо регуляторiв активностi ГПЛ
в лiтературi на сьогоднi небагато. Так, вiдомо, що хлорид калiю значно стабiлiзує ГПЛ
в екстрактi з листя м’яти [13], високоочищена ГПЛ з листя амаранту чутлива до дiї норди-
гiдрогуарамової кислоти, 2(Е)-гексеналу та HgCl2 [14] i переважно трансформує 13-гiдропе-
роксид лiноленової кислоти з KМ 62,7 мкМ. Встановлено, що 2(Е)-гексенал значно iнгiбує
ГПЛ амаранту та виявляє комплексну дiю при взаємодiї рослина–патоген, вiдновлюючи
стiйкiсть рослини до патогенної iнфекцiї. Про високу специфiчнiсть до субстратiв реакцiї,
притаманну ГПЛ, свiдчить встановлений нами факт неможливостi гiдролiзу 9-гiдроперо-
ксиду лiнолевого спирту за наявностi ферменту, що вказує на необхiднiсть для перебiгу
гiдропероксидлiазного каталiзу наявностi в структурi субстрату карбоксильної групи.

Цiкавою виявилася здатнiсть 9-гiдропероксиду лiнолевого спирту iстотно блокувати пе-
ребiг реакцiї гiдропероксидлiазного перетворення гiдропероксидiв полiненасичених жирних
кислот за умов попередньої iнкубацiї з ферментом (рис. 2, б ). 9-гiдропероксид лiнолевого
спирту зменшував стацiонарну швидкiсть гiдропероксидлiазної реакцiї вдвiчi в концентра-

Таблиця 2. Кiнетичнi характеристики гiдропероксидлiази з проросткiв картоплi

Кiнетичний
параметр

Субстрат гiдропероксидлiазної реакцiї

9-гiдропероксид
лiнолевої кислоти

13-гiдропероксид
лiнолевої кислоти

KМ, мкМ 3,92± 0,38 6,31 ± 0,89
Vmax, мкM/хв 5,54± 0,16 1,94 ± 0,08
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цiї 20 мкМ. Вперше було дослiджено i вплив фосфатидної кислоти як сполуки, що входить
до мембран живої клiтини, на мембраноасоцiйований фермент — ГПЛ. Додавання в стан-
дартну реакцiйну сумiш фосфатидної кислоти в концентрацiях 10–50 мкМ призводило до
зменшення активностi ГПЛ (див. рис. 2, а).

Отже, фосфатидна кислота здатна iнгiбувати активнiсть ГПЛ i, таким чином, забезпе-
чувати пiдтримання необхiдного для клiтини рiвня лiпоксигеназних метаболiтiв. Необхiдно
вiдзначити, що дiя фосфатидної кислоти на ключовий фермент лiпоксигеназного шляху
утворення оксилiпiнiв є протилежною, а саме за наявностi фосфатидної кислоти iстотно
збiльшується активнiсть лiпоксигенази з бульб картоплi [15].

На пiдставi результатiв дослiдження можна стверджувати, що одним з перспективних
для отримання ферменту джерел є проростки картоплi. Вперше з проросткiв картоплi ви-
дiлена та очищена ГПЛ, що виявляє активнiсть як по вiдношенню до 9-гiдропероксиду
лiнолевої кислоти, так i до 13-гiдропероксиду лiнолевої кислоти, визначенi кiнетичнi пара-
метри гiдропероксидлiазної реакцiї, знайденi новi iнгiбiтори ферменту — 9-гiдропероксид
лiнолевого спирту та фосфатидна кислота. Отриманi нами результати розширюють сучаснi
уявлення щодо участi фосфатидної кислоти в регуляцiї гiдропероксидлiазної ланки лiпо-
ксигеназного шляху утворення оксилiпiнiв, а також можуть бути використанi при розробцi
способiв ферментативного синтезу 9- та 13-гiдропероксидлiазних метаболiтiв з метою до-
слiдження їх бiологiчної активностi.
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В.Н. Копич, О.В. Харченко

Каталитические свойства гидропероксидлиазы из проростков
картофеля

Институт биоорганической химии и нефтехимии НАН Украины, Киев

Изучены каталитические свойства гидропероксидлиазы (ГПЛ) из проростков картофеля.
ГПЛ экстрагировали из проростков картофеля и очищали центрифугированием, солюбили-
зацией в присутствии детергента, осаждением сульфатом аммония, ионообменной хро-
матографией. Значения pH 6,3 и pH 6,5 были оптимальными для гидролиза субстратов —
9-гидропероксида линолевой кислоты и 13-гидропероксида линолевой кислоты соответст-
венно. Субстратная специфичность очищенной на DEAE-Toyopearl ГПЛ была определена
путем изучения активности ГПЛ по отношению к 9-гидропероксиду линолевой кислоты,
9-гидропероксиду линолевого спирта и 13-гидропероксиду линолевой кислоты. Кажущиеся
значения KМ для 9-гидропероксида линолевой кислоты и 13-гидропероксида линолевой кисло-
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ты составили 3,92 и 6,31 мкМ, соответствующие значения Vmax — 5,54 и 1,94 мкM/мин.
9-гидропероксид линолевого спирта ингибировал ГПЛ с IC50 20 мкМ. Фосфатидная кислота
ингибировала ГПЛ на 40% при 50 мкМ, что свидетельствует о роли этого фосфолипида
в поддержании внутриклеточного уровня гидропероксидов липидов.

Ключевые слова: гидропероксидлиаза, проростки картофеля, 13-гидропероксид линолевой
кислоты, 9-гидропероксид линолевой кислоты, 9-гидропероксид линолевого спирта, фосфа-
тидная кислота.

V.M. Kopich, O.V. Kharchenko

Catalytic properties of hydroperoxide lyase from potato seedlings

Institute of Bioorganic Chemistry and Petrochemistry of the NAS of Ukraine, Kiev

Catalytic properties of hydroperoxide lyase (HPL) from potato seedlings are studied. HPL was
extracted from potato seedlings and purified by centrifugation, solubilization with detergent, ammo-
nium sulfate precipitation, and ion-exchange chromatography. pH 6.3 and 6.5 were optimum for
the lysis of 9-hydroperoxy-linoleic acid and 13-hydroperoxy-linoleic acid substrates, respectively. The
substrate specificity of the DEAE-Toyopearl-purified HPL was determined by examining the activiti-
es of the HPL with 9-hydroperoxy-linoleic acid, 9-hydroperoxy-linoleic alcohol and 13-hydroperoxy-
linoleic acid. Apparent KМ values for 9-hydroperoxy-linoleic acid and 13-hydroperoxy-linoleic acid
were 3.92 and 6.31 µM. Corresponding Vmax values were 5.54 and 1.94 µM/min. 9-hydroperoxy-
linoleic alcohol inhibits HPL with an IC50 of 20 µM. Phosphatidic acid inhibits HPL by about 40%
at 50 µM, indicating a role of this phospholipid in the maintenance of cellular levels of lipid
hydroperoxides.

Keywords: hydroperoxide lyase, potato seedlings, 13-hydroperoxide of linoleic acid, 9-hydroperoxi-
de of linoleic acid, 9-hydroperoxide of linoleic alcohol, phosphatidic acid.
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