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SIGNIFICANCE O F T H E ACUTE P H A S E 
PROTEIN O C C U R R I N G IN PREGNANCY FOR 
D I A G N O S T I C EVALUATION O F THE SKIN 

T H E R M I C I M P A I R M E N T S 

I/. M. Miroshnikov 

A. V. Lunacharsky Medical School, As t rakhan 

Content of C-reactive protein and схг-gly-
coprotein occurr ing in p regnancy was studied in 
116 pat ients with thermic impai rments of skin 
du r ing the t r ea tmen t procedure. Both detection 
and concentra t ion of these prote ins in blood 
serum were shown to depend on the disease 
severity, sex and age of the pat ients . The rat io 
between C-react ive protein and a 2 -g lycoprote in 
might be of impor tance in evaluat ion and 
prognos i s of reconvalescence and repara t ive 
regenera t ion of the skin burns wounds . 

УДК 577.152.213:577.151.6 

И. [А. Гончар, О. Г. Гребенщикова, Ii. В. Заславская 

М О Д И Ф И К А Ц И Я Г И С Т И Д И Н Д Е К А Р Б О К С И Л А З Ы М И К Р О К О К К А 
Т Е Т Р А Н И Т Р О М Е Т А Н О М 

Институт медицинской энзимологии АМН СССР, Москва 

Гистамин, биосинтез которого ката-
лизирует фермент гистидиндекарбокси-
члаза ( Г Д К ) , оказывает многообразное 
действие на метаболизм и физиологи-
ческие функции организма в норме и 
при патологии. Изучение свойств мо-
дифицированной Г Д К позволяет не 
только глубже понять механизм дей-
ствия фермента, но и открывает воз-
можность для направленного воздей-
ствия на фермент при патологических 
состояниях. Д л я модификации Г Д К 
мы использовали тетранитрометан 
(ТНМ). Этот реагент, широко приме-
няемый в белковой химии, в мягких 
условиях избирательно нитрует остат-
ки тирозина [15, 21] и окисляет сульф-
гицрилъиые группы в белках [14]. 

М е т о д и к а 
Кристаллическую и гомогенную Г Д К из 

Micrococcus sp. п. получали, как описано ранее 
[6, 8]. Концентрацию фермента определяли по 

оптической плотности Ag7^= 16 [3]. Декар-
боксилазную активность иаходили манометри-
ческим методом в аппарате Варбурга (37 С, 
0,07 М фосфатный буфер, рН 5,6). Ошибка 
определения декарбоксилазной активности бы-
ла ± 1 0 % . Активность фермента (в ед.) выра-
ж а л и в микролитрах С 0 2 за первые 10 мин 
ферментативной реакции. Удельная активность 
гомогенной Г Д К равна 6000 ед /мг . 

Нитрование Г Д К тетраиитрометаном (ТНМ) 
проводили по методу [21]. Использовали 5 % 
(по объему) раствор Т Н М («Serva», Ф Р Г ) в 
абсолютном этаноле. К Г Д К в 1/15 М фос-
фатном буфере (рН 5,6—8,0) добавляли све-
жеприготовленный раствор ТНМ, смесь инку-
бировали в течение 1 ч при комнатной темпе-
ратуре и постоянном перемешивании. Концен-
трация Т Н М была 0,6-10-»—6,0-10-* М. Кон-
центрация Г Д К 1 , 5 - Ю - 5 — 3 , 5 . 1 0 - 5 М. Концен-
трация этанола в инкубационной смеси была 
до 2 % и не влияла на декарбоксилазную ак-
тивность. Реакцию обычно останавливали, от-
деляя избыток реагента гель-фильтрацией на 
колонке с сесЬадексом G-25 (1 ,5X30 см) урав-
новешенную 1/15 М фосфатным буфером 
рН 5,6—8,2. Фермент, обработанный сходно, 
но без ТНМ, брали для контроля. Образцы 

112 



Т а б л и ц а 2 

Влияние тетранитрометана на гистидиндекар-
боксилазу: нативную, меркаптидированную 
n-X/VUS по 3 SH-группам, обработанную дити-

отреитолом (ДТТ) 
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Н а т и в н а я 40 1 ,2 1 ,6 43 
» 80 3 , 1 2 , 2 74-
» 120 6 , 1 2 , 7 82 

М е р к а п т и д и р о в а н н а я 40 1 , 3 0 85 
» 80 2 , 8 0 87 
» 120 5 , 8 0 85 

О б р а б о т а н н а я Д Т Т 80 0 0 88 
» » 120 0 0 90 

П р и м е ч а н и е. К о н ц е н т р а ц и я Г Д К 3 ,4 X 
Х 1 0 ~ 5 М, к о н ц е н т р а ц и я Д Т Т 2 5 - 1 0 ~ y М (эта 
к о н ц е н т р а ц и я Д Т Т не в л и я е т на а к т и в н о с т ь 
Г Д К ) - М а к с и м а л ь н а я к о н ц е н т р а ц и я Т Н М 4 Х 
Х 1 0 - 3 М. Р е а к ц и ю проводили при р Н 7 ,5 . 

а н а л и з и р о в а л и на спектрофотометре U n i c a m 
S P - 8 0 0 (Англия) и СФ-26 ( С С С Р ) . 

Количество нитрованных тирозинов в мо-
л е к у л е Г Д К определяли спектрофотометриче-
ски по оптической плотности нитротирозина 
при 428 им в щелочном растворе (рН 8,0— 
8,2) , принимав значение 4100 М - 1 с м - 1 к а к 
м о л я р н у ю абсорбцию (е) , в кислом р а с т в о р е 
(рН 5,6) количество введенных нитрогрупп 
контролировали по оптической плотности при 
360 мм, принимая значение е = 2790 М - 1 с м - 1 

[10] . Число м о д и ф и ц и р о в а н н ы х остатков тиро-
зина определяли т а к ж е измерением абсорбции 
при 381 им, используя е = 2200 М - 1 с м - 1 . 
О ш и б к а в определении числа нитрованных ти-
розинов была ± 0 , 5 остатка . 

Степень м о д и ф и к а ц и и Г Д К оценивали по 
р е з у л ь т а т а м аминокислотного а н а л и з а . Кис-
лотный гидролиз проводили в 6 н. НС1 (ос. ч) 
при 1 10 °С в течение 24 ч в з а п а я н н ы х ампу-
лах . Гидролиз белка проводили т а к ж е в 3 н. 
/ г -толуолсульфокислоте , с о д е р ж а щ е й 0,2 % рас-
твор солянокислого триптамииа , 24 ч, 105°С 
£13). л -Толуолсульфокислота и триптамин 
препараты фирмы « S i g m a » , С Ш А . Степень ни-
трования определяли аминокислотным анали-
зом по исчезновению тирозина . С о д е р ж а н и е 
т р и п т о ф а н а находили после гидролиза в п-то-
луолсульфокислоте . С у л ь ф г и д р и л ь н ы е группы 

550 мм 

Спектры поглощения нитрогистидиндекарбо-
ксилазы при различных значениях рН. 

/ — р! I 5,6; 2 — рН 8,0; 3 — рН 10,0. Концентрация 
ыитрогмстидиндекарбоксилазы 1,5 мг/мл. По оси абс-
цисс — длины поли (им); по оси ординат — оптиче-

ская плотность. 

определяли с п -ХМБ «Koch-Ligh t» , Англия) по 
методу [111. Ф е н и л г и д р а з о и Г Д К получали , 
к а к описано ранее [3] . Д л я флюориметриче-
ских измерений использовали регистрирующий 
с пе кт рофлуоримет р M P F - 2 A («Hi tachi» , Япо-
ния) . 

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

Тетранитрометан влияет на фермен-
тативную активность и физико-химиче-
ские свойства гистидиндекарбоксила-
зы при p H > 7 , 0 . Степень модифика-
ции зависит от времени инкубации. 
Поэтому реакцию с ТНМ проводили 
чаще всего в течение 60 мин при ком-
натной температуре. Инактивация фер-
мента и его физико-химические свой-
ства зависят от молярного избытка 
реагента (табл. 1). 

В спектрах поглощения модифици-
рованной ГДК появляются новые мак-
симумы поглощения (см. рисунок) при 
360 нм (в кислой среде) и 428 нм (в 
щелочной). Наличие этих максимумов 
характерно для белков, у которых нит-
рованы остатки тирозина. Спектры 
поглощения нитрогистидиндекарбо-
ксилазы изменяются с изменением рН 
среды. Это показывает, что остатки 
нитротирозина при изменении рН из-
меняют свое ионное состояние, при-
чем рК обоих остатков практически не 
различаются. Известно, что нитрова-
ние остатков тирозина приводит к сни-
жению рК фенольной группы с 10 до 7. 
Если фенольные группы тирозина важ-
ны в каталитическом процессе, то из-
менение их рК при нитровании может 
существенно сказаться на фермента-
тивной активности. Так как спектры 
п о г л о ще н и я н итр отироз и но в ы х остат-
ков чувствительны к кислотности сре-
ды, это делает их особенно удобными 
для регистрации изменений микро-
окружения в белке. 

При нитровании гистидиндекарбо-
ксилазы тетранитрометаиом (рН 7,5) 
модифицируется один наиболее доступ-
ный остаток тирозина при молярном 
соотношении Т И М / Г Д К = 40, при уве-
личении молярного соотношения до 80 
и 120 нитруется соответственно 3 и 6 
остатков тирозина (см. табл. 1). Пред-
варительная инкубация ГДК с суб-
стратом или аналогами субстрата (ин-
гибиторами фермента) не защищает 
ГДК от нитрования. Если увеличить 
молярное соотношение Т Н М / Г Д К до 
750 (время реакции 24 ч), модифици-
руется до 30 остатков тирозина, белок 

5 В-сы мед. химии № 3 И З 



Т а б л и ц а 2 
Спектральные характеристики ультрафиолето-
вой флюоресценции ГДК; нативной, нитрован-
ной по 6 остаткам тирозина, обработанной 
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Н а т и в н а я 285 325 85 
Н и т р о в а н н а я по 6 остат-

кам тирозина 285* 325 25** 
Обработанная Д Т Т пе-

ред нитрованием 285 325 85 

Рассеяние света резко увеличивается . 
** П р и нитровании 15, 30 остатков тиро-

зина ультрафиолетовая флюоресценция не об-
н а р у ж и в а е т с я , тогда к а к флюоресценция в ви-
димой области значительно усиливается . 

П р и м е ч а и и е. Концентрация Г Д К 3 , 4 х 
X Ю - 5 М, Д Н М / Г Д К = 1 2 0 , концентрация Д Т Т 
2 5 • 1 0 ~ 8 М; реакцию нитрования проводили 
при рН 7,5; гель-фильтрация при рН 5,6. 

обнаруживает склонность к агрегации. 
Увеличение концентрации ТНМ приво-
дит к резкому увеличению числа ос-
татков тирозина, вовлекающихся в 
процесс модификации, что указывает 
на существование в молекуле фермен-
та остатков тирозина, отличающихся 
по своей доступности к ТНМ. В про-
цессе инактивации фермента ТНМ, со-
провождающемся изменением его кон-
формации, происходит модификация 
остатков тирозина, недоступных для 
ТНМ в нативной ГДК. 

Т а б л и ц а 3 
Параметры спектров флюоресценции ГДК, нит-

рованной по 6 остаткам тирозина 

ГДК 

П я о -. и к 
я 

| а | 

X О) 
м * !5 л <и ц S D. О. 

s i s . 

< о \0 М
ак

с 
сп

ек
! 

ф
лю

с 
ци

и,
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Н а т и в н а я 365 Н е т Нет 
Н и т р о в а н н а я по 6 остат-

кам тирозина 
Обработанная Д Т Т пе-

365 460 80 

ред нитрованием 365 Н е т Нет 

П р и м е ч а н и е. Возбуждение флюорес-
ценции производили светом с длиной волны 
365 нм; концентрация Г Д К — 3 , 4 - Ю - 5 М 
Т Н М / Г Д К = 120; концентрация Д Т Т — 25- Ю"5* 
М; реакцию нитрования проводили при рН 7,5; 
гель -фильтрация при р Н 5,6. 

М ы и сс л ед о в а л и ф л юо р есце н ци ю> 
нитрогистидиндекарбоксилазы в ульт-
рафиолетовой и видимой областях 
спектра. Флюоресцентные свойства 
нитрованного и нативного фермента 
различаются. Флюоресцентные харак -
теристики нативной ГДК подробно 
изучены ранее [5]. Остатки нитроти-
розина в ГДК поглощают в области 
более длинных волн, чем другие хро-
мофоры белка и обладают флюорес-
центными свойствами (табл. 2, 3) с 
максимумом эмиссии, не перекрываю-
щимся с максимумом флюоресценции 
триптофановых остатков. Нитрогисти-
диндекарбоксилаза способна флюорес-
цировать при возбуждении светом с 
длиной волны 365 нм, давая максимум 
флюоресценции в области 460 нм (см. 
табл. 3). Появление флюоресцентных 
свойств у остатков нитротирозииа в 
ГДК, по-видимому, связано со специ-
фическим окружением этих остатков. 
Известно, что N-ацетил-З-нитротирозин 
практически не флюоресцирует. Из 
табл. 2 видно, что ультрафиолетовая 
флюоресценция нитрогистидиндекар-
боксилазы сильно отличается от флюо-
ресценции нативного фермента по ин-
тенсивности. Тушение флюоресцен-
ц и и — не случайное явление; она мо-
жет служить указанием на специфи-
ческое химическое взаимодействие. 
Уменьшение интенсивности флюорес-
ценции не связано с модификацией 
остатков триптофана. Об этом свиде-
тельствуют данные аминокислотного 
анализа и отсутствие поглощения при 
305 нм, характерного для триптофана, 
модифицированного ТНМ. При записи 
спектров флюоресценции у нитрован-
ного образца наблюдается более силь-
ное рассеяние света при возбуждении 
с длиной волны 285 нм, в результате 
которого, по-видимому, уменьшается 
эффективность флюоресценции. При 
увеличении рассеяния света флюорес-
ценция обычно становится более сла-
бой. Увеличение интенсивности рассея-
ния света, очевидно, связано с возмож-
ной полимеризацией ГДК. Не исклю-
чено, что при нитровании вследствие 
стерических препятствий или уменьше-
ния рК фенольной группы тирозина 
изменяется микроокружение остатков 
триптофана, что тоже может вести к 
уменьшению интенсивности флюорес-
ценции. 

Когда ТНМ был впервые применен 
как реагент, м о д и ф и ц и р у ю щ и й белок,. 
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Т а б л и ц а 2 
Аминокислотный состав гистидиндекарбокси 

лазы, нативной и модифицированной ТНМ 

Аминокислота Нативный бе-
лок 

Модифициро-
ванный белок 

Asp 120 121 
Thr 43 43 
Ser 65 66 
Glu 117 116 
P r o 40 40 

<}ly 86 86 
Ala 67 68 
Val 48 48 
Met 30 30 
l ie 65 66 
Leu 54 54 
T y r * * * 48 42 
P h e 28 28 
His 10 10 
Lys 70 69 
•Arg 31 31 
1/2 Cys* 6 3 
Try** 14 14 

*) Цистеин определяли титрованием фер-
мента п-Х МБ. 

**) триптофан определяли после гидроли-
за / i -толуолсульфокислотой. 

***) по данным спектрофотометрического 
а н а л и з а нитровано 6 остатков тирозина . 

[18] считали, что это высокоселектив-
ный реагент на тирозин и не сообща-
ли о побочных реакциях. Однако в 
дальнейшем оказалось, что ТНМ, по-
мимо нитрования остатков тирозина, 
способен взаимодействовать с остатка-
ми цистеина, триптофана, гистидина 
метионина [12, 19—22]. Кроме того, 
ТНМ в определенных условиях может 
в ы з ы в а ть п о л и ме р из а цию не котор ы х 
белков, подвергающихся модификации 
этим реагентом [16, 17]. Из этого сле-
дует, что необходима крайняя осто-
рожность, когда ТНМ используется 
для специфической модификации ос-
татков тирозина. 

Количество модифицированных ос-
татков в молекуле ГДК мы определя-
ли спектрофотометрически и амино-
кислотным анализом. Аминокислотный 
состав, представленный в табл. 4, 
указывает, что ТНМ в выбранных ус-
ловиях нитрует тирозин, окисляет ци-
стеин и не оказывает влияния на та-
кие аминокислоты, как триптофан, ги-
стидин, метионин. В молекуле ГДК од-
новременно с нитрованием остатков ти-
розина происходит окисление остатков 
цистеина. Из табл. 1 видно, что при 
нитровании 1 остатка тирозина окис-
ляются 2 остатка цистеина, а нитро-

вание 6 остатков тирозина сопровож-
дается окислением 3 остатков цистеи-
на. После обработки нативного фер-
мента ТНМ SH-группы, важные для 
ферментативной активности [2, 7 | , ут-
рачивают свойство реагировать с п-
ХМБ. Окисленные ТНМ SH-группы 
можно восстановить дитиотреитолом 
(ДТТ) , и они вновь приобретают свой-
ство реагировать с я-ХМБ. Однако 
ферментативная активность при этом 
не восстанавливается, происходит не-
обратимая инактивация фермента. 

Присутствие в молекуле ГДК реак-
ционноспособных сульфгидрильных 
групп, важных для ферментативной 
активности, затрудняет химическую 
модификацию тирозина без одновре-
менного окисления SH-групп. Поэтому 
была сделана попытка обратимо за-
щитить все реактивные SH-группы в 
молекуле ГДК и осуществить селек-
тивную химическую модификацию ос-
татков тирозина. Д л я этого была про-
ведена избирательная ступенчатая 
модификация ГДК. Нативную Г Д К об-
рабатывали п-ХМБ для защиты реак-
циоиноспособных SH-групп, а затем 
нитровали ТНМ. Оказалось, что ГДК, 
у которой блокированы п-ХМБ SH-
группы, важные для ферментативной 
активности, легко нитруется ТНМ (см. 
табл. 1). Однако после восстановле-
ния SH-групп ДТТ активность восста-
навливается только частично (на 20— 
3 0 % ) . Можно думать, что модифици-
рованные остатки тирозина играют су-
щественную роль в функционировании 
ГДК. В результате нитрования воз-
можны локальные изменения структу-
ры фермента, а также полимеризация 
молекул ГДК, что может отразиться 
на ее ферментативной активности и 
затруднить реактивацию фермента. 

Пердставляет интерес инактивация 
фермента ТНМ после предварительной 
обработки ГДК ДТТ. Мы обнаружи-
ли, что ГДК, предварительно обрабо-
танная ДТТ, становится нечувстви-
тельной к действию ТНМ. Однако при 
этом происходит полная необратимая 
инактивация фермента (см. -табл. 1). 
Не в ы я в л еи о отличий инактивирован-
ной ГДК от нативной по спектрам по-
г л о щен и я, ф л юо р есценции и амино-
кислотному составу. В молекуле Г Д К 
аминокислоты, в том числе тирозин и 
цистеин, не модифицируются. Это на-
водит на мысль о модификации реак-
ционноспособных карбонильных групп 
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пировиноградной кислоты, которые на-
ходятся в активном центре ГДК [1, 3]. 

Известно, что при окислении дитио-
треитола тетранитрометаном одним из 
продуктов реакции является азотистая 
кислота [20], которая способна всту-
пать в реакцию присоединения (кон-
денсации) с карбонильной группой [4, 
9]. Ранее нами было установлено, что 
свободная карбонильная группа в ак-
тивном центре Г Д К легко образует 
фенилгидразон [3]. Мы проверили, бу-
дет ли нитрованный фермент и фер-
мент, ииактивироваииый под действием 
Д Т Т + Т ММ, образов ы в а т ь ф е н и л г и д -
разом. Оказалось, что нитрованный 
фермент легко образует фенилгидра-
зон, что обнаруживается по появлению 
в спектре поглощения нового максиму-
ма при 323 им. Инактивированный 
под действием Д Т Т + Т Н М фермент не 
обладает этим свойством. Это указы-
вает, что в данном случае происходит 
модификация карбонильной группы 
фермента. Следовательно,, можно счи-
тать, что получена неактивная ГДК, у 
которой селективно модифицирована 
карбонильная группа активного цент-
ра. 
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T H E M O D I F Y I N G E F F E C T O F TETRANITRO-
M E T H A N E ON M I C R O C O C C A L ITIST1 DINE 

DECARBOXYLASE 

N. A. Gonchar, O. G. Grebenschikova, N. V. 
Zasla.vska.ya 

Ins t i tu te of Medical Enzymology , Academy of 
Medical Sciences of the USSR, Moscow 

Te t ran i t romethane inhibited dist inct ly the 
his t idine decarboxylase activity at pH above 7.0. 
Spectral and fluorescence proper t ies as well 
as amino acid composit ion of the t rans formed ' 
enzyme were s tudied. Ni t ra t ion of tyrosine resi-
dues occurred s imul taneous ly with oxidat ion of 
cysteine in a molecule of hist idine decarboxyla-
se t reated with t e t ran i t romethane , while the 
other amino acids such as t ryptophane , his t idine 
and methionine were not al tered. The hist idine 
decarboxylase pret reated with dithiothreitol , 
became insensi t ive to the t e t r an i t romethane ef-
fect but complete inact ivat ion of the enzyme 
was observed under these condit ions. Poss ible 
mechan i sms of the hist idine decarboxylase inac-
tivation are discussed. 


