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ВЛИ Я Н И Е И РОЦЕССО В АДФ-РИ БОЗИЛ И РО ВАНИЯ 
МЕМБРАННЫХ БЕЛКОВ НА ЗАХВАТ НЕЙРОТРАНСМИТТЕРА 

СИН АПТОС ОМ АМИ МОЗГА БЕЛЫХ КРЫС

А. А ВАРТАНЯН. Г В АПРМКЯН
Институт биохимии АН АрмССР, Ереван

Разработана экспериментальная модель, позволяющая выявить влияние 
процессов АДФ-рибознлироианин мембранных белков нервных клеток на 
захват нейромедиаторных аминокислот Обнаружено, что захват :4С-АК, 
НС-ГК, ЧС-ГАМК нервными окончаниями мозга ингибируется вслед­
ствие .модификации некоторых мембранных белкой смнаптосом ДДФРТ 
Показано также, что я процесс ЛДФ-рибознлировзиия не вовлекаются 
белки, ответственные за систему транспорта ГАМК-

Մջակվեյ Լ փորձնական մոդեչ, որր РЛ'Ц ( տա/խյ հարոՆ>որհրհ{ Նյարրյայրն ք’’(՝է՜ 
ների սեմ րրանայիե սպիտակուցների ԱՕՖ-ոիրոզիյացմ ան պրորեսՆԼրի ացդեցու- 
իյուեր միքնոր։}ւսնյուք> ամինաթթուների կ/անման վրա։ 2այտնարերվե] Լ. որ 
հքի/Ուղեղի նյար՛դային վերջույթների սինաոքտիկ մեմրրանի որոշ սպիտակուցների 
Ա/էՖՌՏ մոդիֆիկացիայի արդյունքում ճնշվում Լ НС ԱԾ. ե I-5С- ’ք-ԱէւԹ-ի
կւանումր։ Պարդվք,/ կ նաև, որ էԼհՖ-ոիրողիչարրՏան պրոցևսի մ։.յ չեն ներդրավվում 
ԳԱևՒ տրանսպորտային սիստեմի սպիտակուցներր։

Сокращения: ЛДФРТ-(АДФ-рибозо)трансфераза, ГЛ5\К уамкномаеяиная кис­
лота, ЛК—аспарагиновая кислота. ГК—глутзмнковзя кислота. ДЛМК 2,4 диамняо- 
масляная кислота
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»n experimental model < worked ent. which lets us to make dear the 
influence of the processes of ADP rfbosylailon o' nerve cells membrane 
proteins on the uptake of neuromediator? amino acids. The inhibition of 
ibc uptake oi 'С~АЛ. 1 L—GA. GABA by brain nerve endings as 
a result o. mod.ticaUon of tome synaptosomal membrane proteins by 
ADPftT i revealed. The proteins responsible for the system of GABA 
transport are no: Involved in the process of ЛЙР—ribosylation.

Синаг.тосомы мезга -Л;1<!>1УТ— ^.««кйлаеяямйя ttiicJfaи—^ЛЛиимичомсяяна.т 
кислого.

Понимание физиологической роли модификации ключевых белков .ме­
таболизма клетки АДФРТ несколько упростилось после получения мо­
ноклональных антител к поли- и моно-АДФР, что делало возможным 
их качественное и количественное определение [i2, 13]. Выявились 
очень интересные закономерности этого процесса [10]. И если первые 
работы в этой области были связаны с получением фермента функцио­
нальной гомогенности, изучением его физико-химических свойств, то в 
последние годы все больше появляется публикаций о влиянии ЛДФ-рн- 
бозилирования белков на различные метаболические процессы клетки 
[16]. На сегодняшний день, пожалуй, единственно доказанной точкой при­
ложения АДФРТ является репарация ДНК. [6,8], хотя высказываются 
вполне обоснованные предположения, что АДФ-рнбозилировавие не­
которых ядерных белков может служить запуском пролиферации и 
дифференцировки клеток [3, 4, 11, 17], активацией транскрипции ДНК 
[15]. И совершенно открытым остается вопрос о функциональной зна­
чимости АДФРТ из плазматических мембран. Ранее [2] л нами в мем­
бранах синаптосом мозга белых крыс была показана АДФРТ-актнв- 
ность, было обнаружено также, что активность эта возрастает в ряду: 
головной мозг, мозжечок, ствол мозга [I]. В предыдущих исследова­
ниях лаборатории отмечалось снижение уровня захвата нейромедиатор­
ных аминокислот нервными окончаниями мозга белых крыс в том же 
ри:;\ (данные не опубликованы). Было вполне естественно предполо­
жи։ •». тго процесс АДФ-рибозилирования мембранных белков синапто- 
сом мозга может служить одним из звеньев в механизме ингибирова­
ния зах.чата нейромедиатора нервными окончаниями мозга.

В настоящей работе впервые приводятся данные о связи между 
модификацией мембранных белкой АДФРТ и захватом нейротрансмит­
тера синаптосомами мозга белых крыс.

d-'nrep.'M.i .՛.՛ методика. Работа иыполнепа н Институте биохимии АН АрмССР, 
1986—1987 г г. Актявпосп. АДФРТ определяли по ранее описанном методике [14| с 
незначительными изменениями Синатосомы. мембраны которых становились проии- 
каемкмн для НАЛ получали по несколько модифицированной методике [5]. Синап- 

получали по Xiiiloui [7| Захват нейромедиаторных аминокислот еннаптосомз- 
ми мозга белых крыс изучалн во методу Хол [9].

Результаты и обсуждение. Экспериментальная .модель, позволяю­
щая исследовать влияние процессов АДФ-рибозилирования мембран­
ных белков на захват нейромедиа горных аминокислот синаптосомами 
мозга белых крыс, состояла пз трех комплементарных участков: проник­
новенно НАД и синаптосомы с .'охранением их иитактности, моднфи- 
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кацня мембранных белков АДФРТ. изменение захвата нейротранс­
миттера вследствие этой модификации. На начальном этапе была про­
ведена серия контрольных экспериментов во выявлению оптимальных 
условии для проникновения НАД- через синаптическую мембрану (за­
висимость от времени выдержки на холоду <cold -hock*. зависимость 
от концентрации НАД4- во виесинаптосомальнпи среде, от концентра 
цин некоторых компонентов пермеабилнзующего буфера; данные нс 
приводятся). В ходе исследований выявились оптимальные условия 
для этого процесса: 30 мни выдержки на холоду синаитосом в норме 
абилизующсм буфере при концентрации НАД в инкубационной среде 
ЗмМ вполне достаточно для получения желаемого эффекта.

Из рис. I следует, что модель, предложенная нами, позволяет ре­
шить задачу изучения влияния процессов АДФ-рибознлировання мем­
бранных белков на захват нейро,медиаторных аминокислот спиаитосо- 
нами мозга белых крыс

Рис. I Зависимость включения р4С.]-злении НАД (Ji и 14С-карбонил 
НАД + (2) в ТХУ-нераствортгм . б яки ива носом МО։га белых крыс Пичу- 
бацнониан смесь содержала п 160 мкл 0.1 мкК» р‘С]-НАД~. 100 •.՛:<! 
свсжепригси нал-, иных спнлитосом мокз. 5 мМ НАД; п буфер՛ описанном 
в «материале и методике» (3) лроннкновение НАД и синапгосомы мол: а 
(контчнрпиии НАД’֊ равнялась 0.4 мМ. остальное как и подписи к (I) 
Рис 2. Иигнбиропаннс <ахвато нейромедиаторных аминокислот АДФ-ри- 
биэнлировэниск мембранных белков синаитосом мозга белых крыс и шин- 
енмостн от времени I аспарагиновая кислота. 2—глутамниоипп кисло­

та, 3—<уаыипомделякая кислота

Основываясь на имеющихся и литературе данных о том, что при 
«нкубпиин меченых аминокислот с сннаптосомамн мозга при 37° уже 
к 10-Й минуте достигается равновесие в процессе захвата медиатора 
[9], мы выбрали три интервала времени 10, 20 и 30 минут. Исслсдо 
ванне кинетики изменения захвата нейромедиаторных аминокислот 
вследствие модификации мембранных белков АДФРТ показало, что 
через 30 мин наступает полное равновесие между ♦гимн двумя пронес 
-сами (рис. 2). И если захват ’’С АК и ։<С-ГК сннаптосомамн мозга сии- 
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ждется приблизительно на 20 о. то захват НС-ГАМК ингибируется бо­
лее чем на 30% Интересным оказался тот факт, что во всех трех слу­
чаях это ингибирование не превышает 30%. Это может свидетельство­
вать либо о существовании достаточно эффективных механизмов об­
ратной регуляции активности ЛДФРТ ила «магических мембран нерв­
ных клеток, либо о том. что ЛДФ-рибозилируются белки, непосред­
ственно не вовлекающиеся в систему транспорта нейромедиаторный 
аминокислот через синаптическую мембрану.

На следующем этапе работы мы попытались получить экслсрпмсп- 
la.ibiioc подтверждение высказанной гипотезы Понятно, что если ка­
кой-либо конкурентный ингибитор снижает захват нейромедиаторных 
аминокислот до и после модификации мембранных белков ЛДФРТ на 
одну п ту же величину, то АДФ-рнбоЗнлированне иг i.iгр:н иваег белок- 
переписчик. На рис. 2 представлены результаты изучения влияния 
ЛДФ рибозилнрования белков на захват ”С-ГАЛ\1< сииаитосомлми моз- 
। .1 белых кры< н присутствии конкурентного ишибитсра ДЛМК. Видно, 
чти при четырех выбранных концеиграциях ингибитора захват 
КС-ГЛМК с модифицированными мембранами и и контрольных жене- 
римеигах не меняется. Таким образом, снижение захзата сииапгосомамн 
мозга белых крыс на 20% в случае с ։,С-АК и 'С ГК и на 32% в слу­
чае е 'Ч ! \М1< лишь опосредован») влиянием ЛДФ-риб»»<илн!м»нан11ых 
белков па систему транспорта нейромедиаторных з.минокисл*и через- 
синаптическую мембрану.

Полученные нами данные указывают на новый путь включения. 
ЛДФ рибс шлированных белков в метаболизм клетки Изучение меха­
низмов, регулирующих захват нейротрансмиттера синаптосо.мами .моз­
га с модифицированными мембранами, выявит новые возможности для 
исследования вопросов синаптической нсйротрансмтшсии на молекуляр­
ном уровне, тем самым приблизив нас к более глубокому пониманию- 
процессов, связанных с передачей нервного импульса.
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ИНДУКЦИЯ Са*‘-Н - ОБМЕННИКА ПРИ ДЕЙСТВИИ
ФТОРИДА НА ЭРИТРОЦИТЫ

,4. в гюльхлндлнян
Ереванский филиал Всесоюзного научного центра .хирургии АМН СССР

Добавление Са֊- к суспензии клсиж инкубируемых с шггибигорим гли­
колиза КаТ. приводило к протонному всплелу н выделению К В неко­
торых случаях, а также в присутствии 1люко-!|»1 или последователь­
ные внесения Са-'- вшыяали серию всплесков; скорое:I, выход.՛. К1 при 
этом уменьшалась Подсчитана Са-!-/язкеямля к.ли.яая проно.-.имоегь 
при инициировании одного и нескольких всплесков На оснояаппн опыгоНс 
ионофором А23187 предполагается, что протонный нсплсск обусловлен об­
разованием Са- -Н обменника при трансформации эритроцит։։.

A'nf 4ti'kn(l"ii՝ [‘b'.Hd>u,np».( f&t,три1Ц1[ш՛) Г!Ijwp'mjf'Pi Ga՛՛՛ “njl. ■ 

/utyiHUf/ ■՛, utinj I, t՝Ltn ti ( it/fifntinjint^/iL йцфпп! /' h • ш/чли/ципн/! иЛ; llpnj 

l>Lfiiuif, (itiiniLt։ tnuL Igtnf .41g'֊- uinif tflnt/pout Cll-*՛

■that tin quit/tub 14 ;< nit'll Lt! /,Ъ J[t Z^Pl' i‘.rj՝finn!itl,(r. pb.j nrmij. h

uijnnun^unnif  wil JW/ri.VIjnr/ZyCTJ Jjjl I.: / C:l֊ ՝l(4>{“twl ^"ul'in-
АшДЛ diuijnpquil{i»bni.ltjniiic it/.!/ h it/i i՝iub/t Ицфп,,1^1/р1՛ 

liiibn^njitnl ^iiiu<nt/ii(iin\ >linjiS!if>i. Qp{n •

S.4ijiniJp niniptniiianlnjiiliu՛) I, t'[di}h։iiing[iuAt.p[i iii{iutliu.^nf։։iiti;/nnjh ihuihnitu/lj 

'C«l2|-H3 iltnputbuil({i}Ji tjn]iiiijiuifiti[i

The addition of C«24 to erythrocyte suspension, incubated with inhibitor 
of glycolysis X'tiF. leads Io proiou rebound and ejection of K~. In some 
cases, as well as in presence of glucose or Al^՜՜’'. the successive inje - 
lions of C«-’+ have resulted in series of rebounds with decrea­
sed rate of K*՜ efflux. The Ch2’ —dependent potassium conductance in 
the initiation of one and some rebounds has been calculated. On the ba­
sis of experiments with lonofore A32187, it is Supposed that proton re­
bounds are due to generation ol Ca7+’ll :՜ exchanger by transformation 
of erythrocytes.

Сокращения. СССР— карбоннлннзн։։дхлорфеяил1 ндрззон.
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