
ІНСТИТУТ БІОХІМІЇ ІМЕНІ 0 .В.ПЛЛЛАДІНЛ 

АКАДЕМІЇ НАУК УКРАЇНИ

На правах рукопису

ПАРХОМЕНКО ЮЛІЯ МИХАЙЛІВНА

ДОСЛІДЖЕННЯ МЕХАНІЗМІВ РЕАЛІЗАЦІЇ НЕКОФЕРМШНИХ 
ФУНКЦІЙ ТІАМІНУ В ТКАНИНАХ ТВАРИН

03.00.04 біикімія

А В Т О Р Е Ф Е Р А Т  

дисертації на здобуття наукового ступеня 
доктора біологічних наук

К и ї в  - 1903



Робота виконана в відділі біохімії коферментів 
Інституту біохімії ім. О.В.Палладіна АН України

Офіційні опоненти: академік АН України, 
доктор медичних наук, 
професор ШУБА М.Ф.

доктор біологічних наук, 
професор ВЕЛИКИЙ М.М.

доктор біологічних наук, 
професор ХОЛОДОВА Ю.Д.

Провідна установа Український державний 
медичний університет 
ім. 0.0.Богомольця

Захист дисертації .відбудеться 1993 р.
о 14 годині на засіданні спеціалізованої вченої ради 
Д 016.07.01 для захисту дисертацій в Інституті біохімії 
ім. О.В. Палладіна АН України «за адресою: 252601,
м. Київ-30, вул. Леонтовича, 9.

З дисертацією йожна ознайомитися в бібліотеці 
Інституту біохімії ім. О.В.Палладіна АН України.

Автореферат розісланий — і993 р.

Вчений секретар 
спеціалізованої вченої ради
кандидат біологічних наук ■■ — Кирсенко О.В.

Л Н Н Б  України ім.В.Стефаника

0 0 8 0 2 9 2 5  №



ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність проблеми- Внаслідок багаторічних дослід­
жень біохімічної ролі тіаміну (вітаміну Ві) у внутрішньоклі­
тинному метаболізмі склалось враження, що вона не може бути 
зведена лише до участі дифосфорного ефіру тіаміну (ТДФ) як 
коферменту в функціонуванні декількох ферментів вуглеводного 
обміну. Підставою для вищесказаного стали такі спостереження: 
1. Наявність у всіх тканинах і клітинах, окрім ТДФ, ряду не- 
коферментних похідних тіаміну, у тому числі, двох інших його 
фосфорних ефірів - монофосфату (ТМФ) та трифосфату (ТТФ) і 
ферментів їх обміну. 2. Специфічна нейротропна дія тіаміну, 
яку неможливо пояснити, грунтуючись тільки на каталітичній 
ролі ТДФ у метаболізмі вуглеводів. 3. Виявлення патологій, 
зокрема генетичної етіології, обумовлених порушенням обміну 
тіаміну, яке не супроводжуюється зміною активності ТДФ-залеж- 
них ферментів. Аналіз приведених вище фактів вказує на існу­
вання певних специфічних функцій тіаміну в фізіологічних про­
цесах, відмінних від коферментних функцій ТДФ, які умовно на­
звали некоферментними tOstrowsky, 1968; Berman & Fishman, 
1975; Iwata Н.,1982; Haas,1988].

Вважається, що механізм каталітичної (коферментної) дії 
тіаміну був вивчений досить добре, проте, в зв'язку з удоско­
наленням методів, які застосовуються у біохімічних досліджен­
нях, з'являються нові деталі цього складного процесу. Зокре­
ма, в клітинах мікроорганізмів [Plondo & Ishimoto, 1975] був 
виявлений новий незвичайний ТДФ-залежний фермент, який прий­
має участь в обміні сірковмісних сполук.

Більш складна ситуація складається при вивченні деяких 
некоферментних механізмів участі тіаміну в метаболізмі. Дос­
лідники, які займаються біохімією тіаміну, в пошуках його не­
коферментних функцій використовують різноманітні підходи.Одні 
вивчають властивості поширених у всіх живих тканинах неко­
ферментних форм тіаміну і шляхи їх взаємодії з іншими біоло­
гічно активними молекулами [Островський и др., 1971, 1975]. 
Інші, виходячи з припущення, що некоферментні біохімічні фун­
кції тіаміну повинні бути зв'язані виключно а його нейротроп- 
ною фізіологічною функцією, шукають молекулярні механізми
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участі тіаміну та його похідних в функціонуванні збудливих 
мембран або в регуляції обміну нейромедіаторів [Matsuda, Co­
oper, 1983, 1985; Schoffeniels, Marginetu, 1984]. ЦІ дослід­
ження дали багато нових відомостей про обмін тіаміну і функ­
ціонування ТДФ-залежних ферментів, але до цього часу уява про 
некоферменті механізми участі -тіаміну в обміні речовин досить 
розпливчаста. Існують лише окремі свідчення, які не дають од­
нозначних відповідей. Так було показано, що окрім каталітич­
ної ролі, кофермент виявляє "стабілізуючу" дію на ферменти, 
молекулярні механізми якої не розшифровані [Рыбина и др., 
1974]. З'явилися повідомлення про можливість індукції або 
репресії ТДФ-залежних ферментних білків тіаміном або його по­
хідними [Reunauer et all, 1971]. Було відмічено [Pandit & 
Chakrabarti, 1972], що вже на перших етапах розвитку Ві-аві- 
тамінозу спостерігається прогресуюче зниження вмісту в ткани­
нах відновленого глутатіону, що само по собі могло сприяти 
зниженню активності ТДФ-залежних дегідрогеназ, в активних і 
регуляторних центрах яких містяться SH-групи [Бунин и др., 
1991] і чутливість яких до рівня відновленого глутатіону в 
тканинах була показана Штутман и др.,1975]. Наступні роботи 
показали можливість участі тіамінфосфатів в регуляції актив­
ності ТДФ-залежних ферментів, зокрема піруватдегідрогеназного 
комплексу (ПДК) [Alkonyi et all., 1976; Roche & Cate, 1977] 
та кетоглутаратдегідрогеназного комплексу (КГДК) [Yusa,1966], 
по механізмам, які не зв’язані з коферментною функцією ТДФ. 
На основі експериментальних даних висловлюється припущення 
про участь тіамінфосфатів у реакціях трансфосфорилювання 
[Bettendorff & Schoffeniels, 1990] та окисного фосфорилювання 
[Разумович, Карпуть, 1969].

Ідентифікація некоферментних функцій тіаміну у фізіоло­
гічних умовах - досить складна задача, тому що більшість його 
ефектів На ті або інші ділянки клітинного обміну опосередко­
вані ланцюгом метаболічних перетворень.Останні беруть початок 
від субстратів або продуктів ТДФ-залежних ферментних, реакцій, 
які,у більшості випадків,займають ключове положення в обміні. 
Серед декількох ферментів цієї групи в організмі тварин най­
більш важливими у метаболічному аспекті, є транскетолаза і вже 
згадувані ПДК та КГДК. Кетокислоти, які є субстратами для
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окисного декарбоксилювання, можуть зазнавати різноманітних 
перетворень в організмі тварин. Вони можуть декарбоксилювати- 
ся та карбоксилюватися, що у випадку пірувату забезпечує вза­
ємозв’язок гліколізу та глюконеогенезу. Завдяки здатності 
до амінування з утворенням відповідних амінокислот «-кетокис­
лоти відіграють роль зв’зуючої ланки між обміном вуглеводів 
та білків. Кінцевий продукт аеробного окислення глюкози - 
ацетил-КоА, який утворюється внаслідок піруватдегідрогеназної 
реаюдії, окислюється далі в ЦТК або використовується на побу­
дову кетонових тіл, ліпідів і, що особливо важливо в аспекті 
з’ясування нейротропної функції тіаміну, - нейромедіатора 
ацетилхоліна. В зв'язку з вищесказаним, першочерговим завдан­
ням при розшифруванні шляхів регуляторної дії тіаміну на клі­
тинний метаболізм ми вважаєм вивчення молекулярних механізмів 
участі його біологічно активних похідних в регуляції функці­
онування ТДФ-залежних ферментів.

Актуальність досліджень, спрямованих на з'ясування нових 
аспектів участі тіаміну в клітинному метаболізмі, підтверджу­
ється зростаючим переліком патологій, пов'язаних з порушенням 
обміну тіаміну, які неможливо пояснити тільки коферментною 
функцією ТДФ. Результати таких досліджень будуть сприяти нау­
ково обгрунтованому використанню похідних тіаміну в медицині, 
зокрема - в створенні принципово нових форм нейроактивних лі­
карських препаратів.

Ціль 1 задачі досліджень. Ціль роботи полягала у з’ясу­
ванні біологічної ролі і механізмів участі тіаміну та його 
похідних в регуляції функціонування ТДФ-залежних ферментних 
систем і внутрішньоклітинного обміну.

Вирішувались такі задачі:
- в умовах різної забезпеченості оргздізму тварин тіамі­

ном та різної інтенсивності його обміну простежити залежність 
між рівнем тіаміну і його фосфатів в тканинах та активністю 
ТДФ-залежних ферментів, в першу чергу - піруватдегідрогеназ- 
ного комплексу (ПДК), який займає ключове положення у клітин­
ному метаболізмі;

- провести дослідження механізмів некоферментної дії ті­
амінфосфатів на Функціонування ПДК на ізольованих системах;

- з ’ясувати можливість регуляторної дії тіаміну та тіа­
мінфосфатів на функціонування ПДК і, відповідно, синтез аце-
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тилхоліну в нервових клітинах;
- дослідити особливості обміну тіаміну та його зв'язок з 

обміном ацетилхоліну в нервових клітинах;
- на підставі одержаних результатів сформулювати уявлен­

ня про механізми дії тіаміну на функціонування ТДФ-залежних 
ферментів (на прикладі ПДК) в клітинах тканин тварин і про­
вести экспериментальну перевірку можливості функціонування 
цих механізмів in vivo;

- на основі аналізу сукупності всіх одержаних даних та 
даних літератури провести обміркування можливих механізмів 
нейротропної дії тіаміну.

Наукова значимість і новизна. В роботі використані Прин­
ципово нові підходи для з’ясування некоферментних механіз­
мів дії тіаміну на ТДФ-залежні дегідрогенази «-кетокислот: 
досліджена кореляційна залежність між рівнем індивідуальних 
тіамінфосфатів і активністю цих ферментів у печінці експери­
ментальних тварин, які відрізняються по рівню забезпеченості 
тіаміном і по інтенсивності його використання, обумовленим 
різною направленістю метаболічних процесів. Встановлено, що 
в нормальних умовах в печінці тварин відсутня регуляція ак­
тивності ТДФ-залежних дегідрогеназ по механізму асоціації-ди- 
соціації коферменту та апоферменту. В той же час в умова* не­
достатності тіаміну важливим компонентом регуляції активності 
цих ферментів стає тіол-дисульфідна система тканин; виявлена 
пряма, не залежна від його коферментної функції, участь тіа­
міну в підтриманні рівноваги цієї системи. Пряма корреляція 
між рівнем коферменту і активністю ТДФ-залежного ферменту - 
КГДГ відмічена тільки при 10-кратному зниженні концентрації 
коферменту в порівнянні з контролем (умовна Кщ визначена рів­
ною 3,83±1,62 мкМ). Показано, що при фізіологічних умовах ТДФ 
і ТТФ приймають участь в регуляції активності ПДК фосфОрилю- 
ванням-дефосфорилюванням за механізмом, не залежним від ко­
ферментної функції ТДФ. ТДФ і ТТФ, зв'язуючись з ПДК, Обидва 
інгібують активність ПДГ-кінази, але діють різним чином на 
активність ПДГ-фосфатази: ТДФ активує її при всіх випробува­
них концентраціях, ТТФ виявляє нелінійне інгібування.

Показана принципова можливість участі тіамінфосфа’і’ів по 
вищевикладеному механізму в регуляції активності ПДК в Нерво­
вих закінченнях мозку і, опосередковано через функціонування
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ГЩК, - в регуляції синтезу АХ. Проведено комплексне вивчення 
обміну тіаміну і його зв’язку з обміном АХ в нерэових закін­
ченнях.

Вперше був виділений і охарактеризований по біологічній 
активності тіамінзв’язуючий (ТЗБ) білок синаптосом, показана 
його причетність до обміну тіамінфосфатів та АХ.

На основі аналізу власних експериментальних даних та да­
них літератури сформульована оригінальна гіпотеза відносно 
механізмів реалізації нейротропної функції тіаміну, згідно 
якої тіамін кваліфікований як супутник нейромедіатора АХ.

Теоретичне і практичне значення роботи. Одержані дані 
про некоферментну регуляцію тіаміном активності ТДФ-залежних 
ферментів в тканинах тварин і сформульована по результатам 
цих досліджень гіпотеза про природу нейротропності тіаміну 
мають, перш за все, пріоритетне науково-теоретичне значення. 
Вони дозволяють з нових позицій оцінити роль тіаміну в клі­
тинному метаболізмі і являються основою для розвитку нових 
напрямків в біохімії тіаміну.

Розроблено декілька нових біохімічних методів і модифі­
кацій відомих методів для проведення досліджень в галузі бі­
охімії тіаміну, в тому числі новий метод разділення тіамінфо- 
сфатів на катіонообмінному сефадексі, який був покладений в 
основу декількох аналогічних розробок у світі.

Результати даного дослідження можуть служити науково-тео­
ретичним обгрунтуванням створення нових препаратів тіаміну та 
Його похідних в комбінації з іншими біологічно активними спо­
луками для медицини і ветеринарії. Зокрема, автором розробле­
ний препарат "Біометок", призначений для підвищення життєздат­
ності тварин, який виявив високу зфективність при випробу­
ваннях.

Апробація. Основні положення дисертації доложені на
III (1977 p.), IV (1982 p.), V (1987 р.) та VI (1992 р.) Ук­
раїнських біохімічних з'їздах і III (1974 p.), IV (1979 р.) і 
V (1986 р.) Всесоюзних біохімічних з’їздах; на III (1976 p.),
IV (1977 р.) і V (1983 р.) Гродненських сімпозіумах; Всесоюз­
них конференціях "Актуальні проблеми вітамінології "(Москва, 
1978)."Біохімія, фармакологія 1 мєдицинське використання по­
хідних вітамінів і інших попередників коферментів" (Иркутськ, 
1983)."Наукові основи вітамінного харчування с/х тварин" (Рі-
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га, 1987), "Клінічна вітамінологія" (Москва, 1991) та ін. 
(всього 10), на декількох республіканських конференціях; на 
шести Всесоюзних біохімічних сімпозіумах (1982-1990 гг); на 
Проблемній комісії по вітамінології (Гродно, 1986), а також 
на міжнародних конференціях: "Молекулярна організація біоло­
гічних структур" (Москва, 1989) і "Біохімія і фізіологія ТДФ- 
залежних ферментів" (Блаубейрон, 1990).

Структура і обсяг дисертації. Дисертація складається з 
введення, огляду літератури (4 глави), експериментальної час­
тини (власні дослідження - 5 глав), обміркування одержаних 
результатів, висновків, практичних рекомендацій, списку вико­
ристаної літератури (473 джерела, в тому числі 88 вітчизняних 
і 385 іноземних авторів). Робота викладена на 250 сторінках 
машинописного тексту, включаючи 58 сторінок списку літерату­
ри. Текст дисертації проілюстрований 18 таблицями і 35 малюн­
ками.

МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Експерименти з аліментарним Ві-авітамінозом, викликаним 
згодовуванням тваринам тіаміндефіцитної дієти [Takahashi et 
all., 1971), поставлені на безпородних білих щурах з масою 
тіла 60-70 г з використанням парногодованого контролю. У від­
повідних дослідах на 100 г живої маси щурів вводили вну- 
трішньом’язево тіаміну - 250 мкг, метіоніну - 40 мг, вітаміну 
Е у вигляді ацетату «-токоферолу - 2 мг. В экспериментах з 
гострим окситіаміновим авітамінозом використовували самців 
щурів лінії Вістар а масою тіла 80-120 г. Окситіамін вводили 
внутрішньом’язево в дозі 400 мг на 1 кг живої маси. Досліди з 
адаптивним гіперліпогенезом (годування вуглеводами після го­
лодування) проводили на щурах самцях лінії Вістар масою 250- 
320 г. Синаптосоми та субсинаптосомальні фрагменти для прове­
дення експериментів in vitro виділяли із мозку щурів самців 
масою 150-200 г. При вивченні взаємодії тіаміну та інших с п о ­
л у к  [тіамінфосфатів, нейромедіаторів] із синаптосомами і суб- 
синаптосомальними фракціями інкубацію проводили в бікарбонат- 
ному Кребс-Рінгєровському буфері (pH 7.4). В експериментах по 
вивченню взаємодії тіаміну з синаптосомами та їх фрагментами 
використовували [З53їтіамін або [14С]тіамін (Amersham).
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Для фіксації амін в мембранному потенціалі синаптосом вико­
ристовували флуоресцентний зонд З,3’-діпропілтіодікарбоціанін 
(dis-Cn(3)) в концентрації 1,22 мкМ [Sins Alon et all, 19743.

Мітохондрії печінки щурів, субклітинні і субсинаптосо- 
мальні фракції мозку щурів одержували за відомим методом ди­
ференціального центрифугування в градієнті щільності сахарози 
tSchnider et all.,1950; Henn et all.,1982] без істотних змін; 
фракцію синаптичних везикул додатково очищали від фрагментів 
плазматичних мембран синаптосом [Лишко и др., 1986]. Очищення 
ПДК із мітохондріальних екстрактів проводили згідно описаному 
методу [Roche & Cate, 1977]. Остання стадія очистки полягала 
в ультрацентрифугуванні через шар 1,5 М сахарози в 0,05 М 
HEPES-буфері, який містив 0,1 мМ EGTA, що сприяло повному ві­
докремленню фосфатази від комплексу. Середня питома актив­
ність препарату комплексу - 3 од. на 1 мг білку. ПДГ-фосфата- 
зу ізолювали іа об’єднаних супернатантів, одержаних після 
осаду ПДК поліетиленгліколем (ПЕГ) з послідуючим центрифугу­
ванням,- додатково, був введений етап концентрування розчину 
ферменту за допомогою ультрафільтрації. ТЗБ із синаптосом 
мозку щурів виділяли згідно розробленому нами методу [Посто- 
енко и др., 1987], який включає хроматографію на афінному 
сорбенті і гельфільтрацію на колонці з сефадексом G-150 
(2,12х50 см). Афінний сорбент - тіамін-М-4-азобензоіл-є-аміно- 
капроіл-гідразідсефароза 4В - був синтезований за методом 
Кляшицького з співавт. [Кляшицкий и др., 1980] з невеликою 
модифікацією. Більшість досліджень з ТТФ проведено з синтезо­
ваним нами ТТФ, очистка якого проводилась за допомогою роз­
робленого методу [Пархоменко, Климчук, 1982].

Активність ПДК в гомогенатах тканин визначали в спряже­
ній системі з р-нітроаніліном і аріламінацетилтрансферазою 
[Wieland et all.,1972]. В окремих дослідженнях піруватдегід- 
рогеназну і «-кетоглутаратдегідрогеназну активність визначали 
з ферриціанідом як штучним акцептором електронів, взявши за 
основу метод, описаний Gubler [Gubler, 1962] або модифікова­
ний метод [Kresze, 1979], в якому [1-14С]піруват служить 
субстратом. Для визначення здатності гомогенатів печінки 
синтезувати із пірувату ацетоїн використовували розроблений 
нами метод визначення, ацетоїну безпосередньо в реакцій­
ному середовищі [Вовк, Пархоменко, 1982]. ПДГ-кіназну ак-
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тивність ГЩК оцінювали по швидкості інактивації комплексу при 
інкубації у спеціальному середовищі і по швидкості включення 
в комплекс міченого фосфату із Сг-32РЗАТР. Активність 
ЦЦГ-фосфатази вимірювали по початковій швидкості реактивації 
інактивованого фосфорилюванням комплексу або по початковій 
швидкості звільнення 32Р із препаратів комплексу, який був 
інактивований в присутності tr-32РЗАТР. Активність транскето- 
лази визначали по утворенню сеДогептулозо-7-фосфату за відо­
мим методом. При визначенні активності тіаміндифосфаткінази. 
інкубацію препаратів проводили 6 середовищі,яке описано рані­
ше [Воскобоев.Лучко, 1930] з використанням [r-3ZP]ATP. Синте­
зований [ї-32Р Ш Ф  ідентифікували на смужках ацетату целюлози 
після електрофоретичного розділення продуктів реакції по роз­
робленому нами методу. ТМФазну, ТДФазну і ТТФазну активність 
визначали по утворенню неорганічного фосфору з малахітовим 
зеленим [Kwok-Ming et all.,19863. В окремих експериментах,- в 
тому числі в усіх дослідах з ТЭБ, аналіз ТТФ-азної активності 
приводили, вимірюючи ферментативним методом [Островский,1979] 
швидкість утворення ТДФ. АцетиЛхолінестеразну активність виз­
начали з реактивом Еллмана, використовуючи як субстрат аце- 
тилтіохолін [Trotter & Burton, 1969].

Включення міченого вуглецю із [1-14С]пірувату як і міче­
ного [14С]холіну в ацетилхолін (АХ) визначали після осадження 
АХ у вигляді перйодату або рейнекату за допомогою описаного 
методу [Fonnum, 1975]. Тіамінгів’язуючу активність ТЗБ визна­
чали за описаним методом [Nishimure, 1984] з використанням 
[тіазол-2-14С]тіаміну або [тіазол-.323]тіаміну в 0,05 М Рін- 
гер-бікарбонатному буфері, pH 7,4, час інкубації - 20 хв.
Незв’’язаний ліганд відокремлювали фільтрацією на мембранних 
фільтрах М і Шр ог або Watman Gf?/C з.діаметром пор 0,45 мк пі­
сля додавання до інкубаційного середовища ї-глобуліну і ПЕГ 
для осадження білку [Cuatrecas;te, 1972].

Вміст індівідуальних тіамінфосфатів аналізували за допо­
могою розробленого нами методу [Parkhomenko et all.,1979], 
пірувату - ферментативним методом [Асатиани, 1969], вільних 
жирних кислот - відомим калориметричним методом [Novak, 
1965]. Вміст вільних відновлених SH-груп визначали за допо­
могою реактиву Еллмана CSedlak & Lindsay, 1968) в гомогенатах
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негайно після їх приготування та осадження білків етанолом. В 
залежності від об’єкту дослідження вміст білку визначали за 
допомогою методу Бредфорда, Лоурі або спектрофотометрично при 
280 нм. Кінетичний аналіз даних по зв’язуванню і ферментатив­
ній активності, а також статистичну обробку даних проводили 
за допомогою спеціальних комп'ютерних програм.

ОСНОВНІ РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ

1. Дослідження впливу тіамінбвого статусу організму 
щурів на функціонування ТДФ-залежних ферментів.

Зміна вмісту і направленості обміну тіаміну в тканинах 
забеспечувалась декількома методичними прийомами: виснаження
ендогенного пулу вітаміну за рахунок утримання тварин на тіа- 
міндефіцитному раціоні; введення на цьому фоні тіаміну; вве­
дення антагоністу тіаміну - окситіаміну нормальним тваринам з 
метою Викликати Ві~ авітаміноз; інтенсифікація використання 
тіаміну в тканинах за рахунок згодовування тваринам високо- 
вуглеводного раціону (адаптивний гіперліпогенез) і додаткове 
введення на цьому фоні тіаміну.

В першій серії експериментів досліджувався взаємозв'язок 
між активністю ТДФ-залежних ферментів і рівнем тіаміну в пе­
чінці щурів в умовах дефіциту тіаміну і при додатковому його 
введенні. Перевірявся вплив на активність ферментів слідуючих 
факторів: насичення ТДФ-ом апоферментних білків,індукція апо­
ферментів тіаміном або синтезованим із нього ТДФ-ом, стан 
білкових SH-груп. Як свідчать дані, приведені в табл.1, вну- 
трішньом’язове введелня авітамінозним тваринам тіаміну, яке 
вже через 2 години приводить до максимального збільшення його 
вмісту в тканині печінки, супроводжується підвищенням рівня 
всіх аналізованих показників, в тому числі - істотним підви­
щенням активності дегідрогеназ «-кетокислот і відновленого 
глутатіону.

В жодній експериментальній точці ЦГІ, інгібітор синтезу 
білків в цитоплазмі, практично не знижував активність ПДГ і 
КГДГ в розрахунку на 1 мг мітохондріального білку, а також 
величину ТДФ-ефекту для обох дегідрогеназ, по якій умовно 
можна судити про наявність вільного апоферменту. Отже, можна
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Табл.1. Вміст тіаміну (нмоль на 1 г тканини), небілкових 
SH-груп (мкмоль на 1 г тканини) і активність ферментів (мкмоль 
за 1 хв. на 1 г тканини) в печінці щурів при різній забеспе- 
ченості тіаміном і введенні на цьому фоні ЦГІ і метіоніну 
(М±т, л - 5-12). Позначення: І - контроль, II - Ві-авітаміноз, 
III - Ві-авітаміноз + тіамін, IV - Ві-авітаміноз + ЦГІ + тіа­
мін; "а" і "б" - достовірна різниця показника від такого для І 
і II груп тварин, відповідно.
1
1 Умови
1експери-
ІМЄНТ'’

.......
Вміст

1
тіаміну 1 Вміст

ЗН-груп

т ..... - ( 

1 Активність ферментів 1

вільного
і 1 
1фосфори- 1 
Ільовано- 1 
1 го 1

Іск-кетоглу- 
Ітаратдегід- 
1 рогенази

1 ! 
Іпіруват-І 
1дегідро-1 
1генази 1 
і і

1 І 1,42 1 15,13 1 12,77 1 0,67
і і 
1 0,46 1

±0,18 1 ±0,95 1 ±1,56 1 ±0,04 1 ±0,05 1
1 П 0,92 1 1,25а 1 6,24а 1 0,41а 1 0.19а 1

1 III:
±0,12 1 ±0,21 1 ±1,32 1 ±0,04 1 ±0,02 1 

1 1
1 через 1,57 1 16,85б 1 13,36 1 0,77 1 0,476 1
|2 години ±0,44 1 ±0,56 1 ±2,65 1 ±0,15 1 ±0,06 і
|6 годин 1,66 1 16,50е 1 9,92 1 0,57 1 0,58 1

±0,33 1 ±4,45 1 ±2,62 1 ±0,10 1 ±0,18 1
|12 годин 1,31 1 12,086 1 7,30 1 0,33а 1 0,40 1

1 IV:
±0,22 1 ±1,51 1 ±1,59 1 ±0,03 1 ±0,16 1 

1 1
1 через 3,99а’6 1 23,17а'61 15,1 1 0,8б6 1 0,836 1
12 години ±0,41 ! ±1,05 1 ±2,2 1 ±0,12 Г ±0,18 1
|6 годин 5,69а'6 1 22,19а'61 11,9 1 0,б96 1 0,856 1

±0,52 f ±1,20 1 ±2,3 1 ±0,04 1 ±0,20 1
112 годин 2,59а-6 1 17,83е 1 8,1 1 0,56 1 0,486 1

t І + ме-
±0,08 1 ±1,51 1 ±2,8 1 ±0,05 1 ±0,09 1 

1 1
Ітіонін 1,04 1 2,58б 1 10,686 1 0,69б 1 0,256 1
1 через
|2 години
1

±0,30 1 ±0,38 1 

і і

±1,43 1 ±0,08 

1

1 ±0,04 1 

1 1

ГО



зробити висновок, що при Bi-авітамінозі і дальшому вве­
денні щурам тіаміну кількість апоферментних білків ТДФ-залеж- 
них дегідрогеназ істотно не змінюється. В той же час в цих 
умовах спостерігались виразні зміни в рівні відновленого глу­
татіону, і, відповідно, в співвідношенні окисно-відновних SH- 
груп білків.Питання про роль окислення білкових SH-груп в по­
рушенні функціонування ТДФ-залежних ферментів при Ві-авітамі- 
нозі та з’ясування його причинного з’вязку з рівнем тіаміну 
ще не піднімалось в літературі, тому було доцільно його дос­
лідити. Дані, приведені в табл.і, свідчать про те, що роль 
дефіциту коферменту в зниженні активності ферментів при аві­
тамінозі не така значна. На останніх стадіях авітамінозу до­
статньо відновлення внутрішньоклітинних дисульфідів тіаміну і 
ТДФ за рахунок стимуляції метіоніном синтезу глутатіону Шту- 
тман и др., 1975] і, відповідно, підвищення рівня білкових 
SH-груп для того, щоб збільшити активність ферментів майже 
до рівня норми.

Щоб відповісти на запитання, що первинно при развитку 
Ві-авітамінозу - зниження активності ТДФ-залежних ферментів 
внаслідок дефіциту коферменту чи незалежне від нього порушен­
ня синтезу глутатіону, яке спричиняє зниження рівня вільних і 
білкових SH-груп в тканинах, був проведений кореляційний ана­
ліз взаємозв'язку між інтересуючими нас показниками по всій 
сукупності експериментальних точок, одержаних в даній серії 
експериментів. Результати показали,що кореляцію можна спосте­
рігати тільки між активністю КГДГ і рівнем SH-груп і,в меншій 
виборці - між активністю КГДГ і рівнем ТДФ (мал.1). Одержана 
сукупність експериментальних точок була проаналізована за до­
помогою комп'ютерної програми. В результаті такого аналізу 
концентрація SH-груп (або глутатіону), при якій активність 
ферменту складає 50% від максимальної, дорівнює 4,07±0,9 
мкмоль на 1 г тканини,що відповідає середньому фізіологічному 
рівню глутатіону СКулинский, Колесниченко, 1990]. Залежність 
між КГДГ-активністю і вмістом ТДФ виявлена нами лише в групі 
тварин з дефіцитом тіаміну при майже десятикратному, в порі­
внянні з контролем, зниженні рівня коферменту (мал.1,Б). При 
аналізі цих даних прийнято припущення, що визначаємий фосфо- 
рильований тіамін весь представлений ТДФ-ом і останній рів-
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О 5 10 15
SH-групи,

0 1 2 З
ТДФ,нмоль на І г тк

мкмоль на I г тк.

Мал.1. Залежність активності а-кетоглутаратдегідро- 
генази від рівня ЗН-груп (А) і в м іс т у  ТДФ (Б) в пе­
чінці щурів з різною забезпеченністю тіаміном. Криві 
побудовані відповідно відомій методиці [Dugglebv, 
19813.

номірно розподілений в тканині печінки. Незважаючи на фор­
мальність і відносність зробленого аналізу, величина умов­
ної Кп, для ТДФ по відношенню до активності КГДГ. (3,83±1,62 
мкМ) виявляється близькою до Km, яка була визначена для ТДФ в 
изольованих системах з відповідним апоферментом [Butler et 
all., 1977; Roche & Reed, 1982]. Ця величина в 5 -6 разів 
нижча, ніж концентрація ТДФ в печінці нормальних тварин 
(табл. 1), отже, при фізіологічних умовах ТДФ як кофермент не 
являється лімітуючим в функціонуванні залежних від нього де­
гідрогеназ. Форма кривої, яка представлена на мал. 1.1,5, 
свідчить про те, що як незалежна змінна" у даному ви­
падку виступає вміст SH-груп, отже зміна активності ферменту 
є наслідком зміни вмісту відновленого глутатіону. Додатковим 
підтвердженням такого висновку, можуть служити результати екс­
периментів з введенням метіоніну; тіаміндефіцитним тваринам 
(табл.1): в цих умовах підвищення рівня ЗН-груп за рахунок
стимуляції синтезу глутатіону введенним метіоніном достатньо 
для нормалізації активності ТДФ-залежних ферментів.Результати
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проведеного аналізу свідчать про те, що порушення обміну глу­
татіону швидше, ніж дефіцит коферменту, може бути первинною 
причиною зниження активності ТДФ-залежних дегідрогеназ при 
розвитку Ві~авітамінозу.

Відповідь на запитання, чи являється спад рівня тіаміну 
і його похідних прямою причиною зниження рівня відновленого 
глутатіону в тканинах тіаміндефіцитних тварин чи цей ефект 
опосередкований зниженням активності транскетолази в резуль­
таті дефіциту ТДФ і пригніченням внаслідок цього пентозофос- 
фатного шляху окислення вуглеводів, одержаний в експериментах 
з гострим окситіаміновим авітамінозом. В перші 12 годин після 
введення щурам окситіаміну не спостерігалось помітних змін в 
активності транскетолази, отме, в цьому випадку дію тіаміну 
на обмін глутатіону через пентозофосфатний шлях з великою 
імовірністю можна виключити. В той же час в цих дослідах чіт­
ко прослідковувалась однонаправленість в зміні рівня SH-rpyn 
і вільного Гне фосфорильованого) тіаміну в перші години після 
ін’єкції окситіаміну (мал.2). Комп’ютерний аналіз сукупності 
експериментальних точок, що відповідають вмісту SH-груп при 
конкретних значеннях вмісту тіаміну, показав, що вони розмі­
щуються в певній послідовності, яка відрізняється для конт­
рольних і піддослідних (з введенням окситіаміну) тварин. Оде­
ржані криві формально свідчать про залежність вмісту SH-груп 
від концентрації вільного тіаміну, проте молекулярні механіз­
ми такого зв’язку не з’ясовані.

Згідно даних, приведених в табл.1, активність ПДГ також 
як і КГДГ залежить від стану SH-груп, проте вираженої прямої 
кореляції між активністю цього ферменту і рівнем SH-груп чи 
тканевої концентрації ТДФ не вдалося встановити. Пояснюється 
це тим, що регуляція ПДК в фізіологічних умовах набагато 
складніша і спряжена з ковалентною модифікацією однієї із 
суб'єдиниць ПДГ [Reed et all., 19753. Оскільки в-літературі 
існують окремі відомості про участь ТДФ в регуляції ПДК фос- 
форилюванням-дефосфорилюванням [Roche, Cate, 1977; Alkony et 
all., 19763, ми спробували детальніше дослідити це питання. 
Згідно з даними, що є в літературі [Пархоменко, Рыбина, 
19731, багатофакторна регуляділ ПДК проходить, переважно, на 
рівні його ТДФ-залежного першого компоненту, ПДГ, який у

Ь-Ч-Ъ2 13



Мал. 2. Вміст 
тікміну (вісь абсцис, 
в нмолях на 1 г тка-. 
нини) і SH-груп (в 
мкмолях на 1 г тка­
нини) в печінці щу­
рів в нормі (1) і 
після введення ОТ
(2). Криві побудова­
ні згідно відомій 
методиці IDuggleby, 
1981J; М±т, /1=3-5.

більшості випадків виявляється лімітуючим в функціонуванні 
всього комплексу в цілому. Проведене нами порівняльне дослід­
ження зміни активності цілого комплексу і його першого компо­
ненту в печінці щурів з моделлю адаптивного гіперліпогенезу і 
введенні на цьому фоні тіаміну підтверджує лімітуючу роль пі- 
руватдегідрогеназного компоненту в комплексі (табл.2). Проте, 
згідно данних, приведених в табл. 2, зміни вмісту ТДФ в фі­
зіологічних межах, навіть підвищення цього рівня в печінці 
тварин IV групи в 1,6 раза в порівнянні з і  і III групами, 
не виявляє прямої активуючої, коферментної, дії на активність 
залежного від нього ферменту - ПДГ і ПДК в цілому. Навпаки, 
при введенні тіаміну тваринам з адаптивним гіперліпогене-, 
зом спостерігається зворотнонаправлені зміни між вмістом 
ТДФ і активністю ферменту, що підтверджується відповідними 
змінами в тканинній концентрації його субстрату - пірувату і 
жирних кислот. Останні в данному випадку можна розглядати як 
кінцевий продукт метаболічного шляху перетворення пірувату 
через ПДК, так як є дані, що в цих умовах синтез жирних кис­
лот прямо залежить від синтезу ацетил-КоА в повній реакції 
ЛДК [Denton,1975; Denton, Hugnes, 1987]. Результати дослідів 
з визначенням всіх показників в динаміці після одноразової 
ін’єкції тіаміну щурам з моделлю адаптивного гіперліпогенезу 
(мал. З і 4) підтверджує наявність в даних фізіологічних умо-
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Табл. 2. Вміст похідних тіаміну (нмоль на 1 г свіжої 
тканини), піруватдегідрогеназна активність (нмоль прореагу­
вавшого пірувату за 1 хв. на 1 г тканини), рівень пірувату 
(нмоль на 1 г вологої тканини) і вільних жирних кислот 
(мкмоль на 1 г вологої тканини) в печінці щурів з різною ме­
таболічною направленістю і після введення тіаміну на фоні ак­
тивації ліпогеневу; М±т, n-б-ІО. Умовні позначення: І - конт­
роль, II - голод,III - високовуглеводний раціон,IV - введення 
тіаміну на фоні високовуглеводного раціону; "а" і ,,в"- досто­
вірна різниця показника від такого для І і III групи, відпо­
відно.

1
1 Показник Г р у п а т в а р

і
и н 1

І II
.. . " ■ ....

III IV і

1 Вільний і,27±0,15 1,48±0,30 2,05±0,33а 3,05±0,63а 1
1 тіамін
1ТМФ 2,85±0,80 3,58±0,47 2,99±0,33 3,85+0,50 1
ІТДФ 10,97±1,54 11,80±1,10 10,61±0,83 16,96±1,27® 1
іттф 2,88 ±0,50 3,62±0,38а 2,61±0,27 4,33±0,68® 1
1Актив- 243,90 60,49а'® 349,27 220,49® 1
Іність ПДК ±62,40 ±13,66 ±42,93 ±37,07 1
1Актив- 49,72 24,62 55,67 23,76а'61
Іність ПДГ ±10,18 ±7,62 ±12,51 ±2,02 1
ІПіруват 57,50 35,43а'® 64,30 92,92а-61

±3,10 ±6,15 ±5,15 ±9,32 1
1 В. жирні 6,90 6,96 6,36 5,47 1
1 кислоти 
1

±0,33 ±0,37 ±0,35 ±0,40 І 
-- 1

вах оберненої кореляції між змінами в активності ПДК і кон­
центрації тіамінфосфатів.

Перше припущення, яке виникає відносно механізму впливу 
тіаміну на активність ЩК, виходячи з існуючих відомостей про 
складність будови і регуляції цього ферментного комплексу в 
фізіологічних умовах, - прямий або опосередкований вплив 
тіамінфосфатів на регуляцію ПДК фосфорилюванням-дефосфорилю- 
Ванням. Таке припущення підтверджується результатами експерй-



Мал. 3. Вміст
вільного та загаль­
ного тіаміну і ТТФ 
(відповідно, 1 , 2  
і 3, в нмолях на 
1 г тканини) в пе­
чінці щурів s ада­
птивним гіперліпо- 
генезом в динаміці 
після одноразово'! 
ін’єкції тіаміну; 
М±т, П‘3-5.

Мал. 4. Піруват- 
дегідрогеназна ак­
тивність (1, нмоль 
окисленого пірува­
ту за 1 хв. на 1 
г тканини), вміст 
пірувату (2, нмоль 
на 1 г тканини) і 
вільних жирних ки­
слот (3, мкмоль на 
1 г тканини) в пе­
чінці щурів з ада­
птивним гіперліпо- 
генезом в динаміці 
після одноразової 
ін'єкції тіаміну; . 
М±т, п-3-5.

ментів, в яких в динаміці після Одноразового введення тіамі­
ну щурам з адаптивним гіперліпогейезом активність ІХДГ вимірю­
валась до і після активації in vitro ендогенною ПДГ-фосфата- 
зою. Активація ферменту в присутності 10 мМ Mg2+ майже повні­
стю знімала негативний ефект тіаміну.

Узагальнюючи дані, приведені в цій главі, можна вивести, 
що в нормі в фізіологічних умовах відсутня регуляція активно-
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сті дегідрогеназних компонентів ПДК і КГДГ по принципу асоці- 
ації-дисоціації апоферменту і коферменту - ТДФ. Лише при жор­
стокому Ві-авітамінозі, коли загальний вміст тіаміну знижує­
ться на порядок в порівнянні з нормою, можна спостерігати 
залежне від втрати коферменту зниження активності КГДГ (мал.
1, В). Проте, зміна концентрації тіамінфосфатів в тканинах 
in vivo, також як і в ізольованих мітохондріях, в залежності 
від умов може виявляти різнонаправлений вплив на функціонува­
ння ЦДК. Відомості, які в в літературі, про можливість ферме­
нтативного взаємоперетворення в парі ТДФ-ТТФ і про сувору 
структурованість цих реакцій на білках [Reunwonga & Cooper, 
19773 дають підстави припустити, ідо взаємоперетворення тіа­
мінфосфатів in vivo може бути спряжене з регуляцією активно­
сті ПДК,на першому ферментному білку якого показана наявність 
афінної до ТДФ регуляторної ділянки [Roche & Cate, 1977], ві­
дмінної від тої, що міститься в активному центрі цього білку.

2. Дослідження молекулярних механізмів дії ТДФ 
і ТТФ на функціонування ПДК

Аналізуючи можливі молекулярні механізми участі тіамін­
фосфатів (ТДФ і ТТФ) в регуляції активності ПДК, ми зупини­
лись на слідуючих: 1) тіамінфосфати, приймаючи участь в реа­
кціях перефосфорилювання з аденіловими нуклеотидами, збільшу­
ють вміст внутрішньомітохбндріального АТР,активуючи таким чи­
ном ПДГ-кіназну реакцію; 2) ТТФ служить донором т-фосфату в 
ПДГ-кіназній реакції; 3) ТТФ за якимсь іншим механізмом ак­
тивує ПДГ-кіназну реакцію або інгібує ПДГ-фосфатазну реакцію.

Функціонування першого механізму в умовах in vivo прак­
тично неможливе: фізіологічна концентрація тіамінфосфатів,
принаймні, на три порядки нижча такої аденілових нуклеотидів. 
Припущення про участь ТТФ в ПДГ-кіназній реакції як донору 
фосфату не підтвердилось при експериментальній перевірці на 
препаратах ПДК різного ступеню очистки.

Можливість участі ТДФ і ТТФ в регуляції активності 
ПДГ-фосфатази перевірялась на грубоочищених препаратах комп­
лексу з питомою активністю 0,5.од. при активації їх екзоген­
ною фосфатазою. Як свідчать одержані результати (мал. 5), ТДФ 
сприяє активації комплексу, в той час як ТТФ гальмує її.
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Мал. 5. Кінетика ацети- 
лювання р-нітроаніліну в 
спряженій реакції з арил- 
амінацилтрансферазою грубо- 
очищеними препаратами ПДК, 
які були попередньо проін- 
кубовані в середовищі для 
активації ендогенної ПДГ- 
фосфатази без ефекторів (1) 
і з додаванням ТДФ (2), ТТФ
(3) і АТР (4). К - актив­
ність у контрольній пробі.

Дальші дослідження молекулярних механізмів дії тіамінфос­
фатів на функціонування регуляторних ферментів ПДК були про­
ведені на очищених препаратах ПДК (з якими жорстко асоційова­
на ДДГ-кіназа) і ПДГ-фосфатази. Відповідно до одержаних да- 
ниг, ТДФ при усіх досліджуваних концентраціях є ефективним 
активатором фосфатази [мал. 6). Аналіз кінетики активації був 
проведений графічним методом в координатах Зді-Хофсті (у на­
шому випадку - залежність V/А від V, де А - концентрація ак­
тиватору; V - швидкість реактивації в присутності активатору) 
[Узбб, 1966). Константу активації (Ка) визначали як величину, 
зворотню тангенсу кута нахилу прямої до осі V (мал. 6, В). 
Аналіз показав, що при зміні концентрації субстрату спорідне­
ність активатора до ферменту не змінюється, Ка залишається 
рівною в середньому 65 нМ. ТТФ, на відміну від ТДФ, при всіх 
досліджених концентраціях знижує активність фосфатази (мал.7). 
В інгібуванні можна прослідкувати дві зони: перша - в діапа­
зоні концентрації ТТФ 10-100 нМ, друга - при концентрації ви­
ще 1 мкМ. Двухфазність в інгібуванні зберігається при викори­
станні обох методів аналізу фосфатазної активності, однак ін­
гібування низькими концентраціями ТТФ значно більш виражене 
при вимірюванні активності фосфатази по швидкості реактивації 
комплексу. Спостережені" картину можна пояснити, припускаючи, 
що ТТФ при низьких концентраціях, близьких до концентрації 
самого комплексу, зв'язуючись з останнім, більш специфічно
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Мал. б. Залежність активності ПДГ-фосфатази від кон­
центрації ТДФ (А) при різних концентраціях субстрату:
1, 2 і 3, відповідно, ЗО, 60 і 120 мкг білку ПДК, 
інактивованого з Ст-32Р]АТР; Б - те ж саме в координа­
тах Здї-Хофсті. Активність ПДГ-фосфатази Ш  визначена 
по звільненню 3ZP із Д М  і виражена в пмолях фосфору 
на 1 мг білку за хв.

інгібує відщеплення фосфатазою саме того фосфатного залишку 
із трьох можливих [Kerbey et all.» 19813, з якими зв’язана ре- 
активація комплексу. Як видно, при високих концентраціях ТТФ 
така специфічність втрачається. Можна припустити, що тимчасо­
ве підвищення активності ПДГ-фосфатази в діапазоні концентра­
цій ТТФ 0,5-5,0 мкМ пов’язане з появою в середовищі ТДФ вна­
слідок часткового руйнування ТТФ при інкубації в вищевказаних 
умовах. Однак більш імовірним здається припущення, що ТТФ 
взаємодіє не з ПДГ-фосфатазою, а з білками самого комплексу, 
і ця взаємодія викликає зміну конформації останнього. Частко­
ве підтвердження вищесказаному одержане при аналізі графічним 
методом в координатах Діксона кінетики інгібування ЦЦГ-фосфа- 
тази ТТФ-ом при більш високих його концентраціях. Одержані 
дані свідчать, що Інгібування на цьому відрізку конкурентне 
по відношенню до субстрату - фосфорильованому комплексу; від­
повідно, Кі - 25,0±3,0 мкМ. На підставі цих результатів можна

S *
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Мал. 7. Активність 
ПДГ-Фосфатази (в % від 
контролю), виміряна в 
присутності різних ко­
нцентрацій ТТФ (М±т, 
п-4). Активність вимі­
ряна по швидкості реа- 
ктивацїї комплексу (і)
і по швидкості звіль­
нення 32Я (2).

зробити висновок, що ТТФ інгібує активність ПДГ-фосфатази, 
перешкоджаючи її зв’язуванню з комплексом.

Результати досліджень впливу обох тіамінфосфатів на ак­
тивність ПДГ-кінази показали (мал. 8), що ТДФ і ТТФ обидва 
виразно інгібують активність ПДГ-кінази при концентраціях, що 
перевищують 10 мкМ. Пригнічення ПДГ-кінази ТДФ-ом вже описано 
раніше [Roche & Reed, 1972], тоді як відомості відносно ТТФ 
отримані вперше.

Мал. 3. Вплив 
тіамінфосфатів 
(ТФ) на актив­
ність ПДГ-кіна­
зи (X від конт­
ролю): і - ТДФ,
2 - ТТФ.
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Аналіз приведених вище експериментальних даних свідчить, 
що при концентраціях, перевищуючих 10 мкМ, ТТФ подібним чином 
пригнічує активність обох регуляторних ферментів, один а яких 
міцно зв’язаний з комплексом, а другий - ні. Це може вказува­
ти на те, що, по-перше, ТТФ взаємодіє не з регуляторними фер­
ментами, а з самим комплексом, а, по-друге, що ця взаємодія 
приводить до зменшення доступності регуляторного центру, що 
підлягає фосфорилюванню-дефосфорилюванню. Останнє може бути 
слідством конформаційної зміни комплексу. На користь цього 
свідчить також уявне значення коефіцієнту Хілла (0,48)
для інгібування ТТФ-ом ГЩГ-фосфатазної реакції на лінійному 
проміжку інгібування, що розраховане за допомогою різносного 
методу (Курганов, 1978]. В той же час коефіцієнт Хілла для 
активації фосфатази ТДФ-ом близький до. 1,0, що можна розціню­
вати як факт, вказуючий на наявність у комплексі одного регу­
ляторного центру, зв’язуючого ТДФ.

Приведені вище дані свідчать про те, що ТДФ як регулятор 
виявляє на ПДК тільки активуючу дію,в той час як ТТФ при всіх 
досліджуваних концентраціях гальмує активацію комплексу фос­
фатазою. В цілому та обставина, що дві такі близькі за будовою 
і здатні до взаємоперетворення сполуки, як ТДФ і ТТФ, чинять 
на ПДГ-фосфатазу протилежну дію, може мати певне фізіологічне 
значення, забезпечуючи додатковий високоспецифічний механізм 
регуляції активності комплексу. Навряд чи цей механізм може 
відігравати важливу роль в тканині печінки, де активність ПДК 
визначається, перш за все, станом метаболізму, і тільки ком­
бінація таких факторів, як активація ліпогенезу після голоду­
вання і введення на цьому фоні тіаміну дозволила нам виявити 
пригнічуючу дію тіаміну на активність ПДК.В цьому плані біль­
ший інтерес становлять тканини, збагачені клітинами із збудли­
вими мембранами, так як показано, що регуляція функціонування 
в них ПДК чітко спряжена із змінами мембранного потенціалу 
[Schaffer & 01-son, 1980; Browing et all., 1981; Thashihiro A. 
et all., 1984]. Саме тому дослідження були продовжені на 
тканині мозку і синаптосомах.
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3. Дослідження некоферментної роді тіаміну 
в функціонуванні нервової клітини

Одна а першій гіпотез відносно нейротропної функції тіа­
міну (Peters,*1964) пояснює патологічні зміни в нервовій тка­
нині при недостатності тіаміну порушенням в синтезі ацетил- 
КоА, попередника нейромедіатора АХ, який обумовлений знижен­
ням активності ПДК внаслідок дефіциту його коферменту - ТДФ. 
Дальші дослідження показали, що далеко 'не завжди порушення 
функції нервової тканини, що пов'язані з дефіцитом тіаміну, 
супроводжуються зниженням ПДГ-активності в мозку (Haas, 1990) 
і ця гіпотеза на деякий час була забута. Проте цілий ряд екс­
периментальних даних, одержаних дослідниками за останній, час, 
спонукають повернутись до розгляду питання про можливість ре­
алізації специфічної нейротропної функції тіаміну на рівні 
регуляції синтезу чи обміну АХ. В аспекті проблеми, яка розг­
лядається, із цих даних найбільше значення мають слідуючі: 
1) відкриття механізму регуляції ПДК фосфорилюванням-дефосфо- 
рилюванням (Reed, 1969), 2) зкспериментальні докази переваж­
ного використання пірувату для синтезу АХ CLefresne et all., 
1978; Perry et all.,19803, 3) докази чіткої спряженості регу­
ляції ПДК по механізму фосфорилювання з функціонуванням збуд­
ливої мембрани [Browing et all.,1981; Schaffer & Olson,19803. 
Виявлення участі тіамінфосфатів у регуляції ПДК з урахуванням 
вищеприведених фактів дозволяє повернутись до гіпотези, 
висловленої Peters, але з позиції іншого, некоферментного, 
механізму дії тіаміну.

Оскільки, по нашим спостереженням, ТДФ і ТТФ виявляють 
протилежно направлену дію на активність ПДГ-фосфатази і в ці­
лому на активність ІЗДК, ми припустили, шо легко протікаюча 
in vivo трансформація цих двох фосфорних зфірів тіаміну, спря­
жена із зміною мембранного потенціалу, може відігравати певну 
роль в регуляції активності ПДК і, відповідно, синтезу АХ.

Однак, щоб перевірити це припущення, треба було, перш за 
все, переконатись в тому, що, Дійсно, зміни концентрації тіа­
мінфосфатів в нервовій клітині будуть приводити до зміни син­
тезу АХ із пирувату і, відповідно, до зміни активності ПДК, і 
що концентрація фосфатів тіаміну в клітині змінюється синхро­
нно із зміною потенціалу збудливої мембрани.
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Мал. 9. Активність ПДК (1), ПДГ (2 і З, відповідно, 
до і після активації ендогенною ПДГ-фосфатазою) і 
включення міченого вуглецю із С2-14С]пірувату в АХ
(4) і СОг (5) в синаптосомах, інкубованих з тіаміном.
Усі величини виражені в X від значення відповідного 
показника в контролі (інкубація без тіаміну).

Дослідження впливу тіаміну на синтез АХ із С2-14С] піру­
вату синаптосомами, проведене в экспериментах in vitro, пока­
зало, що зрастання концентрації тіаміну в інкубаційному сере­
довищі від 1 до 50 мкМ приводить до нелінійного інгібування 
включення міченого вуглецю із С2-14С]пірувату в АХ (мал. 9). 
В цих же умовах повна активність ПДК, також як і активність 
першого ферментного білку комплексу, змінюється синхронно із 
зміною включення мітки з пірувату-в АХ (мал. 9, 1 и 9, 2).
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Визначення активності ГЩГ синаптосом після активації in vitro 
ендогенною ЦДГ-фосфатазою (мал.9, 4) показало, що дія тіаміну 
направлена на регуляцію ПДК фосфорилюванням-дефосфорилюванням. 
Змігаа включення радіоактивного вуглецю із пірувату в COg 
(мал. 9, 5) також корелює із змінами активності ПДК і ПДГ. 
Одержані результати свідчать на користь припущення про вплив 
тіаміну на синтез АХ саме на рівні синтезу його попередника
- ацетил-КоА. Однак, щоб з певністю твердити, що цей шлях дії 
тіаміну на внутрішньосинаптосомальний метаболізм АХ єдиний і 
не є результатом неспецифічного впливу тіаміну на всі функції 
нервової клітини, опосередкованого взаємодією його з певними 
рецепторами на збудливій мембрані, було проведене дослідження 
впливу тіаміну на інші процеси, зв’язані з синтезом і обміном 
АХ, а саме: на захват нервовими закінченнями другого субстра­
ту в реакції синтезу АХ - холіну, на ферменти синтезу АХ - 
холінацетилтрансферазу (КФ 2.3.1.6) та гідролізу АХ - ацетил- 
холінестеразу (АХЕ, КФ 3.1.1.7). Виявилось, що як при субс- 
тратній (100 мкМ)., так і при фізіологічній (1 мкМ) концентра­
ціях холіну, тіамін в діапазоні концентрації 0,1 мкМ-I мМ 
не інгібує захват холіну. Навпаки, в останньому випадку при 
концентрації тіаміну 0,1-10 мкМ спостерігається деяка віро­
гідна стимуляція захвату холіну. Дослідження впливу тіаміну 
на активність холінацетилтрансферази і АХЕ показали, що і на 
ці реакції тіамін не впливає при фізіологічних концентраціях. 
Інгібування АХЗ-ої активності тіаміном характеризується К;-
0,2 мМ. Таким чином, проведені дослідження підтверджують 
припущення про вибірну дію тіаміну на синтез АХ на рівні ре­
гуляції ПДК.

При аналізі одержаних результатів неминуче виникає пита­
ння: наскільки фізіологічна ця дія тіаміну? Відповідно до да­
них літератури, тіамін звільнюєтья із нервово-м’язевих препа­
ратів при збудженні [МІП2,1938; Itokawa & Cooper,1970]. Отже, 
можливо чекати, що в пресинаптичній щілині in vivo періодично 
створюються певні концентрації екзогенного по відношенню до 
нервових закінчень тіаміну. В зв'язку з цим був досліджений 
характер взаємодії тіаміну з нервовими закінченнями в діапа­
зоні його фізіологічних концентрацій (мал. 10). Виявилось, що 
Кд для специфічного зв’язування тіаміну з мембраною нервових
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Мая. 10. Взаємодія тіаміну з синаптосомами мозку щурів 
при інкубації в Кребс-Рінгеровському бікарбонатному бу­
фері при температурі °0 С (1 - превалює зв’язування) і 
37 °С (2 - зв'язування + транспорт). Кількість прореагу­
вавшого тіаміну розраховано по питомій радіоактивності 
використаного міченого тіаміну. За допомогою комп’ютер­
ної програми [Duegleby, 19811 визначені Кй=2,34± 0,55 мкМ 
і Кт=3,92И,3 мкМ.

закінчень і Km для його транспорту через мембрану мають один 
і той же порядок і дорівнюють, відповідно, 2,34±0,55 мкМ і 
3,92±1,3 мкМ, що відповідає внутрішньоклітинній концентрації 
тіаміну. Результати, що одержані при дослідженні концентраці­
йної зачежності специфічного зв’язування тіаміну ізольованими 
плазматичними мембранами синаптосом (ПМС) (мал. 11) і фактич­
но відображають характер взаємодії тіаміні з мембранами нер­
вових закінчень, принципово нічим не відрізняються від даних, 
одержаних при вивченні взаємодії тіаміну з мембранами інших 
клітин, наприклад, слизової оболонки шлунку [Rindi & Ventura, 
1972), гепатоцитів [Lumen? et all., 1979), клітин мікроорга- 
нізів [Takashi, 1933) та ін., відповідно яким при низьких ко­
нцентраціях тіаміну (від 0,01 до 10 мкМ) його взаємодія з бі­
ологічними мембранами є активним процесом, при більш високих
- переважає пасивний транспорт. Кд. для специфічного з’вязува-
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Мая. 11. Концентраційна залежність зв’язування міче­
ного тіаміну препаратами ПМС (інкубація в Кребс-Рінге- 
ровському бікарбонатному буфері протягом-2,б хв., 37 °С, 
0,5 мг білку ПМС на 1 мл середовища); кожна точка - се­
реднє із трьох дослідів! Вр - рівноважна концентрація 
зв’язаного тіаміну [Варфоломеев и др., 1985]. r

ння тіаміну з препаратами ПМС визначена рівною 3,1 мкМ. За­
хоплений синаптосомами мічений тіамін~ знаходиться ' у всіх 
субсинаптосомальних фракціях, причому в фізіологічних концен­
траціях його більша частина виявляється зв’язаною з фракцією 
мембран і синаптичних везикул (табл. 3). Уже через 2.5 хв.ін­
кубації синаптосом з міченим тіаміном переважна частина захо­
пленого ними тіаміну фосфорильована: тіамін, ТМФ, ТДФ і ТТФ 
складають, відповідно, 16,8; 21,5; 41,5 и 20,3% від загально­
го вмісту міченого тіаміну (42,5 пмоль на 1 мг білку, середнє 
з трьох незалежних визначень). Слід відмітити, що при більш 
тривалій інкубації синаптосом в середовищі з тіаміном, частка 
ТТФ знижується до 5,9%, що наближається до середньостатистич- 
ного вмісту цього фосфату в тканині мозку [Bettendorff et 
all.,1985]. Одержані результати підтверджують літературні да­
ні про те, що при надходженні тіаміну в клітини тварин знач-
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Табл. 3. Розподіл по субсинаптосомальним фракціям 
[35SJтіаміну, поглинутого синаптосомами в дослідах in vitro 
та in vivo Гпмоль тіаміну на 1 мг білку), М±ш, п-3.
1

1 Препарат
І П V

.......і
І t Г 0

ї
I n  V і V о 1

[тіамін]-2мкМ [тіамін]-20мкМ [тіамін]-1,5мкМ|

1Синаптосоми
1 після шоку 45,60±10,17 245,80+74,07 1,80±0,40 1
ІМиелін +
ІГл.ретикулум 4,18+1,20 28,80±5,63 1,74+0,38 1
|Пл.мембрани 10,БЗ±2,00 73,89+15,07 1,51±0,36 1
1синаптосом
ІСинаптичні 47,38+13,05 116,00+33,40 13,43+3,45 1
1г ̂ викули
1Синаптосом. 3,27±1,00 231,4б±52,83 5,16±1,67 1
Імітохондрії

і J

на його частина проходить через стадію утворення ТТФ, який 
найбільш швидко обмінюється із фосфорильованих похідних тіа- 
іну СРыбина, 1959; Berman & Fishman, 1975]. В той же час від­
носний вміст в синаптосомах інших тіамінфосфатів,які синтезу­
ються із поглинутого ними міченого тіаміну, 1 через 15 хв.ін­
кубації значно відрізняється від середньостатистичних показ­
ників для тканини мозку: ТДФ складає всього 41,2%, а частка 
ТМФ і вільного тіаміну набагато зростає. Ці результати свід­
чать, що поглинений тіамін не змішується з загальним пулом 
тіаміну в синаптосомах, основну частину якого в мозку, як і 
в інших тканинах, складає ТДФ [Matsuda & Cooper, 1981]. На 
основі цих даних було висловлено припущення про існування в 
нервових закінченнях рухомого пулу тіаміну,який відрізняється 
від метаболічного пулу, представленого в основному ТДФ, зв’я­
заним а білками залежних від нього ферментів. Детальне вивчен­
ня локалізації ферментів синтезу і деградації ТДФ і ТТФ в ізо­
льованих синаптосомах показало, що, так як і в інших клітинах, 
синтез цих тіамінфосфатів в нервових закінченнях відбуваєть-
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ся переважно в цитозолі, ТТФазна активність найбільш висока 
у фракції плазматичних мембран і синаптичних везикул, ТДФаз- 
на - в мітохондріях. Припущення про наявність лабільного пулу 
тіаміну в нервових закінченнях підтверджується результатами 
експериментів по вивченню впливу факторів, деполяризуючих ме­
мбрану синаптосом, на зв'язування синаптосомами міченого тіа­
міну. Деполяризація мембрани не тільки перешкоджає зв’язуван­
ню тіаміну синаптосомами, але й приводить до звільнення в на­
вколишнє середовище уже захопленого раніше тіаміну (мал. 12).

Мал. 12. Зв’язування (А) і звільнення (Б) тіаміну 
синаптосомами при інкубації їх в Кребс-Рінгеровському 
бікарбонатному середовищі з KCL в концентрації 4,6 (1),
ЗО (2) та 60 (3) мМ і KCL (ЗО мМ) з валіноміцином (4).

Дослідження з використанням флуоресцентного зонду показа­
ли, що тіамін і його фосфати, добавлені в інкубаційне середо­
вище, в свою чергу викликають деполяризацію синаптичних мемб­
ран: у Кребс-Рінгеровському середовищі тіамін, ТМФ, ТДФ вик­
ликають помітну деполяризацію мембрани, починаючи з 1-10 мкМ 
і вище, ТТФ - при більш низьких концентраціях - 0,1 мкМ. Ос­
кільки присутність ТТФ в пресиналтичній щілині практично вик­
лючена (в мембрані міститься ТТФаза), а концентрації тіамі­
ну і інших його фосфатів, що викликають деполяризацію, доста­
тньо високі в порівнянні з можливою концентрацією їх in vivo 
в пресиналтичній,щілині , ми вважаємо,' що деполяризуюча дія цих
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сполук на синаптичну мембрану зовні не фізіологічна. Однак, 
не виключено, що тіамінфосфати можуть чинити певний вплив на 
мембранний потенціал зсередини клітини. Дійсно, дані, одержа­
ні при вивченні, взаємодії тіаміну і його фосфатів з препара­
тами синаптосом і ПМС, підтверджують висказане вище припущен­
ня. Виявилось, що тіамінфосфати не конкурують з [14С]тіамі- 
ном за зв’язування з препаратами синаптосом, але є афективни­
ми конкурентами цьому ліганду при взаємодії його з препарата­
ми ПМС. Найбільш показові результати в цьому плані отримані в 
экспериментах 8 ТТФ-ом (мал. 13).

Мал. 13. Зв’язуван­
ня міченого тіаміну 
синаптосомами (і,
2, 3) і ПМС (1*,2’, . 
З’) (в % від конт­
ролю) в присутності 
немічених сполук:
1 - тіамін, 2 - ТДФ, 

j____________ _______________, 3 - ТТФ.
7 6 5

-Lg ГТФ)
Детальне дослідження, проведене за методом конкурентного 

аналізу [Варфоломеев, Зайцев, 1982), показало, що спорідне­
ність ТТФ до препаратів ПМС порівнянна з такою самого тіамі­
ну; розрахована для нього Кд дорівнює 1,0±0,3 мкМ. Різницю в 
результатах, одержаних з препаратами синаптосом і ПМС, можна 
пояснити тією обставиною, що у випадку синаптосом ТДФ і ТТФ 
нездатні зв’язуватись з зовнішньою поверхнею мембрани, в пре­
паратах же ЛИС, де орієнтація мембранних везикул змішана 
(приблизно наполовину), для взаємодії стає доступна внутрішня 
поверхня ПМС, до якої спорідненість тіамінфосфатів вища.

Таким чином, можна припустити наявність певної детермі­
нованості потоку тіаміну і його фосфатів між нерЕовим закін­
ченням і пресинаптичною щілиною, спряженого з функціональним 
станом збудливої мембрани: захват тіаміну при реполяризації
мембрани,фосфорилювання його до ТДФ та ТТФ в цитоплазмі, де-~ 
фосфорилювання всіх фосфатів до тіаміну і звільнення в преси-
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наптичну щілину при деполяризації (збудженні). Мы припускає­
мо, що в цьому човниковому русі тіаміну через мембрану нерво­
вих закінчень певну участь приймає ізольований нами із синап- 
тосом тіамінзв'язуючий білок (ТЗБ). На таке припущення наво- 

v дить однакова спорідненість тіаміну до ТЗБ і препаратів ПМС, 
що знайшло відображення в досить близьких значеннях Кд, які 
становлять, відповідно, 3,1 и 3,0 мкМ. Порівняльне досліджен­
ня взаємодії фосфорних зфірів тіаміну з ТЗБ і ПМС, проведене
з використанням [14С]тіаміну за допомогою методу конкурентно­
го аналізу також показало схожість цих характеристик для обох 
препаратів (мал. 14): і в тому і в другому випадку найбільш
активно конкурують з тіаміном ва зв'язування ТТФ і ТМФ.

Мал. 14. Тіамінзв’язуюча активність (в % від контро­
лю) ТЗБ (А) і ПМС (Б) при інкубації їх з 10-кратним над­
лишком неміченого тіаміну (1),ТМФ (2), ТДФ (3) і ТТФ (4).

На додаток до всього виявлена здатність ТЗБ В присутно­
сті іонів двухвалентних металів вибірно гідролізувати фосфор­
ні ефіри тіаміну, найбільш активно - ТТФ (табл. 4) 1 афінітет 
його до АХ, який характеризується Кд-13,0±2,0 мкМ. Константа 
Міхаеліса для реакції гідролізу ТТФ ТЗБ визначена рівною 17,7 
мкМ. Ця величина декілька вища ніж можлива усереднена конце­
нтрація ТТФ в нервових закінченнях. Отже, можна припустити, 
що якщо білок і функціонує як ТТФаза in vivo, то тільки в 
чітко визначених умовах.Такий висновок підтверджується і ре-
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Табл. 4. Здатність субсинаптосомальних фракцій і 
ТЗБ гідролізувати фосфорні афіри тіаміну (в нмоль Рі на 1 
мг білку за 15 хв., п - 3 - 5).
1

1 Препарат

1
1 ТТФ + Mgz+ І ТДФ, pH 9,0

1 1 
1 тмф м

ІрН - 9,0
f
ІрН - 7,6| 
І і

+ Mgz+ 1 + Са2+ 
1

1 Мк 1 
ІрН - 9,0| 
1 -1

1Синаптосоми 1 35.0
1 1 
І 41,5 1 31,9

1
1 48,6

1 і 
1 38,5 1

1 ±9,5 1 ±10,6 І ±10,5 1 ±6,0 1 ±4,3 1
1 ПМС 1 99,3 1 61,5 1 88,2 1 71,0 1 53,0 1

1 ±28.0 1 ±13,5 1 ±25,6 1 ±13,6 1 ±13,5 1
ІМітохондрії 1 8,1 1 О •“» Q 1 1 ,0 1 72,4 1 317,0 1 27,9 1
1синаптосом 1 ±4,6 1 ±2,0 1 ±19,5 1 ±15,4 1 ±3,0 і
1Синаптич. )л 92,0 1 156,5 1 70,1 1 91,9 1 151,1 1
1гезикули 1 ±16,7 [ ±46,0 1 ±19,1 1 ±4,0 1 ±11,5 1
ІМіелін + 1 10,0 1 19,1 і 54,3 1 78,4 1 24,0 1
1 мембрани гл. 1 ±3,5 і ±9,0 1 ±13,4 1 ±29,0 1 ±5,7 1
1ретикулума 1 1 1 1 1
1 ТЗБ 1 48,9 1 363,4 1 206,8 1 134,7 1 65,0 1

і
1 ±9,4 
і .

1 ±38,5 1 
.і___ __і.

±61,4 1 ±33,8 
1

1 ±21,4 1 
і і

зультатами дослідження кінетики пригнічення ТТФазної актив­
ності тіаміном: виявилось, що тіамін пригнічує ТТФазну ак­
тивність ТЗБ при його фізіологічних концентраціях (Кі—4,5 
мкМ). Це пригнічення, по нашим даним, має неконкурентний ха­
рактер по відношенню до ТТФ, що може свідчити про зв’язування 
тіаміну і ТТФ різними ділянками білку. Встановлені факти при­
вертають увагу до ТЗБ як можливій ланці в ланцюжку реакцій, 
що залучають тіамін в здійснення специфічних функцій нервової 
клітини.

На основі аналізу всіє'і сукупності одержаних нами даних
і даних літератури була сформульована нова гіпотеза відносно 
механізмів нейротропної дії тіаміну, ключовими точками йкоїє: 
уявлення про існування в нервових закінченнях рухомого пулу 
тіаміну; потенціалзалежна циркуляція його між пресинап'?ичною 
щілиною і внутрішньоклітинним простором синаптосом; спряження
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обміну тіаміну (його рухомого пулу) а обміном АХ. По нашим 
припущенням, може бути декілька ділянок такого спряження: на 
рівні регуляції синтезу ацетильного компоненту АХ (регуляція 
активності ГЩК), перенос ацетильного компоненту через міто- 
хондріальні мембрани, захват та звільнення АХ або продук­
тів його гідролізу нервовими закінченнями. Не виключена 
також можливості участі тіаміну в регуляції функціонування 
ацетилхолінового рецептору, про що вже є відомості в літера­
турі (Doerge et all., 1979), а також можливість участі тіа- 
мінфосфатів, особливо ТТФ, в регуляції фосфорилюванням функ­
ціонально важливих білків нервових закінчень. Виявлення в 
мембранних структурах нервового закінчення функціонально-ак­
тивного ТЗБ, який проявляє спорідненість як до тіаміну, так і 
до АХ, підтверджує справедливість вищевикладених припущень. В 
цілому вся сукупність одержаних даних свідчить про те, що 
нейроактивність тіаміну обумовлена не наявністю унікальної 
некоферментної функції тіаміну в нервових клітинах, а особли­
востями їх структурно-функціональної організації. Остання 
обумовлює надзвичайну важливість для нервових клітин окре­
мих біохімічних реакцій, які відбуваються за участю тіаміну 
по некоферментному механізму і мають універсальне розповсюд­
ження у всіх тканинах.

■ В И С Н О В К И
1. В тканинах тварин регуляція активності першого компо­

ненту дегідрогеназних комплексів а-кетокислот по принципу 
асоціації-дисоціації коферменту (ТДФ) і апоферменту реалізу­
ється тільки в умовах глибокого авітамінозу. Підтвердженням 
цього є визначена величина уявної Кщ.КГДГ для ТДФ в тканині 
печінки, яка дорівнює 3,8±1,6 мкМ, що в 5-6 разів нижче фізі­
ологічної концентрації ТДФ.

2. Виявлений прямий кореляційний зв’язок, який не зале­
жить від коферментної функції ТДФ, між рівнем тіаміну у віль­
ній формі і рівнем відновленого глутатіону в тканині печінки. 
Зміна рівня відновленого глутатіону під впливом тіаміну може 
бути одним із факторів його регуляторної дії на активність 
ТДФ-залежних дегідрогеназ.

3. ТДФ і ТТФ в фізіологічних концентраціях приймають 
участь в регуляції активності ПДК по механізму фосфорилювання
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-дефосфорилювання. Обидва тіамінфосфати інгібують активність 
ПДГ-кінази (що приводить до активації ВДЮ і діють протилеж­
ним чином на активність ПДГ-фосфатази. ТДФ активує її 
(Ка-0,02 мкМ), ТТФ справляє нелінійне пригнічення (і, таким 
чином, інгібує активність ПДК).

4. В нервових закінченнях тіамін опосередковано через ре­
гуляцію тіамінфосфатами активності ПДК по механізму фосфори- 
лювання-дефосфорилювання приймає участь у регуляції синтезу 
АХ із пірувату.

5. На плазматичних мембранах синаптосом (ПМС) існують 
ділянки, які специфічно зв’язують тіамін (Кд- 3,0 мкМ). Тіа­
мінфосфати конкурують з тіаміном за зв’язування з препаратами 
ПМС (ТТФ>ТМФ> ТДФ). Нездатність тіамінфосфатів конкурувати з 
тіаміном При взаємодії його з нативними синаптосомами свід­
чить про локалізацію тіамінзв'язуючих ділянок на внутрішній 
поверхні ПМС.

6. Із синаптосом вперше був ізольований тіамінзв'язуючий 
білок (ТЗБ), спорідненість якого до тіаміну ідентична до та­
кої ПМС (Кд-3,1 мкМ). Ізольований ТЗБ проявляє здатність ви­
бірково гідролізувати фосфорні ефіри тіаміну, найбільш актив­
но - ТТФ, і зв’язувати ацетилхолін з Кд-13,0±2,0 мкМ. Подіб­
ність вивчених характеристик в відношенні зв’язування тіаміну 
ізольованим ТСБ і ПМС свідчить про імовірну локалізацію білку 
в збудливих мембранах і про участь його в реалізації нейро- 
тропної функції тіаміну.

7. Було досліджено розподіл ферментів синтезу та деграда­
ції тіамінфосфатів в нервових закінченнях. В нервових закін­
ченнях, також як і в клітинах інших тканин, синтез ТДФ і ТТФ 
локалізований переважно в цитоплазмі, гідроліз ТДФ найбільш 
активно здійснюється мітохондріями, а ТТФ - ПМС і синаптични--^ 
ми везикулами.

8. Поглинутий синаптосомами екзогенний тіамін фосфорилю- 
ється до ТМФ,ТДФ і ТТФ і включається у всі субсинаптосомальні 
фракції. Розподіл по фракціям міченого тіаміну, який потрап­
ляє в синаптосоми в дослідах in vivo та in vitro неодна- 
ковоий: у першому випадку більша частина мітки локалізована в 
мітохондріях, у другому - у фракції плазматичних мембран і 
синаптичних ве+зикул. При деполяризації поглинутий in vitro 
мічений тіамін звільнюється із синаптосом в оточуючий простір.
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Постулюється існування в нервових закінченнях двох пулів ті­
аміну, один із яких (зв’язаний з ферментними білками) повіль­
но обмінюється, а другий - швидко. Циркуляція останнього між 
поза- та внутрішньоклітинним простором нервового закінчення 
спряжена з функціональним станом плазматичних мембран.

9. На підставі аьалізу власних експериментальних і літе­
ратурних даних запропонована нова гіпотеза механізму реаліза­
ції нейротропної функції тіаміну, в основі якої лежить уяв­
лення про взаємозв'язок обміну тіаміну і ацетилхоліну.
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