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ОБРАЗОВАНИЕ ДЕЗАМИДО-NAD В МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ 
ФРАКЦИИ ГОЛОВНОГО МОЗГА

лрутюнян л. в.. МОВСЕСЯН И. О., УРГАНДЖян м. г., бурназян л б 
Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

Исследованы продукты превращения NAD в динамике его иикубан..,. /г гп 
С митохондриальной фракцией мозга. Использование ряда метод . ... . 
(гель фильтрация на сефадексе G-25 superfine и G-10, тонкослойнаяССКПХ Прнемов 

па пластинках «Sihifol». исследование УФ- и инфракрасного (ИК) спекто'о’')''Т°' Рафия 
ЛО установить, что при кратковременной инкубации (5—20 мин) из NAD՝ об >а П°ЗВ0Л"՜ 
нуклеотид, который может быть идентифицирован как дезамидо-NAD разуется ДИ-

Еще в 1940—50-х гг. было показано образование аммиака из NAD 
в препаратах печени, почек [1] й мозга [2]. NAD как источник свобод­
ного аммиака не может играть существенной роли ввиду его низкого со­
держания в этих органах. Однако в связи с тем, что было обнаружено 
участие дезамино-NAD в циклическом процессе образования аммиака из 
аминокислот [3, 4] NAD приобретает определенное значение .в а/ммиако- 
образовании в животном организме.

Образование аммиака из NAD представляет интерес также потох 
что при модификации молекулы NAD меняются его коферментные функ­
ции и метаболическая роль [5, 6]. *

В настоящем сообщении приводятся данные, касающиеся изучепи 
продуктов превращения NAD в митохондриальной фракции мозга "Я

Материалы и методы
Исследования проводились на кроликах массой 2 кг, содержавших.

ся на обычном пищевом РиготовлеНиый на 0,25 М сахарозе
10%-ный r0M°ieiI^B „ н’а холоду (0—4°) для удаления ядер в те- 

(рН 7, 4), центрифуг Р центрнфуГируя надосадочную жид-
чепие 10 мин при 800 g, _..,пелЯли митохондриальную фракцию [7]. 
кость при 20000 g (15 мин), ’ :0,2мл о,2М трис-HCI буфера,ipH 7,4,

Инкубационная смесь с NAD, 0,1 мл 12,3 М никотинамида
0,1 мл 0,12 М A g 4. • ’ой фракции (4—5 м.г белка, что соответ- 
(NA) и 0,5 мл миюхондр б доводили до 2 мл 0,25 М сахарозой, 

ствует 500 мг свежем тквммК W
Инкубацию проводили в течение
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фиксировали трихлоруксуоной кислотой (ТХУ), конечная концентрация 
которой составляла 2,6%.

В безбелковых экстрактах определяли продукты превращения NAD 
после последовательного разделения на колонках с сефадексом G-25 
superfine (2,6x65 см) и G-10 (3,0X95 см), аммиак и амидный азот’оп- 
ределяли методом микродиффузионной перегонки [8]. фосфор—микро- 
колориметрическим методом [9].

Перед нанесением на сефадекс G-25 из безбелкового экстракта 
экстрагировали ГХУ эфиром, который удаляли затем выпариванием при 
постоянном взбалтывании.

Продукты расщепления NAD элюировали с колонки с сефадексом 
G-25 бидистиллированиой водой, регистрировали при 253 им на фото­
метре «Uvicord II» («LKB») и концентрировали на ротационном испари­
теле RV 0-64 № 280.

УФ-спектры полученных соединений исследовали на спектрофото­
метре «Specord UV VIS». Некоторые из них подвергали дополнительно­
му разделению на сефадексе G-10, после чего исследовали методом тон­
кослойной хроматографии на пластинках «Silufol» в системе содер­
жащей 0,5 М LiCI и 0.5 ,М СН3СООН (I ; 1). В качестве проявителя ис­
пользовали 0,015%-ный раствор флюрама в ацетоне и 10%-<ный раствор 
H2SO4, пятна детектировали в УФ-хемископе. Для исследования кофер­
ментных свойств полученных продуктов использовали метод определе­
ния лактатдегидрогенаэной и алкогольдегидрогеназной активностей 
[10]. В отдельных опытах продукты превращения NAD исследовали на 
инфракрасном спектрофотометре УР-20.

Результаты и обсуждение

Как видно из представленных в таблице данных, .из инкубирован. 
„ого с митохондриальной фракцией мозга NAD образуете,, свободный 
аммиак, количество которого в динамике инкубации (5-60 мкн> „во 
грессивно возрастает и достигает к 60-й мип> аоо ,, ' рОбразование аммиака в иаиальиые ср"к'„4„^" Л №А°' 

i-роки инкубации (до 30-й мни!
не сопровождается приростом Р„ что указывает „а то. что в этих уодо- 
внях не про,«ходит дефосфорилировання NAD „од од„я.°,,е*™Хот. 
ствующих митохондриальных ферментов. сионист

Начиная с 30-й мин инкубации, отмечает™
Pi, однако его уровень значительно уступает количес™°Т°£ Ш' Прирост 

_ . . ' '-‘количеству образующегося
аммиака. Продукция фосфата может быть обуелгтпл,,.. о ^условлена распадом NAD,
который осуществляется в нервной как .и в други влиянием
NAD-пук.чеотодазы. NAD-пирофосфатазы и NAD.„,,po4>oc։|, зы 06, 
разующиеся в реакциях, катмизнруемых этими ферметта.„„, аденнн, 
нуклеотиды (ADP-рибоза, АМР и АТР) подвергаются в митахеншриаль- 

. ной фракции мозга дефосфорил ированию [4]. н
На рис. 1, 2 представлены абсорбционные кривые продуктов де­

градации NAD, инкубируемого с митохондриальной фракцией мозга,

42



выявляемые при пропускании ее безбелкового экстракта через сефадекс 
0-25. Полученные данные указывают на то, что в начальные сроки ин­
кубации (до 20-й мин) наряду со снижением содержания NAD обва-руживается пик (А), элюируемый

Таблица 
Образование аммиака и неорганиче­
ского фосфора (в пмоль/1 мкмоль 

NAD) при инкубации митохондриаль­
ной фракции мозга кроликов с NAD 

(п= 10)
Время 

инкуба­
ции 

(мин)
NH3

.0
5

10
15
20
30
45
60

124,20+4.351 
161.10+2,74 
216.8+3.1 
264.70+2.27 
299.80+3 >45 73,40+3,24

167.10+2,77370.30+1.66!
|423,30+2.99.326,70+2,81

с колонки значительно раньше, чем 
NAD. Величина этого шика возраста­
ет вплоть до 20-й мин инкубации, 
что сопровождается почти полным 
исчезновением NAD и появлением не­
большого пика (В), элюируемого с 
колонки .непосредственно перед NA. 
К 30-й мни инкубации содержание 
пика А уменьшается, а площадь пика 
В несколько возрастает. На 60-й мин 
инкубации наблюдается значитель­
ная деградация вика А одновременно 
с еще большим увеличением площади 
пика В и появлением несимметрич­
ного пика (С), который элюируется с 
колонки позднее, чем это было ха-
рактерно для пика А (рис. 2).

Лиги В и С были идентифицированы нами как инозин и никотин­
амидмононуклеотид, так как добавление этих соединений в концентра- 
нпях эквимолярных исходной концентрации NAD (10 ֊' М), к ТХУ- 
экстоакту митохондриальной фракции перед нанесением на колонку ՝ 1 „лчпастанию площади соответствующих пиков (совпадение
ПОИВОДИЛО к BUopaviM

■ В и инозина, пика С и никотинамидмононуклеотида)."'"'эпоаты пика А, собранные на 15-й—20-й мин инкубации, концен-
11 1 I до 5 мл и наносили на колонку с сефадексом G-10, на кото- 

тР”рова’™ходнло его разделение на два соединения (I и II) (рис. 3, а). 
рои про։ мнк иффу3110НП01"։ перегонки [8] в .присутствии пасыщен- 
ZZtboPob К2СО3 и КОН было обнаружено, что одно из них (1) в

‘ от другого (П) не содержит амидной группы. ИК-спектры этих 
°пДпнений указывают на то, что оба они являются динуклеотидами, так 

гаг имеют характерную для пирофосфатной овязи частоту 940- 
п-П м֊1 Наряду с этим в ИК-спектре соединения I отсутствует харак­терная для амидной группы полоса поглощения при 675 ом֊-, тогда как 

в спектре соединения 1 она содержится.
Изучение УФ-спектров указанных соединении показало, что сое- 

яинение I имеет при pH 7,0 максимум поплощения при 263 нм (рис. 4), 
что напоминает УФ-спектры NAD, ADP-рибозы и других адениннуклео- 
тндов в то время как соединение II поглощает преимущественно в об- 
•псти'250—259 нм, что совпадает со спектрами поглощения деамино- 
(boDM адепинмононуклсотндов.

Для идентификации I и И соединении их наносили на колонку с 
сефадексом G-10 совместно с ADP-рибозой и NAD (рис. 3, б, в). Ока­
залось, что объемы выхода соединения I и указанных нуклеотидов не сов­
падают, но близки между собой.
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Обнаружено также различие в R ( указанных соединений при тон­
кослойной хроматографии: NAD—0,55, ADP-рибозы—0,88, I—0,82, II—

Рис. 1. Гель-фильтрация на сефадексе 
0-25 безбелкового экстракта мито­
хондриальной фракции мозга, инку­
бированной с МАО в течение 20 мин 
в присутствии ИА. Время инкуба­
ции: а—0 мин; б—5 мин; в—10 мин; 
г—15 мин; д—20 мин. Стрелкой ука­

зано направление элюции

Рис. 2. Гель-фильтрация на сефадек­
се G-25 безбелкового экстракта ми­
тохондриальной фракции мозга, ин­
кубированной с NAD в присутствии 
NA в течение 30 (а) и 60 (б) мин. 
Стрелкой указано направление элю­

ции

На основании полученных результатов можно прийти к заключе­
нию, что одно из выделенных нами соединений (II) следует классифици­
ровать, как описанный ранее Мовсесяном и соавт. дезамино-МАВ [34^1]. 
На это указывают прежде всего ИК- и УФ-спектры этого соединения, 
свидетельствующие о его динуклеотидной природе. Соединение I. по 
нашим данным, также является динуклеотидом, но в отличие от II не 
содержит амидного азота, что позволяет идентифицировать его как 
дезамидо-ИАВ.

44



Проведенные исследования показали, что дезамидо-NAD не обла­
дает коферментной активностью в алкогольдегндрогеназной и лактат- 
дегидрогеназной - реакциях.

Дезамидо-NAD в тканях животных образуется в ядернон фрак­
ции в процессе синтеза NAD в реакции, катализируемой NAD-пиро- 
фосфорилазой и NAD-синтетазой [12, 13].

Рис. 3. Гель-фильтрация на сефадексе 
0-10 элюата пика А, взятого в от­
дельности (а) ив присутствии АОР— 
рибозы (б) и НАь) (в). Стрелками 

указано направление элюции.

Рис. 4. Ультрафиолетовые спектры 
соединений I и И, полученных при 
гель-фильтрации элюата пика А на 

сефадексе 0-10

Полученные данные свидетельствуют о возможности образован™ 
дезамидо-NAD в митохондриальной фракции мозга путем ппямпт 
мидйрования NAD. ' ' деза՝

Авторы выражают искреннюю благодарность зав лабопят™^,- 
физической химии ИТОХ АН АрмССР.им. А. Л. Мнджояна Л В Хажа/ 
яну за проведение экспериментов по ИК-апектрофотометрдимукиеотидов'

FORMATION OF DEAMIDO-NAD IN BPAlM 
MITOCHONDRIAL FRACTION

a V MOVSESSYAN N. O„ URGANDJYAN M. G., HAROUTUNYAN A. V., bURNAZYAN l. b

Institute of Biochemistry, Armenian SSR Academy of Sciences. Yerevan

Bv means of gel-filtration on Sephadex G-25 superfine and G-10, 
tic on “Svlufol“ plates, UV and YR spectra it was established that on 
short-term incubation of brain mitochondrial fraction with NAD a dtnuc- 
leotide is formed that proved Jo be deamido-NAD.
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