
мп. Проведенные эксперименты показали, что нанесение обусловлива 
ющего стимула на ПТ и испытательного на РЯПМ вызывает отчетли
вое подавление второго компонента испытательного ответа, особенно 
при коротких .межимпульсных интервалах. Следует полагать, что по
следнее является результатом окклюзионного взаимодействия стимулов 
на уровне моста. Для строгого подтверждения возможности опосредо
вания нейронами РЯПМ корковых сигналов в мозжечок необходимо 
применение обратной последовательности раздражения исследуемых 
структур. Нанесение обусловливающего стимула на РЯПМ и испыта
тельного на ПТ показало высокую чувствительность, особенно первого 
компонента, на такую последовательность раздражения. Совокупность 
указанных фактов говорит о том. что нейроны РЯПМ принимаю! уча
стие в передаче корковых командных сигналов в мозжечок через его 
среднюю ножку.
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АДФ-РИБОЗИЛ ИРОВАНИЕ МЕМБРАННЫХ БЕЛКОВ 
СИН АПТОСОМ МОЗГА БЕЛЫХ КРЫС

А. Я. ВАРТАНЯН

Институт биохимии АН Лр.мССР, Ереван

Впервые приводится колнчссгвенная характеристика АДФРТ в субклеточ
ных фракциях сииаптосом головного мозга белых крыс. Уровень АДФРТ, 
локализованной в плазматических мембранах синаптосом, возрастает в 
ряду: головной мозг, мозжечок, ствол мозга. Проведена дискриминация 
ферментативной активности от неэнзнматячсскуго АДФ-рнбознлнроваиия.

Сокращения: АДФРТ—(АДФ-рибозо)трансфераза, НАД —никотинзмид-аденяндн- 
нуклеотнд.
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характерного Для плазматических и митохондриальных мембран. Кажу
щееся значение К„ фермента равнялось Ю мкМ.

Աոաջին անղսւմ տրվել Լ սպիտակ տոննաների գլխուղեղի սինապտւէսոմների են/էա- 
ֆրակցիաներում ԱԵՖՕՏ քանակական րնռւթադիրրւ

Պարղվել , որ иինասլտոսոմաչին մեմրրանի ԱեՖՌՏ-ի ւսկտիվոէխչուեր ուժե
ղանում կ հետեյաչ շարրսւմ, ղ/խուղեղ, ուղեղիկ, ցողուն։ Կատարվել է նաև ֆևր- 
մենտասւիվ ակտիվության տարր երակում ոչ էրերմենւոսւտիվ ԱՍՖ-ոիրողիլացումից' 
րնորոշ ււ/ւաղմատիկ և միտորոնէ/րիս/( քէաղսւնթնԼրին։ (\ГП -Ji/u/Abi/i/i թվացող ար- 
ժերր հավասար Լ 10 մկՄ ւ

The quantitative charac.terizallon о: ЛЭРд’Т in subcoHul.ir fraction о: sy- 
naptosonics о;՜ white rats bruin is realized for the first time. ADPRT. locali
zed in synap:o>0!ne me tbr.nie. increases :n th’< succession: cerebrum, cerebe
llum. brain stein The J Ise amination of enzymatic activity from non-enzymalic 
ADP—ribosylation, rhm erhli o’ plasmatic an I mitochondrial membra
nes is made The seeming itnporianre of enzyme Km Is equal to 10 mkM.

Синапюсомы .тозго—АДФРТ—константа Михаэлиса.

Модификация ключевых белков АДФРТ считается одним из способов 
регуляции клеточного метаболизма. И с этой точки зрения ЛДФ-рибо- 
зилирование можно сравнить с фосфорилированием белков. АДФРТ 
катализирует вытеснение никотинамида из НАД4 и образование 0- 
или X՛-гликозидной связи с белком по следующей схеме:

•белок—ХН 4 пНАД---- >п никотинамид-*- белок—X |(АДФ-рибоза)] п
где Х=0, N, п = 1 • • -100

Образующиеся продукты могут содержать как моно-, так олиго- и пб- 
ли-АДФР-остатки [II]. Различают следующие типы АДФРТ: ядерные 
моно- и поли (АДФ-рнбозо) трансферазы, цитоплазматические моно- н 
поли(АДФ-рибозо) трансферазы, мембранная моно(АДФ-рибрзо)транс- 
фераза [1-1]. И если ноли(АДФ-рибозо)трансферазная активность по
казана почти во всех эукариотических ядрах [13], то сведения о моно- 
(АДФ-рибозо)трансферазе из плазматических мембран пока еще еди
ничные [6, 15]. В связи с этим целью настоящей работы явилось вы
явление некоторых характеристик АДФРТ мембран нервных окончаний 
мозга белых крыс.

Материи,։ и методика. Спнаптосо.мы мозга белых крыс получали по методу Хаи- 
ош [3]. Лнзис смналтосом проводили гипотоническим шоком. Фракции мембран 
сииаптосом получали н. лихата центрифугированием при 25000 g в течение 30 мни. 
Синаптические мембран! были очищены промыванием 100-кратным объемом буфера 
Трис.НС!. р!Т 7,04. с последующим центрифугированием при 25000Xg в течение 30 ми
нут.

Активность АДФРТ определяли по ранее описанной методике с незначительными 
изменениями [8| Белок определяли tto Лоури [9]

Результаты и обсуждение. Обнаружение субстратов, модифици
рующихся холерным токсином, и эндогенной ЛДФРТ в холинергических 
нервных окончаниях Torpedo ]8], эндогенной АДФРТ плазматических 
мембран клеток мозга крупного рогатого скота и белых крыс [2, 5], 
клеток нервного происхождения — PC-12 [J] позволило сформулировать 
проблему изучения свойств этой ферментном системы в синаптосома.х 
.мозга. Первые результаты, полученные при инкубации [’’С-аденин] 
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Над՜ с лизированным» синантосо.мами, указывали на включение (|4С-] 
АДФ-рибозных остатков в ТХУ-нерастворнмыс белки синаптосом (рис. 
I). Как видно из рисунка, скорость включения [н-С-аденин] НАД4՜ в 
белки имеет тенденцию к росту на начальных этапах реакции, и далее 
принимает обычный характер, снижаясь со временем вместе с уменьше
нием концентрации эндогенных субстратов в реакционной смеси (в ка
честве контроля мы использовали (։*С-карбонил] НАД .

Рис. I. Зяяисн.мости включения |։С-ЛДФ- 
рибозных остатков в 1 ХУ-нсрасткоримые 
белки лизированных синаптосом мозга бе
лых крыс от времени Инкубационная 
смесь содержала и 100 мкл 0.1 мкКюря 
’’С-НЛД ». 100 мкг белка н буфере. указан

ном в тексте.

На следующем этапе исследований нами была определена компарт- 
ментализация АДФ-рнбозилнрованных белков.

Как следует из табл. I, АДФ-рибозные остатки переносятся в ос
новном на мембранные белки синаптосом и несколько меньше на ми
тохондриальные Тот факт, что включение [:,С аденин] 11 АД- происхо-

Таблица I Уровень ЛДФРТ (пмозь/мг белка) в субклеточных фракциях 
лизированных синаптосом. Инкубационная смесь содержала в 100 мкл 0.1 мкКюри 
[ЫС-аденин] НАД , 1100 мкг белка в буфере, указанном к «Методике»

Фракции Специ<1 нческаа актив
ность, нмоль, мг белка

Гомогенат 
Мембраны 
Митохондрии 
Цитозоль 
Контроль**

Единица 
активности

АДФРТ*

3.6 360
2.2 220
0 23 23
0.05 5
0.06 6

• За единицу активности АДФРТ принимали такое его количество, которое ката
лизирует включение 100 пмоль .АДФ-рнбоэных остатков в ТХУ-иераствбримые белки.
синаптосом /при 22° в течение 20 минут

” В качестве контроля использовали [»<С-карбонил]НАД’

дит исключительно в партикулярных фракциях и отсутствует в цитозо 
ле лизированных синаптосом, указывает на связанность с мембраной
как фермента, так и его субстратов.
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Для того, чтобы выяснить, как распределяется АДФРТ в разных 
отделах мозга, была проведена серия экспериментов, содержание кото
рых представлено в табл. 2.

Та б и։ и а 2. Уровень АДФРТ (пмоль мг белка) в разных отделах мозги (усло
вия те же).

ТКУ —нерастворимые Cnei.ii рнчеекзя актив- Относи тельная
белки сштэптосем кость, нмоль мг белка активность

Гелов той мозг J

Мозжечок
Ствол мозга

134
225

I 7
2.6

Полученные данные указывают на го, что максимальным акцепто
ром АДФ-рибозных остатков являются белки сииантосом ствола мозга.

Следующей и, пожалуй, самой сложной задачей явилась дискрими
нация эндогенного ферментативного ЛДФ-рибознлпрования мембран
ных белков от неэнзиматического, впервые описанного Куном [7]. Сущ
ность неэнзиматического АДФ-рибозилирования заключается в следу
ющем: вследствие гидролиза НАД НАДазой образуется свободная 
АДФ-рибоза, которая очень быстро реагирует с некоторыми полипеп
тидами плазматических в митохондриальных мембран с образованием 
оснований Шиффа. Несмотря па го. что имеющиеся в литературе тай
ные подтверждают эндогенное энзиматическое АДФ-рибознлнронаиие 
в выбранных нами условиях [I. 12]. мы все же сочли необходимым 
экспериментальное исключение иеэнзиматического АДФ-рибозилирова
ния. Попытки подобрать ингибиторы НАДазы, которые не затрагивали 
бы (ЛДФ-рибозо) трансферазной активности, не увенчались успехом, 
и мы решили эту проблему добавлением в инкубационную смесь НАД՜- 
регенерируюшую систему՜, т. с. АТФ [10|. Предварительно была про-

Рис. 2. Зависимость включения >։С-ЛДФ 
рибозных остатков н ТХУ-нерас: коримые 
белки мембран слнаптосом мозга белых 
крыс о. времени. Инкубационная смесь с ,- Л-_ 
держала в 100 мкл 0,075 мкКюри | ;4С- . 
аденин] НАД՛. 0,05 мМ НАД-. 100 мкг »' 
белка в буфере, указанном в 1ексгс (2). и

0,05 мМ АТФ (I)

ведена серия экспериментов, целью которых явилось качестпеннос и 
количественное определение включения |(1-3-'Р] АТФ в ТХУ-вераство- 
римые белки синаптрсом мозга в условиях ингибирования фосфорилиро
вания и подбор оптимальных условий для протекания -этого процесса 
(данные не приводятся). На рис. 2 представлены ре-ультаты изучения 
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изменения гот ал иного уровня АДФ-рибознлированных белков мембран 
синантосом в зависимости от присутствия в инкубационной смеси ЛТФ. 
Видно, что включение [нС-а денин] НАД՜ в кислото-нерастноримыё 
белки катализируется все же АДФРТ, а не НАДазон, в противном слу
чае не наблюдалось бы изменение тотального уровня АДФ-рибознли
рованных белков.

Кажущееся значение К« -лого фермента, вычисленное в диапазоне 
концентраций НАД* от 5 до 100 мкМ, равнялось 10±2 мкМ, что хоро
шо согласуется с литературными данными об аргинино-специфичном 
ферменте. Таким образом, выявлены некоторые характеристики 
АДФРТ из плазматических мембран нервных клеток. Обсуждаются 
возможные аспекты физиологического значения этого фермента в мем
бранах синантосом мозга белых крыс.
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