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ВОПРОСЫ. 
МЕДИЦИНСКОЙ химии 



заминидазы и p-глюкуронидазы возра-
стает в 2,4 раза , а - галактозидазы — в 
2,1 раза , а а -глюкозидазы — в 1,6 ра-
за. При О М Л и О М М о Л снижение ак-
тивности а -маннозидазы т а к ж е более 
выражено, чем снижение активности 
других ферментов. Таким образом, ве-
роятно, при лейкозах происходит не 
только изменение процессов, общих 
д л я всех гликозидаз , но и некоторых 
процессов, касающихся отдельных гли-
козидаз , в частности а -маннозидазы. 

Авторы выражают глубокую благо-
дарность профессору Е. Л. Розен-
фельд и профессору Ф. Э. Файнштейну 
за участие в обсуо/сдении результатов. 
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ACID G L Y C O S I D A S E S IN L E U K O C Y T E S O F 
P A T I E N T S W I T H C H R O N I C AND A C U T E 

MYELOID L E U K E M I A 

A. L. Minakova, M. E. Preobrazhenskaya, 
N. D. Khoroshko 

Ins t i tu te of Biological and Medical Chemis t ry , 
Academy of Medical Sciences of the USSR, 
Cent ra l Research Ins t i tu te of Hema to logy and 

Blood Trans fus ion , Moscow 

Activit ies of five acid g lycos idases were 
examined in leukocytes of 30 healhty persons , 
17 pa t ien t s with chronic myeloid leukemia 
(CML) and 7 pa t i en t s with acute myeloid leu-
kemia (AML). In leukocytes of the pa t i en t s 
with CML activit ies of a -D-mannos idase , 
N-ace ty l -p-D-hexosaminidase and p-D-glucuro-
dase were s igni f icant ly higher ( p < 0 . 0 1 ) and 
those of a -D-ga l ac to s idase and a -D-g lucos idasc 
were somewhat h igher ( p < 0 . 0 5 ) as compared 
with control leukocytes. Activities of all f ive 
g lycos idases in leukocytes of pa t ien ts with 
AML were wi th in the normal limits. Glycosidasc 
activi t ies were also examined in leukocytes of 
three g roups of pa t i en t s with CML at d i f ferent 
s t a g e s of the disease: chronic, p rogress ive and 
blast crisis. All the en rymes exhibited the 
h ighes t activity in the f i rs t g roup of pa t ien ts ; 
the activi t ies of these enxymes in the second 
group were lower and those in the third g roup 
were close to normal . When CML leukocytes 
were f rac t iona ted us ing the Ficol l -verograf in 
method, the activit ies of the enzymes in the 
in te r face f rac t ion (unmatu red cells) were h igher 
than those in the bottom f rac t ion (matured 
g r a n u l o c y t e s ) . These data s u g g e s t that the 
increased g lycos idase activi ty in CML cells is 
due to the presence of the popula t ion of un-
ma tu red g ranu locy tes which are dist inct f rom 
blast cells. 

A. 3. Киркель, 10. /7. Ромашок, Г. А. Давыдова, 
К. М. Ермолаев, В. А. Пеккель 

О К И С Л Е Н И Е П-НИТРОБЕНЗИЛАМИНЛ 
И П-ДИМЕТИЛАМИНОМЕТИЛ БЕНЗИЛАМИ НА 

АМИНОКСИДАЗАМИ ПЛАЦЕНТЫ И СЫВОРОТКИ КРОВИ 
ЧЕЛОВЕКА 

Институт биологической и медицинской х м 
д и а т р и и , а к у ш е р с т в а и н а с л е д с т 

Бензиламин и довольно многочис-
ленная группа его производных явля-
ются хорошими синтетическими суб-
стратами различных аминоксидаз из 
многих тканей человека и животных. 

I АМН СССР, Москва, Львовский Н И И пе-
ш о й патологии Минздрава УССР 

Интенсивное изучение ряда бензилами-
нов и поиск новых производных во 
многом обязаны простоте и большой 
чувствительности спектрофотометриче-
ских методов определения активности 
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аминоксидаз с этими субстратами. Тес-
тирование аминоксидаз с бензилами-
ном и его производными осуществля-
ется либо путем прямого фотометри-
рования о б р а з у ю щ и х с я альдегидов 
[11] , либо после избирательной экст-
ракции продуктов реакции органиче-
скими растворителями [10]. Особенно 
плодотворным обещает быть примене-
ние бензиламина и его производных в 
качестве субстратов д л я определения 
активности аминоксидаз при установ-
лении ф а к т а беременности в спорных 
случаях и оценке степени риска невы-
н а ш и в а н и я плода [8, 13, 16]. Среди 
известных производных бензиламина 
наиболее перспективными в этом отно-
шении я в л я ю т с я п-диметиламиноме-
тил бензил амин и п-нитробензиламии. 
П - д и м е т и л а м и н о м е т и л б е и з и л а м и н дав-
но используют к а к субстрат диамин-
оксидазы, однако имеющийся д л я опре-
деления аминоксидазной активности с 
этим субстратом кинетический метод 
не соответствует требованиям серий-
ных анализов [3]. Применение в каче-
стве субстрата п-нитробензиламина 
т а к ж е н а т а л к и в а е т с я на некоторые 
трудности, связанные п р е ж д е всего с 
ра зногласиями относительно вида фер-
мента, к а т а л и з и р у ю щ е г о окисление 
этого амина . Так, по данным ряда ис-
следователей, п -нитробензиламин яв-
ляется субстратом д и а м и н о к с и д а з ы 
почек свиньи [12, 14], однако попытка 
использования его в качестве субстра-
та д и а м и н о к с и д а з ы плаценты челове-
ка была безуспешной [4] . Возможно, 
что у к а з а н н ы е разногласия объясня-
ются влиянием очистки на свойства 
фермента . М о н о а м и н о к с и д а з а почек 
быка, по-видимому, не к а т а л и з и р у е т 
окисление п-нитробензиламина [6 ] . 
Ввиду важности широкого внедрения 
в практику отечественных лечебных 
учреждений методов исследования ак-
тивности аминоксидаз был усовершен-
ствован способ синтеза п-нитробензил-
амина , р а з р а б о т а н ы удобные методы 
определения аминоксидазной активно-
сти с п -диметиламииометил- и п-нитро-
бензил аминами, изучены специфич-
ность и особенности действия на них 
различных аминоксидаз плаценты че-
ловека , я в л я ю щ е й с я источником ряда 
сывороточных ферментов при беремен-
ности, исследованы уровни окисления 
данных аминов в сыворотках крови до-
норов и беременных женщин. 

М е т о д и к а 

Субклеточные фракции плаценты получа-
ли путем дифференциального центрифугирова-
ния 30 % гомогеиата плацент в 0,25 М саха-
розе. Митохондриальные фракции представ-
ляли собой осадок, полученный после центри-
фугирования при 10 000 g в течение 20 мин 
(предварительно отделяли клеточные обломки 
и ядра при 1500 g ) , отмытый д в а ж д ы 0,25 М 
сахарозой, микросомальная фракция — отмы-
тый осадок, полученный после центрифугиро-
вания при 125 000 g в течение 20 мин (про-
межуточный осадок, полученный после центри-
фугирования при 20 000 g, отбрасывали) , 
растворимая фракция — надосадочная 
жидкость, полученная после центрифугирова-
ния при 250 000 g (60 мии) и обессоленная на 
колонке с сефадексом G-50. 

Д л я синтеза п-нитробензиламина к 8,64 г 
п-нитробензилбромида и 7,4 г фталимида ка-
лия (пе содержащего щелочи и свободного 
фталимида) приливали 20 мл безводного ди-
метилформамида и тщательно перемешивали. 
При этом температура реакционной смеси 
быстро достигала 70—75 °С, после чего начи-
нала снижаться . Реакция заканчивалась через 
1 ч. Смесь перемешивали с 50 мл воды, вы-
павшие кристаллы отфильтровывали и про-
мывали водой. Выход п-иитро-Ы-фталоилбен-
зиламииа составлял 11,2 г ( 9 8 % ) . Полученное 
соединение без дополнительной очистки кипя-
тили 36 ч в смеси 100 мл уксусной кислоты и 
100 мл 18 % соляной кислоты. Реакционный 
раствор оставляли при комнатной температуре 
на 12—15 ч. Выпавшую фталевую кислоту от-
фильтровывали и промывали холодной водой. 
Фильтрат упаривали в вакууме (10—15 мм) , 
з авершая этот процесс на кипящей водяной 
бане. Кристаллический остаток обрабатывали 
50 мл воды, смесь о х л а ж д а л и 2 ч при 0 °С 
и отделяли остатки фталевой кислоты (общий 
выход 90 %) . Фильтрат упаривали в вакууме, 
как описано выше, а кристаллический остаток 
сушили в вакуум-эксикаторе над К О Н и 
H2SO<i. Кристаллы растирали с 10 мл о х л а ж -
денного абсолютного этанола, отделяли и про-
мывали этанолом и эфиром. Выход хлор-
гидрата п-нитробензиламина составлял 6,45 г 
( 8 6 % ) . Бесцветные кристаллы имели темпе-
ратуру плавления 255—256°С (из п-пропано-
ла; растворимость в 100 мл кипящего раст-
ворителя 1 г) . Найдено (в % ) : С 44,61; 
Н 4,98; С1 18,95; N 14. Вычислено (в % ) : 
С 44,58; Н 4,81; С1 18,80; N 14,85. Использо-
вание для гидролиза фталоильного производ-
ного 47 % бромистоводородной кислоты сокра-
щает длительность реакции до 10 ч. Выхода 
бромгидрата п-нитробеизиламииа составлял 
7,50 г ( 8 0 % ) . Температура плавления 265°С 
(из п-пропанола; растворимость ~ 3 г). Най-
дено (в % ) : С 36,19; Н 3,87; Вг 34,26; 
N 12,10. Вычислено (в % ) : С 36,08; Н 3,84; 
Вг 34,28; N 12,02. 

Синтез п-диметиламинометилбензиламииа 
осуществляли методом, описанным ранее [3]. 

Ингибитор Лилли 51641 предоставил 
R. Fuller, депренил — J. Knoll, аминогуани-
дии и семикарбазид были производства фир-
мы «Merck», H E P E S — «Calbiochem», серото-
нин — «Rcanal» меченые субстраты — « А т е г -
sham», прочие реактивы были отечественного 
производства. 

Определение активности аминоксидаз с 
п-нитробеизиламииом и бснзиламииом прово-
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дили методом, аналогичным описанному в ли-
тературе [10], в малых пенициллиновых фла-
конах с полиэтиленовыми пробками. Д л я ис-
следования препаратов плаценты пробы бра-
ли объемом 1 мл, включающие в себя 0,025 М 
H E P E S - б у ф е р а , 1 мМ субстрата и фермент-
ного материала . Д л я митохондрий и микросом 
среда имела рН 8,1, содержание белка состав-
л я л о I мг/мл, длительность реакции 15 мин 
(r i-питробсизиламин) или 60 мин (бензила-
мин) при 37 °С; д л я растворимой фракции р Н 
равнялся 7,0; белка было 3 мг/мл, инкубация 
составляла 30 или 120 мин. Останавливали 
реакцию 0,2 мл 1 М. НС1, после чего в к а ж -
дый флакон добавляли по 3 мл гексана, про-
изводили энергичное встряхивание проб на 
механическом шейкере в течение 5 мин и от-
бирали шприцем примерно 2 мл верхней ор-
ганической фазы. В контрольные пробирки 
белок добавляли после остановки реакции. 
Эффективность экстракции п-нитробензальде-
гида в этих условиях составляла 83 %„ бен-
зальдегида — 94 %. Количество указанных 
продуктов в гексановых экстрактах измеря-
ли на спектрофотометре СФ-16 по оптической 
плотности при 258 и 241 им соответственно 
против чистого гексана. Расчеты удельной 
активности ферментов (А) осуществляли по 
формуле: Л=/е - AD/ t-E (нмоль на 1 мг в 
1 мин), где А О — разность м е ж д у оптически-
ми плотностями опытной и контрольной проб 
за время реакции t (в минутах) , Е — количе-
ство белка в пробе (в миллиграммах) . С уче-
том коэффициента молярной экстинкции соот-
ветствующих альдегидов (е) и эффективности 
экстракции значение k для беизиламина со-
ставляло 244,02 (8241 = 13080 М - 1 , с м 1 ) , а 
д л я п-нитробензиламина — 218,87 (8258 = 
= 16520). 

Д л я определения аминоксидазной активно-
сти с п-диметиламинометилбеизиламином в ка-
честве субстрата был т а к ж е использован 
принцип экстракции продукта реакции гекса-
ном. Пробы содержали 0,02 М фосфатный 
буфер р Н 7,0 1 мМ субстрат и обычно 3 мг 
белка растворимой фракции в 1 мл. Инкуба-
ция п р о д о л ж а л а с ь 60 мин при 37 °С. По ис-
течении времени реакции к пробам д о б а в л я л и 
1 мл 1 М ЫаНСОз, затем сразу ж е 3 мл гек-
сана , встряхивали 5 мин и измеряли оптиче-
скую плотность при 248 им, 8 = 1 1 5 4 7 ; эффек-
тивность экстракции альдегида составляла 79 и/о. 

А — 328,95- AD/t'E. 

Аминоксидазныс активности сыворотки 
крови определяли в пробах объемом 1,5 мл. 
Пробы содержали 0,075 мл 0,04 М фосфат-
ного буфера рН 7,0; 0,15 мл 10 мМ раствора 
субстрата и 0,6 мл сыворотки крови. Время 
реакции составляло 120 мин при 37 °С. Ход 
анализа не отличался от описанных выше. 
Расчет удельных активностей (в ианомолях 
альдегида на 1 мл сыворотки в 1 мин) осу-
ществляли путем умножения значений оп-
тических плотностей на коэффициенты: 3,39 
д л я беизиламина, 3,04 д л я п-нитробензилами-
на и 4,57 д л я п-диметиламиномстилбензил-
амина . 

Титрование митохондриальной моиоамин-
оксидазы проводили по методу Акксрмаиа — 
Поттера [2]. При необратимом ингибировании 
активности фермента стехиометрически взаи-
модействующим с ним ингибитором график 
зависимости ферментативной активности от 
концентрации белка параллелей в присутствии 

ингибитора графику для контроля без инги-
битора и отсекает на оси абсцисс величину 
молярного эквивалента , показывающего, при 
какой концентрации белка в пробе молярная 
концентрация фермента равна использованной 
концентрации ингибитора. 

Участие аминоксидаз плаценты в катали-
зе окисления п-нитробензиламина определяли 
путем анализа влияния этого амина на кине-
тику ферментативного окисления специфиче-
ских радиоактивных субстратов (методом сме-
шанных субстратов) . Если исследуемый амин 
взаимодействует с тем ж е ферментом, что и 
субстрат, он изменяет пересечение кинетиче-
ских графиков в координатах Л а й н у и в е р а -
Берк с осью абсцисс ( 1 / К м ) и не влияет на 
пересечение с осыо ординат ( 1 I V ) у т. е. кон-
курентно ингибирует реакцию. 

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

Изучение окисления исследуемых 
аминов при участии аминоксидаз суб-
клеточных фракций плаценты показа-
ло, что окисление п-диметиламиноме-
тил бензил амина катал из ир у ю т только 
аминоксизады растворимой фракции, а 
окисление п-нитробензиламина , т а к ж е 
к а к и беизиламина , помимо аминокси-
д а з растворимой фракции, катализиру-
ют т а к ж е амииоксидазы митохондри-
альной и микросомальной фракций, со-
д е р ж а щ и х только моноаминоксидазу и 
бензилам ииоксидазу. Окислительное 
деза минирование п-нитробензиламина 
м е м б р а н о с в я з а и н ы м и амин о ксидаз ами 
было установлено двумя независимыми 
методами: спектрофотометр ическим 
(по образованию альдегида) и колори-
метрическим (по образованию ам-
м и а к а ) . 

Р е а к ц и я ферментативного окисле-
ния п-диметиламииометил бензил амина 
высокочувствительна к специфическо-
му ингибитору диаминоксидазы амиио-
гуанидину и не блокируется ингибито-
рами моноаминоксидаз (табл. 1). По-
лученные результаты п о д т в е р ж д а ю т 
данные литературы об окислении п-ди-
м е т и л а м и н о м е т и л б е и з и л а м и н а при уча-
стии д и а м и н о к с и д а з ы [3, 5] и указы-
вают на то, что д и а м и н о к с и д а з а явля-
ется единственным ферментом в пла-
центе человека , к а т а л и з и р у ю щ и м окис-
ление этого субстрата . Окисление п-ни-
тробензиламина ингибирует все ис-
пользованные ингибиторы (см. табл . 1). 
Судя по относительной чувствительно-
сти к избирательным ингибиторам мо-
ноаминоксидаз типов А и Б — Л и л л и 
51641 и депренилу, окисление этого 
субстрата в митохондриях и микросо-
мах к а т а л и з и р у ю т главным образом 
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Т а б л и ц а 4 
Особенности окисления производных беизиламина, катализируемого аминоксидазами плаценты че-

ловека 

Митохондрии Ми крое омы Растворимая фракция 
Свойства аминокси-

даз 
п - Н Б А БА п - Н Б А БА п - Н Б А БА п - Д М А М Б А 

Активность: 

общая 9459 918 6636 878 3316 393 5076 
Активность: 

общая 
11080 918 6837 1791 

удельная 

150' 
Л и л л и 51641 
депренил 
семикарбазид 
аминогуанидин 

Км» мМ: 
диапазон 
значение 

8 ,14 0 , 7 9 10,50 1,39 0 , 4 9 0 ,058 0 , 7 5 удельная 

150' 
Л и л л и 51641 
депренил 
семикарбазид 
аминогуанидин 

Км» мМ: 
диапазон 
значение 

9 , 5 3 

0,000011 
0 ,00013 
1 , 6 
7 , 5 

0 , 0 2 — 0 , 5 
0 , 1 7 

0 ,00002 
0,000028 
2 
4 

0 , 0 2 — 1 , 0 
0 , 2 6 

10,82 

0 ,000005 
0 ,0018 
0 , 8 
3 

0 , 0 2 - 1 , 0 
0 , 2 6 

0 ,000025 
0 ,000063 
1,6 
3 , 2 

0 , 0 2 — 1 , 0 
0 , 2 2 

0 , 2 6 

0,0000016 
0,001 
0 ,0016 
0 ,00035 

0 , 0 2 — 0 , 5 
0 , 0 9 5 

+ 
+ 

0 ,005 
0 ,079 

0 , 0 2 — 1 , 0 
0 , 1 9 

Не ингибирует 
Не ингибирует 

0 ,00063 
0 ,0000063 

0 , 0 5 — 5 , 0 
0 ,034 

П р и м е ч а н и е . Активность в знаменателе определена по выделению NH3 , в остальных 
случаях — спектрофотометрически по альдегиду. Общая активность выражена в наномолях про-
дукта за 1 мин реакции, удельная — в наномолях на 1 мг белка в 1 мин. Значение 15 0 пред-
ставляет собой концентрацию ингибитора I (в мМ), вызывающую ингибирование активности на 
50% (время преинкубации 30 мин при 37 °С). Знаком + отмечены случаи, когда степень ин-
г и б и р о в а н и я составляла всего 1 0 % . Здесь и в табл . 2 и 3: п-НБА — п-нитробензиламин, 
п-ДМАМБА — п-диметиламииометилбензиламии, БА — бсизиламин. 

м о н о а м и н о к с и з а д ы типа А, а н е с к о л ь к о 
п о в ы ш е н н а я чувствительность р е а к ц и и 
к с е м и к а р б а з и д у н а в о д и т на м ы с л ь об 
участии в ней м е м б р а н о с в я з а н н о й бен-
з и л а м и н о к с и д а з ы [7 ] . О к и с л е н и е п-ии-
т р о б е н з и л а м и н а при участии м о н о а м и н -
о к с и д а з типа А п о д т в е р ж д а е т с я т а к ж е 
н е о б р а т и м о с т ь ю д е й с т в и я Л и л л и 51641 
у ж е при 30-минутной п р е и н к у б а ц и и с 
ф е р м е н т о м и о б р а т и м ы м и н г и б и р о в а н и -
ем д е п р е н и л о м д а ж е при 3-часовой пре-
и н к у б а ц и и (рис. 1). К о н ц е н т р а ц и я мо-
н о а м и н о к с и д а з ы А, по д а н н ы м титро-
вания ингибитором Л и л л и 51641, со-
с т а в л я л а 156 пмолей на I мг б е л к а , 
ч и сло обор отов (моле к у л я р на я а к т и в -
ность) д л я п - н и т р о б е н з и л а м и н а — 
61 м о л ь п р о д у к т а на 1 моль ф е р м е н т а 
в 1 ми и. 

А н а л и з кривых и н г и б и р о в а н и я с 3-ча-
совой п р е и н к у б а ц и е й (рис. 2) п о к а з а л , 
что при всех и с п ы т а н н ы х у с л о в и я х ин-
г и бито р ы м о н о а м и и оке и д а з ы 11 е и н г и -
б и р о в а л и окисление п - н и т р о б е н з и л а м и -
на м и т о х о н д р и я м и и м и к р о с о м а м и пол-
ностью, а к а к а я - т о его д о л я (5—10 % ) 
всегда о к и с л я л а с ь при участии ф е р м е н -
та , устойчивого к д е й с т в и ю Л и л л и 
51641 и д е п р е н и л а . П о с к о л ь к у , судя по 
к р и в ы м и н гиб и р о в а и и я сем и к а р б а з и -
д о м и а м и н о г у а н и д и н о м , в системе вы-
я в л я е т с я ф е р м е н т с п о в ы ш е н н о й чув-

с т в и т е л ь н о с т ь ю к р е а г е н т а м на к а р б о -
н и л ь н у ю группу, к а т а л и з и р у ю щ е й окис-
ление а н а л о г и ч н о й д о л и п -нитробен-
зил а мина , м о ж н о допустить , что этот 
амин я в л я е т с я с у б с т р а т о м м е м б р а н о -
с в я з а н н о й бензил а м и н о к с и д а з ы ( Б А О 
или C R A O ) , о б л а д а ю щ е й высокой чув-
с т в и т е л ь н о с т ь ю к с е м и к а р б а з и д у и ре-
зистентной к а ц е т и л е н о в ы м ингибито-
рам м о н о а м и н о к с и д а з ы [7 ] . П р и высо-

Р и с. I. Т и т р о в а и и с м итох о и д р и а л ь н о й м о и о -
аминоксидазы ингибитором Лилли 51641. 

По оси абсцисс — концентрация мптохондриального 
белка в пробе (в мг/мл), но оси ординат - с к о р о с т ь 
окисления субстрата (в нмоль/мин). Концентрация 
м нптробенглыамипа I мМ, к о т ц ч п рации дгпр^нпла 
10 '' М ( / ) . концентрация Лилли 5МИ1 5-10 н М (2) и 
10 7 М (И). Преинкубации с депренилом 180 мин при 
37 °С, с Лилли 51(341 30 мин при 37° . Пунктиром пред-
ставлен график контрольного опыта (в отсутствие 

ингибитора). 
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Рис. 2. Ингибирование окисления бензиламииа 
и п-нитробензиламина в митохондриях и мик-
росомах плаценты человека различными инги-

биторами. 
а — митохондрии, б — микросомы. З д е с ь и на рис. 3 
по оси абсцисс — отрицательный логарифм концентра-
ции ингибитора, по оси ординат — степень ингибиро-
вания (в %); концентрация бензиламииа (Б) 1 мМ и 
п-иитробензиламина (II) 1 мМ — сплошная линия и 
И.1 мМ — пунктирная линия. Л — Лилли 61641, Д — 
депренил, С — с е м и к а р б а з и д , А — аминогуанидин. 
Преинкубация с ингибиторами моиоамииоксидаз 

180 мин при 37°С. 

кой концентрации п-нитробензиламина 
(1 мМ) в его окислении, по-видимому, 
начинает принимать участие особая 
форма моноаминоксидазы, и м е ю щ а я 
одинаковую чувствительность к Л и л л и 
51641 и депренилу, о б н а р у ж е н н а я ра-
нее в опытах с бензиламином в качест-
ве субстрата [9] и н а з в а н н а я моиоами-
ноксидазой типа Б ' . Согласно положе-
нию плато на кривой иигибироваиия 
депренилом (см. рис. 2 ) , доля участия 
этой формы моноаминоксидазы в об-
щем окислении 1 мМ п-нитробензил-
амина составляет 35% Для микросом и 
20% д л я митохондрий (см. рис. 2 ) . Од-
нако Б А О и м о н о а м и н о к с и д а з а типа 
Б / в отличие от моноаминоксидазы 
типа А имеют незначительное сродство 
к п-нитробензиламину, хотя принимают 
существенное участие в окислении бен-

зиламииа . По данным ингибиторного 
анализа , доля Б А О в окислении 0,1 м М 
бензиламииа , катализируемого амино-
к с и д а з а м и митохондрий, составляет 
30%, доля моноаминоксидазы Б ' — 
35%. «Классическая» моноаминоксида-
за Б к а т а л и з и р у е т окисление 30% бен-
зиламииа , а количественно преоблада -
ю щ а я в плаценте форма А моноамино-
ксидазы — л и ш ь незначительную его 
часть ( 5 % ) . Приведенные результаты 
свидетельствуют о том, что заместите-
ли в пара -положении молекулы бензил-
амина р е ш а ю щ и м образом влияют на 
способность этого соединения служить 
субстратом той или иной амииоксида-
зы. Введение в пара -положение нитро-
группы оказывается достаточным д л я 
того, чтобы бензиламин почти полно-
стью утратил свойства субстрата мо-
ноаминоксидазы типа Б; введение нит-
рогруппы в пара -положение п р е в р а щ а -
ет бензиламин в субстрат моноамино-
ксидазы типа А, т. е. осуществляется 
так называемый А-сдвиг [5] . Введение 
в п а р а - п о л о ж е н и е ' диметиламиноме-
тильной группировки л и ш а е т бензил-
амии свойства окисляться при участии 
моиоамииоксидаз (скорее всего из-за 
стерических препятствий) , приводя к 
получению субстрата , чрезвычайно спе-
цифичного д л я диаминоксидазы . 

Пара -иитропроизводное бензиламииа 
о к а з а л о с ь субстратом диамипоксидаз . 
К а к следует из ингибиторного а н а л и з а 
растворимой фракции, доля диамино-
ксидазы в окислении 1 мМ п-нитробен-
з и л а м и н а составляла 55%, а доля мо-
ноаминоксидазы типа А — 30% 
(рис. 3) . Конкурентный х а р а к т е р инги-
бирования п-нитробензиламином окис-

12 11 10 12 П 10 

Рис. 3. Ингибирование окисления производных бензиламииа в растворимой фракции 
гомогеиата плаценты человека различными ингибиторами. 

а — п-иитробеизиламин, б — п-диметилами'нометилбензиламин. 
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Т а б л и ц а 4 
Участие аминоксидаз плаценты в окислении бензиламина и его производных 

Митохондрии Микросомы Р а с т в о р и м а я фракция 

Аминоксидазы 
п-МБА БА п - Н Б А БА п - Н Б А БА п - Д М А М Б А 

Аминоксидазы 

0,1 мМ 1,0 мМ 0,1 мМ 1,0 мМ 0 , 1 мМ 1,0 мМ 1,0 мМ 1,0 мМ 
1.0 

мМ 1 ,0 мМ 

Моноамииоксидаза: 
А 
Б 
Б ' 

Бензиламиноксидаза 
Диаминоксидаза 

95 
0 
0 
5 
0 

75 
0 

20 
5 
0 

5 
30 
35 
30 

0 

20 
10 
60 
1 0 

0 

92 
0 
0 
8 
0 

55 
0 

35 
10 

0 

10 
15 
50 
25 

0 

30 
0 
0 

15 
55 

10 
10 
10 
50 
20 

0 
0 
0 
0 
100 

П р и м е ч а н и е . Представлены доли участия плацентарных: аминоксидаз в окислеиии 
изучаемых аминов (в % от общего уровня). 

ления 1 4С-путресцина и 1 4С-серотонина 
(рис. 4) п о д т в е р ж д а е т участие обеих 
аминоксидаз в к а т а л и з е реакции окис-
лительного д е з а м и н и р о в а н и я п-нитро-
бензиламина , а полученные при этом 
значения констант ингибирования поз-
воляют заключить , что диаминоксида-
за (Ki = 0,085 мМ) имеет к п-нитро-
бензил амину значительно большее 
сродство, чем моноамииоксидаза 
(/<•. = 0,37 м М ) . Такой ж е вывод мож-
но сделать , если сравнить значение Км 
д л я окисления п-нитробензиламина в 
растворимой фракции , где эта реакция 
в большей степени к а т а л и з и р у е т с я диа-
мипоксидазой, со значением Км д л я 

Рис. 4. Характер ингибирования п-нитробензи-
ламииом окисления меченых путресцина и се-
ротонина в растворимой фракции гомогеиата 

плаценты человека. 
Графики зависимости скорости реакции (и) окисления 
м С-иутресцина (а) и м С-серотонина (б) от концентра-
ции субстрата (S) в координатах Лайнуивера — Верка 
в отсутствие и в присутствии различных концентра-
ций п-нитробензиламина (мМ). На вставках помещены 
вторичные графики зависимости наклонов ( t g a ) от 
концентрации п-нитробензиламина ( Я ) , позволяющие 

рассчитать значения констант ингибирования ( К , ) . 

митохондриальнои моноаминоксидазы 
типа А (см. табл . 1). Окисление бен-
з и л а м и н а в растворимой фракции , по 
д а н н ы м иигибиторного анализа , ката -
лизирует главным образом раствори-
м а я бензиламиноксидаза . О д н а к о диа-
миноксидаза и моноамииоксидаза так-
ж е участвуют в окислении этого амина , 
хотя и в небольшой степени. Пример-
ные доли участия различных аминокси-
д а з плаценты в окислении бензилами-
на и п -нитробензиламина представлены 
в табл . 2. Полученные д а н н ы е свиде-
тельствуют о том, что п-иитробензил-
амин является субстратом практически 
всех известных аминоксидаз плаценты, 
включая растворимую бензиламинокси-
дазу , по-видимому, аналогичную сыво-
роточному ферменту, и поэтому м а л о 
пригоден д л я оценки уровней опреде-
ленных ферментов при беременности 
(табл. 3) . В то ж е время п-диметилами-
пометилбеизиламин, я в л я я с ь высоко-
специфическим субстратом диамин-
оксидазы, м о ж е т быть использован д л я 
а н а л и з а изменения активности этого 
фермента в процессе беременности. 
Д и н а м и к а изменения активности ди-
аминоксидазы с п - д и мет и л амином етил-
бензиламином в качестве субстрата 
при иеосложиениой беременности пред-
ставлена на рис. 5. Р я д авторов [13, 
16] считают, что путем сопоставления 
д и н а м и к и и з м е и е н и я активности д и -
аминоксидазы в процессе беременности 
с ходом «нормальной» кривой м о ж н о 
оценить степень риска н е в ы н а ш и в а н и я 
плода (примерный ход кривой при уг-
розе прерывания беременности п о к а з а н 
на рис. 5 пунктиром) . Скорость окисле-
ния п-нитробензиламина в сыворотке 
беременных сохраняется неизменной на 
довольно высоком уровне примерно до 

0.2 

Hi 0.10.2 0.3 0.4 
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Т а б л и ц а 4 
Активность аминоксидаз сыворотки крови с бензила ми ном и его производными, используемыми 

в качестве субстратов 

М у ж ч и н ы Женщины 

Субстрат число доно-
ров активность С 

число доно-
ров активность С 

п-ДМАМБА 
п-НБА 
Б А 

75 
64 
81 

0 ,067 
0 ,628 
0 ,569 

142 
74 
32 

40 
30 
38 

0,071 
0 ,427 
0 ,618 

100 
. 64 

31 

П р и м е ч а н и е . Активность выражена в наномолях освобождаемого альдегида на I мл 

сыворотки в 1 мин. С — коэффициент вариации , С — - ^ п • 100 % (о — среднее квадратическое 

отклонение , М — среднеарифметические значения) . 

2 4 6 8 10 12 14. 16 1820 222426 28 303234 363840 

Рис. 5. Диаминоксидазная активность сыворот-
ки крови человека с п-диметиламинометилбен-
зиламином в качестве субстрата при беремен-

ности. 
З д е с ь и на рис. 5 по оси абсцисс — срок беременности 
(в нед ) ; по оси ординат — скорость окисления l мМ 
п-диметиламииометилбензиламина на 1 мл сыворотки 
в I мин. К а ж д а я точка представляет собой с р е д н е е 
значение из д а н н ы х анализа сывороток 10—12 ж е н щ и н 
с одинаковыми сроками беременности. Пунктиром по-
казан гипотетический х о д кривой при угрозе невына-

шивания плода . 

0.750 -

0600 

0.450 

0.300 

0,150 

J I I I !_ J I I I I I I I I I LJ I L 
2 4 6 8 10 12 14 16 18 2 0 22 24 26 2 8 3 0 3 2 34 3 6 38 40 

Рис. 6. Аминоксидазиая активность сыворотки 
крови с п-нитробензиламином в качестве суб-

страта при беременности. 
К а ж д а я точка представляет собой среднее значение 
из данных анализа сывороток крови 2—26 ж е н щ и н с 

одинаковыми сроками беременности. 

14-й недели беременности , а з а т е м не-
з н а ч и т е л ь н о п о в ы ш а е т с я (рис. 6 ) . Это 
повышение , по-видимому, с в я з а н о с из-
менением активности д и а м и н о к с и д а з ы 
в ходе беременности , но в ы с о к а я ис-
х о д н а я скорость окисления п-нитробен-
з и л а м и и а и небольшой прирост актив-
ности, н а б л ю д а е м ы й в период от 14-го 
до 20-й недели беременности , свиде-
т е л ь с т в у ю т о непригодности т а к о г о 
теста . 
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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 . 
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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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