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В течение последних лет ряд исследований 
был посвящен вопросам механизма образования 
в мозговой ткани. Исследования многих авторов

нашей лабораторки 
свободного аммиака 
показали, что нсточ-

ннком свободного аммиака в мозговой ткани являются амидные груп
пы белков, глутамин н адениловая кислота (АМР). Однако при инку
бации срезов мозга убыль этих источников не покрывает прироста 
аммиака, что указывает на наличие дополнительных источников 
аммиака, которые, в основном, переходят втрнхлоруксусный экстракт 
С). С другой стороны, не выяснен механизм образования аммиака из 
аминокислот, не только в мозговой, но и других органах. Согласно 
исследованиям А. Е. Браунштейна (*) свободный аммиак образуется 
путем трансдезаминирования через глутаминовую кислоту. Однако 
рядом исследований показано, что дегидрогеназа глутамата малоак
тивна и н при наличии малых количеств аммиака и а-кетоглутарата 
дезаминирование глутамата смещается в обратную сторону — его снн՜ 
теза (։). Помимо этого, глутаминовая кислота в мозговой ткани в 
большинстве случаев выступает в роли не образователя аммиака, а 
его устраннтеля, путем образования глутамина. Как показано рядом 
авторов (4 5),а также нашими исследованиями (’), глутаминовая кисло
та почти на 80—90% переходит в аспарагиновую. Таким образом, в 
аминокислотном обмене мозговой ткани значительный интерес пред
ставляет аспарагиновая кислота. В настоящее время установлено, что 
аспарагиновая кислота с инозиновой-образует аденилосукцинат, кото
рый переходит в адениловую кислоту. Синтез аденнлосукцината был 
обнаружен в экстрактах костного мозга (’), в дрожжах ( I, бактериях 
(Esch. coll) (•). Затем аминирование инозиновой кислоты при участии 
аспарагиновой было показано в скелетной мышце многими авторами 
(' ”)• В отношении участия аспарагиновой кислоты в реаминирова 
инн инозиновой в мозговой ткани имеется ряд исследований ( ).

П. А. Кометиани и сотр. придают важное значенш в 
инн свободного аммиака реаминнроввнню инозиновой кислоты ( I. о 

Данным в реамннировании инозиновой кислоты, кроме ain.ipaiHHO 
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noii, участвуют глутамат и гамма-аминомасляная кислота. Однако, кар 
показали исследования других авторов (։о), инозиновая кислота не р?. | 
аминируется с глутаматом и гамма-аминомасляной кислотой. Об этим 
свидетельствует и ряд исследований, проведенных в нашей лаборато. 
рии. Выяснение роли системы: яспартатЧ инозиновая кислота—*адени, 
ло-сукцинат—'■адениловая кислота-ЬфуМарат

инозиновая кислота + NHa 
в образовании свободного аммиака в мозговой ткани явилось пред, 
мегом и наших исследований.

Результаты, полученные нами в этом направлении, свидетель
ствуют о малом выходе свободного аммиака при добавлении инозино
вой кислоты и аспартата к препаратам мозговой ткани. В настоящее 
время нами изучаются условия, обеспечивающие оптимальную актив
ность этой системы.

В последние годы С. Г. Мовсесян, изучая некоторые вопросы ре
гуляции гликолитического цикла в митохондриальной фракции мозгам 
превращения никотннамндаденин-динуклеотнда (NAD), заинтересовался 
вопросом дезаминирования последнего и установил, что NAD является 
эффективным источником образования аммиака. Полученные им ре
зультаты побудили нас более детально изучить вопросы участия ни 
котинамидаденин-динуклеотидов, среди других адениннуклеогидов, н 
образовании свободного аммиака.

Многочисленными исследованиями установлено, что микроорга
низмы, растения и животные ткани содержат ряд ферментов (нукле
озидаза, пирофосфорилаза, дезаминаза, дезамидаза), катализирующие 
определенные процессы распада NAD.

В мозговой ткани из этих ферментов обнаружена только NAD- 
нуклеозидаза (NAD-аза), под действием которой из NAD отщепляется 
аденозиндифосфаз рибоза и никотинамид (”•։5). NAD-аза мозговой тка
ни весьма активна, и действие ее тормозится никотинамидом. Пиро
фосфатаза, расщепляющая NAD на аденин- и никотинамид-мононук- 
леотнды (н ։՜), весьма активна в других тканях, но отсутствует в моз
говой ткани. Вопросы дезаминирования и дезамидирования NAD в 
мозговой ткани не изучены.

Опыты проводили на крысах. После декапитации животного бы
стро извлекали головной мозг и переносили в охлажденный стакан. 
Тщательно удаляли мягкую мозговую оболочку и измельчали мозг 
ножницами. Гомогенизацию проводили с 9 объемами 0,25 М раствора 
сахарозы (pH —7,4) в ручном гомогенизаторе, сконструированном по 
модели Даунса. Фракционирование гомогената производили по методу 
Броди и Бейна, видоизмененному Палладнны.м и Кирсепко. Гомогенат 
центрифугировали на холоду (0—4 С) для удаления ядер при 800" 
ОООХЯ Ю минут. Фракцию митохондрий отделили путем центрифуги
рования надосадочной жидкости в течение 15—20 минут при 18 000 ՜ 
sooooxg.
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На каждую пробу брали такое количество митохондрий, которое 
соответствует 500 иг свежей ткани (^4.8-5,4 иг митохондриального 
белка). Расчеты производили на 1 яг белка, который определяли ио 
методу Лоури и сотр. Аммиак определяли микрометодом Зелигсона в 
модификации Силаковой и сотр. Инкубационная смесь содержала 
0,| ил 0,133 Л1 к-фосфатного буфера (рН-7.4), 0,15 мл 0.2Л1 Трис- 
НС! буфера (pH —7,4.»), 0,1 мл О.12Л4 М^5О., 0,5 мл митохондрий 
(~4.8-5,4 мг белка) и 0,25-И сахарозу (рН-7,4) до 1,5 мл.
К'АРН, КАОР и никотинамид (КА) добавляли по 2 мг на пробу, 
АМР по 1 мг. Инкубацию проводили при 37 в течение 1 часа в ат
мосфере воздуха.

Таблица /
Образование аммиака из никотина ми ладенин-динуклеотидов в митохондриальной 

фракции мозговой ткани крыс (в мкг на 1 мг белка)

фиксированны и 
контроль

Контроль без до
бавления (инкуб) NA NAD NADH NADP

0.64 1,32 1,63 3,73 3,86 2,72
0,68 1.67 1.71 2.3 2.54 1,85
1.25 1.6 1.75 2,88 2.71 1,6
0,83 1.5 1.72 3,15 3.18 2.1
0,95 1.58 1,56 3.0 3.04 2.08

0,87 1.53 1.63 3.01 3,06 2.07
15) (5) (5) (5) (5) (5)

Из табл. 1 видно, что исходное количество аммиака в митохонд
риях составляет 0,87 мкг на I мг белка. После инкубации содержа
ние аммиака возрастает до 1,53 мкг на 1 мг белка, т. е. увеличи
вается на 76°/0- При добавлении NA уровень аммиака не претерпе
вает заметных изменений (1,63 мкг на 1 мг белка) по сравнению с 
контрольными опытами. В присутствии добавленного NAD количество 
аммиака значительно увеличивается и достигает 3,01 мкг на 1 .иг бел
ка, т. е. примерно в два раза больше, по сравнению с контрольной 
пробой.

Прирост аммиака в присутствии добавленного NADH примерно 
такой же, как в случае NAD (3,06 мкг на 1 мг белка). NADP так
же способствует образованию аммиака, хотя и в меньшей степени, 
чем NAD (2,07 мкг на I мг белка ^35,9%).

Учитывая высокую нуклеозидазную активность мол•>»<».! гкани и 
ингибирование ее никотинамидом в дальнейшем, мы проводили опыты 
с добавлением никотинамида. Результаты этих опытов (табл. 2) пока
зывают, что при сочетании NAD и NA количество продюсируемого 
аммиака значительно выше по сравнению с пробами, где добавлялся 
только NAD. Так, например, в пробах NAD NA продуцируется 
4.08 мкг аммиака, тогда как в опытах с одним NAD—3,01 мкг на 
• мг белка.

По всей вероятности, источником аммиака в NAD яв. яекн а мн 
йогруппа аденина, так как свободный NA не приводит к повышению 
Уровня аммиака (табл. 1). Однако нельзя полностью отрицать и не- 
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которое дезамидирование NAD. Не исключена возможность ле<зЧ.,. 
днрования NA при включении его в NAD.

Представляло интерес сравнить действие NAD на процесс я и и и
а необразован ня мозга с АМР. Из табл. 2 видно, что при добащеН|)1| 

Таблица 2 
Образование аммиака из NAD при 
его стабилизации NA и из АМР в

1 мг АМР образуется примерно щ., 
же количество аммиака (4.32 жкг), к.. 
в случае добавления эквимолекулярное

митохондриях мозга крыс (в мкг количества NAD.
на I мг белка)

Контроль 
без добавле

ний
NAD-4-NA АМР

1,32 
1,67 
1.6
1.5
1,58

5,18
3.82
3,55
3.86 
4.0

4.48
4,44
4,16
4.22

1,53 
(5)

4,08 
(5)

4,32 
(4)

Расчеты показывают, что в процесс 
аммиакообразования вовлекается пр» 
мерно 33—37% добавленного NAD 
АМР. Мирский и сотр. установили, что 
в печеночной ткани и щитовидной же
лезе дезаминаза адениловой кислоты ло
кализована в основном в ядрах (“). На
ши же и другие исследования нашей 
лаборатории указывают на наличие эт .• 
го фермента в митохондриальной фрг 
цни мозговой ткани (”). Как отмечало

выше NAD-пирофосфатазная активность отсутствует в мозговой тиа 
ни. т. е. исключается превращение NAD в АМР. Однако, учитым։ 
значительное образование аммиака из АМР в митохондриальной фр.и 
ции, можно было думать, что некоторая часть NAD переходит в АМР. 
из которой продуцируется аммиак. Для выяснения этого вопроса м, 
сочли необходимым определить количество неорганического фосфата.
имея в виду, что АМР в мито
хондриях мозга распадается с вы
делением ортофосфата (”).

Из табл. 3 видно, что в про
бах с NAD ортофосфат не обра
зуется вовсе, тогда как при добав
лении АМР его количество заметно 
увеличивается в реакционной сре
де (14,35 мкг на 1 мг белка), что 
еще раз свидетельствует о том, что 
мозг не расщепляет NAD на от
дельные нуклеотиды.

Следует отметить, что образо
вание свободного аммиака из NAD 
мы наблюдали также в ядерной 
фракции и в гомогенатах мозга.

Полученные нами результаты 
позволяют заключить, что одним из 
источников аммиака в мозговой

NAD АМР

Таблица 3 
Прирост неорганического фосфата 
при добавлении к митохонлрийм 

мозга NAD н АМР (в мкг на 1 .*•’ 
белка)

0 13,23
0 15.13
0 14,53
0 14,53

0 14.35
(4)

Состав инкубационной среди 
0,25 мл 0.2М трис—НС1 буфер 
(pH—7,45), 0.1 лл 0.12 М М^0, 
0,5 мл митохондрий («4 мг белка)’ 
0.25М сахаро1у (pH-7,4) до 1.5 Д'4 
Инкубация при 37° 1 час. Гззом* 
фаза — воздух.

ткани является NAD. Имея в виду достаточное количество NAD в 
мозгу — примерно 23 мг % (։в), можно считать, что он играет важную 
роль в процессе аммиакообразования.
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Согласно данным Ленннджера и сотр., значительное количество 
митохондриального NAD не связано с дыхательной цепью Не иск но
чей» возможность участия NAD и во многих других биохимических 
процессах, происходящих в различных тканях, в частности в амми- 
акообразованин. Большой интерес в этом отношении представляет 
выяснение вопросов, касающихся реаминирования никотинамидинознн- 
динуклеотида (образующегося при дезаминировании NAD) н роли это
го процесса в дезаминировании аминокислот, а также влияния остат- 
ка инозин-нуклеотида на окислительно-восстановительные процессы- 
Исследования в этом направлении находятся в процессе разработки

Институт биохимии
Амлсмин наук Армянской ССР
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