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Досліджено механізми регуляції метаболітами тіаміну та коферментами 
мультиензимного 2-оксоглутаратдегідрогеназного комплексу. Показана стимулююча 
дія ліпоєвої кислоти і суміші всіх п’яти коферментів на частково очищений 2- 
оксоглутаратдегідрогеназний комплекс. Катаболіт тіаміну тіохром пригнічував 
активність ферменту. 
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Багато дослідників приділяли увагу розкриттю будови, функціонування та регуляції 
активності дегідрогеназ 2-оксокислот. Серед різноманітних механізмів регуляції активності 
поліферментних комплексів особливу увагу надають вітаміно-коферментній регуляції. 
Важлива роль у цій регуляції належить тіамінпірофосфату (ТПФ) у зв’язку з його участю в 
першій реакції, яку каталізує цей комплекс [2, 3, 6, 7, 14].

Інші коферменти дегідрогеназ 2-оксокислот виконують свої функції на рівні 
компонентів, які не обмежують швидкість сумарної реакції, але увага до них останнім часом 
зростає, особливо у зв’язку з тим, що 2-оксоглутаратдегідрогеназний комплекс (2-ОГДК)  
не має механізму регулювання активності шляхом фосфорилювання / дефосфорилювання 
[1, 2, 13, 14].

У попередніх дослідженнях було показано, що введення тваринам окремих вітамі-
нів, їх суміші, а також додавання in vitro відповідних коферментів активувало піруватде-
гідрогеназний комплекс (ПДК) і 2-ОГДК. Найбільший активуючий ефект давали ліпоат, 
пантотеат і тіамін, трохи менший вплив спостерігався при додаванні рибофлавіну й нікоти-
нату [4, 7, 8]. Найбільш ефективними з коферментів були ліпоєва кислота (ЛК) і кофермент 
ацелювання (КоА) [4, 7, 14].

У попередніх дослідженнях було показано, що введення 14С-тіаміну сприяло 
зростанню мічених його метаболітів, а також активності ПДК і 2-ОГДК у тканинах і 
мітохондріях тварин [9, 10].

У зв’язку з цим ми поставили завдання вивчити активність 2-оксоглутаратдегідроге-
нази на рівні частково очищеного ферменту за наявності in vitro тіаміну, його метаболітів, 
окремих коферментів, які входять до складу 2-ОГДК та їх суміші.

Матеріали та методи
Дослідження виконано на статевозрілих щурах-самцах лінії Вістар, вагою 180-

200 г. У попередніх дослідженнях нами було встановлено, що через 2 години після 
введення тіаміну спостерігався максимум його накопичення в печінці [8–10]. Тому через 
2 години після введення 14С-тіаміну у дозі 1,5 мкМ/кг проводили виділення й очищення 
2-оксоглутаратдегідрогеназного комплексу за методом Роше і Кейт [19]. Активність 
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очищеного ферменту визначали методом Варбурга [5]. Вміст білка визначали за методом 
Лоурі [18]. Підрахунок радіоактивності здійснювали на радіаційному лічильнику «Протока». 
Тіамін і його метаболіти: тіохром, 4-метил-5ß- оксіетилтіазол, тіамінпірофосфат додавали 
в інкубаційне середовище в кінцевій концентрації 1 мкМ.

Мілімолярні співвідношення коферментів були такими: ТПФ – 0,015; 
нікотинаміддинуклеотид (НАД+) – 0,6; КоА – 0,375; ЛК – 0,225; флавінмононуклеотид 
(ФМН) – 0,075.

Статистичну обробку результатів здійснювали за загальноприйнятим методом 
Стьюдента – Фішера [11].  Розрахунки проводили з використанням пакету ��������� � ��-��������� � ��- � ��-� ��- ��-��-
C�L. Результати вважали вірогідними при Р < 0,05.

Результати дослідження і їх обговорення
Після виділення ферментного комплексу із мітохондрій печінки щурів визначали 

його активність і вміст у ньому мічених метаболітів тіаміну на окремих етапах очищення.
Активність 2-ОГДК після введення тваринам 14С- тіаміну збільшувалася по мірі його 

очищення. Так порівняно з мітохондріальною фракцією у субкомплексі (ПДК + 2-ОГДК) 
спостерігалося зростання активності у два рази, а в очищеному 2-ОГДК – більш ніж у три 
рази (рис.1). 
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Рис. 1. Активність 2-ОГДК на різних етапах виділення ферменту після внутрішньом’язового введення 
щурам 14С-тіаміну в дозі 1,5 мкМ/кг.

Вміст мічених метаболітів тіаміну був удвічі більшим, а в очищеному 2-ОГДК у 2,5 
разу більшим порівняно з мітохондріальною фракцією в розрахунку на 1 мг білка (рис.2).
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Рис. 2. Вміст мічених метаболітів тіаміну в мітохондріях і частково очищеному 2-ОГДК після 
внутрішньом’язового введення щурам 14С-тіаміну в дозі 1,5 мкМ/кг: 1 – гомогенат; 2 – 
мітохондрії; 3 – комплекс ПДК + 2-ОГДК; 4 – 2-ОГДК.

Внесення в інкубаційне середовище метаболітів тіаміну: ТМФ, ТПФ, тіохрому, 
4-метил-5ß-оксіетилтіазолу сприяло пригнічуванню активності ферменту, і найбільшою 
мірою це явище спостерігалося при внесенні тіохрому (рис. 3).
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Рис. 3. Вплив тіаміну та його метаболітів на активність очищеного препарату 2-ОГДК: К – контроль; 
1 – тіамін; 2 – ТМФ; 3 – ТПФ; 4 – тіохром; 5 –  4-метил-5β-оксіетилтіазол.
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Це можна пояснити тим, що в метаболітах тіаміну існують гетероцикли, подібні до 
гетероциклів у коферментах 2-ОГДК. Тому додавання у середовище інкубації фосфорних 
ефірів тіаміну, тіохрому і 4-метил-5ß-оксіетилтіазолу, можливо, впливало на ефективність 
зв’язування інших коферментів.

Додання in vitro окремих коферментів у середовище інкубації призводило до поміт-
ного збільшення ферментативної активності тільки у випадку ЛК (в 1,5 разу), а ТПФ, НАД 
і ФМН навіть пригнічували активність ферменту (рис.4).
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Рис.  4. Активність 2-ОГДК при додаванні коферментів в інкубаційне середовище, n = 3: К – контроль; 
1 – ТПФ; 2 – ЛК; 3 – НАД; 4 – КоА; 5 – ФМН.

При внесенні в середовище інкубації коферментів попарно у різних варіантах 
найбільш ефективними комбінаціями були: КоА + ТПФ, КоА + ЛК, КоА + НАД (рис. 5).
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Рис. 5. Активність 2-ОГДК після додавання поєднань коферментів і загальної суміші in vitro, n = 3:   
К – контроль; 1 – ТПФ + ЛК; 2 – КоА + НАД; 3 – КоА + ТПФ; 4 – КоА + ФМН; 5 – ЛК + ФМН; 
6 – ЛК + НАД; 7 – ЛК + КоА; 8 – ФМН + НАД; 9 – суміш коферментів.



Н. Федорко, О. Устянська, С. Петров 
ISSN 0206-5657. Вісник Львівського університету. Серія біологічна. 2011. Випуск 5646

Активність ферменту в цих випадках збільшилась у 3,2 та 1,3 разу відповідно щодо 
контролю. Суміш коферментів, доданих у співвідношенні, властивому для дегідрогеназ 
2-оксокислот, збільшувала активність 2-ОГДК більш ніж у десять разів.

Отримані дані вказують на різноспрямованість дії окремих метаболітів тіаміну 
та коферментів, які входять до складу 2-ОГДК на активність очищеного ферментного 
комплексу і можуть свідчити про часткову їх втрату при виділені ферментного комплексу. 
ТПФ, НАД і ФАД міцно зв’язані зі субодиницями ферментного комплексу, і додаткове 
додавання їх до комплексу призводить до дисбалансу коферментної регуляції та, як 
наслідок, до зниження активності 2-ОГДК.

Особливої уваги заслуговує ЛК, стимулюючий ефект якої не можна пояснити тільки з 
позиції втрати коферменту при виділенні ферментного комплексу. Внаслідок специфічного 
розташування і функціонування ЛК у трансацетилазному компоненті комплексу 
визначається її найважливіша роль у коферментній регуляції цього мультиензиму.

Це також підтверджується при додаванні в середовище інкубації коферментів у 
поєднанні (ЛК + КоА) і (КоА + ТПФ), що призводить до найбільшого ефекту стимуляції 
активності цього ферменту.

Отримані дані не тільки відображають коферментну регуляцію мультиензимного 
комплексу, але і свідчать про можливість реасоціації субодиниць цього мультиензиму.

Встановлено, що тіамін і його метаболіти знижують активність 2-ОГДК на рівні 
декарбоксилазного компонента. Ліпоєва кислота виявляє стимулюючу дію на рівні 
трансацетилазного компонента.
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Regula���n e��ec�� a�e �n-p��ce�� �nve���ga���nal by c��e�men�� and метаболитами 
�h�am�ne �� 2-�x�glu�a�a�e dehyd��gena�e c�mplex. A� �he level �� �he pa��ly clea�ed en-2-�x�glu�a�a�e dehyd��gena�e c�mplex. A� �he level �� �he pa��ly clea�ed en-�x�glu�a�a�e dehyd��gena�e c�mplex. A� �he level �� �he pa��ly clea�ed en-
zyme �he �pp�e���ve �pe�a��ng �� �h�am�nepy��ph��pha�e and �h��ch��me �� �h�wn �n ac��-h�am�nepy��ph��pha�e and �h��ch��me �� �h�wn �n ac��-epy��ph��pha�e and �h��ch��me �� �h�wn �n ac��-
v��y �� 2-�x�glu�a�a�e dehyd��gena�e. I� �� been e��abl��hed �ha� �h�am�ne and ��� me�ab�l��e� 
�up�e�� �� 2-�x�glu�a�a�e dehyd��gena�e ac��v��y a� �he level �� deca�b�xyla�e� c�mp�nen-
�y. L�p��� ac�d cau�e� a ���mulan��ng e��ec� a� �he level �� �he ��an�ace�yla�e c�mp�nen�y, 
wh�ch �� nece��a�y ��� �egula���n �� ac��v��y �� p�l�enzyme c�mplex a� �he va���u c�nd����n� 
�� �n ����ue�.

Keywords: 2-�x�glu�a�a�e dehyd��gena�e, c�-enzyme�, �h�am�ne, mul��enzyme 
c�mplex.
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ИЗ ПЕЧЕНИ КРЫС КОФЕРМЕНТАМИ И МЕТАБОЛИТАМИ ТИАМИНА

Н. Федорко, О. Устянская, С. Петров

Одесский национальный университет имени И. И. Мечникова 
ул. Дворянская, 2, Одесса 65066, Украина 

e-mail: ustjansky_olga@ukr.net

В работе исследованы эффекты регуляции коферментами и метаболитами 
тиамина 2-оксоглутаратдегидрогеназного комплекса. На уровне частично очищенного 
фермента показано угнетающее действие ТПФ и тиохрома на активность 2-ОГДК. 
Установлено, что тиамин и его метаболиты угнетают активность 2-ОГДК на уровне 
декарбоксилазного компонента, а липоевая кислота оказывает стимулирующее 
действие на уровне трансацетилазного компонента, что необходимо для регуляции 
активности полиферментного комплекса при различных состояниях ткани.

Ключевые слова: 2-оксоглутаратдегидрогеназа, коферменты, тиамин, 
мультиэнзимный комплекс.


