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ВЗАЄМОДІЯ КОФЕРМЕНТІВ 
2-ОКСОГЛУТАРАТДЕГІДРОГЕНАЗИ НА РІВНІ 
МУАЬТИЕНЗИМНОГО КОМПЛЕКСУ ТА  
В МІТОХОНДРІЯХ ПЕЧІНКИ

Досліджено механізми коферментної регуляції мультиензимного 2-оксог- 
лутаратдегідрогеназного комплексу. Показана стимулююча роль ліпоєвої 
кислоти і КоА на досліджуваний фермент у мітохондріях печінки. На рівні 
очищеного ферменту визначено різке стимулювання його активності в при
сутності п’яти функціонально пов’язаних коферментів.
Отримані дані можуть слугувати доказом існування реконструкції комп
лексу з коферментів та апоферментів.
Ключові слова: 2-оксоглутаратдегідрогеназа, коферменти, мітохондрії, муль- 
тиензимний комплекс.

Будова і механізм дії дегідрогеназ 2-оксокислот вивчалися багать
ма дослідниками, але питання, які стосуються регуляції активності, 
біосинтезу і реконструкції цих ферментів, залишаються відкритими. 
Серед різноманітних механізмів регуляції активності поліферментних 
комплексів особливу увагу надають вітамінно-коферментній регуляції. 
На кафедрі біохім ії Одеського національного університету ім. 
1.1. Мечникова в ряді досліджень [1— 6] була показана стимуляція 
активності піруватдегідрогеназного (КФ 1.2.4.1) і 2-оксоглутаратдегі- 
дрогеназного (КФ 1.2.4.2) комплексів на рівні тканин і мітохондрій 
після парентерального введення функціонально пов’язаних вітамінів, а 
також після внесення відповідних коферментів в інкубаційне середо
вище.

Результати експериментів дозволили сформулювати гіпотезу про 
біосинтез субодиниць поліферментних ансамблів дегідрогеназ 2-оксо
кислот на рибосомах та їх реконструкцію на мітохондріальних мем
бранах за участю п'яти коферментів: ТПФ, НАД, ФАД, ліпоєвої кис
лоти і КоА [5]. Цей процес, спряжений з особливостями транспорту і 
метаболізму коферментних вітамінів, залежить від енергетичного обмі
ну і від специфіки самої тканини.

В зв'язку з цим ми поставили завдання вивчити активність 2-ок- 
соглутаратдегідрогенази в мітохондріях печінки щурів, а також на 
рівні частково очищеного ферменту за наявності in vitro окремих 
функціонально пов’язаних коферментів та їх суміші, збалансованій в 
"2-оксоглутаратдегідрогеназному" співвідношенні.
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Матеріали і методи
Дослідження виконано на статевозрілих щурах-самцях лінії Вістар 

вагою 180—200 г. Мітохондрії печінки виділяли за методом Джонсо
на і Ларді [9], після цього їх ресуспендували в 0,25 М сахарозі з 
доданням ізотонічного розчину калій фосфатного буфера із розрахун
ку: мітохондрії з 1 г тканини — в 4 мл. Вміст проб використовували 
для визначення білка методом Jloypi [10]. 0,4 мл суспензії вносили 
в інкубаційне середовище Габлера [11], що містило коферменти. їх 
мілімолярні співвідношення в суміші були такими: ТПФ — 0,015, 
НАД+ — 0,6, КоА — 0,375, ліпоєва кислота (ЛК) — 0,225, ФМН —
0,075.

Інша група тварин була поділена на дві підгрупи: першій вводили 
14С-тіамін у дозі 1,5 мкмоль/кг, другій — 14С-тіамін разом з функці
онально пов’язаними вітамінами. Співвідношення вітамінів у введеній 
тваринам суміші в мкмоль/кг були такими: тіамін — 1,5, ФМН — 
7,5, пантотенат-Са — 37,5, ЛК — 22,5, нікотинамід (НА) — 60. Під- 
рахування радіоактивності здійснювали на радіаційному лічильнику 
"Протока" загальноприйнятим методом.

Активність ферменту виражали у мікромолях відновленого ферри- 
ціаніду на мітохондрії з 1 г тканини за ЗО хв інкубації.

Виділення і очищення 2-оксоглутаратдегідрогенази провадили за 
методом Роше і Кейт [12]. Активність очищеного ферменту визнача
ли тестом Варбурга [13], додаючи в середовище інкубації окремі ко
ферменти, їх попарні поєднання та суміш всіх коферментів.

Результати досліджень
При доданні in vitro до мітохондрій окремих коферментів і їх 

суміші в співвідношенні, що характерне для дегідрогеназ 2-оксокислот, 
ми визначили, що виражений стимулюючий ефект на 2-оксоглутарат- 
дегідрогеназний комплекс (2-ОГДК) спостерігався при доданні КоА і 
ЛК — на 77 % та 23 % відповідно, а суміш коферментів збільшувала 
активність ферменту майже в 2 рази. ТПФ, НАД і ФМН не впливали 
на 2-оксоглутаратдегідрогеназну активність в мітохондріях печінки, 
що, очевидно, можна пояснити досить міцним зв'язком цих коферме
нтів з відповідними апоферментами, а також їх високим вмістом у 
мітохондріях. Необхідно зазначити, що як 2-ОГДК, так і ПДК потре
бують для реконструкції та реалізації дії однакових коферментів, а 
також мають дуже подібні апоферменти, що передбачає факт конкуре
нції коферментів на окремих стадіях окиснення 2-оксокислот (рис. 1).

За виділення ферментного комплексу із мітохондрій визначали 
його активність та вміст у ньому мічених метаболітів тіаміну на 
окремих етапах очистки. Активність 2-ОГДК після введення твари
нам 14С-тіаміну збільшувалася по мірі його очищення: у субкомпле- 
ксі (ПДК + 2-ОГДК) — на 210 % , а в очищеному 2-ОГДК — на 
328 % у порівнянні з мітохондріальною фракцією (рис. 2).
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Рис. 1. Окиснення а-кетоглутарату мітохондріями з 1 г печінки статевозрілих 
щурів за наявності коферментів in vitro:

ЛК — ліпоєва кислота, СК — суміш коферментів, Q  —  контроль, Q] — дослід
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Рис. 2. Активність 2-ОГДК після внутрішньом'язового введення щурам 
14С-тіаміну в дозі 1,5 мкмоль/кг

Встановлено синхронне збільшення вмісту мічених метаболітів тіа
міну в розрахунку на 1 мг білка по мірі очищення ферментного ком
плексу. Так, у субкомплексі (ПДК + 2-ОГДК) вміст мічених метаболі
тів тіаміну був на 208 % , а в очищеному 2-ОГДК — на 250 % біль
шим у порівнянні з мітохондріальною фракцією (рис. 3).

Після введення другій групі тварин 14С-тіаміну сумісно з функціо
нально пов'язаними вітамінами ми також констатували збільшення 
активності 2-ОГДК в процесі виділення ферментного комплексу. В 
субкомплексі (ПДК + 2-ОГДК) і в очищеному 2-ОГДК активність була 
вищою на 209 % і 257 % відповідно порівняно з мітохондріальною 
фракцією (рис. 4). Сумарний вміст мічених метаболітів тіаміну
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при цьому також збільшувався: у субкомплексі (ПДК + 2-ОГДК) —I 
на 166 % , а в очищеному 2-ОГДК — на 222 % порівняно з мітохо- 
ндріальною фракцією (рис. 5).
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Рис. 3. Вміст мічених метаболітів тіаміну в мітохондріях та частково очищеному 
2-ОГДК після внутрішньом’язового введення щурам 14С-тіаміну
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Рис. 4. Активність 2-ОГДК після внутрішньом'язового введення щурам 
14С-тіаміну сумісно з функціонально пов’заними вітамінами

Таким чином, дані цього експерименту відзеркалюють факт зрос
тання питомої активності 2-оксоглутаратдегідрогенази паралельно зі 
збільшенням вмісту суми мічених метаболітів тіаміну по мірі виді
лення і очищення ферментного комплексу як після введення міченого 
тіаміну окремо, так і після сумісного його введення з функціонально 
пов’язаними вітамінами.

Важливо зазначити, що за введення 14С-тіаміну сумісно з функціо
нально пов'язаними вітамінами як вміст мітки, так і рівень 2-оксог- 
лутаратдегідрогеназної активності по мірі очищення ферменту зроста
ли більш помітно, ніж у випадку введення одного 14С-тіаміну.
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Рис. 5. Вміст мічених метаболітів тіаміну в мітохондріях , а також в частково 
очищеному 2-ОГДК після внутрішньом'язового введення щурам 14С-тіаміну 

сумісно з функціонально пов’заними вітамінами

Було з’ясовано вплив кожного з досліджуваних коферментів на 
активність очищеного 2-ОГДК (рис. 6).
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Рис. 6. Активність 2-ОГДК, виділенного з печінки дорослих щурів, після додання 
коферментів, окремих їх поєднань та загальної суміші in vitro

Додання in vitro окремих коферментів у середовище інкубації при
зводило до помітного збільшення ферментативної активності тільки у 
випадку JIK (на 150 % ), а ТПФ, НАД і ФМН навіть пригнічували 
активність ферменту.
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При доданні в середовище інкубації коферментів попарно у різних 
варіантах найбільш ефективними комбінаціями були: КоА+ТПФ, 
КоА+ЛК, КоА+НАД. В цих випадках збільшення активності ферменту 
відносно контролю відповідно складало: 304 % , 208 % і 130 % .

Поєднання ФМН з ТПФ та ФМН з ЛК пригнічували активність 
ферменту на 52 % і 11 % відповідно.

Суміш коферментів, доданих у співвідношенні, властивому для дегі
дрогеназ 2-оксокислот, збільшувала активність 2-ОГДК більш ніж у 
10 разів.

Отримані дані відзеркалюють, на наш погляд, різноспрямованість 
дії окремих коферментів на активність очищеного ферментного ком
плексу і можуть свідчити про часткову втрату окремих коферментів 
по ходу виділення ферментного комплексу. Інші коферменти — такі 
як ТПФ, НАД, ФАД — міцно зв'язані з субодиницями ферментного 
комплексу і додаткове додання їх до комплексу може призводити до 
дисбалансу коферментної регуляції і в результаті до зниження акти
вності 2-ОГДК.

Особливої уваги заслуговує ЛК, додання якої у середовище стиму
лює активність ферменту. Останнє не можна пояснювати лише компе
нсацією можливих втрат коферменту за виділення ферментного ком
плексу. Більш істотним є те, що специфічне розташування ЛК у ком
плексі є надзвичайно важливим для функціонування 
трансацетилазного і ліпоїлдегідрогеназного компонентів. При цьому 
ЛК відіграє ключову роль у коферментному типі регулювання дослі
джуваного мультиензимного комплексу. Очевидно, ця роль реалізуєть
ся на рівні трансацетилазного компоненту, оскільки за сумісної дії 
ЛК і КоА спостерігається більш виразний ефект збільшення активно
сті ферментного комплексу.

Суміш всіх функціонально пов'язаних коферментів, що додаються у 
співвідношеннях, характерних для дегідрогеназ 2-оксокислот, виклика
ла найбільший ефект. Цей факт свідчить не тільки про коферментну 
регуляцію мультиензимного комплексу, але й вказує на можливість 
сприяння з боку коферментів реасоціації субодиниць у функціональ
ному поліферментному комплексі.

Висновки:
1. Стимулюючий ефект на активність 2-ОГДК у мітохондріях вияв

ляли КоА, ЛК та суміш досліджуваних коферментів.
2. На рівні частково очищеного 2-ОГДК виявляється багатократний 

стимулюючий ефект суміші коферментів і менш істотне стиму
лювання за наявності у середовищі ЛК та двохкомпонентних 
добавок, що містять ЛК чи КоА.

3. Отримані дані свідчать про існування феномену реконструкції 
мультиензимного 2-ОГДК та про участь у цьому процесі функці
онально пов'язаних коферментів.
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ КОФЕРМЕНТОВ 
2-ОКСОГ ЛУТ АРАТДЕГИ ДРОГЕНАЗЫ 
НА УРОВНЕ МУЛЬТИЭНЗИМНОГО КОМПЛЕКСА 
И В МИТОХОНДРИЯХ ПЕЧЕНИ
Резюме
В работе исследованы механизмы коферментной регуляции мультиэнзимного 

2-оксоглутаратдегидрогеназного комплекса. Показана стимулирующая роль липо- 
евой кислоты и КоА на исследуемый фермент в митохондриях печени. На уровне
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очищенного фермента установлено резкое стимулирование его активности в прв 
сутствии пяти функционально связанных коферментов.

Полученные данные могут служить свидетельством существования феномен! 
реконструкции комплекса из коферментов и апоферментов.

Ключевые слова: 2-оксоглутаратдегидрогеназа, коферменты, митохондрии, муль| 
тиэнзимный комплекс.

N. L. Fedorko, S. A. Petrov
Odessa Mechnikov National University, Department of Biochemistry,
Dvoryanskaya st., 2, 65026, Odessa, Ukraine

2-OXOGLUTARATE COENZYMES INTERACTION ON THE
MULTIENZYME COMPLEX LEVEL AND IN THE LIVER
MITOCHONDRIA
Summary
2-oxoglutarate dehydrogenase multienzyme complex regulation mechanisms ha® 

been studied. Thelipoic acid and theCoA stimulation role on the studied enzyme in til 
liver mitochondria was shown. The strong activity stimulation of enzyme in the presem 
of five functionally bounded coenzymes was established.

The obtained data may be the evidence of the complex reconstruction phenomei 
from the coenzymes and the apoenzyme proteins.

Keywords: 2-oxoglutarate dehydrogenase, coenzymes, mitochondria, multienzym 
complex.
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