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Ë. Â. Ñîëîâüåâ è äð.
Àíàëèç óðîâíÿ ÍÀÄ è ÍÀÄ-çàâèñèìîãî äåàöåòèëèðîâàíèÿ áåëêîâ â òêàíÿõ ìûøåé

Íèêîòèíàìèäàäåíèíäèíóêëåîòèä (ÍÀÄ) èãðàåò êëþ÷åâóþ ðîëü â æèçíåííî íåîáõîäèìûõ ìåòàáî-
ëè÷åñêèõ è ðåãóëÿòîðíûõ ïðîöåññàõ ó ìëåêîïèòàþùèõ. Íàðóøåíèå ðåãóëÿöèè óðîâíÿ ÍÀÄ ñâÿçàíû ñ
ðàçâèòèåì òàêèõ ñåðüåçíûõ çàáîëåâàíèé, êàê ïåëëàãðà, íåéðîäåãåíåðàòèâíûå è ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûå
ðàññòðîéñòâà, äèàáåò, ðàê è äð. Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäñòàâëåí ýêñïåðèìåíòàëüíûé ïîäõîä, ïîçâîëÿþ-
ùèé îïðåäåëÿòü êîëè÷åñòâî ÍÀÄ+ â òêàíÿõ ìûøåé ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîñêîïèè ßÌÐ, à òàêæå óðîâåíü
ÍÀÄ+-çàâèñèìîãî äåàöåòèëèðîâàíèÿ áåëêîâ â öèòîçîëå è ìèòîõîíäðèÿõ.

Ê ë þ ÷ å â û å ñ ë î â à: ÍÀÄ, ñïåêòðîñêîïèÿ ßÌÐ, äåàöåòèëèðîâàíèå, èììóíîáëîòèíã

Ï ð è í ÿ ò û å ñ î ê ð à ù å í è ÿ: ÍÀÄ — íèêîòèíàìèäàäåíèíäèíóêëåîòèä, ÐÍ — ðèáîçèä íèêîòèí-
àìèäà, ÑÎÄ2 — ñóïåðîêñèääèñìóòàçà 2, ßÌÐ — ÿäåðíûé ìàãíèòíûé ðåçîíàíñ, ÄÒÒ — äèòèîòðåèòîë,
ÄÑÍ — äîäåöèëñóëüôàò íàòðèÿ.

Íèêîòèíàìèäàäåíèíäèíóêëåîòèä (ÍÀÄ) ÿâëÿåòñÿ êî-
ôåðìåíòîì äåãèäðîãåíàç, êàòàëèçèðóþùèõ îêèñëèòåëü-
íî-âîññòàíîâèòåëüíûå ðåàêöèè öåíòðàëüíûõ ìåòàáîëè÷å-
ñêèõ ïóòåé â êëåòêàõ ÷åëîâåêà. Ïîìèìî êëþ÷åâîé ðîëè â
ýíåðãåòè÷åñêîì ìåòàáîëèçìå êëåòêè ÍÀÄ òàêæå èãðàåò
âàæíåéøóþ ðîëü â ðåãóëÿòîðíûõ ïðîöåññàõ. ÍÀÄ+-çàâè-
ñèìîå äåàöåòèëèðîâàíèå è ÀÄÔ-ðèáîçèëèðîâàíèå áåëêîâ
ó÷àñòâóþò â ðåãóëÿöèè æèçíåííî íåîáõîäèìûõ ïðîöåñ-
ñîâ â êëåòêå, òàêèõ êàê ýêñïðåññèÿ ãåíîâ, ïðàâèëüíîå ïðî-
õîæäåíèå ïî êëåòî÷íîìó öèêëó, ñåêðåöèÿ èíñóëèíà, ðå-
ïàðàöèÿ ÄÍÊ, àïîïòîç, ñòàðåíèå è ìí. äð. (Nikiforov et al.,
2015; Kulikova et al., 2018). Êðîìå òîãî, èç ÍÀÄ+ è åãî
ôîñôîðèëèðîâàííîé ôîðìû (ÍÀÄÔ+) ñèíòåçèðóþòñÿ ìå-
òàáîëèòû, ó÷àñòâóþùèå â ìîáèëèçàöèè êàëüöèÿ —
ÀÄÔ-ðèáîçà, öèêëè÷åñêàÿ ÀÄÔ-ðèáîçà è äèíóêëåîòèä
íèêîòèíîâîé êèñëîòû è àäåíèíà (Fliegert et al., 2007).
Â ðåçóëüòàòå îïèñàííûõ âûøå ÍÀÄ+-çàâèñèìûõ ïðîöåñ-
ñîâ äèíóêëåîòèä ðàñùåïëÿåòñÿ, òàê êàê âñå îíè ñîïðÿæå-
íû ñ ðàçðûâîì N-ãëèêîçèäíîé ñâÿçè ìåæäó íèêîòèíàìè-
äîì è ðèáîçîé. Äëÿ ýôôåêòèâíîãî îñóùåñòâëåíèÿ
ÍÀÄ-çàâèñèìûõ ìåòàáîëè÷åñêèõ è ñèãíàëüíûõ ôóíêöèé

êëåòêå íåîáõîäèìî ïîñòîÿííî ïîääåðæèâàòü îïðåäåëåí-
íûé óðîâåíü ÍÀÄ.

Â íàñòîÿùåå âðåìÿ èçâåñòíî, ÷òî íàðóøåíèÿ ðåãóëÿ-
öèè óðîâíÿ ÍÀÄ â êëåòêàõ ìîãóò áûòü ñâÿçàíû ñ ðàçâèòè-
åì òàêèõ ñåðüåçíûõ çàáîëåâàíèé, êàê ïåëëàãðà, íåéðîäå-
ãåíåðàòèâíûå è ñåðäå÷íî-ñîñóäèñòûå ðàññòðîéñòâà, äèà-
áåò è ðàê (Belenky et al., 2007; Magni et al., 2008; Chiarugi
et al., 2012). Êðîìå òîãî, óñòàíîâëåíî, ÷òî óðîâåíü ÍÀÄ
çíà÷èòåëüíî ïîíèæàåòñÿ â ïðîöåññå ñòàðåíèÿ ó ãðûçóíîâ
è ëþäåé (Braidy et al., 2011; Massudi et al., 2012).

Îñíîâíûìè ïðåäøåñòâåííèêàìè ÍÀÄ ÿâëÿþòñÿ íè-
êîòèíàìèä è íèêîòèíîâàÿ êèñëîòà, èçâåñòíûå êàê âèòà-
ìèí Â3, à òàêæå ðèáîçèäû íèêîòèíàìèäà (ÐÍ) è íèêîòè-
íîâîé êèñëîòû (Nikiforov et al., 2015; Kulikova et al.,
2018).

Â ïîñëåäíèå ãîäû ïîÿâèëîñü ìíîãî äàííûõ, ñâèäå-
òåëüñòâóþùèõ î òîì, ÷òî ââåäåíèå ïðåäøåñòâåííèêîâ
ÍÀÄ ãðûçóíàì óâåëè÷èâàåò óðîâåíü âíóòðèêëåòî÷íîãî
ÍÀÄ â òêàíÿõ æèâîòíûõ è ïðåäîòâðàùàåò ðàçâèòèå ðàç-
ëè÷íûõ çàáîëåâàíèé. Íàïðèìåð, íà ìîäåëè ïåðèôåðè÷å-
ñêîé íåéðîïàòèè ó êðûñ áûë ïîêàçàí ïîëîæèòåëüíûé òå-
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ðàïåâòè÷åñêèé ýôôåêò ÐÍ (Hamity et al., 2017). Äîáàâëå-
íèå ÐÍ â ïèòüåâóþ âîäó ñòèìóëèðîâàëî ðåãåíåðàöèþ
ïå÷åíè ó êðûñ, ïîäâåðãøèõñÿ ÷àñòè÷íîé ãåïàòýêòîìèè
(Mukherjee et al., 2017). Ïîìèìî ýòîãî, áûëî ïîêàçàíî,
÷òî äîáàâëåíèå ÐÍ â ïèùó ïðåäîòâðàùàåò èçáûòî÷íûé
íàáîð ìàññû òåëà ó ìûøåé, íàõîäÿùèõñÿ íà äèåòå ñ âûñî-
êèì ñîäåðæàíèåì æèðîâ, è ó ìûøåé, ñòðàäàþùèõ äèàáå-
òîì 2-ãî òèïà (Canto et al., 2012; Trammell et al., 2016).

Ðàçðàáîòêà ìåòîäîâ äåòåêöèè ÍÀÄ è åãî îñíîâíûõ
ìåòàáîëèòîâ, à òàêæå àíàëèçà ÍÀÄ+-çàâèñèìûõ ïðîöåñ-
ñîâ, òàêèõ êàê äåàöåòèëèðîâàíèå áåëêîâ ñèðòóèíàìè, ÿâ-
ëÿåòñÿ àêòóàëüíîé çàäà÷åé ñîâðåìåííîé ýêñïåðèìåíòàëü-
íîé áèîìåäèöèíû.

Â íàñòîÿùåé ðàáîòå ïðåäñòàâëåí ýêñïåðèìåíòàëüíûé
ïîäõîä, ïîçâîëÿþùèé îïðåäåëÿòü êîëè÷åñòâî ÍÀÄ+ â
òêàíÿõ ìûøåé ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîñêîïèè ßÌÐ, à òàêæå
óðîâåíü ÍÀÄ+-çàâèñèìîãî äåàöåòèëèðîâàíèÿ áåëêîâ â
öèòîçîëå è ìèòîõîíäðèÿõ.

Ìàòåðèàë è ìåòîäèêà

È ñ ï î ë ü ç î â à í í û å à í ò è ò å ë à. Äëÿ èììóíîáëî-
òèíãà: êðîëè÷üè àíòèòåëà ê a-òóáóëèíó (Abcam, Âåëèêîá-
ðèòàíèÿ), ìûøèíûå ê àöåòèëèðîâàííîìó ïî Lys-40 a-òó-
áóëèíó (Sigma, ÑØÀ), ìûøèíûå ê ñóïåðîêñèääèñìóòàçå
2 (ÑÎÄ2) D10 (Santa Cruz Biotechnology, ÑØÀ), êðîëè÷üè
ê àöåòèëèðîâàííîìó ïî Lys-68 ÑÎÄ2 (Abcam, Âåëè-
êîáðèòàíèÿ) è âòîðè÷íûå êðîëè÷üè àíòèòåëà ê IgG ìûøè
è ìûøèíûå ê IgG êðîëèêà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñè-
äàçîé õðåíà (Sigma, ÑØÀ).

Ð à á î ò à ñ ì û ø à ì è. Âñå ýêñïåðèìåíòû ñ æèâîòíû-
ìè ïðîâîäèëè íà ìûøàõ-ñàìöàõ ñ ìàññîé òåëà 22—28 ã
ëèíèè FBV â âèâàðèè ÍÌÈÖ îíêîëîãèè èì. Í. Í. Ïåòðî-
âà â ñîîòâåòñòâèè ñ ïðîòîêîëîì, îäîáðåííûì ëîêàëüíûì
ýòè÷åñêèì êîìèòåòîì (âûïèñêà ¹ 2/197 èç ïðîòîêîëà
¹ 18 ËÝÊ) è ñîîòâåòñòâóþùèì íîðìàì ðàáîòû ñ ëàáîðà-
òîðíûìè æèâîòíûìè. Æèâîòíûõ ñîäåðæàëè â ïëàñòèêî-
âûõ êëåòêàõ òèïà Ò2L íå áîëåå 5 îñîáåé â êëåòêå ñî ñâî-
áîäíûì äîñòóïîì ê âîäå è êîðìó (ÎÎÎ Ëàáîðàòîðêîðì,
Ðîññèÿ), ïîääåðæèâàëè ñâåòîâîé ðåæèì 12 : 12 ÷ è òåìïå-
ðàòóðó 18—24 °C. Îáðàçöû îðãàíîâ è òêàíåé äëÿ èññëå-
äîâàíèé áðàëè ñðàçó ïîñëå âûïîëíåíèÿ ýâòàíàçèè ìåòî-
äîì öåðâèêàëüíîé äèñëîêàöèè. Èññå÷åííûå êóñî÷êè îð-
ãàíîâ è òêàíåé (ãîëîâíîãî ìîçãà, ñåðäöà, ïå÷åíè, ïî÷êè
è ñêåëåòíîé ìûøöû ìàññîé 30—200 ìã) ñïîëàñêèâàëè â
áîëüøîì îáúåìå ôèçèîëîãè÷åñêîãî ðàñòâîðà, îõëàæäåí-
íîãî äî 4 °Ñ, çàìîðàæèâàëè â æèäêîì àçîòå, âçâåøèâàëè
è õðàíèëè ïðè –80 °Ñ.

Ý ê ñ ò ð à ê ö è ÿ ì å ò à á î ë è ò î â è á å ë ê î â è ç ò ê à -
í å é æ è â î ò í û õ. Äëÿ îïðåäåëåíèÿ êîëè÷åñòâà NAD+ â
îðãàíàõ ìûøåé ïðîáèðêè ñ çàìîðîæåííûìè îáðàçöàìè
èíêóáèðîâàëè íà ëüäó â òå÷åíèå 10 ìèí. Äàëåå â íèõ äî-
áàâëÿëè 0.7 ìë îõëàæäåííûõ ñòåêëÿííûõ øàðèêîâ (äèà-
ìåòð 1.7 ìì) è 1 ìë 80%-íîãî ìåòàíîëà, îõëàæäåííîãî äî
–80 °Ñ, ãîìîãåíèçèðîâàëè â êðèîãåííûõ óñëîâèÿõ ïðè ïî-
ìîùè ãîìîãåíèçàòîðà FastPrep-24 ñ àäàïòåðîì CoolPrep
(MP Biomedicals, ÑØÀ), çàïîëíåííûì ñóõèì ëüäîì. Ïðî-
âîäèëè 5 öèêëîâ ãîìîãåíèçàöèè ïî 60 ñ ñî ñêîðîñòüþ
6.5 ì/ñ ñ ïåðåðûâàìè ïî 5 ìèí, â òå÷åíèå êîòîðûõ ïðî-
áèðêè ñòîÿëè â ñóõîì ëüäó. Äàëåå ýêñòðàêöèÿ ïðîäîëæà-
ëàñü ïðè ïåðåìåøèâàíèè îáðàçöîâ ñ ïîìîùüþ ðîòàòîðà â
òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 4 °Ñ. Çàòåì ïîëó÷åííûå ýêñòðàêòû
öåíòðèôóãèðîâàëè 30 ìèí ïðè 15 000 g ïðè 4 °Ñ, ïîñëå
÷åãî íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü õðàíèëè ïðè –80 °Ñ. Äàëåå

îáðàçöû ëèîôèëèçîâàëè è àíàëèçèðîâàëè ñ ïîìîùüþ
ßÌÐ-ñïåêòðîñêîïèè.

Äëÿ àíàëèçà óðîâíÿ ÍÀÄ+-çàâèñèìîãî äåàöåòèëèðî-
âàíèÿ áåëêîâ â îðãàíàõ ìûøåé ñ ïîìîùüþ èììóíîáëî-
òèíãà â ïðîáèðêè ñ çàìîðîæåííûìè îáðàçöàìè äîáàâëÿëè
0.7 ìë ñòåêëÿííûõ øàðèêîâ (äèàìåòð 1.7 ìì) è 1 ìë áó-
ôåðíîãî ðàñòâîðà RIPA (25 ìÌ Tris-HCl, pH 7.6, 150 ìÌ
NaCl, 1 % NP-40, 1 % äåçîêñèõîëàòà íàòðèÿ è 0.1 %
ÄÑÍ), îõëàæäåííîãî äî 4 °Ñ, â êîòîðûé ïðåäâàðèòåëüíî
äîáàâëÿëè èíãèáèòîð ïðîòåàç Complete Mini (Roche,
Øâåéöàðèÿ), è èíêóáèðîâàëè íà ëüäó â òå÷åíèå 15 ìèí.
Äàëåå îáðàçöû ãîìîãåíèçèðîâàëè ïðè ïîìîùè ãîìîãåíè-
çàòîðà FastPrep-24 ñ àäàïòåðîì QuickPrep (MP Biomedi-
cals, ÑØÀ) ïðè 4 °Ñ. Ïðîâîäèëè 5 öèêëîâ ãîìîãåíèçàöèè
ïî 40 ñ ñî ñêîðîñòüþ 5 ì/ñ ñ ïåðåðûâàìè ïî 5 ìèí, âî âðå-
ìÿ êîòîðûõ ïðîáèðêè ñòîÿëè ïðè 4 °Ñ. Äàëåå ýêñòðàêöèÿ
ïðîäîëæàëàñü ïðè ïåðåìåøèâàíèè îáðàçöîâ ñ ïîìîùüþ
ðîòàòîðà â òå÷åíèå 30 ìèí ïðè 4 °Ñ. Çàòåì ïîëó÷åííûå
ýêñòðàêòû öåíòðèôóãèðîâàëè 30 ìèí ïðè 15 000 g ïðè
4 °Ñ, ïîñëå ÷åãî íàäîñàäî÷íóþ æèäêîñòü õðàíèëè ïðè
–20 °Ñ.

Î ï ð å ä å ë å í è å ê î í ö å í ò ð à ö è è á å ë ê à , ý ë å ê ò -
ð î ô î ð å ò è ÷ å ñ ê î å ð à ç ä å ë å í è å á å ë ê î â â ä å í à -
ò ó ð è ð ó þ ù è õ ó ñ ë î â è ÿ õ è è ì ì ó í î á ë î ò è í ã. Äëÿ
îïðåäåëåíèÿ êîíöåíòðàöèè áåëêà â ýêñòðàêòàõ îðãàíîâ
ìûøåé èñïîëüçîâàëè íàáîð ðåàêòèâîâ Pierce BCA Protein
Assay Kit (Thermo Scientific, ÑØÀ) ñîãëàñíî ïðîòîêîëó
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Ðèñ. 1. Ñõåìà ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ïîäõîäà äëÿ àíàëèçà ÍÀÄ è
åãî ìåòàáîëèòîâ, à òàêæå óðîâíÿ ÍÀÄ+-çàâèñèìîãî äåàöåòèëè-

ðîâàíèÿ áåëêîâ â òêàíÿõ ìûøåé.



ôèðìû-ïðîèçâîäèòåëÿ. Ïåðåä íàíåñåíèåì íà ãåëü îáðàç-
öû èíêóáèðîâàëè â áóôåðíîì ðàñòâîðå, ñîäåðæàùåì
50 ìÌ Tris-HCl (pH 6.8), 2 % ÄÑÍ, 0.01 % áðîìôåíîëà
ñèíåãî, 10 % ãëèöåðèíà è 100 ìÌ ÄÒÒ, â òå÷åíèå 10 ìèí
ïðè 95 °Ñ. Íà äîðîæêó íàíîñèëè 30 ìêã áåëêà. Èììóíîá-
ëîòèíã ïðîâîäèëè ïî ñòàíäàðòíîìó ïðîòîêîëó. Äëÿ äå-
òåêöèè a-òóáóëèíà, ÑÎÄ2 è èõ àöåòèëèðîâàííûõ ôîðì
èñïîëüçîâàëè ñïåöèôè÷åñêèå àíòèòåëà è âòîðè÷íûå àíòè-
òåëà, êîíúþãèðîâàííûå ñ ïåðîêñèäàçîé õðåíà. Äëÿ äåòåê-
öèè ñèãíàëà èñïîëüçîâàëè ðåàêòèâû äëÿ óñèëåííîé õåìè-
ëþìèíåñöåíöèè SuperSignal West Pico PLUS Chemilumi-
nescent Substrate (Thermo Scientific, ÑØÀ).

Ñ ï å ê ò ð î ñ ê î ï è ÿ ß Ì Ð. Ëèîôèëèçîâàííûå îáðàç-
öû ðåñóñïåíäèðîâàëè â áóôåðíîì ðàñòâîðå, ïðèãîòîâëåí-
íîì íà îñíîâå D2O è ñîäåðæàùåì 50 ìÌ (NaH2PO4 +
+ Na2HPO4) (pH 6.5) è 1 ìÌ ñàõàðîçû. Ñòàíäàðòíûå ðàñ-
òâîðû, ñîäåðæàùèå 100 ìêÌ ÍÀÄ+, ÍÀÄÍ, ôîñôîðèëè-
ðîâàííîé ôîðìû ÍÀÄ+ (ÍÀÄÔ+), íèêîòèíàìèäà, ÀÌÔ,
ÀÄÔ è ÀÒÔ, áûëè ïðèãîòîâëåíû ñ èñïîëüçîâàíèåì
äàííîãî áóôåðíîãî ðàñòâîðà. Îáðàçöû õðàíèëè ïðè
–80 °Ñ. Ðåãèñòðàöèþ 1H-ñïåêòðîâ ïðîâîäèëè, êàê ýòî
îïèñàíî ðàíåå (Kulikova et al., 2015). Â êà÷åñòâå ñòàí-
äàðòà õèìè÷åñêèõ ñäâèãîâ è êîíöåíòðàöèè èñïîëüçîâàë-
ñÿ ñèãíàë ñàõàðîçû ñ õèìè÷åñêèì ñäâèãîì 5.42 ppm.
Äëÿ êàæäîãî èç ìåòàáîëèòîâ áûëè âûáðàíû ñîîòâåòñò-
âóþùèå èì íåïåðåêðûâàþùèåñÿ ñèãíàëû ïðîòîíîâ (9.34,
9.15, 8.84 è 8.43 ppm äëÿ ÍÀÄ+; 8.49 ppm äëÿ ÍÀÄÍ;
9.30 è 9.12 ppm äëÿ ÍÀÄÔ+; 8.94 è 8.71 ppm äëÿ íèêîòèí-
àìèäà; 8.58 ppm äëÿ ÀÌÔ; 8.535 ppm äëÿ ÀÄÔ è
8.545 ppm äëÿ ÀÒÔ), ïî ïîëîæåíèþ êîòîðûõ ïðîâîäèëè
èäåíòèôèêàöèþ ìåòàáîëèòîâ. Êîíöåíòðàöèþ ÍÀÄ+ â
ðàçëè÷íûõ îðãàíàõ îïðåäåëÿëè ïóòåì èíòåãðèðîâàíèÿ
ñèãíàëîâ ïðîòîíîâ ñ õèìè÷åñêèìè ñäâèãàìè 9.34, 9.15,
8.84 è 8.43 ppm è íîðìèðîâêè ïîëó÷åííûõ çíà÷åíèé íà

ìàññó îáðàçöà îðãàíà. Â ðåçóëüòàòå ïîëó÷àëè êîíöåíòðà-
öèþ ÍÀÄ+ (ïìîëü/ìã) â èñõîäíîì îáðàçöå. Äàííûå ïðåä-
ñòàâëåíû êàê ñðåäíèå çíà÷åíèÿ è ñòàíäàðòíûå îøèáêè
(n = 4).

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Äëÿ àíàëèçà ÍÀÄ è åãî îñíîâíûõ ìåòàáîëèòîâ â ðàç-
ëè÷íûõ îðãàíàõ ìûøåé ñ ïîìîùüþ ñïåêòðîñêîïèè ßÌÐ
ïðåæäå âñåãî áûë îïòèìèçèðîâàí ïðîòîêîë ïîëó÷åíèÿ è
ïðèãîòîâëåíèÿ îáðàçöîâ. Ó ìûøåé ïîëó÷àëè îáðàçöû
òêàíåé ãîëîâíîãî ìîçãà, ñåðäöà, ïå÷åíè, ïî÷êè è ñêåëåò-
íîé ìûøöû, íåçàìåäëèòåëüíî çàìîðàæèâàëè, âçâåøèâàëè
è õðàíèëè ïðè –80 °Ñ. Äàëåå ïðîâîäèëè ãîìîãåíèçàöèþ
îáðàçöîâ ïðè ïîìîùè ìåõàíè÷åñêîãî èçìåëü÷åíèÿ â ïðî-
öåññå òðÿñêè â ïðèñóòñòâèè ñòåêëÿííûõ øàðèêîâ è ýêñò-
ðàêöèþ ìåòàáîëèòîâ â 80%-íîì ìåòàíîëå. Ïðîöåäóðó
ïðîâîäèëè â êðèîãåííûõ óñëîâèÿõ, ÷òîáû ïðåäîòâðàòèòü
íåñïåöèôè÷åñêîå ðàñùåïëåíèå èññëåäóåìûõ ñîåäèíåíèé.
Ïîëó÷åííûå ýêñòðàêòû ëèîôèëèçîâàëè è àíàëèçèðîâàëè
ïðè ïîìîùè ñïåêòðîñêîïèè ßÌÐ (ðèñ. 1).

Íà ðèñ. 2, à ïðåäñòàâëåíû 1H-ñïåêòðû ßÌÐ ýêñòðàê-
òîâ, ïîëó÷åííûõ èç ñêåëåòíîé ìûøöû, ïå÷åíè, ñåðäöà,
ïî÷åê è ãîëîâíîãî ìîçãà ìûøåé. Ïèêè, ñîîòâåòñòâóþùèå
îêèñëåííîé ôîðìå ÍÀÄ (ÍÀÄ+), íàõîäÿòñÿ â îáëàñòÿõ
ñïåêòðà, â êîòîðûõ íå íàáëþäàåòñÿ ñèãíàëîâ îò äðóãèõ
ñîåäèíåíèé, íàõîäÿùèõñÿ â àíàëèçèðóåìûõ ýêñòðàêòàõ,
÷òî ïîçâîëÿåò ïðîâîäèòü òî÷íóþ êîëè÷åñòâåííóþ îöåíêó
äàííîãî äèíóêëåîòèäà. Êîíöåíòðàöèÿ ÍÀÄ+ â ïå÷åíè ñî-
ñòàâèëà 406.6 � 24.4 ïìîëü/ìã, â ñåðäöå — 687 � 62.5,
òîãäà êàê â ãîëîâíîì ìîçãå — 274 � 18.4 ïìîëü/ìã. Ïî-
ìèìî ÍÀÄ+ äàííûé ìåòîä òàêæå ïîçâîëÿåò àíàëèçèðî-
âàòü â ýêñòðàêòàõ ìûøèíûõ òêàíåé âîññòàíîâëåííóþ
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Ðèñ. 2. Àíàëèç ÍÀÄ è åãî ìåòàáîëèòîâ, à òàêæå ÍÀÄ+-çàâèñèìîãî äåàöåòèëèðîâàíèÿ áåëêîâ â òêàíÿõ ìûøåé.

à — ôðàãìåíòû 1H-ñïåêòðîâ ßÌÐ ýêñòðàêòîâ, ïîëó÷åííûõ èç ðàçëè÷íûõ îðãàíîâ ìûøåé; ñòðåëêàìè óêàçàíû ïèêè, ñîîòâåòñòâóþùèå ÍÀÄ+, ÍÀÄÍ,
ÍÀÄÔ+, íèêîòèíàìèäó (Íàì), à òàêæå ÀÌÔ, ÀÄÔ è ÀÒÔ. á — èììóíîáëîòû îáðàçöîâ ñåðäöà, ïå÷åíè è ãîëîâíîãî ìîçãà òðåõ ðàçíûõ æèâîòíûõ
(1—3), ïîëó÷åííûå ñ èñïîëüçîâàíèåì àíòèòåë ê áåëêàì a-òóáóëèíó è ÑÎÄ2, à òàêæå ê èõ àöåòèëèðîâàííûì ïî Lys-40 è Lys-68 ôîðìàì (Ac-a-Òóáóëèí

è Àñ-ÑÎÄ2).



(ÍÀÄÍ) è ôîñôîðèëèðîâàííóþ (ÍÀÄÔ+) ôîðìû äèíóê-
ëåîòèäà, à òàêæå íèêîòèíàìèä è àäåíîçèíôîñôàòû ÀÒÔ,
ÀÄÔ è ÀÌÔ. Äëÿ êàæäîãî èç ìåòàáîëèòîâ (ÍÀÄÍ,
ÍÀÄÔ+, íèêîòèíàìèäà, ÀÌÔ, ÀÄÔ è ÀÒÔ) áûëè âûáðà-
íû ñîîòâåòñòâóþùèå ñèãíàëû ïðîòîíîâ â îáëàñòè ñïåêò-
ðà îò 8.40 äî 9.40 ppm, òàê êàê â äàííîé îáëàñòè 1H-ßÌÐ
ñïåêòðà íå íàáëþäàåòñÿ ñèãíàëîâ îò äðóãèõ õèìè÷åñêèõ
ñîåäèíåíèé, ñîäåðæàùèõñÿ â ýêñòðàêòàõ (ðèñ. 2, à).

Êðîìå òîãî, â äàííîé ðàáîòå áûë àïðîáèðîâàí ìåòîä
îöåíêè ÍÀÄ+-çàâèñèìîãî äåàöåòèëèðîâàíèÿ áåëêîâ ñèð-
òóèíàìè â öèòîçîëå è ìèòîõîíäðèÿõ. Ñèðòóèíû ÿâëÿþòñÿ
âûñîêîêîíñåðâàòèâíûìè ÍÀÄ+-çàâèñèìûìè äåàöåòèëà-
çàìè áåëêîâ. Â êëåòêàõ ÷åëîâåêà îõàðàêòåðèçîâàíî ñåìü
÷ëåíîâ ñåìåéñòâà ñèðòóèíîâ (SIRT1—7), êîòîðûå ðàçëè-
÷àþòñÿ ïî ñâîåé âíóòðèêëåòî÷íîé ëîêàëèçàöèè è ñóáñò-
ðàòíîé ñïåöèôè÷íîñòè. Èõ àêòèâíîñòü çàâèñèò îò êîí-
öåíòðàöèè ÍÀÄ+, ïîýòîìó, àíàëèçèðóÿ ñòåïåíü äåàöåòè-
ëèðîâàíèÿ áåëêîâ ñèðòóèíàìè, ìîæíî ñóäèòü îá
èçìåíåíèÿõ óðîâíÿ ÍÀÄ+ â êëåòêå. Äëÿ îöåíêè óðîâíÿ
ÍÀÄ+-çàâèñèìîãî äåàöåòèëèðîâàíèÿ áåëêîâ íàìè áûëè
âûáðàíû ñëåäóþùèå èçâåñòíûå ìèøåíè ñèðòóèíîâ —
a-òóáóëèí, àöåòèëèðîâàííûé ïî ëèçèíó 40, êîòîðûé äåà-
öåòèëèðóåòñÿ áåëêîì SIRT2 â öèòîçîëå, è ÑÎÄ2, àöåòè-
ëèðîâàííûé ïî ëèçèíó 68, êîòîðûé äåàöåòèëèðóåòñÿ áåë-
êîì SIRT3 â ìèòîõîíäðèÿõ. Ãîìîãåíèçàöèþ îáðàçöîâ
òêàíåé ñåðäöà, ïå÷åíè è ãîëîâíîãî ìîçãà ïðîâîäèëè ïðè
ïîìîùè ìåõàíè÷åñêîãî èçìåëü÷åíèÿ â ïðîöåññå òðÿñêè
ñî ñòåêëÿííûìè øàðèêàìè â ïðèñóòñòâèè äåòåðãåíòîâ
ïðè 4 °Ñ. Ýêñòðàãèðîâàííûå áåëêè äàëåå àíàëèçèðîâàëè
ïðè ïîìîùè èììóíîáëîòèíãà ñ èñïîëüçîâàíèåì ñïåöè-
ôè÷åñêèõ àíòèòåë ê a-òóáóëèíó è åãî àöåòèëèðîâàííîé
ïî Lys-40 ôîðìå, à òàêæå ê áåëêó ÑÎÄ2 è åãî àöåòèëèðî-
âàííîé ïî Lys-68 ôîðìå (ðèñ. 1). Óðîâíè áåëêà ÑÎÄ2 è
åãî àöåòèëèðîâàííîé ôîðìû â ñåðäöå, ïå÷åíè è ìîçãå
áûëè ñîïîñòàâèìû, òîãäà êàê óðîâåíü ýêñïðåññèè a-òóáó-
ëèíà â ìîçãå áûë çíà÷èòåëüíî âûøå, ÷åì â ñåðäöå è ïå÷å-
íè (ðèñ. 2, á). Êðîìå òîãî, íàáëþäàëè ïîâûøåííûé óðî-
âåíü àöåòèëèðîâàíèÿ a-òóáóëèíà ïî Lys-40 â ñåðäöå ïî
ñðàâíåíèþ ñ ïå÷åíüþ è ãîëîâíûì ìîçãîì (ðèñ. 2, á).

Äàííûé ìåòîä ìîæíî èñïîëüçîâàòü äëÿ îöåíêè èçìå-
íåíèÿ óðîâíÿ ÍÀÄ+-çàâèñèìîãî äåàöåòèëèðîâàíèÿ áåë-
êîâ â öèòîçîëå è ìèòîõîíäðèÿõ íà ìûøèíûõ ìîäåëÿõ
ðàçëè÷íûõ çàáîëåâàíèé èëè ó ïîæèëûõ ìûøåé.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå Ðîñ-
ñèéñêîãî íàó÷íîãî ôîíäà (ïðîåêò 16-14-10240).
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Nicotinamide adenine dinucleotide (NAD) plays a key role in vital metabolic and regulatory processes in
mammals. Violation of the NAD level regulation is associated with such serious diseases as pellagra, neurode-
generative and cardiovascular disorders, diabetes, cancer and others. This paper presents an experimental ap-
proach that allows to determine the amount of NAD+ in mouse tissues using NMR spectroscopy, as well as the
level of NAD+-dependent protein deacetylation in the cytosol and mitochondria.
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