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ÓÄÊ 577.152.3

È. Ì. ÐÓÑÈÍÀ, À. Ô. ÌÀÊÀÐ×ÈÊÎÂ

ÒÈÀÌÈÍÒÐÈÔÎÑÔÀÒÀÇÍÀß ÀÊÒÈÂÍÎÑÒÜ Â ÌÈÒÎÕÎÍÄÐÈßÕ
ÌËÅÊÎÏÈÒÀÞÙÈÕ

Ó ïðåïàðàòàõ ì³òîõîíäð³é, âèä³ëåíèõ ³ç íèðîê ³ ãîëîâíîãî ìîçêó áèêà, à òàêîæ ³ç ïå÷³íêè òà
ìîçêó ïàöþêà, âèÿâëåíî àêòèâí³ñòü ò³àì³íòðèôîñôàòàçè (ÒÒÔ-àçà). Çà óìîâ çàìîðîæóâàííÿ�â³äòà-
âàííÿ ïðåïàðàò³â òàêà àêòèâí³ñòü âèçíà÷àºòüñÿ ó ðîç÷èí³, ùî ñâ³ä÷èòü ïðî ðîç÷èííó ïðèðîäó ôåðìåíòó.
ÒÒÔ-àçíà àêòèâí³ñòü â öèõ ðîç÷èíàõ òà àêòèâí³ñòü ìàðêåðíèõ ôåðìåíò³â ³ç ì³òîõîíäð³é çà ä³¿ îñìî-
òè÷íîãî øîêó àáî çðîñòàþ÷èõ êîíöåíòðàö³é òðèòîíó Õ-100 ñâ³ä÷èòü ïðî ïðèñóòí³ñòü ÒÒÔ-àçè â ìàò-
ðèêñ³ òà â ì³æìåìáðàííîìó ïðîñòîð³ ì³òîõîíäð³é. Âåëè÷èíà ìîëåêóëÿðíî¿ ìàñè ì³òîõîíäð³àëüíîãî ôåð-
ìåíòó çà ìåòîäîì ãåëü-ô³ëüòðàö³¿ â³äïîâ³äàº ìàñ³ ñïåöèô³÷íî¿ öèòîçîëüíî¿ ÒÒÔ-àçè (3.6.1.28). Ôåðìåí-
òè, îäíàê, ðîçð³çíÿþòüñÿ çà çíà÷åííÿì Êì: ì³òîõîíäð³àëüíà ÒÒÔ-àçà âèÿâëÿº âèùó óÿâíó ñïîð³äíåí³ñòü
äî â³äïîâ³äíîãî ñóáñòðàòó. Îäåðæàí³ ðåçóëüòàòè äîçâîëÿþòü ä³éòè âèñíîâêó ïðî ³ñíóâàííÿ ó êë³òèíàõ
ññàâö³â ìíîæèííèõ ôîðì ÒÒÔ-àçè.

Ê ë þ ÷ î â ³  ñ ë î â à: ò³àì³íòðèôîñôàòàçà, ìíîæèíí³ ôîðìè, ì³òîõîíäð³¿, ëîêàë³çàö³ÿ.

Ò èàìèíòðèôîñôàò (ÒÒÔ) îáíàðóæåí â áèî-
ëîãè÷åñêèõ îáúåêòàõ áîëåå 50 ëåò íàçàä [1],
îäíàêî ðîëü ýòîãî ñîåäèíåíèÿ â æèçíå-

äåÿòåëüíîñòè êëåòêè âñå åùå îñòàåòñÿ íåèçâåñò-
íîé. Äîëãîå âðåìÿ ïðåäïîëàãàëîñü, ÷òî ÒÒÔ âû-
ïîëíÿåò ñïåöèôè÷åñêóþ íåêîôåðìåíòíóþ ôóíê-
öèþ â âîçáóäèìûõ òêàíÿõ. Òàê, ñ ïîçèöèé îä-
íîé èç íàèáîëåå ðàñïðîñòðàíåííûõ ãèïîòåç, îá-
ñóæäàâøèõñÿ â ëèòåðàòóðå âïëîòü äî íà÷àëà
1990-õ ãîäîâ, ÒÒÔ ðàññìàòðèâàëñÿ â êà÷åñòâå ðå-
ãóëÿòîðà Na+-êàíàëà ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû
[2]. Ýòà ãèïîòåçà, îäíàêî, â èòîãå íå ïîëó÷èëà
ýêñïåðèìåíòàëüíîãî ïîäòâåðæäåíèÿ [3]. Â òî æå
âðåìÿ çà ïîñëåäíèå äâàäöàòü ëåò ïîÿâèëîñü íå-
ìàëî ôàêòîâ, êîòîðûå ïîçâîëÿþò áîëåå øèðîêî
âçãëÿíóòü íà âîçìîæíóþ ôóíêöèþ ÒÒÔ, íå îã-
ðàíè÷èâàÿñü ðàññìîòðåíèåì åãî ñïåöèôè÷åñêîé
ðîëè â ÿâëåíèÿõ áèîýëåêòðîãåíåçà. Ñîâðåìåííûå
ìåòîäû êîëè÷åñòâåííîãî àíàëèçà íà îñíîâå èñ-
ïîëüçîâàíèÿ âûñîêîýôôåêòèâíîé æèäêîñòíîé
õðîìàòîãðàôèè ïîäòâåðäèëè ðåçóëüòàòû áîëåå
ðàííèõ èññëåäîâàíèé, ïðåäïîëàãàâøèõ ïðèñóò-
ñòâèå ÒÒÔ â ðàçëè÷íûõ îðãàíèçìàõ � îò áàêòå-
ðèé äî ìëåêîïèòàþùèõ [4,5], ïðè÷åì â ýóêàðèî-
òè÷åñêîé êëåòêå ÒÒÔ îáíàðóæèâàåòñÿ íå òîëüêî
â ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíå è öèòîçîëüíîé ôðàê-
öèè, íî è â ìèòîõîíäðèÿõ è ÿäðàõ [6]. Õàðàêòåð-
íî, ÷òî â ýòèõ æå ñóáêëåòî÷íûõ ôðàêöèÿõ ëîêà-
ëèçîâàíû ôåðìåíòû, ñïîñîáíûå ê åãî ñèíòåçó è
äåôîñôîðèëèðîâàíèþ [7�11]. Êðîìå òîãî, â ýê-
ñïåðèìåíòàõ ñ ìåìáðàííûìè âåçèêóëàìè è êóëü-
òóðîé êëåòîê íåéðîáëàñòîìû áûëî ïîêàçàíî, ÷òî
ÒÒÔ àêòèâèðóåò ìàêñè-Ñl--êàíàëû [3], êîòîðûå
ïðèñóòñòâóþò â êëåòêàõ ðàçëè÷íîé ñïåöèàëèçà-
öèè è ìîãóò áûòü âîâëå÷åíû â ïðîöåññû ìåæ-

êëåòî÷íîé êîììóíèêàöèè, ðåãóëÿöèè îáúåìà èëè
âíóòðèêëåòî÷íîãî ðÍ [12,13]. Èìåþòñÿ óêàçàíèÿ
íà òî, ÷òî ìàêñè-Ñl--êàíàë è ìèòîõîíäðèàëüíûé
ïîðèí ïðåäñòàâëÿþò îäíî áåëêîâîå ñåìåéñòâî [14].
Êàíàë ñ àíàëîãè÷íûìè õàðàêòåðèñòèêàìè ëîêà-
ëèçîâàí òàêæå â ÿäåðíîé îáîëî÷êå [15]. Âñå ýòè
äàííûå ìîãóò ñâèäåòåëüñòâîâàòü îá îáùåé ôóí-
äàìåíòàëüíîé ðîëè ÒÒÔ â áèîëîãèè êëåòêè. Ñ
äðóãîé ñòîðîíû, íå èñêëþ÷åíî, ÷òî â êëåòêå ñó-
ùåñòâóåò íåñêîëüêî ôóíêöèîíàëüíî îáîñîáëåí-
íûõ ïóëîâ ÒÒÔ. Èíûìè ñëîâàìè àêòèâíîñòü
ÒÒÔ, âîçìîæíî, ðåàëèçóåòñÿ íå òîëüêî íà óðîâ-
íå ïëàçìàòè÷åñêîé ìåìáðàíû, íî è â ïðîöåññå
æèçíåäåÿòåëüíîñòè âíóòðèêëåòî÷íûõ îðãàíåëë.

Â òêàíÿõ ìëåêîïèòàþùèõ îáíàðóæåíû äâà
òèïà òèàìèíòðèôîñôàòàçíîé (ÒÒÔ-àçíîé) àêòèâ-
íîñòè � ìåìáðàííàÿ, êîòîðàÿ ñâÿçàíà ñ ñóáêëå-
òî÷íûìè ÷àñòèöàìè, è ðàñòâîðèìàÿ, âûÿâëÿåìàÿ
â öèòîçîëüíîé ôðàêöèè êëåòêè [7,8]. Ðàñòâîðè-
ìàÿ ÒÒÔ-àçà � ýòî Mg2+-çàâèñèìûé íèçêîìîëå-
êóëÿðíûé áåëîê ñ ðÍ-îïòèìóìîì 8,0�8,9, õà-
ðàêòåðèçóþùèéñÿ àáñîëþòíîé ñïåöèôè÷íîñòüþ
è âûñîêèì ñðîäñòâîì ê ñóáñòðàòó [16,17]. Ïðåä-
ïîëàãàåòñÿ, ÷òî èìåííî ýòîò ôåðìåíò ðåãóëèðóåò
êîíöåíòðàöèþ ÒÒÔ â îòâåò íà èçìåíåíèÿ ôè-
çèîëîãè÷åñêèõ óñëîâèé â êëåòêå. Ìåìáðàííàÿ ÒÒÔ-àçà
ïðîÿâëÿåò ðÍ-îïòèìóì â ñëàáîêèñëîé ñðåäå, àê-
òèâèðóåòñÿ èîíàìè äâóõâàëåíòíûõ ìåòàëëîâ, ÷óâ-
ñòâèòåëüíà ê àíèîíàì è îáëàäàåò íèçêèì ñðîä-
ñòâîì ê ÒÒÔ. Âîïðîñ î ñïåöèôè÷íîñòè ôåðìåí-
òà è, êàê ñëåäñòâèå, åãî ó÷àñòèè â ìåòàáîëèçìå
ÒÒÔ îñòàåòñÿ îòêðûòûì.

Èññëåäîâàíèÿ ñóáêëåòî÷íîãî ðàñïðåäåëåíèÿ
ÒÒÔ-àçíîé àêòèâíîñòè ïîêàçàëè, ÷òî ÿäåðíàÿ,
ìèòîõîíäðèàëüíàÿ è ìèêðîñîìàëüíàÿ ôðàêöèè èç
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ãîëîâíîãî ìîçãà êðûñû ñîäåðæàò 92,5% ìåìá-
ðàííîñâÿçàííîé ÒÒÔ-àçû (ðÍ 6,5), òîãäà êàê â
öèòîçîëå îáíàðóæèâàåòñÿ ëèøü 37�51% îò îá-
ùåé àêòèâíîñòè ãîìîãåíàòà ïðè ðÍ 9,0�9,5 [7,8].
Ñëåäîâàòåëüíî, ñ âíóòðèêëåòî÷íûìè ÷àñòèöàìè
àññîöèèðîâàíà çíà÷èòåëüíàÿ ÷àñòü ÒÒÔ-àçíîé
àêòèâíîñòè, íàáëþäàåìîé â îïòèìàëüíûõ äëÿ
äåéñòâèÿ öèòîçîëüíîé ÒÒÔ-àçû óñëîâèÿõ.

Öåëü íàñòîÿùåé ðàáîòû çàêëþ÷àëàñü â èñ-
ñëåäîâàíèè ïðèðîäû è ñâîéñòâ ôåðìåíòà, êàòà-
ëèçèðóþùåãî ðåàêöèþ ãèäðîëèçà ÒÒÔ ïðè ùå-
ëî÷íûõ çíà÷åíèÿõ ðÍ â ïðåïàðàòàõ ìèòîõîíäðèé
èç êëåòîê ìëåêîïèòàþùèõ.

Ìàòåðèàëû è ìåòîäû

Â ðàáîòå èñïîëüçîâàíû cåôàêðèë S-200
(«Pharmacia», Øâåöèÿ), ôèêîëë 400, ïàïàèí
(«Loba», Àâñòðèÿ), ëàêòàòäåãèäðîãåíàçà (ËÄÃ), ïè-
ðóâàòêèíàçà, àëüáóìèí èç ñûâîðîòêè ÷åëîâåêà
(×ÑÀ), α-õèìîòðèïñèíîãåí, NAD+, NADÍ
(«Reanal», Âåíãðèÿ), îâàëüáóìèí, öèòîõðîì ñ,
ìèîãëîáèí («Serva», Ãåðìàíèÿ), îñòàëüíûå ðåàê-
òèâû ïðîèçâîäñòâà «Ðåàõèì» (Ðîññèÿ).

Ýêñïåðèìåíòû ïðîâîäèëèñü ñ ìèòîõîíäðè-
àëüíûìè ïðåïàðàòàìè, ïîëó÷åííûìè ìåòîäîì
äèôôåðåíöèàëüíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ [9,18].
Äîïîëíèòåëüíóþ î÷èñòêó ìèòîõîíäðèé èç ìîçãà
áûêà è êðûñû îñóùåñòâëÿëè ïî ìåòîäó J. B. Ñlark
è W. J. Nicklas [19].

Ñòàíäàðòíàÿ èíêóáàöèîííàÿ ñìåñü äëÿ èç-
ìåðåíèÿ ÒÒÔ-àçíîé àêòèâíîñòè ñîñòîÿëà èç
50 ìÌ òðèñ-ÍCl-áóôåðà (ðÍ 8,9), 5 ìÌ MgCl2,
50 ìêã ×ÑÀ, 0,05 ìÌ ÒÒÔ è îáðàçöà áåëêà â
îáùåì îáúåìå 0,5 ìë. Ðåàêöèþ ïðîâîäèëè 30 ìèí
ïðè 37 °Ñ, êîëè÷åñòâî îáðàçóþùåãîñÿ ÒÄÔ îï-
ðåäåëÿëè ôåðìåíòàòèâíûì ìåòîäîì [20].

Àêòèâíîñòü ãëóòàìàòäåãèäðîãåíàçû (ÃÄÃ,
1.4.1.3), ëàêòàòäåãèäðîãèíàçû (ËÄÃ, 1.1.1.27) è
ñóëüôèòîêñèäàçû (ÑÎ, 1.8.3.1) îïðåäåëÿëè â ñî-
îòâåòñòâèè ñ ìåòîäèêàìè, îïèñàííûìè â ëèòåðà-
òóðå [18,21,22].

Àêòèâíîñòü êèñëîé ôîñôàòàçû (3.1.3.2) ðå-
ãèñòðèðîâàëè ïî ñêîðîñòè ãèäðîëèçà ï-íèòðîôå-
íèëôîñôàòà. Ðåàêöèîííàÿ ñìåñü ñîäåðæàëà 40 ìÌ
Na-àöåòàòíûé áóôåð (ðÍ 4,5); 1 ìÌ ñóáñòðàò;
0,25 Ì ñàõàðîçó è èññëåäóåìûé îáðàçåö â îáúåìå
0,5 ìë. Ðåàêöèþ îñóùåñòâëÿëè 30 ìèí ïðè 37 °Ñ,
îñòàíàâëèâàëè äîáàâëåíèåì 5 ìë 0,2 í. NaOH,
èçìåðÿëè îïòè÷åñêóþ ïëîòíîñòü ïðè 405 íì è
ðàññ÷èòûâàëè êîíöåíòðàöèþ îáðàçîâàâøåãîñÿ
ï-íèòðîôåíîëà, èñõîäÿ èç êîýôôèöèåíòà ìîëÿð-
íîãî ïîãëîùåíèÿ ε=18500.

Ìîëåêóëÿðíóþ ìàññó ÒÒÔ-àçû îïðåäåëÿëè
ìåòîäîì ãåëü-ôèëüòðàöèè íà êîëîíêå ñ ñåôàêðè-
ëîì S-200 (∅ 2,2 × 46 ñì) â 20 ìÌ òðèñ-ÍÑl-
áóôåðå (ðÍ 7,5), ñîäåðæàùåì 0,1 Ì NaCl, ïðè

ñêîðîñòè ïîòîêà 5 ñì ⋅ ÷-1. Çíà÷åíèå Mr ðàññ÷è-
òûâàëè ïî êàëèáðîâî÷íîìó ãðàôèêó, ïîñòðîåí-
íîìó ñ èñïîëüçîâàíèåì áåëêîâ-ìàðêåðîâ.

Êîíöåíòðàöèþ áåëêà îïðåäåëÿëè ïî ìåòîäó
M. M. Bradford [23].

Ðåçóëüòàòû è îáñóæäåíèå

Íà ðèñ. 1 ïðåäñòàâëåíû ðåçóëüòàòû îïðåäå-
ëåíèÿ àêòèâíîñòè ÒÒÔ-àçû, ÃÄÃ è ËÄÃ â ìèòî-
õîíäðèàëüíîé ôðàêöèè èç ïî÷åê áûêà. Â äàííîì
ýêñïåðèìåíòå îñàäêè ìèòîõîíäðèé ñóñïåíäèðî-
âàëè â èçîîñìîòè÷åñêîé ñðåäå âûäåëåíèÿ è îäíó
ïîäôðàêöèþ ïîäâåðãàëè çàìîðàæèâàíèþ�îòòàè-
âàíèþ. Çàòåì îáå ïîäôðàêöèè öåíòðèôóãèðîâà-
ëè ïðè 105 000 g 60 ìèí. Êàê âèäíî íà äèàãðàì-
ìå, íàðóøåíèå öåëîñòíîñòè ÷àñòèö ïðèâîäèò ê
ðåçêîìó âîçðàñòàíèþ ÒÒÔ-àçíîé àêòèâíîñòè â
íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè, ÷òî ñâèäåòåëüñòâóåò î
ïðèñóòñòâèè â ïðåïàðàòå ìèòîõîíäðèé ðàñòâîðè-
ìîãî ôåðìåíòà ñ ÒÒÔ-àçíîé àêòèâíîñòüþ. Îä-
íîâðåìåííî ñ ÒÒÔ-àçíîé àêòèâíîñòüþ â ñóïåð-
íàòàíòå ðàçðóøåííûõ ìèòîõîíäðèé çíà÷èòåëüíî
ïîâûøàåòñÿ ïî ñðàâíåíèþ ñ êîíòðîëåì àêòèâ-
íîñòü ôåðìåíòà ìàòðèêñà � ÃÄÃ. Êàê ïðàâèëî,
ñóáêëåòî÷íûå ôðàêöèè, âûäåëÿåìûå ìåòîäîì
äèôôåðåíöèàëüíîãî öåíòðèôóãèðîâàíèÿ, íå áû-
âàþò ñâîáîäíûìè îò ïåðåêðåñòíûõ çàãðÿçíåíèé.
Â ïîëó÷åííîì íàìè ïðåïàðàòå îáíàðóæèâàëîñü
âûñîêîå ñîäåðæàíèå ËÄÃ, êîòîðàÿ øèðîêî èñ-
ïîëüçóåòñÿ â êà÷åñòâå ñïåöèôè÷íîãî öèòîçîëüíîãî
ìàðêåðà. Â ñâÿçè ñ ýòèì î÷åâèäíî, ÷òî ÒÒÔ-àçíàÿ
àêòèâíîñòü â ðàñòâîðå ìîãëà áû áûòü îáóñëîâëå-
íà íàëè÷èåì â ìèòîõîíäðèàëüíîì ïðåïàðàòå öè-
òîçîëüíûõ ïðèìåñåé (îêðóæåííûõ ïëàçìàòè÷åñ-
êîé ìåìáðàíîé âåçèêóë, êîòîðûå îáðàçóþòñÿ ïðè
ðàçðóøåíèè êëåòêè). Ñ äðóãîé ñòîðîíû, â ðÿäå
èññëåäîâàíèé âûÿâëåíà äâîéñòâåííàÿ ëîêàëèçà-
öèÿ ËÄÃ â òêàíÿõ æèâîòíûõ: íàðÿäó ñ öèòî-
çîëüíûìè íåáîëüøèå êîëè÷åñòâà èçîôîðì ôåð-
ìåíòà ñèñòåìàòè÷åñêè îáíàðóæèâàþòñÿ òàêæå â
ìèòîõîíäðèÿõ [24]. Ïî äàííûì íà ðèñ. 1 ìîæíî
ðàññ÷èòàòü ñîîòíîøåíèå àêòèâíîñòè ËÄÃ è ÒÒÔ-àçû,
êîòîðîå ðàâíî 53 : 1, òîãäà êàê â öèòîçîëå òîãî
æå îáðàçöà ïî÷åê ýòà âåëè÷èíà ñîñòàâëÿåò 74 : 1.
Áîëåå íèçêîå ñîîòíîøåíèå ËÄÃ/ÒÒÔ-àçà â ðà-
ñòâîðèìîì ñîäåðæèìîì ìèòîõîíäðèàëüíîé ôðàê-
öèè óêàçûâàåò íà ïðèñóòñòâèå â ìèòîõîíäðèÿõ
ýíäîãåííîãî áåëêà ñ ÒÒÔ-àçíîé àêòèâíîñòüþ.
Äåéñòâèòåëüíî, åñëè äîïóñòèòü, ÷òî â ìèòîõîíä-
ðèÿõ ëîêàëèçîâàíà èçîôîðìà ËÄÃ, íî íåò ÒÒÔ-àçû,
ñîîòíîøåíèå ËÄÃ/ÒÒÔ-àçà â ìèòîõîíäðèàëüíîì
ïðåïàðàòå äîëæíî âîçðàñòàòü, òîãäà êàê íà ñàìîì
äåëå íàáëþäàåòñÿ îáðàòíàÿ êàðòèíà.

Äëÿ èññëåäîâàíèÿ ëîêàëèçàöèè ðàñòâîðèìîé
ÒÒÔ-àçû â ìèòîõîíäðèÿõ íàìè èñïîëüçîâàëèñü
äâà ïîäõîäà: âûäåëåíèå ôðàêöèé ìåæìåìáðàí-
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Ðèñ. 1. Àêòèâíîñòü ÃÄÃ (  ), ËÄÃ (  ) è ÒÒÔ-àçû
( , × 40 ðàç) â ñóïåðíàòàíòàõ, ïîëó÷åííûõ âûñî-
êîñêîðîñòíûì öåíòðèôóãèðîâàíèåì ñóñïåíçèè íà-
òèâíûõ (Í) è ðàçðóøåííûõ çàìîðàæèâàíèåì-îò-
òàèâàíèåì ìèòîõîíäðèé èç ïî÷åê áûêà (Ð). Êàæ-
äîå çíà÷åíèå - ñðåäíåå äëÿ òðåõ ýêñïåðèìåíòîâ.
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íîãî ïðîñòðàíñòâà è ìàòðèêñà è îáðàáîòêà èí-
òàêòíûõ ìèòîõîíäðèé âîçðàñòàþùèìè êîíöåíò-
ðàöèÿìè òðèòîíà Õ-100 [18,25]. Íà ðèñ. 2 ïîêà-
çàíî ðàñïðåäåëåíèå ÒÒÔ-àçíîé àêòèâíîñòè, à òàê-
æå ìàðêåðíûõ ôåðìåíòîâ � ÃÄÃ è ÑÎ â ñóáìè-
òîõîíäðèàëüíûõ êîìïàðòìåíòàõ ïå÷åíè êðûñû.
Êîëè÷åñòâî ÑÎ è ÃÄÃ âî ôðàêöèè ìåæìåìáðàí-
íîãî ïðîñòðàíñòâà ñîñòàâëÿåò ñîîòâåòñòâåííî 73%
è < 1%, òîãäà êàê â ìàòðèêñå ñîñðåäîòî÷åíî > 99%
îáùåé àêòèâíîñòè ÃÄÃ è 27% ÑÎ. Âûñîêàÿ àê-
òèâíîñòü ÑÎ â ìàòðèêñå âåðîÿòíî ñâèäåòåëüñòâóåò
î çàãðÿçíåíèè ôðàêöèè êîìïîíåíòàìè ìåæìåìá-
ðàííîãî ïðîñòðàíñòâà èç-çà íåäîñòàòî÷íîé ïðî-
äîëæèòåëüíîñòè ãèïîîñìîòè÷åñêîãî øîêà äëÿ ðàç-
ðûâà íàðóæíîé ìåìáðàíû âî âñåé ïîïóëÿöèè
ìèòîõîíäðèé. ÒÒÔ-àçíàÿ àêòèâíîñòü ïðàêòè÷åñ-
êè â ðàâíîé ìåðå îáíàðóæèâàåòñÿ â îáîèõ êîì-
ïàðòìåíòàõ. Ïðè ãåëü-ôèëüòðàöèè ñóáìèòî-
õîíäðèàëüíûõ ôðàêöèé è öèòîçîëÿ íà êîëîíêå ñ
ñåôàêðèëîì S-200 âî âñåõ òðåõ ñëó÷àÿõ íàáëþäà-
åòñÿ ïèê ÒÒÔ-àçíîé àêòèâíîñòè, ñîîòâåòñòâóþ-
ùèé áåëêó ñ Mm 28,2�29,7 êÄà (äàííûå íå ïðè-
âåäåíû). Êì ôåðìåíòîâ ìåæìåìáðàííîãî ïðî-
ñòðàíñòâà, ìàòðèêñà è öèòîçîëÿ ñîñòàâëÿåò ñîîò-
âåòñòâåííî (ìêÌ): 20,2 ± 2,0, 20,4 ± 0,6 è 27,8 ±
± 0,7 (n = 3) (ðèñ. 3, À). Ñëåäîâàòåëüíî, ôåðìåí-
òû ôðàêöèé ìåæìåìáðàííîãî ïðîñòðàíñòâà è ìàò-
ðèêñà íåðàçëè÷èìû ïî èçó÷àåìûì ïðèçíàêàì, òîã-
äà êàê ÒÒÔ-àçà öèòîçîëÿ ïðîÿâëÿåò áîëåå íèç-
êîå êàæóùååñÿ ñðîäñòâî ê ñóáñòðàòó.

Ïðè õðîìàòîãðàôèè ìèòîõîíäðèàëüíîãî ýê-
ñòðàêòà èç ïî÷åê áûêà ÒÒÔ-àçíàÿ àêòèâíîñòü
ýëþèðîâàëàñü â âèäå îäíîãî ïèêà ñ Ìm = 27,7 êÄà,
÷òî ñîîòâåòñòâóåò Ìm öèòîçîëüíîé ÒÒÔ-àçû
[16,17]. Îäíàêî ôåðìåíò èç ìèòîõîíäðèé äîñòî-
âåðíî îòëè÷àåòñÿ îò öèòîçîëüíîãî ïî âåëè÷èíå
Êì (ð < 0,05). Â îáîèõ ñëó÷àÿõ ðåàêöèÿ ïîä÷èíÿ-
åòñÿ êèíåòèêå Ìèõàýëèñà-Ìåíòåí â äèàïàçîíå

Ðèñ. 2. Ðàñïðåäåëåíèå àêòèâíîñòè ôåðìåíòîâ-ìàð-
êåðîâ è ÒÒÔ-àçû â ìåæìåìáðàííîì ïðîñòðàíñòâå
(ÌÏ) è ìàòðèêñå (ÌÑ) ìèòîõîíäðèé ïå÷åíè êðû-
ñû:  � ÃÄÃ,  � ÑÎ,  � ÒÒÔ-àçà. Êàæäîå
çíà÷åíèå � ñðåäíåå òðåõ ýêñïåðèìåíòîâ.

êîíöåíòðàöèé ÒÒÔ 10�100 ìêÌ. Êàæóùèåñÿ çíà-
÷åíèÿ Kì, ðàññ÷èòàííûå ïî óðàâíåíèÿì ëèíåé-
íîé ðåãðåññèè äëÿ ãðàôèêîâ â êîîðäèíàòàõ Õåéí-
ñà, ñîñòàâëÿþò 33,8 ± 3,1 è 45,1 ± 1,6 ìêÌ (n = 3)
ñîîòâåòñòâåííî äëÿ ìèòîõîíäðèàëüíîé è öèòî-
çîëüíîé ôðàêöèé (ðèñ. 3, Á). Ïîñëåäíÿÿ âåëè÷è-
íà ïðàêòè÷åñêè ïîëíîñòüþ ñîâïàäàåò ñ Kì ãîìî-
ãåííîé ÒÒÔ-àçû [16]. Èçâåñòíî, ÷òî äëÿ ñèñòå-
ìû èç äâóõ ôåðìåíòîâ, äåéñòâóþùèõ íà îäèí
ñóáñòðàò (÷òî, âåðîÿòíî, èìååò ìåñòî â ðàññìàò-
ðèâàåìîì íàìè ñëó÷àå èç-çà íåèçáåæíûõ öèòî-
çîëüíûõ çàãðÿçíåíèé ìèòîõîíäðèàëüíûõ ïðåïà-
ðàòîâ, âûäåëÿåìûõ ìåòîäîì äèôôåðåíöèàëüíîãî
öåíòðèôóãèðîâàíèÿ [26]), ôîðìà êðèâîé, îïè-
ñûâàåìîé ëèíåàðèçîâàííûì óðàâíåíèåì Ìèõàý-
ëèñà-Ìåíòåí, çàâèñèò îò ñîîòíîøåíèé âåëè÷èí
Kì1 è Kì2 [27]. Ïðè óñëîâèè Kì1 ≈ Kì2 êðèâàÿ ïðå-
âðàùàåòñÿ â ïðÿìóþ, ïðè ýòîì Kì ïðèíèìàåò
ïðîìåæóòî÷íîå çíà÷åíèå. Ïîýòîìó ìîæíî îæè-
äàòü, ÷òî èñòèííîå çíà÷åíèå Kì ìèòîõîíäðèàëü-
íîé ÒÒÔ-àçû íèæå ýêñïåðèìåíòàëüíî ïîëó÷åí-
íîé íàìè âåëè÷èíû è äîëæíî ïðèáëèæàòüñÿ ê
20�22 ìêÌ. Ñêàçàííîå â ðàâíîé ñòåïåíè îòíî-
ñèòñÿ è ê çíà÷åíèþ Kì ôåðìåíòà ìèòîõîíäðèé
ïå÷åíè êðûñû. Òàêèì îáðàçîì, èññëåäîâàíèå
ñâîéñòâ ÒÒÔ-àçíîé àêòèâíîñòè ïî÷åê áûêà ïî-
êàçàëî, ÷òî, êàê è â ïå÷åíè êðûñû, â ìèòîõîíä-
ðèÿõ ïî÷åê ïðèñóòñòâóåò ôåðìåíò, íåîòëè÷èìûé
îò öèòîçîëüíîé ÒÒÔ-àçû ïî ìîëåêóëÿðíîé ìàñ-
ñå, íî õàðàêòåðèçóþùèéñÿ áîëåå âûñîêèì êàæó-
ùèìñÿ ñðîäñòâîì ê ñóáñòðàòó.

Äðóãîé ïóòü èçó÷åíèÿ ëîêàëèçàöèè ôåðìåí-
òîâ, íå òðåáóþùèé âûäåëåíèÿ îòäåëüíûõ ïîä-
ôðàêöèé, çàêëþ÷àåòñÿ â òèòðîâàíèè ìèòîõîíä-
ðèé äåòåðãåíòàìè, òàêèìè êàê äèãèòîíèí èëè
òðèòîí Õ-100 [25,28]. Òàê, J. C. K. Lai è
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A. J. L. Cooper [25] óñòàíîâèëè, ÷òî àêòèâíîñòü
α-êåòîãëóòàðàòäåãèäðîãåíàçíîãî êîìïëåêñà ìèòî-
õîíäðèé ìîçãà êðûñû â èçîòîíè÷åñêîì ðàñòâîðå
çàâèñèò îò êîíöåíòðàöèè òðèòîíà Õ-100. Ïðè
êîíöåíòðàöèè 0,001�0,01% ëàòåíòíàÿ àêòèâíîñòü
êîìïëåêñà (< 5% îò ìàêñèìàëüíîé) âîçðàñòàåò â
íåçíà÷èòåëüíîé ñòåïåíè, îäíàêî óâåëè÷åíèå êîí-
öåíòðàöèè äåòåðãåíòà äî 0,03% ïðèâîäèò ê ðåç-
êîìó âñïëåñêó àêòèâíîñòè è âûõîäó åå íà ïëàòî.
Ïîñêîëüêó êåòîãëóòàðàòäåãèäðîãåíàçíûé êîìïëåêñ
ðàñïîëîæåí â ìàòðèêñå, ïîäîáíàÿ çàâèñèìîñòü
îáúÿñíÿåòñÿ ðàçðûâîì ñóáñòðàòíîãî áàðüåðà, âîç-
äâèãàåìîãî âíóòðåííåé ìèòîõîíäðèàëüíîé ìåì-
áðàíîé. Ôàêòè÷åñêè ñâîáîäíàÿ äèôôóçèÿ ñóáñòðà-
òîâ (è ïðîäóêòîâ ðåàêöèè) èìååò ìåñòî ïðè êîí-
öåíòðàöèè òðèòîíà Õ-100 â ïðåäåëàõ 0,02�0,05%.

Èñïîëüçóÿ îïèñàííûé ïîäõîä, ìû ïðîâåëè ñå-
ðèþ ýêñïåðèìåíòîâ ñ ìèòîõîíäðèÿìè ìîçãà êðû-
ñû, à òàêæå ìîçãà è ïî÷åê áûêà. Â äàííîé ñåðèè
ìèòîõîíäðèàëüíàÿ ñóñïåíçèÿ èíêóáèðîâàëàñü 1 ÷
ïðè 4 °Ñ â èçîòîíè÷åñêîé ñðåäå â ïðèñóòñòâèè
ðàçëè÷íûõ êîíöåíòðàöèé äåòåðãåíòà ñ ïîñëåäó-
þùèì îïðåäåëåíèåì àêòèâíîñòè â ñòàíäàðòíîé
ðåàêöèîííîé ñìåñè, ñîäåðæàùåé 0,25 Ì ñàõàðî-
çó. Ðåçóëüòàòû èçó÷åíèÿ âëèÿíèÿ òðèòîíà Õ-100
íà ÒÒÔ-àçíóþ àêòèâíîñòü ñóñïåíçèè ìèòîõîíä-
ðèé îòðàæåíû íà ðèñ. 4. Âî âñåõ òðåõ ñëó÷àÿõ
íàáëþäàåòñÿ âñïëåñê àêòèâíîñòè ïðè îæèäàåìîé
êîíöåíòðàöèè äåòåðãåíòà 0,03�0,05%. Êðîìå òîãî,
â ñóñïåíçèè ìèòîõîíäðèé èç ïî÷åê áûêà îïðåäå-
ëÿåòñÿ åùå îäèí ðåçêèé ñêà÷åê àêòèâíîñòè â îá-
ëàñòè î÷åíü íèçêèõ êîíöåíòðàöèé äåòåðãåíòà

Ðèñ. 3. À � çàâèñèìîñòü íà÷àëüíîé ñêîðîñòè ÒÒÔ-àçíîé ðåàêöèè, êàòàëèçèðóåìîé ôðàêöèÿìè ìåæìåì-
áðàííîãî ïðîñòðàíñòâà ìèòîõîíäðèé (1), ìàòðèêñà ìèòîõîíäðèé (2) è öèòîçîëÿ (3) ïå÷åíè êðûñû, îò
êîíöåíòðàöèè ÒÒÔ â êîîðäèíàòàõ Õåéíñà; Á � òî æå äëÿ ýêñòðàêòà ìèòîõîíäðèé (1) è öèòîçîëüíîé
ôðàêöèè (2) ïî÷åê áûêà.
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(ðèñ. 4, À). Ýòî ðàçëè÷èå â ôîðìå êðèâûõ, íà
íàø âçãëÿä, ìîæåò îáúÿñíÿòüñÿ ñòåïåíüþ ÷èñòî-
òû ìèòîõîíäðèàëüíûõ ïðåïàðàòîâ. Êàê óæå óïî-
ìèíàëîñü, ìû èñïîëüçîâàëè ãðóáóþ ìèòîõîíä-
ðèàëüíóþ ôðàêöèþ èç ïî÷åê, à ìèòîõîíäðèè èç
ìîçãà ïîäâåðãàëè äàëüíåéøåé î÷èñòêå â ñòóïåí-
÷àòîì ãðàäèåíòå ïëîòíîñòè ôèêîëë-ìàííèòîë
[19]. Ïåðâûé âñïëåñê àêòèâíîñòè íà ðèñ. 4, À
ìîæåò áûòü ñâÿçàí ñ ðàçðóøåíèåì ïðèìåñíûõ
ìåìáðàííûõ âåçèêóë, ñîäåðæàùèõ öèòîçîëüíóþ
ÒÒÔ-àçó. Â òî æå âðåìÿ ýëåêòðîííûå ìèêðîôî-
òîãðàôèè, íà êîòîðûõ â ïîëå çðåíèÿ âñòðå÷àþòñÿ
ëèøü îòäåëüíûå çàãðÿçíÿþùèå ìèêðîñîìàëüíûå
ïóçûðüêè è ëèçîñîìû, ñâèäåòåëüñòâóþò î âûñî-
êîé ñòåïåíè ÷èñòîòû ïðåïàðàòîâ èç ìîçãà (íå ïî-
êàçàíû). Íà ðèñ. 4, Â òàêæå ïðåäñòàâëåíû ðåçóëü-
òàòû èññëåäîâàíèÿ àêòèâíîñòè êèñëîé ôîñôàòà-
çû è ÃÄÃ â ìèòîõîíäðèàëüíîì ïðåïàðàòå èç ìîçãà
êðûñû. Êàê âèäíî, àêòèâíîñòü ëàòåíòíîé ëèçî-
ñîìàëüíîé êèñëîé ôîñôàòàçû âîçðàñòàåò äî ìàê-
ñèìàëüíîãî çíà÷åíèÿ óæå ïðè êîíöåíòðàöèè
0,001% òðèòîíà Õ-100, òîãäà êàê äëÿ ÃÄÃ è ÒÒÔ-
àçû ôîðìû êðèâûõ ïîëíîñòüþ ñîâïàäàëè, ÷òî
ïîäòâåðæäàåò ñäåëàííîå âûøå çàêëþ÷åíèå î ëî-
êàëèçàöèè ôåðìåíòà ñ ÒÒÔ-àçíîé àêòèâíîñòüþ
â ìàòðèêñå ìèòîõîíäðèé. Ìîæíî ïîëàãàòü, ÷òî
âûñîêèé áàçîâûé ôîí ÒÒÔ-àçíîé àêòèâíîñòè â
èíòàêòíûõ ìèòîõîíäðèÿõ (íå îáðàáîòàííûõ äå-
òåðãåíòîì) îáóñëîâëåí ñî÷åòàíèåì íåñêîëüêèõ
ôàêòîðîâ. Ê èõ ÷èñëó, âåðîÿòíî, îòíîñèòñÿ àê-
òèâíîñòü ôîñôàòàç íàðóæíîé ìåìáðàíû, ÷àñòè÷-
íîå ðàçðóøåíèå ìèòîõîíäðèé â ïðîöåññå èíêó-
áàöèè, à òàêæå àêòèâíîñòü ÒÒÔ-àçû ìåæìåìá-
ðàííîãî ïðîñòðàíñòâà, ïîñêîëüêó âíåøíÿÿ ìåìá-
ðàíà ïðîíèöàåìà äëÿ ìîëåêóë ñ Mm ìåíåå 10 êÄà,
÷òî ñîçäàåò óñëîâèÿ äëÿ ñâîáîäíîé äèôôóçèè ñóá-
ñòðàòîâ è â îòñóòñòâèå äåòåðãåíòà [29]. Ñëåäóåò
òàêæå îòìåòèòü, ÷òî âûñîêèå êîíöåíòðàöèè òðè-
òîíà Õ-100 èíãèáèðîâàëè àêòèâíîñòü ÒÒÔ-àçû
â ïðåïàðàòàõ èç ìîçãà êðûñû è ïî÷åê áûêà, íî
íå îêàçûâàëè çàìåòíîãî âëèÿíèÿ íà ÒÒÔ-àçó ìîç-
ãà áûêà.

Ðàíåå áûëî ïîêàçàíî, ÷òî â ìèòîõîíäðèÿõ
ìëåêîïèòàþùèõ ïðèñóòñòâóþò ôåðìåíòû îáìåíà
ÒÄÔ è áèîñèíòåçà ÒÒÔ, ÷òî, âåðîÿòíî, îçíà÷àåò
íàëè÷èå ñîáñòâåííîé ñèñòåìû ìåòàáîëèçìà ôîñ-
ôîðèëèðîâàííûõ ïðîèçâîäíûõ òèàìèíà â äàí-
íûõ îðãàíåëëàõ [10,28,30]. Ðåçóëüòàòû íàñòîÿ-
ùåé ðàáîòû, ïî íàøåìó ìíåíèþ, ñâèäåòåëüñòâó-
þò î ñóùåñòâîâàíèè â êëåòêàõ ìëåêîïèòàþùèõ
ìíîæåñòâåííûõ ôîðì ñïåöèôè÷íîé ðàñòâîðèìîé
ÒÒÔ-àçû, îäíà èç êîòîðûõ íàõîäèòñÿ â ìèòî-
õîíäðèÿõ. Ýòî ïîçâîëÿåò ïðåäïîëîæèòü, ÷òî â
ìèòîõîíäðèÿõ ëîêàëèçîâàí ôóíêöèîíàëüíî àê-
òèâíûé ïóë ÒÒÔ, êîòîðûé, âîçìîæíî, èãðàåò
âàæíóþ ðîëü â ïðîöåññå èõ æèçíåäåÿòåëüíîñòè.

I. M. Rusina, A. F. Makarchikov

THIAMINE TRIPHOSPHATASE
ACTIVITY IN MAMMALIAN
MITOCHONDRIA

S u m m a r y

Mitochondrial preparations isolated from bo-
vine kidney and brain as well as the liver and the
brain of rat show thiamine triphosphatase (ThTPase)
activity. The activity was determined from the particles
by freezing-thawing suggesting that a soluble enzyme
is involved. The liberation patterns of ThTPase and
marker enzyme activities from mitochondria under
osmotic shock or treatment with increasing Triton
X-100 concentrations indicate the presence of
ThTPase both in the matrix and intermembrane
space. It was found, basing on gel filtration behavior,
that the mitochondrial ThTPase has the same mo-
lecular mass as specific cytosolic ThTPase (EC
3.6.1.28). The enzymes, however, were clearly dis-
tinguishable in Km values, the mitochondrial one
showing a higher apparent affinity for substrate. These
results imply the existence of ThTPase multiple forms
in mammalian cells.

K e y  w o r d s: thiamine triphosphatase, mul-
tiple forms, mitochondria, localization.
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