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ВОПРОСЫ. 
МЕДИЦИНСКОЙ химии 
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OXIDATION O F P - N I T R O B E N Z Y L A M I N E 
AND P - D I M E T H YLAM1N OMETHYLB EN Z YL-
A M I N E CATALYSED BY AMINE O X I D A S E S 
FROM HUMAN PLACENTA AND BLOOD 

S E R U M 

A. Z. Kirkel, Yu. P. Romanyuk, G. A. Davydova, 
К. M. Ertnolaev, V. A. Pekkel 

Ins t i tu te of Biological ancl Medical Chemistry , 
Academy of Medical Sciences of the USSR, 
Moscow, Ins t i tu te of Pediatr ics , Obste t r ics and 
Heredi ta ry Pathologies , Minis t ry of Publ ic 

Heal th of the Ukra in ian SSR, Lvov 

Oxidat ion of p-ni tro- and p-dimethvlamino-
methyl der ivat ives of benzylamine, cata lyzed by 
amine oxidases f rom human placenta and blood 
serum, was s tudied. The amine oxidase activity 
w a s es t imated by m e a n s of a spect rophotometr ic 
p rocedure involving measu remen t of a ldehyde 
io rmed dur ing the reaction .a f te r extract ion 
with hexane. For extract ion of benzaldehyde 
and p-n i t robenzaldehyde in the samples HC1 
w a s added up to the concent ra t ion of 0.17 M 

and for ext rac t ion of p -d imethy laminomethy l 
benza ldehyde — NaFIC0 3 up to the 0.5 M con-
cent ra t ion . The reaction p roduc t s were extracted 
with a yield of 94 %, 83 % and 78 % respec-
tively; molar ext inct ion coeff ic ients for alde-
hydes at the max ima l absorp t ion were equal to 
13,080 (241 n in ) , 16,520 (258 n m ) , ancl 11,547 
(248 nm) , respectively. Analys i s of the oxidat ive 
react ions us ing inhibi tors Lilly 51,641, dcprenyl, 
aminoguan id ine and semicarbaz ide showed tha t 
monoamine oxidase of the A type (95 %) and 
benzylamine oxidase (7 %) cata lyzed oxidat ion 
of 0.1 mM p-n i t robenzylamine in mi tochondr ia 
and microsomes but oxidat ion of the subs t r a t e 
at 1 m M concent ra t ion was ca ta lyzed by mono-
amine oxidase of the В type (20 % in mito-
chondria and 3 5 % in microsomes) . In the so-
luble f ract ion oxidat ion of p-n i t robenzylamine 
w a s cata lyzed main ly by d iamine oxidase 
( 5 5 % ) ; m o n o a m i n e oxidase of the A type ca-
talyzed oxidat ion of 30 c/o of the amine, ben-
zylamine o x i d a s e — 15 %. The molecular activity 
of the mi tochondr ia l m o n o a m i n e oxidase of the 
A type with p-n i t robenzylamine as a subs t r a t e 
was equal to 61 nmol of the product per 1 mole 
of the enzyme per 1 min. Since only diamine 
oxidase catalyzed the p-dimethyl aminomethyl -
benzylamine oxidat ion in the soluble f rac t ion 
of placenta this subs t r a t e migh t be used in 
clinical s tudies for exa lua t ion of d iamine 
oxidase secretion into blood in p regnancy . 

УДК 579.873.21:579.222:677.152.633 

E. В. Шаркова, И. И. Никольская, П. Шомоди, 
И. Фёльдеш, С. С. Дебов 

ВЛИЯНИЕ РАЗЛИЧНЫХ УСЛОВИЙ НА СТАБИЛЬНОСТЬ 
Д Н К - М Е Т И Л A 3 ИЗ КЛЕТОК MYCOBACTERIUM SMEGMATIS 

BUTYRICUM 

Н И И медицинской эизимологии АМН СССР, Москва, Исследовательская группа микро-
биологии Национального института гигиены, В Н Р , Будапешт 

Согласно данным литературы, Д Н К -
метилазы аденина и цитозина, полу-
ченные из различных бактериальных 
11 сточников, характер изу ются к р а йне й 
лабильностью [3, 7, 12, 24, 25] . Вопрос 
о стабилизации этих ферментов приоб-
ретает особую актуальность в связи с 
возможностью практического использо-
в а н и я и 1 г д и в и д у а л ь н ы х сайт-спец и ф и -
ческих ферментов метилирования для 
изучения первичной структуры Д Н К 
[2, 20]. Одним из подходов к решению 
этой задачи является подбор различ-
ных условий, при которых степень 
и и а кти ва ции иид ив идуал ьн ы х мет ил а з 
минимальна. 

Цслыо настоящей работы было изу-
чение в л ц я и и я р а з л и ч н ы х фа кто р о в 
на изменение при хранении активно-
сти адениновых метилаз из Mycobac-
ter ium smegma t i s butyricum, получен-
ных методом изоэлектрофокусирова-
ния ( И Э Ф ) . 

М е т о д и к а 

В работе использовали бактериальный 
штамм М. sm. butyr icum из музея Исследова-
тельской группы микробиологии Национально-
го института гигиены (Будапешт) . Акцептор-
пая Д Н К тимуса — коммерческий препарат 
фирмы «Serva» ( Ф Р Г ) . Донором метильных 
групп служил меченый 5-аденозил-1.-метионин 
( 3 H-SAM) с удельной активностью 15 Ки/ммоль 
фирмы «Amersham» (Англия) . Амфолииы -
фирмы «LKB» (Швеция) , глицерин и сахаро-
за — фирмы «Serva» ( Ф Р Г ) . Остальные реак-
тивы — аналитической степени чистоты. 

Выращивание клеток М. sm. butyr icum, 
получение грубого клеточного экстракта и 
суммарного белкового препарата , осаждаемо-
го при 0,8 насыщении аммония сульфата 
(фракция СА), описаны ранее [6, 11]. 

ИЭФ на амфолииах проводили в градиен-
те плотности глицерина 0—60 % на колонке 
объемом; 1 10 мл, используя 1 % раствор ам-
фолинов в диапазоне рН 3,5—10,0 [8]. Фрак-
ции метилаз после И Э Ф хранили при —10 °С. 

К фракциям при хранении добавляли раз-
личные компоненты в следующих конечных 
концентрациях: MgCl 2 и СаС12 — 2 - Ю - 3 М, 
сывороточный альбумин — 1 мг/мл, феиил-
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метилсульфонилфторид (ФМСФ) — 1 -10—3 М, 
дитиотреитол (ДТТИ) — 5 - 1 0 ~ 3 М. 

Метилазную активность определяли с ак-
цепторной Д Н К тимуса и 3 H-SAM в 0,01 М 
калий-фосфатном буфере рН 7,2. После 3-ча-
совой инкубации при 37 °С пробы обрабаты-
вали, как описано ранее [6]. Ферментативную 
активность измеряли по радиоактивности суб-
страта в расчете на 100 мкг Д Н К и 1 мг бел-
ка. Идентификация продуктов метилирования 
методом хроматографии на бумаге описана 
ранее [7]. 

Р е з у л ь т а т ы и о б с у ж д е н и е 

Р а н е е в клетках М. sm. bu ty r i cum 
методами ионообменной и а ф ф и и н о й 
колоночной хроматографии , гель-филь-
трации была выявлена гетерогенность 
метилазного профиля и д о к а з а н о при-
сутствие нескольких метилаз [12] . 
О д н а к о индивидуальные ферментные 
ф р а к ц и и не были получены, одной из 
причин чего является тот факт , что 
метилазы из М. sm. bu ty r i cum чувстви-
тельны к нейтральным солям КС1, 
NaCl и ( N H 4 ) 2 S 0 4 , применяемым д л я 
элюции. Присутствие в реакционной 
среде 0,1 М КС1, 0,1 М NaCl и 0,2 М 
( N H 4 ) 2 S 0 4 приводило к иигибирова-
нию метилаз фракции СА на 25, 50 и 
60 % соответственно. Полученные ре-
зультаты согласуются с д а н н ы м и ли-
тературы о том, что метилазы аденина 
и цитозина из многих бактериальных 
источников чувствительны к присутст-
вию нейтральных солей КС1 и NaCl в 
концентрации 0,1—0,2 М [17, 22, 25, 
26]. 

В этой связи методом, наиболее при-
годным д л я ф р а к ц и о н и р о в а н и я мети-
л а з из М. sm. bu ty r icum, является 
И ЭФ, которое осуществляется в бессо? 
левой среде. Метод х а р а к т е р и з у е т с я 
высокой р а з р е ш а ю щ е й способностью, 
эффективностью, воспроизводимостью 
полученных результатов и обеспечива-
ет концентрирование индивидуального 
фермента . П о к а з а н о успешное приме-
н е и и е И Э Ф д л я ф р а к ц и о н и р о в а н и я 
бактериальных Д Н К - м е т и л аз из Shi-
gel la sonnei 47 [8] . 

Р е з у л ь т а т ы ф р а к ц и о н и р о в а н и я Д Н К -
метилаз из клеток М. sm. bu ty r i cum, 
основанного на различиях в изоэлект-
рических точках (ИЭТ) белков, пред-
ставлены на рис. 1. П р о ф и л ь активно-
сти суммарного препарата Д Н К - м е т и -
л а з из М. sm. bu tyr icum представлен 
4 пиками метилазной активности со 
значениями И Э Т 4,2, 6,4, 7,2 и 8,3. Д л я 
к а ж д о г о пика определена специфич-

Рис. 1. И Э Ф суммарного препарата метилаз 
из М. sm. butyr icum в диапазоне рН 3,0—10,0. 
П о оси абсцисс — номера фракций; по оси ординат:, 
слева — радиоактивность (в имп/мин) , справа — значе-

ние рН. I — активность метилаз; 2 — градиент рН. 

иость фермента к азотистому основа-
нию. П о к а з а н о , что при метилирова-
нии акцепторной Д Н К при участии 
фермента из к а ж д о г о пика в качестве 
радиоактивного продукта о б р а з о в а л с я 
только 6-метиладенин. Проведем ана-
лиз к а ж д о й метилазы по специфично-
сти к иуклеотидной последовательно-
сти с помощью изо плитного а н а л и з а и 
последующей экзонуклеазной обра-
ботки. Фермент с И Э Т 4,2 метилирует 
аденин в последовательности тринук-
леотидов 5 ' . . .—Г—Г—А.. .З ' и может 
быть использован в работе д л я з а щ и -
ты от рестриктаз типа R B a m H I и 
R A v a l l на основе частичного совпаде-
ния или перекрывания сайтов у з н а в а -
ния [21] . Фермент с И Э Т 7,2 метили-
рует аденин в тринуклеотидной после-
довательности типа б 7 . . .—Пир—А— 
Пир—.. .3 ' и м о ж е т быть применен д л я 
зондирования областей эукариотиче-
ского и прокариотического геномов, 
обогащенных последовательностями, 
такого типа [4] . Поэтому в настоящей 
работе исследования стабильности ме-
т и л а з при хранении были ориентиро-
ваны на х а р а к т е р и с т и к у этих двух фер-
ментов. В последующем изложении 
метилазы будут обозначены в соответ-
ствии с принятой номенклатурой и 
значением их И Э Т : MMbu 4 ) 2 и MMbu 7 ) 2 . 

Под стабильностью фермента пони-
мают его свойство сохранять катали-
тическую активность во времени при 
определенных условиях. Эта физико-
химическая характеристика фермента 
определяется как структурой самого 
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Рис. 2. Активность метилаз при хранении. 
П о оси абсцисс — время хранения (в нед ) , з д е с ь и на 
рис. 3: по оси ординат — активность (в % к средней 
арифметической величине) . 1 — MMbu 4 2; 2 — MMbu 7 2. 
К а ж д а я точка на кривых 1 и 2 — среднее из данных 

5—6 опытов. 

фермента , т а к и его взаимодейст-
вием с о к р у ж а ю щ е й средой. Дейст-
вие стабилизирующих факторов за-
ключается в создании условий, при 
которых скорость инактивации фер-
мента минимальна и сохраняется 
устойчивая структура белковой моле-
кулы. В качестве веществ, стабилизи-
рующих структуру фермента , широко 
применяют растворимые биополимеры, 
соли двухвалентных металлов и поли-
олы (глицерин, этиленгликоль, саха-
р о з а ) . Все перечисленные соединения 
стабилизируют структуру ферментов 
за счет нековалентных взаимодействий 
в комплексах м е ж д у белком и данным 
веществом. П о к а з а н о стабилизирую-
щее действие глицерина на ферменты 
различных классов [10, 15]. Предпо-
л а г а ю т , что в растворах глицерина про-
исходит частичное разворачивание 
белковой глобулы, что и стабилизиру-
ет нативную глобулярную структуру 
белка [15] . И н д и в и д у а л ь н ы е метила-
зы аденииа и цитозина из различных 
б а ктери ал ьн ых исто ч и и ков сохр а н я ют 
активность в 5 0 % растворе глицерина 
[7, 14, 22, 24, 25] . П р е п а р а т ы MMbu 4 ) 2 
и MMbu7)2, которые исследовали в на-
стоящей работе, т а к ж е с о д е р ж а т 35— 
50 % глицерина. При изучении измене-
ний активности таких ферментных об-
разцов при хранении о б р а щ а е т на се-
бя внимание ф а к т колебания уровня 
метилазной активности, определяемой 
через определенные промежутки вре-
мени. Н а рис. 2 приведены типичные 
кривые, о т р а ж а ю щ и е усредненные ре-
зультаты изменения активности (выра-
женной в процентах к средней арифме-
тической величине) в зависимости от 
сроков хранения . Н а г р а ф и к а х видно 

чередование снижения и повышения 
активности в течение 2 мес в препара-
тах MMbu4>2 и MMbu 7 ) 2 . Картина этих 
колебаний х а р а к т е р н а и воспроизводи-
ма д л я препаратов , полученных в раз-
ных опытах. В д а л ь н е й ш е м при изуче-
нии различных стабилизирующих фак-
торов мы исходили из того, что сте-
пень изменения активности в пределах 
± 3 5 — 4 0 % от среднего уровня опреде-
ляется свойствами самого фермента и 
не зависит от различного рода воздей-
ствий. 

П о д а н н ы м литературы, стабилизи-
рующее влияние инертных белков, в 
частности сывороточного альбумина , 
на ферменты объясняется как образо-
ванием устойчивого комплекса с фер-
ментом, т ак и свойством альбумина 
с в я з ы в а т ь ионы т я ж е л ы х металлов [1, 
9] . Так, д л я адеииновой м е т и л а з ы с 
И Э Т 5,5—5,7 из В. s t e ro the rmoph i lu s 
показано, что альбумин в концентра-
ции 1 мг/мл удлиняет срок хранения 
без потери активности с 3 нед до 2 лет 
[17] . Проведенные опыты показали , 
что в присутствии альбумина актив-
ность к а к суммарного препарата — ме-
тилаз из М. sm. butyr icum, так и инди-
видуальных фракций изменяется в пре-
делах степени колебания ферментатив-
ной активности. 

Д л я стабилизации ферментов часто 
используют катионы двухвалентных 
металлов (Са, Mg, Zn, Со и др . ) , ко-
торые образуют внутримолекулярные 
комплексы с белками, переводя фер-
мент в стабильную конформацию [9] . 
Из рис. 3 следует, что изменения фер-
ментативной активности при хранении 
в присутствии катионов двухвалентных 
металлов Са и M g (на примере пре-

Рис. 3. Активность метилазы MMbu7 ( 2 при хра-
нении в присутствии катионов двухвалентных 

металлов. 
Сплошная линия — без катионов; прерывистая линия — 
в присутствии M g ; линия с крестиками — в присутст-

вии Са. 
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парата MMbu7 > 2) л е ж а т в пределах 
амплитуды колебаний активности, оп-
ределяемой без добавок . Аналогичное 
действие катионов двухвалентных ме-
т а л л о в наблюдали в опытах с препа-
ратом ММЬщ.г-

При изучении различных стабилизи-
рующих условий были исключены так-
ж е факторы, при воздействии которых 
изменение ф е р м е и т а т ив пой а кт иви ости 
обусловлено агрегацией белковых мо-
лекул в растворе. Степень агрегации 
зависит от внешних факторов , в част-
ности от значения рН: она существенно 
уменьшается по мере отклонения рН 
от И Э Т белка [5] . Однако сравнение 
активности MMbu 4 ) 2 , х р а н я щ е й с я при 
значении рН, близком к нейтральному 
[7,2] и соответственно удаленному от 
значения ИЭТ, с активностью MMbu4 ) 2 , 
х р а н я щ е й с я при значении рН, равном 
ее ИЭТ (4,2), д а л о одинаковые резуль-
таты в отношении снижения активно-
сти за первые 2 нед хранения . 

Скорость и степень агрегации зави-
сят от температуры: с понижением 
температуры уменьшается скорость аг-
регации белковых молекул и соответ-
ственно уменьшается степень инакти-
вации л а б и л ь н ы х ферментов при хра-
пении [5] . Так как MMbu 4 ) 2 и MMbu7 ,2 
находились в растворе глицерина , то 
мы могли хранить препараты при по-
ниженной температуре (—10°С) без 
дополнительного жесткого воздействия 
з а м о р а ж и в а н и я и последующего оттаи-
вания. 

Однако , как показано на рис. 2, хра-
нение при низкой температуре не пре-
д о т в р а щ а л о снижение активности ме-
т и л а з через определенные промежутки 
времени. 

Кроме того, необходимо было исклю-
чить возможность холодовой инакти-
вации, которая может быть связана как 
с изменением конформации фермента , 
т а к и с диссоциацией его на субъеди-
ницы [23]. Одним из способов восста-
новления активности таких ферментов 
являются хранение их в присутствии 
Д Т Т И п последующая д л и т е л ь н а я пре-
инкубация с субстратами при комнат-
ной температуре . В работе использо-
вали ферментные препараты, актив-
ность которых была снижена на 50— 
0 0 % при хранении как в присутствии 
Д Т Т И , так и без него в течение 2 нед 
при —10°С. П о с л е д у ю щ а я преинкуба-
ция таких препаратов с субстратами 
Д Н К или SAM в течение 3 ч при 20°С 

не привела к восстановлению активно-
сти. 

Кроме того, изучали активность пре-
паратов MMbu4 ) 2 , полученных И Э Ф 
при 0 и 16 °С и впоследствии хранив-
шихся при 20 °С в течение 3—4 нед. 
Д л и т е л ь н о е хранение при 20 ° С т о ж е 
не стабилизировало активность фер-
мента. 

Среди возможных причин с н и ж е н и я 
метилазной активности в препарате 
MMbu4,2 за первые 2—4 нед хранения 
могло быть присутствие протеаз . Одна-
ко хранение фермента в присутствии 
ингибитора протеаз Ф М С Ф не было 
эффективно . 

Из приведенных результатов следует , 
ч то и с к л ю ч е и и е факторов обрат и м о й 
ин а ктив а ции ферменто в и храме и ие 
MMbu 4 ) 2 и MMbu 7 ) 2 в условиях, умень-
ш а ю щ и х степень агрегации белковых 
молекул и исключающих возможность 
холодовой инактивации или в присут-
ствии ингибитора протеолиза Ф М С Ф , 
не привели к стабилизации активно-
сти. 

Хранение препаратов MMbu 4 ) 2 и 
MMbu 7 ) 2 в присутствии веществ, обыч-
но применяемых д л я стабилизации ак-
т и в ноет и ферментов (сы во р ото ч н ы й 
альбумин, катионы двухвалентных ме-
т а л л о в ) , не изменило картину колеба-
ния уровня активности при хранении. 
Из литературы известно о спонтанных 
колебаниях ферментативной активно-
сти мышечных белков, актомиозина , 
актина и миозина в водных растворах 
[13] . Предполагают , что н а б л ю д а е м ы е 
колебания активности являются отра-
ж е н и ем ко и ф о р м а ц и о и н ы х и з м е и е и и й 
молекул фермента в растворе, заклю-
ч а ющ их с я в измене и и и втор и ч и о й 
структуры полипептидных цепей. Это 
11 [) и вод ит к измене н и ю г ид р оф и л ьн о -
гидрофобных свойств поверхности бел-
ка, что вызывает перестройку структу-
ры воды. В воде распространяется гид-
р о ф и л ь н о - г ид р о ф о б и а я волна, к ото р а я 
индуцирует колебания отдельных мо-
лекул [13] . 

По мнению ряда авторов, полипеп-
тидные цепи молекул метилаз содер-
ж а т м а л о упорядоченных областей и 
много участков в конформации рых-
лого статистического клубка [18] . 
Вследствие этих особенностей вторич-
ная структура метилаз достаточно ла-
бильна и в значительной степени под-
вержена влиянию различных ф а к т о р о в 
в растворе [16] . 
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Конформационные колебания актив-
ности мышечных белков в водных раст-
ворах происходили за короткие перио-
ды времени, равные секундам, что со-
измеримо с изменением конформации 
фермента в акте к а т а л и з а при образо-
вании и распаде фермент-субстратного 
комплекса . Изменение метилазной ак-
тивности мы наблюдали через большие 
в р е м е и н ы е и н т е р в а л ы, равные неде-
лям. Медленные изменения метилазной 
активности согласуются с х а р а к т е р о м 
взаимодействия фермента с субстра-
том, большой молекулой Д Н К и с не-
высокой скоростью реакции метилиро-
вания, измеряемой часами in vi t ro в 
водных растворах при 37 °С. 

П р и н и м а я во внимание, что колеба-
ния активности метилаз заметно пре-
вышают разброс результатов , обуслов-
л е н и ы й м е то д и ч е с к и м и п р и ч и н а м и, и 
картина этих колебаний воспроизводи-
ма д л я препаратов в разных опытах и 
сохраняется при изменении состава 
среды хранения, полученные результа-
ты можно р а с с м а т р и в а т ь как следст-
вие спонтанных медленных изменений 
активности метилаз в растворе. 

Поскольку аналогичные явления наб-
людали и в опытах с отдельными ме-
гилазами из клеток Е. coli С К и Shi-
gella sonnei [19], не исключено, что 
ряд ферментов метилирования следует 
этнести к группе, д л я которой практи-
1ески невозможно подобрать условия 
:табилизации активности. Если воз-
действия на такие ферменты и сущест-
вуют, то они не о б н а р у ж и в а ю т с я за 
:чет того, что амплитуда колебания ак-
'ивности самого фермента достаточно 
пирока и, несомненно, маскирует эф-
фект возможных воздействий. 
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E F F E C T O F V A R I O U S C O N D I T I O N S ON 
STABILITY O F DNA-METHYLASES F R O M 
C E L L S O F MYCOBACTERIUM SMEGMATJS 

BIJTYRICUM 

E. V. Sharkova, I. I. Nikolskaya, 
P. S ho modi, I. Fel'desh, S. S. Debov 

Ins t i tu te of Medical Enzymology , Academy of 
Medical Sciences of the USSR, Moscow, Re-
search Group on Microbiology, Nat ional In-

s t i tu te of Hygiene , Budapes t 

DNA-mcthy lases f rom M. sm. butyricum, 
produced by m e a n s of isoelectrofocusing, were 
character ized by slow spon taneous va r i a t ions 
in the activi ty with ampl i tude of 75-80 % under 
condi t ions of s t o r age in glycerol at —10°. Ef-
fect of var ious condi t ions on stabi l izat ion of 
activity of aden ine methy lases MMbin,«> and 
MMbu 7 , 2 w a s s tudied. Al te ra t ions in the en-
zymat ic activity were not found in presence 
of subs tances applied usual ly to stabilize the 
enzymes, blood serum albumin and ca t ions of 
two valent meta l s as the va lues of the a l tera-
t ions occurred in the r a n g e s of the enzyme 
activity var ia t ions . 
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