
«ШЗЬИМЦЪ 11112 Ч-1»8 IIЬ»*֊ЗПЬЪЪЬГЬ И»։11.‘>1|1Г1<11ВЬ Ц1>։|П 1«5ВЪЬГ 
ДОКЛАДЫ АКАДЕМИИ НАУК АРМЯНСКОЙ ССР
г - ֊ -« ®— • ■Ш»М»ДГТЗШШСДКЗСЗИСИЯИИИГ**»’^ШИ ■ . -------- - —

ЬХХ 1980 2

УДК 576 311 317 575 I 00| К (611 12 + 611 33)

БИОХИМИЯ

И. Р Саакян

Ограничение з-кепмлутаратом скорости окисления сукиината в
митохондриях сердца и печени

(П)ч-ктл.дено акл (емшюм АН ХрмянскоА ССР Г. X Буиатяиом 31/X 1979)

Митохондриальная система окисления сукцината (СУК) как наи
бе и< интенсивного поставщика богатых энергией соединений в дыха- 
п 1ьную цепь, а также протонов в фонд пнридиннуклеотидов занимает 
центральное место в регуляции энергетики клетки и функциональном 
состоянии организма (,։). Средн факторов, регулирующих интенсив
ность окисления СУК в сукциндегндрогеназной (СДГ) реакции, в ос
новном указываются или уровень восстановленного инкотннамидднну- 
клеотида (НАДН) и связанного с ним восстановленного убихинона 
(л ‘I или уровень эндогенной щавелевоуксуснон кислоты (ЩУК) (’ ). 
Принято считать, что действие на активность СДГ других субстратов: 
глутамата (ГЛ), пирувата (ПИР) или а-кетоглутарата (КГ)—источ
ников образования ЩУК, реализуется через 1ЦУК.

В настоящей работе описано двукратное снижение КГ скорости 
о ислсння СУК в метаболическом состоянии 4 дыхания митохондрий 
(МХ) сердца кролика, собаки и крысы, а также печени кролика и 
крысы Этот эффект, названный ограничивающим окисление СУК.
сни ։ан с умеренным окислением НАДИ в зоне исходно высокой их 
носстановленности. Он дифференцируется от действия ЩУК и. ло-вндн- 
мому, связан с индукцией КГ синтеза глутамата, приводящего к умень
шению восстановленности дыхательной цепи и к снижению активнос
ти СДГ Работа подчеркивает взаимосвязь работы цикла Кребса и 
дыхательной цепи МХ с реакциями биосинтеза.

Материал и методы Ткань сердца (кролик, собака и крыса) и пе
чени (кролик и крыса) измельчали ножницами, а затем гомогенизиро
вали в обоих случаях в стеклянном гомогенизаторе с пестиком из фто
ропласта. МХ осаждали методом дифференциального центрифугирова
ния по 10 мин при 700 и 5000 ц для печени и 1000 и 9000 ц для серл- 
ц.| Среда гомогенизации и среда суспендировании МХ печени содер
жала 0,3 М сахарозу. 0. 3 М трнс-НС! (pH 7,5), среда гомогенизации
МХ сердца содержала 0.3 М сахарозу, 0.00Н М ЭДТА (pH 7.5) и среда
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суспендировании — 0.3 .М сахарозу, 0.01 Ч трис-ПС| (pH 7.5). Темпе 
ратура выделения МХ 2—4“С.

Потребление кислорода измеряли полярографическим методом, 
вровень НАДН — флуоресцентным методом, транспорт водорода — по
тенциометрическим методом Белок МХ определяли методом Лоури

Результаты и обсуждение. При добавлении КГ к МХ сердца кро
шка, собаки и крысы н.п։ печени кролика и крысы наблюдали сниже

ние скорости окисления О К. Этот эффект показан на примере дыха
ния МХ сердца крысы (рис. 1) (результаты изображены п форме диа
грамм дыхания, построенных на основе полярографическою измере
ния). Показано, что внесение КГ в пробу и проведение цикла фосфо
рилирования АДФ до добавления СУК приводит к уменьшению ско-

\о
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Рис. I. Ограничение а-кстоглутаратом ско
рости окисления сукцината и метаболичес
ком состоянии 4. А—свежевыделениые МХ 
сердца крысы; Б—через 2 м хранения на 
льду. Среда инкубации общим объемом I 
мл содержит 0.25 М сахарозу, 0.03 М К< I. 
0.015 М К117РО< (pH 7.5) Добавки 4 мМ 
сукцината. 6 мМ »-кетоглх тарата. глутама
та и пирувата. /\ДФ 200 мкМ. До добав
ления а среду инкубации МХ внесены: /— 
сукцинат; 2— а -ксгоглутарат; 3—глута

мат или пиру пат

рост и последующего дыхания на СУК. Оно происходит преимущест
венно за счет уменьшения скорости дыхания в состоянии 4. что сое- 
гавляет 50—60% на свежевыделенных МХ (рис. I, А) к 40% на МХ <• 
ускоренным дыханием состояния 4 и со сниженными параметрами со՝ 
пряжения (уменьшением дыхательного контроля по Чансу, хдлнненшм 
времени фосфорилирования АДФ) н результате 2-часового хранении 
на льду (рис. I. Б). Как показано на рисунке, другие НАДзавнсимые 
субстраты (НАДЗС). такие как ГЛ или ПИР, не обладают действием, 
подобным влиянию КГ: их внесение не меняет последующей скорости 
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дыхания МХ на СУК Показано, что СУК окисляется интенсивнее, чем 
НАДЗС. Скорость дыхания на СУК превышает таков) ю на НАДЗС н 
состоянии 4 в 5 6 раз, а в состоянии 3 — в 1,5—2 раза. После 2-часо
вого хранения '1\ разница между скоростями дыхания на СУК и на 
НАДЗС увеличивается, так как дыхание на СУК возрастает, а на 
НАДЗС не меняется Внесение КГ ограничивает скорость окисления 
СУК. одновременно повышая параметры сопряжения Поэтом) эффект 
КГ на окисление СУК обозначаем как ограничивающий, а не как тор
мозящий.

Измерение степени восгтановленности НАД в МХ сердца кролика 
(рис. 2) и печени крысы (рнс. 3) показало, что описанный эффект свя
зан с 15—30%-ным окислением НАДН, наблюдаемым только в зоне 
высокого его восстановления, обеспечиваемого внесением СУК пли ро
тенона (рис. 3). Добавление КГ к МХ с низким (менее 50% | исходным

Рис. 2 5 меренное окисление ПАДИ при ограничивавшем окисление сук
цината действии ։ -кетоглутарата на МХ сердца кролика (А. Б) и крысы 
(В) Усиление окисляющего НАДИ действия т-кетоглутлрата после цик
ла фосфорилирования АДФ. А, В 1 и Б, В. 2—до и после фосфорилиро
вания АДФ Условия инкубации как в подписи к рнс. I, кроме концент
рации В. I а кетоглутарата—добавки последовательно до 3. 6. 9 и 12 мМ 

и В. 2—АДФ 150 мкМ

уровнем НАДИ приводит к противоположному эффекту: восстановле
нию НАДН примерно на 10—15%. Последующее внесение СУК обеспе
чивает дополнительно восстановление НАД, однако оно (как и дыха
ние в состоянии 4) оказывается ограниченным и достигает того же 
уровня, что и при добавлении КГ после СУК (рис 2, 3). Показано, что 
реакции при внесении АДФ. так же, как и при измерении дыхания, 
не подвержены влиянию КГ. Однако степень окисляющего действия 
НАДИ КГ усиливается после никла фосфорилирования АДФ и накоп
ления в МХ АТФ (рнс. 2, 3). На рис, 2, Н показано, что и при дробном 
добавлении КГ каждая добавка по 3 -ий до цикла фосфорилирования 
вызывает окисление НАД примерно на 10% После цикла фосфорили
рования )же одна добавка КГ вызывает окисление СУК более чем на
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30%, что превышает суммарный эффект от трех добавок до фосфори- 
шрования. ГЛ на этом фоне не обращает окисления НАДН КГ.

Предполагаем, что одним из вероятных объяснении действия КГ. 
вызывающего окисление СУК и связанное с ним окисление НАДН на 
нысокоэнергизованных МХ. представляется следующее включение ре 
акции восстановительного аминирования КГ, и процессе которого 
НАДН расходуется на синтез глутамата. Действительно, аммиак как 
непосредственный субстрат реакции синтеза глутамата усиливает окис
ление НАДН КГ как в МХ печени (рис. 3). так и в МХ сердца

Возможность же ограничивающего действия КГ на окисление 
СУК под влиянием образованной из нее ЩУК исключается следующи
ми доводами:

АДФ

Ротгнан С к Г

Рис 3 Умеренное окисление НАДН при ограничивающем окисление сук
цината действии «-кетоглутарата на МХ печени крысы В) Усиление 
окисляющего действия а-кетоглутарата ротеноном и хлористым аммони- 
ем (Б. Среда инкубации общим объемом I мд содержит: 0.1 М сахарозу, 
0.06 М КО. 0.0015 М трмс-НС1. 0.0015 М КН.РО4 Добавки I мМ сук 
штата. 6 мМ « кетоглутврата. 150 мкМ \ДФ 2 мкМ ротенона и 10 мМ 
МН«С1. Б: I— в .кетоглутарат. 2—®-кетоглутарат + \,Н<С1. 3—«-кетоглу 
тарат + Х’Н4С1 +ротенон В последовательно добавлены / ротенон, сук
цинат, М1«С1 и я-кгтоглутарат. 2—ротенон. МН4С1 и а —кетоглутарат 

(бе» сукшшата); Л—ротенон, сукцинат и АДФ

1 Как было показано выше. ГЛ и ПИР, которые так же как и 
КГ могут служить источниками образования ЩУК» не обладают дей
ствием, подобным КГ,

2 Ограничивающее действие К1 выражено как на МХ печени 
(кролик. крыса|. так и на МХ сердца (кролик, собака н крыса» Одна 
ко известно, что торможение ЩУК дыхания характерно для МХ пече 
ни (»•«.• •), а для МХ сердца ЩУК благодаря се интенсивному окнеле 
нию не вызывает торможения дыхания (г‘).

3 Ограничивающее окисление СУК действие КГ проявляется лишь 
а отношении дыхания и состоянии 4 н при высоком уровне восстанов 
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ленностн и высокой энсргизованностн МХ Ингибирующее же действие 
ЩХ'К лучше проявляет! я при ослаблении эиергнзацин МХ. На рис. 4, 
.4. 5 продемонстрирована разнонаправлснность ответов МХ сердца по! 
влиянием КГ и ЩУК при окислении СУК в зависимости от степени 
энергтованности МХ. Показано, что интактные МХ сердца в присут
ствии СУ К осуществляют накопление ионов кальция при его последо
вательных добавках по 25 мкМ с выбросом на 7 добавке. Добавление

Рнс 4 Уменьшение кальциевой емкости при ограничивающем окисление 
сукцината действии ■ кетоглутарата из МХ сердив кролика (Л | Инвер
сия ответов МХ под влиянием КГ и ЩУК (Л. 6» Уменьшение з-кетоглу- 
таратом тормозящего действия ЩУК на поглощение «альиня и МХ пе
чени кролика в присутствии сукинната и ротенона (Л1 Л—МХ свежевы- 
делеииые б—мере а 2 ч хранения на льду Условия никубаинк Л и б 
как в подписи к рис. I. В как в подписи к рис }. кроуе СаС1>, вносимо
го порциями по 25 мкМ. Добавки Л и Б /-сукцинат; 2 сукцинат-г а- 

кетоглутарат. 3 сукцинат4-ЩУК. В /—сукцинат, 2—сукцинат, глутамат
и ЩУК 3—сукцинат, з кетоглутврат и ЩУК. 4 сукцинат и ЩУК

КГ приводит к снижению кальциевой емкости до 5 добавок Добавле
ние ЩУК не изменяет или, наоборот, увеличивает кальциевую емкость 
МХ в присутствии СУК. При 2-часовом хранении МХ на льду отмеча
лось наряду со снижением параметров сопряжения и уровня восстэ- 
новленностн НАД (рис. 1, 2) снижение кальциейой емкости до 4 доба
вок. Добавка КГ приводит к увеличению, а ЩУК, напротив, к сниже
нию кальциевой емкости соответственно до 5 и 3 добавок.

4 Ограничивающее окисление СУК действие КГ в отличие от тор
можения его ЩУК не снимается ГЛ и ротеноном, как показано выше. 
Ротенон, напротив, усиливает действие КГ. что соответствует данным 
(*° «).

5 . Наблюдается прямой антагонизм между ограничивающим окис
ление СУК действием КГ и тормозящим действием ЩУК (рис. 4, В) 
Показано, что в то время как добавление ЩУК приводит к значитель
ному снижению кальциевой емкости при окислении СУК, КГ увеличи
вает указанную емкость При совместном присутствии СУК. ЩУК и 
КГ емкость по кальцию возрастает более чем вдвое, по сравнению с 
пробой, содержащей СУК и ЩУК. 1
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Анализ полученных данных позволяет сч.Пать, ЧТо наиболее ве 
рентным объяснением ограничивающего действия КГ на 
(ЛК является включение реакции восстанови льного аминирования 
КГ. в процессе которого синтезируется глутамат у расходуется ц\1Н 
В пользу этого говорит факт регистрации эффекта им«Ино в области 

 

высокой восстановленное™ ЛАД и высокой энеЬгнзацгн МХ— /пл. усили
вающегося наличием А1Ф, ионами аммония и ротеноном Это со. |. 

 

суется с данными (п։*), показавшими, что под вкцейспнсм КГ ио 
нов аммония и ротенона имеет место увеличение нцентр\цни гт'утг- 
мата в МХ мозга и печени крыс. Причем способней к образованию 

вменяю -о стары- 
зличной (гененыо

глутамата оказалась выше у годовалых крыс, по

ак

мн животными, что, как’нам кажется, связано с р 
энергизации МХ.

Таким образом, регуляторное действие КГ на мо
жет быть сведено к одному механизму — снижению1 у ровня Н щ 
Поскольку КГ избирательно ограничивает окисление! СУК. его .-л 
ствие можно использовать для снижения гиперактивного состояня 
СДГ, характерного для ряда патологических состоянийНзвест 
но также, что с торможением СДГ связано защитное рсйствне ряда 
биологически активных препаратов (и). На основании этих данных 
предполагаем, что торможение дыхательной цепи имеет Защитное для 
организма значение в патологических ситуациях. Следовательно, нзбн-
p i тельное ограничение окисления СУК и физиологическое 
действие КГ на активность СДГ заслуживает внимания 
фармакологического использования.

егуляторное 
է плане его

Филиал Всесоюзного 
научного центра хирургии 
М3 СССР (Еренан)

к Ռ. ՍՍԱԱԿՏԱՆ

1հււկ^|ւնատի о Ги|н|Ш<| ման արա<|ւււрiuifi սահմանափակումը 7-կԼս։ пгциипш- 

րսւտու| սրտի I. | purq|k միտո fոնւ]ր|ւաներում

Ցրսյչյ է տրված սուկէյինատի օրիդարմտն արագության կրկնակի իք Լրում 
1 • կ ե տ ո գյոէ տարտ տով մետարոյիկ 4 գրություն սրտի և Ա,սրգի (եագսւր, jntlt, 

•սոնետ ւ միտորոնգրու մների շնչառության մամանակւ Ղա կապված է 
չափավոր օրսիգարման հետ, վերքիններիս րարձր վերականգնման զոնայում: 
Այս Լֆեկտր դիֆերենցված է օրս արս <յե տ ատ ի ա զգե րո ւթ յոմն իրւ Ըստ երե- 
վոպթի, NADU-/» մ ակարզակի ի ք ե ր ո ւմ ր. կ ա պ վ ա ժ /, J > կետ ո գյուտ արատ ով գյո»^ 
^ամատի սինթեդի ինգուկրիայի NADH-/» չափավոր իքերումր կարոդ (
քերեյ unt կրին ատ գեհիգրոգեն ադայի ակտիվության սահմանափակման Կա- 
Ր^յի ( ենթադրեի որ հնարավոր Լ օրրոագործեյ 1 - կետ ո դյու տ ա րա տ ի վերր 
նշված ադգերոէթյունր' սահմանափակեյո^ ա/ստարանտկան վիճակներին րնո- 
P"2 սուկէյինատդեհիդրոդենադի * Հի պ ե րա կտ իվ ա ր ի ան » օրգանիզմում է
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