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Аннотация. Методами атомно-силовой микроскопии (АСМ) и спектрофотометрии (СФ) исследован 
эффект инкубации раствора пероксидазы хрена (ПХ) вблизи запястья пациента с сердечно-сосудистым 
заболеванием (ССЗ), а также вблизи запястья здорового добровольца на адсорбционные свойства и актив-
ность этого фермента. После инкубации вблизи запястья пациента с ССЗ наблюдалась адсорбция агрега-
тов ПХ на свежесколотой слюде наряду с мономерной формой фермента. В случае здорового добровольца 
адсорбция агрегатов ПХ не наблюдалась, как и в случае контрольного образца фермента. При этом фер-
ментативная активность ПХ относительно контрольного образца возрастала в обоих случаях. Принимая 
во внимание широкое использование ПХ в медицинской диагностике, а также важное значение перок-
сидаз как биомаркеров ССЗ обнаруженные экспериментальные факты полезно учитывать при разработке 
новых систем диагностики заболеваний человека, в том числе ССЗ и воспалительных заболеваний.
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Abstract. By atomic force microscopy (AFM) and spectrophotometry (SP), the effect of incubating a horseradish 
peroxidase (HRP) solution near the wrist of a patient with cardiovascular disease (CVD), as well as near the wrist 
of a healthy volunteer, on the adsorption properties and activity of this enzyme has been studied. After the incu-
bation, adsorption of HRP aggregates onto freshly cleaved mica, along with the monomeric form of the enzyme, 
was observed near the wrist of the patient with CVD. No adsorption of HRP aggregates was observed in the case 
of the healthy volunteer, nor with the control enzyme sample. However, the enzymatic activity of HRP relative to 
the control sample increased in both cases. Given the wide use of HRP in medical diagnostics and the importance 
of peroxidases as CVD biomarkers, these experimental findings may be useful in developing new diagnostic sys-
tems for human diseases, including CVD and inflammatory conditions.
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ВВЕДЕНИЕ
Сердечно-сосудистые заболевания (ССЗ) являются 
причиной более половины всех смертей в России, 
достигая 57% [1]. Таким образом, ССЗ являются не 
только основным фактором смертности в нашей 
стране [2], но и ложатся тяжелым бременем на эко-
номику [2, 3], представляя собой одну из  важ-
нейших комплексных социально-экономиче-
ских и  медицинских проблем  [2]. В  этой связи, 
необходима активизация работ по диагностике 

INTRODUCTION
Cardiovascular diseases (CVD) are responsible for more 
than half of all deaths in Russia, reaching 57%  [1]. 
Thus, CVD is not only the leading cause of death in our 
country [2], but also places a heavy burden on economy 
[2, 3], representing one of the most important com-
plex socio-economic and medical problems [2].In this 
regard, it is necessary to intensify efforts to diagnose 
and treat CVD  [1]. In our work, we describe exper-
imental facts that may be useful in development 
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of diagnostic systems, including systems for diagnos-
ing CVD.

Biochemical processes in a human body are reg-
ulated by enzymes  [4]. For example, peroxidases 
catalyse oxidation of various substrates by hydro-
gen peroxide, participating in such important pro-
cesses as defence mechanisms, immune response 
and pathogenesis  [5]. Among peroxidases, haem-
containing peroxidases can be distinguished, such 
as myeloperoxidases, lactoperoxidases, thyroid 
peroxidase, eosinophilic peroxidases, etc.  [5]. In 
this regard, it is worth noting the significant role 
of enzymological studies in the diagnosis and prog-
nosis of the effect of treatment of diseases [6], since 
some haem-containing peroxidases are biomarkers 
of human diseases, including CVD. For example, 
myeloperoxidase is a biomarker of inflammatory 
processes (in particular, rheumatoid arthritis) 
and CVD (namely, ischaemic heart disease and 
acute coronary syndrome) [7]. Eosinophilic peroxi-
dase can be used as a biomarker of inflammatory 
processes in rhinosinusitis  [8] and asthma  [9]. 
It should be noted that mature myeloperoxidase 
is present in a human body in dimeric form [10]. 
Thus, one of the important tasks of enzymology is 
to study changes in the physicochemical proper-
ties of haem-containing peroxidases in pathologi-
cal conditions, in particular, in CVD.

In this study, horseradish root peroxidase (HRP) 
was used as a model enzyme. This haem-containing 
peroxidase has been comprehensively characterised 
in the literature and is a glycoprotein with a molec-
ular weight of 40–44 kDa [11, 12], containing 18 to 
27% carbohydrate chains that stabilise the enzyme 
structure [12, 13]. It should be noted that HRP is 
widely used as a reporter enzyme in medical diag-
nostic systems  [14], in particular, in systems for 
the diagnosis of infectious diseases  [14] and CVD 
[15, 16]. This circumstance also increases impor-
tance of studying the external factors influence on 
the physicochemical properties of HRP.

In our experiments, using atomic force micros-
copy (AFM) and spectrophotometry (SP), we studied 
the effect of incubating a solution of haem-contain-
ing peroxidase – HRP, used as a model object – near 
the wrist of a patient with cardiovascular disease 
(CVD) and near the wrist of a healthy volunteer 
on its adsorption properties and enzymatic activ-
ity. It was found that from the HR solution incu-
bated near the wrist of a patient with an artificial 
mitral valve, the enzyme was adsorbed onto freshly 
crushed mica in the form of a mixture of monomers 
and aggregates. In contrast, in the case of the HRP 
solution incubated near the wrist of a healthy vol-
unteer, HRP was adsorbed onto mica in the form 

и лечению ССЗ [1]. В нашей работе мы описываем 
экспериментальные факты, учет которых может 
быть полезен в  разработке диагностических 
систем, включая системы для диагностики ССЗ.

Биохимические процессы в  организме чело-
века регулируются ферментами [4]. Так, перокси-
дазы катализируют окисление пероксидом водо-
рода различных субстратов, участвуя в  таких 
важных процессах, как защитные механизмы, 
иммунный ответ и  патогенез  [5]. Среди перок-
сидаз можно выделить гем-содержащие перок-
сидазы, такие как миелопероксидазы, лактопе-
роксидазы, тиреоидную пероксидазу, эозино-
фильные пероксидазы и пр. [5]. В этой связи сле-
дует отметить значимую роль энзимологических 
исследований в диагностике и прогнозировании 
эффекта лечения заболеваний [6], так как некото-
рые гем-содержащие пероксидазы являются био-
маркерами заболеваний человека, в  том числе 
ССЗ. Так, миелопероксидаза является биомарке-
ром воспалительных процессов (в частности, рев-
матоидного артрита) и ССЗ (а именно, ишемичес
кой болезни сердца и  острого коронарного син-
дрома)  [7]. Эозинофильная пероксидаза может 
использоваться как биомаркер воспалитель-
ных процессов при риносинусите [8] и астме [9]. 
Отметим, что зрелая миелопероксидаза представ-
лена в организме человека в димерной форме [10]. 
Таким образом, одной из важных задач энзимо-
логии является исследование изменений физико-
химических свойств гем-содержащих пероксидаз 
при патологических состояниях, в частности, при 
ССЗ.

В представленной работе в качестве модельного 
фермента использована пероксидаза из  корней 
хрена (ПХ). Эта гем-содержащая пероксидаза все-
сторонне охарактеризована в литературе и пред-
ставляет собой гликопротеин с молекулярной мас-
сой 40–44 кДа [11, 12], включающей от 18 до 27% угле-
водных цепей, стабилизирующих структуру фер-
мента [12, 13]. Отметим, что ПХ широко исполь-
зуется в качестве репортерного фермента в систе-
мах для медицинской диагностики [14], в частно-
сти, в системах для диагностики инфекционных 
заболеваний [14] и ССЗ [15, 16]. Это обстоятельство 
также повышает важность исследования влияния 
воздействий внешних факторов на физико-хими-
ческие свойства ПХ.

В  наших экспериментах методами атомно-
силовой микроскопии (АСМ) и спектрофотомет
рии (СФ) исследовано влияние инкубации раст
вора гем-содержащей пероксидазы – ПХ, исполь-
зованной в качестве модельного объекта вблизи 
запястья пациента с сердечно-сосудистым заболе-
ванием (ССЗ), а также вблизи запястья здорового 
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добровольца на ее адсорбционные свойства и фер-
ментативную активность. Было обнаружено, что 
из раствора ПХ, инкубированного вблизи запя-
стья пациента с искусственным митральным кла-
паном, фермент адсорбировался на свежесколо-
тую слюду в виде смеси мономеров и агрегатов. 
Напротив, в случае раствора ПХ, инкубирован-
ного вблизи запястья здорового добровольца, ПХ 
адсорбировалась на слюду в виде мономеров – как 
и в случае контрольного образца фермента, инку-
бированного в изолированном помещении. При 
этом ферментативная активность ПХ в реакции 
окисления 2,2′-азино-бис(3-этилбензотиазолин-6-
сульфоната) (АБТС) пероксидом водорода повыша-
лась относительно контрольного образца как в экс-
перименте с  участием здорового добровольца, 
так и в эксперименте с участием пациента с ССЗ. 
Полученные в работе результаты полезно исполь-
зовать в  разработке новых систем диагностики 
заболеваний человека, в том числе ССЗ и воспали-
тельных заболеваний.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Использованные реактивы
Фермент  –  пероксидаза из  корней хрена (Sigma 
Cat. # P6782)  –  и  его субстрат АБТС (Sigma Cat. # 
A-1888)  были закуплены у  фирмы Sigma (США). 
Слюда для  АСМ-экспериментов была закуплена 
у фирмы SPI (США). 2 мМ фосфатно-солевой буфер-
ный раствор в модификации Дульбекко (ФСБ-Д; 
pH 7,4) для  измерений методом АСМ готовили 
путем растворения смеси солей, закупленной 
у  фирмы Pierce (США), в  ультрачистой деиони-
зированной воде. Фосфат-цитратный буферный 
раствор (51  мМ Na2HPO4, 24  мМ лимонной кис-
лоты, pH 5,0) для измерений методом СФ готовили 
с использованием реактивов, имеющих квалифи-
кацию не ниже ч.д.а., которые были закуплены 
у  фирмы "Реахим" (Россия). Пероксид водорода 
(H2O2; 30%, ч.д.а.) также был закуплен у фирмы 
"Реахим" (Россия). Все растворы готовили, исполь-
зуя ультрачистую воду (18.2 MОм×см), которую 
получали с  помощью установки Simplicity UV 
(Millipore, Франция).

Методика эксперимента
В экспериментах использовали 0,1 мкМ раствор 
ПХ в 2 мМ ФСБ-Д. Исследуемые образцы раствора 
ПХ объемом 1 мл пипетировали в полипропиле-
новые пробирки типа "Эппендорф" номинальным 
объемом 1,7 мл. Пробирки с исследуемыми образ-
цами раствора фермента размещали следующим 
образом: на левой руке на лучевой кости вблизи 
запястья пациента с  искусственным митраль-
ным клапаном (рабочий образец А); на  левой 

of monomers, as in the case of the control enzyme 
sample incubated in an isolated room. At the same 
time, the enzymatic activity of HR P in oxida-
tion reaction of 2,2′-azino-bis(3-ethylbenzothia-
zoline-6-sulfonate) (ABTS) with hydrogen perox-
ide increased relative to the control sample both 
in the experiment with a healthy volunteer and in 
the experiment with a patient with CVD. The results 
obtained in this study are useful in development 
of new diagnostic systems for human diseases, 
including CVD and inflammatory diseases.

RESEARCH METHODS
Reagents used
The enzyme (peroxidase from horseradish roots 
(Sigma Cat. # P6782)) and its substrate ABTS 
(Sigma Cat. # A-1888) were purchased from Sigma 
(USA). Mica for ACM experiments was purchased 
from SPI (USA). The 2 mM Dulbecco's modified phos-
phate-saline buffer solution (PBS-D; pH 7.4) for 
AFM measurements was prepared by dissolving 
a mixture of salts purchased from Pierce (USA) in 
ultrapure deionised water. The phosphate-citrate 
buffer solution (51 mM Na2HPO4, 24 mM citric acid, 
pH 5.0) for SP measurements was prepared using 
reagents of at least analytical grade purchased 
from Reakhim (Russia). Hydrogen peroxide (H2O2; 
30%, analytical grade) was also purchased from 
Reakhim (Russia). All solutions were prepared 
using ultrapure water (18.2 MΩ×cm), which was 
obtained using a Simplicity UV system (Millipore, 
France).

Experimental methodology
The  e x p e r i me nt s  u s e d  a  0.1  μ M  s olut ion 
of  H R P i n 2   m M PBS-D. The test  sa mples 
of the HRP solution, with a volume of 1  ml, were 
pipetted into polypropylene Eppendorf tubes with a 
nominal volume of 1.7 ml. The tubes with the enzyme 
solution samples were placed as follows: on the left 
arm on the radius near the wrist of a patient with an 
artificial mitral valve (working sample A); on the left 
arm on the radius near the wrist of a healthy per-
son (working sample B); in an isolated room for 
control measurements at a distance of 10  m from 
the incubation point of the working samples (control 
sample). The incubation time of the enzyme solution 
under these conditions was 30 minutes.

In addition to the above samples, a sample 
of the HRP solution incubated near a GSM standard 
mobile phone (Nokia 105 model) switched on to call 
a subscriber for 30 seconds (working sample T) was 
also examined. The enzyme solution samples were 
then transferred for analysis using AFM and SP 
methods.
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AFM measurements
AFM measurements were performed using the method 
described in our previous publications [17–19]. Briefly, 
we used the method of direct adsorption of the enzyme 
from the test samples onto substrates made of freshly 
crushed mica. A 7 × 15 mm substrate was placed 
in a test tube with the test sample and incubated 
for 10 minutes in a Thermomixer Comfort shaker 
(Eppendorf, Germany) at room temperature and 
600 rpm.

AFM measurements were performed on an NTEGRA 
Prima device (NT-MDT, Zelenograd, Russia) in inter-
mittent contact mode using NSG10 cantilevers 
(TipsNano, Estonia; needle radius 10 nm; resonance 
frequency from 47 to 150 kHz, force constant from 
0.35 to 6.1 N/m). For each sample, at least 25 scans 
measuring 2´2 μm were obtained in different areas 
of the substrate surface. The microscope was calibrated 
in height using a TGZ1 calibration grid (NT-MDT, 
Russia, step height 21.4 ± 1.5 nm) [17].

In blank experiments performed using pure 
2 mM FSB-D without enzyme, no objects with heights 
>0.5 nm were observed on the surface of the substrates.

The AFM data analysis was performed using 
the method described in [17]. The relative distribution 
of objects visualised by the AFM method by height ρ(h) 
was calculated according to the ratio [17–19]:

	 ρ(h) = (Nh/N) × 100%,

where Nh – number of objects visualised on 
the substrate with a height h, and N – total number 
of particles visualised on the substrate.

SP measurements
The activity of HRP in the samples studied was assessed 
using the method proposed by Sanders et al. [20] and 
described in our previous works [17–19]. In short, we deter-
mined the dependence of light absorption A of the reaction 
mixture on time t. This mixture contained 30 μl 
of the studied 0.1 μM HRP solution in 3 ml of phosphate-
citrate buffer solution (pH 5.0), i.e., the final enzyme con-
centration in the reaction mixture was 1 nM. The reaction 
mixture also contained 0.3 mM ABTS and 2.5 mM H2O2 [17–
20]. A(t) measurements were performed at a wavelength of 
405 nm in a quartz cuvette with an optical path length of 
1 cm. The activity of HRP in the studied samples was cal-
culated as described in [17, 21] and expressed in relative 
units per 1 ml of enzyme solution [21].

RESULTS
Results of measurements using the AFM method
Figure 1 shows typical AFM images of the surface 
of substrates incubated in the studied samples of HRP 
solution.

руке на  лучевой кости вблизи запястья здоро-
вого человека (рабочий образец Б); в изолирован-
ной комнате для контрольных измерений на рас-
стоянии 10 м от точки инкубации рабочих образ-
цов (контрольный образец). Время инкубации 
раствора фермента в указанных условиях состав-
ляло 30 мин.

Помимо указанных образцов, так же иссле-
довали образец раствора ПХ, инкубированный 
вблизи сотового телефона стандарта GSM (модель 
Nokia 105), включенного на вызов абонента, в тече-
ние 30 с (рабочий образец Т). Далее образцы раст
вора фермента передавали на анализ методами 
АСМ и СФ.

АСМ-измерения
АСМ-измерения проводили по методике, описан-
ной в наших предыдущих публикациях [17–19]. 
Коротко: использовали метод непосредственной 
адсорбции фермента из исследуемых образцов на 
подложки из свежесколотой слюды. Подложку раз-
мером 7 × 15 мм помещали в пробирку с исследуе-
мым образцом и инкубировали в течение 10 мин 
во встряхивателе Thermomixer Comfort (Eppendorf, 
ФРГ) при комнатной температуре и 600 об./мин.

АСМ-измерения проводили на приборе NTEGRA 
Prima (NT-MDT, Зеленоград, Россия) в режиме 
прерывистого контакта с использованием кан-
тилеверов NSG10 ("TipsNano", Эстония; радиус 
иглы 10 нм; резонансная частота от 47 до 150 кГц, 
силовая постоянная от 0,35 до 6,1 Н/м). Для каж-
дого образца получали не менее 25 сканов разме-
ром 2×2 мкм в разных участках поверхности под-
ложки. Калибровку микроскопа по высоте прово-
дили по калибровочной решетке TGZ1 (НТ-МДТ, 
Россия, высота шага 21,4 ± 1,5 нм) [17].

В холостых опытах, выполненных с использо-
ванием чистого 2 мМ ФСБ-Д, не содержащего фер-
мент, на поверхности подложек не наблюдали объ-
ектов с высотами >0,5 нм.

Анализ данных АСМ проводили по методике, 
описанной в [17]. Относительное распределение 
визуализированных методом АСМ объектов по 
высотам ρ(h) рассчитывали согласно соотношения 
[17–19]:

	 ρ(h) = (Nh/N) × 100%,

где Nh – число визуализированных на подложке 
объектов с высотой h, а N – общее количество 
визуализированных на подложке частиц.

СФ-измерения
Активность П Х в исс ледованных образца х 
оценивали по методике, предложенной Сандерс 
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The AFM images shown in Fig.1 illustrate the fact 
that in the above-described experiments, HRP was 
adsorbed onto the surface of freshly cleaved mica in 
the form of compact objects. For an accurate analy-
sis of HRP adsorption on mica, the relative distri-
butions of objects visualised by the AFM method 
according to heights ρ(h) obtained for each stud-
ied HRP solution sample were used. The graphs 
of the ρ(h) functions obtained by analysing the AFM 
data are shown in Fig.2.

The d ata presented in Fig.2 show t hat in 
the control experiments (black curve), the maximum 
of the function ρ(h) corresponded to object heights 
hmax = 1.0±0.2 nm. As previously shown in [18], in 
the case of HRP adsorption on freshly cut mica, 
such heights of AFM-visualised compact objects cor-
respond to HRP monomers. A similar situation was 
observed for a HRP sample incubated on the radius 
bone near the wrist of a healthy volunteer: for this 
sample, the maximum of the ρ(h) function also cor-
responded to hmax = 1.0±0.2 nm (Fig.2, blue curve).

In the case of a sample incubated on the radius 
bone near the wrist of a patient with an artificial 
mitral valve, the curve of the corresponding func-
tion ρ(h) showed a maximum hmax1 = 1.2±0.2 nm cor-
responding to HRP monomers [18], maxima hmax2 = 
1.8 nm and hmax3 = 3.8 nm were observed (Fig.2, red 
curve). As discussed earlier, objects with heights ≥ 
1.8 nm correspond to aggregate forms of HRP [18].

It should be noted that in the case of analysis of a 
sample of HRP solution subjected to short (30-sec-
ond) incubation near a mobile phone switched on 
to call a subscriber, objects with different heights 
were observed on the mica surface: enzyme: along 
with HRP monomers, a significant number of HRP 
aggregates with maximum heights of 2.4; 3.4; 4.8; 
7.0 and 9.4 nm were observed.

Results of measurements using the SP method
Figure 3 shows the curves of dependencies A(t) 
obtained for each of the studied HRP samples.

The c u r ves  show n i n F ig.3  i nd ic ate  t h at 
the enzymatic activity of HRP in the ABTS oxidation 
reaction increased in all working samples of HRP 
relative to the control sample of the enzyme solu-
tion. The data obtained by the SP method are sum-
marised in Table 1.

The data presented in Table 1 show that in 
the case of the HRP sample incubated near the wrist 
of a patient with an artificial mitral valve (working 
sample A), HRP activity increased by 19% relative 
to the control sample. In the case of the HRP sam-
ple incubated near the wrist of a healthy volunteer, 
the increase in activity was slightly less significant 
(11%).

с сотр. [20] и описанной в наших предыдущих 
работах [17–19]. Коротко: определяли зависимость 
с в е т о по г лощ е н и я  A  р е а к ц ио н но й  с ме с и 
от времени t. Эта смесь содержала 30  мк л 
исследуемого 0,1 мкМ раствора ПХ в 3 мл фосфат-
цитратного буферного раствора (pH 5,0), то есть 
конечная концентрация фермента в реакционной 
смеси была 1  нМ. Реакционная смесь так же 
содержала 0,3  мМ АБТС и 2,5  мМ H2O2 [17–20]. 
Измерения A(t) проводили при длине волны 
405 нм в кварцевой кювете с длиной оптического 
пути 1  см. Активность ПХ в исследованных 
образцах рассчитывали, как описано в [17, 21] и 
выражали в отн. ед. на 1 мл раствора фермента 
[21].

РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты измерений методом АСМ
Н а рис.1  п р е д с т а в ле н ы т и п и ч н ые АС М-
изображения поверхности подложек, инкубиро-
ванных в исследуемых образцах раствора ПХ.

Представленные на рис.1 АСМ-изображения 
иллюстрируют факт того, что в вышеописанных 
экспериментах ПХ адсорбировалась на поверх-
ность свежесколотой слюды в виде компактных 
объектов. Для точного анализа адсорбции ПХ на 
слюде использовали относительные распределе-
ния визуализированных методом АСМ объектов 
по высотам ρ(h), полученные для каждого исследо-
ванного образца раствора ПХ. Полученные путем 
анализа данных АСМ-графики функций ρ(h) пред-
ставлены на рис.2.

Из представленных на рис.2 данных видно, что 
в контрольных экспериментах (черная кривая) 
максимум функции ρ(h) соответствовал высотам 
объектов hmax = 1,0±0,2 нм. Как ранее было пока-
зано в [18], в случае адсорбции ПХ на свежесколо-
тую слюду такие высоты АСМ-визуализированных 
компактных объектов соответствуют мономе-
рам ПХ. Аналогичная ситуация наблюдалась для 
образца ПХ, инкубированного на лучевой кости 
вблизи запястья здорового добровольца: для этого 
образца максимум функции ρ(h) также соответ-
ствовал hmax = 1,0±0,2 нм (рис.2, синяя кривая).

В случае же образца, инкубированного на луче-
вой кости вблизи запястья пациента с искусствен-
ным митральным клапаном, на кривой соответ-
ствующей функции ρ(h) наряду с максимумом 
hmax1 = 1,2±0,2 нм, соответствующим мономерам 
ПХ [18], наблюдались максимумы hmax2 = 1,8 нм и 
hmax3 = 3,8 нм (рис.2, красная кривая). Как обсуж-
дено ранее, объекты с высотами ≥ 1,8 нм соответ-
ствуют агрегатным формам ПХ [18].

Отметим, что в случае анализа образца раст
вора ПХ, подвергнутого короткой (30-секундной) 
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DUSCUSSION
I n  t h e  e x p e r i m e nt s  d e s c r i b e d,  we  fo u n d 
a significant change in the adsorption properties 
of HRP on freshly crushed mica after incubating 
a sample of this enzyme near the wrist of a patient 
with an artificial mitral valve, namely, adsorption 

инкубации вблизи сотового телефона, включен-
ного на вызов абонента, на поверхности слюды 
наблюдались объекты с различными высотами: 
фермента: наряду с мономерами ПХ наблюдалось 
значительное количество агрегатов ПХ с максиму-
мами высот 2,4; 3,4; 4,8; 7,0 и 9,4 нм.
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Рис.1. Типичные АСМ-изображения поверхности подложек из свежесколотой слюды, инкубированных в исследованных 
образцах раствора ПХ. Образцы ПХ выдерживали на левой руке вблизи запястья пациента с искусственным митраль-
ным клапаном (рабочий образец А, a), на левой руке на лучевой кости вблизи запястья здорового человека (рабочий обра-
зец Б, b), в изолированной комнате для контрольных измерений на расстоянии 10 м от точки инкубации рабочих образ-
цов (контрольный образец, c) или вблизи сотового телефона стандарта GSM, включенного на вызов абонента (рабочий 
образец Т, d). Экспериментальные условия: 0,1 мкМ ПХ в 2 мМ ФСБ-Д, pH – 7,4, время инкубации – 30 мин (a–c) или 30 с (d). 
Размер каждого скана 2 × 2 мкм.
Fig.1. Typical AFM images of the surface of freshly cleaved mica substrates incubated in the studied samples of HRP solution. The HRP 
samples were kept on the left hand near the wrist of a patient with an artificial mitral valve (working sample A, a), on the left hand on 
the radius near the wrist of a healthy volunteer (working sample B, b), in an isolated room for control measurements at a distance of 10 m 
from the incubation point of the working samples (control sample, c) or near a GSM cell phone turned on for a subscriber (working sample 
T, d). Experimental conditions: 0,1 µM HRP in 2 mM PBS-D, pH – 7.4, incubation time – 30 min (a–c) or 30 sec (d). The size of each scan 
is 2 × 2 μm.
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Результаты измерений методом СФ
На рис.3 представлены кривые зависимостей A(t), 
полученные для каждого из исследованных образ-
цов ПХ.

Представленные на рис.3 кривые показывают, 
что ферментативная активность ПХ в реакции 
окисления АБТС во всех рабочих образцах ПХ воз-
растала относительно контрольного образца раст
вора фермента. Полученные методом СФ данные 
суммированы в табл.1.

Представленные в табл.1 данные показывают, 
что в случае образца ПХ, инкубированного вблизи 
запястья пациента с искусственным митраль-
ным клапаном (рабочий образец А), активность 
ПХ возрастала на 19% относительно контроль-
ного образца. В случае образца ПХ, инкубирован-
ного вблизи запястья здорового добровольца, рост 
активности был несколько менее значительным 
(11%).

ОБСУЖДЕНИЕ 
В описанных экспериментах нами обнаружено 
существенное изменение адсорбционных свойств 
ПХ на свежесколотой слюде после инкубации 
образца этого фермента вблизи запястья паци-
ента с искусственным митральным клапаном, 
а именно, адсорбция на слюду олигомерных форм 
фермента. Важно отметить, что как из контроль-
ного образца, так и из рабочего образца, инкуби-
рованного вблизи запястья здорового добровольца, 
ПХ, напротив, адсорбировалась на слюду прак-
тически исключительно в мономерной форме. 
Отметим также, что после кратковременной (30 с) 
инкубации образца ПХ вблизи сотового телефона 

of oligomeric forms of the enzyme onto mica. It is 
important to note that both the control sample and 
the working sample incubated near the wrist 
of a healthy volunteer HRP, on the contrary, were 

Таблица 1. Результаты измерений ферментативной актив-
ности ПХ в исследованных образцах
Table 1. Results of measurements of the enzymatic activity of HRP 
in the studied samples

Образец
Sample

A, отн. ед./мл
A, r. u./mL

А/Аконтрольного 

образца, %
A/Acontrol sample, %

Рабочий образец А
Working sample A

49,36±0,34 119

Рабочий образец Б
Working sample B

46,07±1,06 111

Контрольный 
образец
Control sample

41,60±0,45 100

Рабочий образец Т
Working sample T

48,08±0,22 116
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Рис.2. Графики распределений относительного количест
ва визуализированных объектов по высотам ρ(h), получен-
ные для исследованных образцов раствора ПХ. Образцы 
ПХ выдерживали на левой руке вблизи запястья пациен-
та с искусственным митральным клапаном (рабочий об-
разец А, красная кривая), на левой руке на лучевой кости 
вблизи запястья здорового человека (рабочий образец B, 
синяя кривая), в изолированной комнате для контрольных 
измерений на расстоянии 10 м от точки инкубации рабо-
чих образцов (контрольный образец, черная кривая) или 
вблизи сотового телефона стандарта GSM, включенно-
го на вызов абонента (рабочий образец Т, зеленая кривая). 
Экспериментальные условия: 0,1 мкМ ПХ в 2 мМ ФСБ-Д, 
pH – 7,4, время инкубации – 30 мин (контрольный образец 
и рабочие образцы А, Б) или 30 с (рабочий образец Т)
Fig.2. Distribution plots of the relative number of visualized 
objects by heights ρ(h), obtained for the studied samples of HRP 
solution. The HRP samples were kept on the left hand near the 
wrist of a patient with an artificial mitral valve (working sam-
ple A, red curve), on the left hand on the radius near the wrist of 
a healthy volunteer (working sample B, blue curve), in an isolated 
room for control measurements at a distance of 10 m from the 
incubation point of the working samples (control sample, black 
curve) or near a GSM cell phone turned on for a subscriber (work-
ing sample T, green curve). Experimental conditions: 0,1 µM HRP 
in 2 mM PBS-D, pH – 7.4, incubation time – 30 min (control sam-
ple and working samples A and B) or 30 sec (working sample T)
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adsorbed onto mica almost exclusively in mono-
meric form. It should also be noted that after a short 
(30 seconds) incubation of the HRP sample near 

стандарта GSM, включенного на вызов абонента, 
ПХ адсорбировалась на слюду преимущественно 
в форме агрегатов различного порядка, высота 
которых на слюде достигала 9,4 нм. Такое изме-
нение адсорбционных свойств ПХ на слюде может 
объясняться ее высокой восприимчивостью к воз-
действию электромагнитного излучения, кото-
рая может позволить использовать этот фермент в 
качестве индикатора электромагнитного излуче-
ния [17]. Так, ранее было продемонстрировано, что 
воздействие даже малой (10–12Вт/см2) плотности 
излучения заузленной топологии частотой 2,3 ГГц 
приводит к повышенной адсорбции агрегатных 
форм ПХ на слюду [18]. Факт существенного раз-
личия адсорбционных свойств ПХ после инкуба-
ции на теле пациента с искусственным митраль-
ным клапаном – по сравнению со случаем инку-
бации на теле здорового добровольца  – может 
свидетельствовать о воздействии на фермент 
в первом случае слабых электромагнитных полей, 
обусловленных кровотоком через искусственный 
митральный клапан. Возможность появления 
при течении водных сред электромагнитных 
полей, приводящих к агрегации ПХ, обсуждалась 
ранее [19]. Полученные нами данные показывают 
важность исследований гемодинамики на функ-
ционирование ферментов в организме человека.

Помимо изменений адсорбционных свойств 
ПХ, важно отметить также наблюдаемое в наших 
экспериментах изменение ее ферментатив-
ной активности в реакции окисления АБТС. 
Наблюдаемый рост ферментативной активности 
ПХ после инкубации вблизи тела человека объ-
ясняется, по-видимому, нагревом образцов фер-
мента в течение времени инкубации до темпера-
туры, близкой к температуре тела (36,6 °C). Ранее 
Лопеш и сотр. [22] обнаружили значительный 
(до 170%) рост ферментативной активности ПХ в 
реакции окисления гваякола после умеренного 
(от 30 до 45 °C) нагрева образцов фермента в тече-
ние 4–6 ч. Следует отметить, что нагрев до более 
высоких температур (50 и 60 °C), напротив, вызы-
вал снижение активности фермента. Снижение 
активности ПХ эти авторы наблюдали и после 
выдержки образцов ПХ в СВЧ-реакторе (2450 МГц, 
30 либо 60 Вт) [22]. Яо и сотр. наблюдали возрас-
тание активности ПХ в реакции окисления гвая
кола на 5–14% после кратковременного (<5 мин) 
нагрева образцов фермента излучением радио-
частотного диапазона (27,12 МГц, 6 кВт) до тем-
пературы 50 °C [23]; нагрев до более высоких тем-
ператур приводил к снижению активности фер-
мента. В наших же экспериментах ферментатив-
ная активность ПХ в образцах, инкубированных 
на теле здорового добровольца, возрастала на 11% 
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Рис.3. Зависимости поглощения при 405  нм от време-
ни A(t), полученные для исследованных образцов раство-
ра ПХ. Образцы ПХ выдерживали на левой руке вблизи за-
пястья пациента с искусственным митральным клапа-
ном (рабочий образец А, красная кривая), на левой руке на 
лучевой кости вблизи запястья здорового человека (рабо-
чий образец B, синяя кривая), в изолированной комнате для 
контрольных измерений на расстоянии 10 м от точки ин-
кубации рабочих образцов (контрольный образец, черная 
кривая) или вблизи сотового телефона стандарта GSM, 
включенного на вызов абонента (рабочий образец Т, зе-
леная кривая). Экспериментальные условия: концентра-
ция ПХ в СФ кювете 1 нМ, pH – 5,0, концентрация АБТС – 
0,3  мМ, концентрация H2O2  – 2,5  мМ, температура  – 
23 °С, длина оптического пути СФ кюветы – 1 см
Fig.3. Dependences of absorption at 405 nm on time A(t), 
obtained for the studied samples of the HRP solution. The HRP 
samples were kept on the left hand near the wrist of a patient 
with an artificial mitral valve (working sample A, red curve), on 
the left hand on the radius near the wrist of a healthy volunteer 
(working sample B, blue curve), in an isolated room for control 
measurements at a distance of 10 m from the incubation point of 
the working samples (control sample, black curve) or near a GSM 
cell phone turned on for a subscriber (working sample T, green 
curve). Experimental conditions: the concentration of HRP in the 
SP cell was 1 nM, pH – 5.0, ABTS concentration – 0.3 mM, H2O2 
concentration – 2,5 mM, temperature – 23 °C, the optical path 
length of the SP cell was – 1 cm
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a GSM standard mobile phone switched on to call 
a subscriber, HRP was adsorbed onto mica mainly 
in the form of aggregates of various orders, the size 
of which on mica reached 9.4 nm. This change in 
HRP adsorption properties on mica can be explained 
by its high sensitivity to electromagnetic radia-
tion, which may allow this enzyme to be used as 
an indicator of electromagnetic radiation [18]. Thus, 
it has been previously demonstrated that exposure 
to even a low (10-12 W/cm2) radiation density of a 
knotted topology with a frequency of 2.3 GHz leads 
to increased adsorption of aggregate forms of HRP on 
mica [17]. The fact that there is a significant differ-
ence in the adsorption properties of HRP after incu-
bation in a patient with an artificial mitral valve, 
compared to incubation in a healthy volunteer, may 
indicate the effect of weak electromagnetic fields on 
the enzyme in the first case, caused by blood flow 
through the artificial mitral valve. The possibility 
of electromagnetic fields appearing in flowing 
water environments, leading to the aggregation 
of HRP, has been discussed previously [19]. Our 
data show the importance of haemodynamic studies 
for the functioning of enzymes in the human body.

In addition to changes in the adsorption proper-
ties of HRP, it is also important to note the change 
in its enzymatic activity in the ABTS oxidation 
reaction observed in our experiments. The observed 
increase in the enzymatic activity of HR P after 
incubation near the human body is apparently 
explained by the heating of the enzyme samples 
during the incubation period to a temperature close 
to body temperature (36.6 °C). Previously, Lopes et 
al. [22] discovered a significant (up to 170%) increase 
in the enzymatic activity of HRP in the guaiacol 
oxidation reaction after moderate (from 30 to 45 °C) 
heating of enzyme samples for 4–6 hours. It should 
be noted that heating to higher temperatures 
(50 and 60 °C), on the contrary, caused a decrease 
in enzyme activity. These authors also observed 
a decrease in HR P activity after exposing HR P 
samples to a microwave reactor (2450 MHz, 30 or 
60 W) [22]. Yao et al. observed an increase in HRP 
activity in the guaiacol oxidation reaction by 5–14% 
after brief (<5 min) heating of enzyme samples 
with radiofrequency radiation (27.12 MHz, 6 kW) 
to a temperature of 50 °C [23]; heating to higher 
temperatures led to decreasing enzyme activity. In 
our experiments, the enzymatic activity of HRP in 
samples incubated on the body of a healthy volun-
teer increased by 11% with an incubation time of 
30 minutes. In the case of incubation of the HRP 
sample on the patient body with an artificial mitral 
valve, the increase in HRP activity was even more 
significant (19%).

при времени инкубации 30  мин. В случае же 
инкубации образца ПХ на теле пациента с искус-
ственным митральным клапаном рост активно-
сти ПХ был еще более значительным (19%).

Интересно отметить, что в наших эксперимен-
тах кратковременная (в течение 30 с) инкубация 
раствора ПХ вблизи сотового телефона стандарта 
GSM приводила к возрастанию ее ферментатив-
ной активности на 16%. Ранее Бартери и сотр. [24] 
отметили, что предварительное воздействие на 
ПХ СВЧ-излучением мобильного телефона стан-
дарта GSM (900 МГц) в течение 30 мин приводило 
к возрастанию каталитической константы kcat 
фермента в реакции окисления гваякола на 9%; 
при этом воздействие СВЧ-излучения в процессе 
ферментативной реакции приводило к гораздо 
более значительному (в 2 раза) росту kcat ПХ.

Полученные в представленной работе резуль-
таты полезно использовать также при создании 
биосенсоров и других устройств для диагностики 
заболеваний.

ВЫВОДЫ
Методом АСМ обнаружена повышенная агрега-
ция ПХ при ее адсорбции на свежесколотую слюду 
после инкубации ее 0,1 мкМ раствора вблизи запя-
стья пациента с искусственным митральным кла-
паном. Ферментативная активность ПХ при этом 
повышалась на 19%. Напротив, инкубация раствора 
ПХ вблизи запястья здорового добровольца не при-
водила к изменению адсорбционных свойств ПХ 
относительно контрольного образца фермента, а 
повышение активности ПХ было менее значитель-
ным (11%). Принимая во внимание важное значе-
ние гем-содержащих пероксидаз как биомаркеров 
ССЗ, а также широкое использование ПХ в меди-
цинской диагностике, обнаруженные эксперимен-
тальные факты полезно учитывать при разработке 
новых систем диагностики заболеваний человека, 
в том числе ССЗ и воспалительных заболеваний.
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It is interesting to note that in our experiments, 
short-term (within 30 seconds) incubation of the HRP 
solution near a GSM standard mobile phone led 
to a 16% increase in its enzymatic activity. Earlier, 
Barteri et al. [24] noted that preliminary expo-
sure of HRP to microwave radiation from a GSM 
mobile phone (900 MHz) for 30 minutes also led 
to a 9% increase in the catalytic constant kcat 
of the enzyme in the guaiacol oxidation reaction; 
while exposure to microwave radiation during 
the enzymatic reaction led to a much more signifi-
cant (2-fold) increase in kcat of HRP.

The results obtained in this work are also useful 
for the creation of biosensors and other devices for 
disease diagnosis.

CONCLUSIONS
The AFM method detected increased aggrega-
tion of HRP when it was adsorbed onto freshly cut 
mica after incubation of its 0.1 μM solution near 
the wrist of a patient with an artificial mitral 
valve. The enzymatic activity of HRP increased by 
19%. In contrast, incubation of the HRP solution 
near the wrist of a healthy volunteer did not lead 
to a change in the HRP adsorption properties rela-
tive to the control enzyme sample, and the increase 
in HRP activity was less significant (11%). Given 
the importance of haem-containing peroxidases as 
biomarkers of CVD, as well as the widespread use 
of HRP in medical diagnostics, the experimental 
findings are useful to consider when develop-
ing new diagnostic systems for human diseases, 
including CVD and inflammatory diseases.
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