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ЗАГАЛЬНА ХАРАКТЕРИСТИКА РОБОТИ

Актуальність проблеми. Добре відома роль ацетилхоліну (АХ) 

як медіатора синаптичної передачі. Однак поряд з медіаторною 

функцією АХ відіграє важливу роль в регуляції інтенсивності 1 

спрямованості метаболічних процесів. Класичними дослідженнями 

Дж.Ббрна (Burn. 1956), М.Г.Удельного (1975), І.А. Аршавського 

(1960-1982), Г. Н.КассІля (1983) показано, що АХ. який міститься в 

тканинах 1 крові, також має певну фізіологічну дію на тканини, 

яку можна назвати немег'аторною або дією його як місцевого гормо­

ну. Згідно даних 1 уявлень І. А.Аршавського (1982) концентрація АХ 

зростає після функціонального навантаження 1 забезпечує стан спо­

кою зі зниженим поглинанням кисню 1 перебігом відновних процесів. 

Такий характер дії АХ передбачає його вплив на внутрішньоклітинні 

енергетичні процеси. Проте, роль-АХ як регулятора енергетлчного 

обміну в клітинах організму, зокрема на мітохондріальному рівні, 

вивчена недостатньо. В літературі в основному представлені дані 

про дію АХ на азотистий 1 білковий обмін в тканині печінки 1 моз­

ку (Демин. 1967; Нилова, 1973; Елаев, 1978 та Інші). АХ впливає 

на активність трансаміназ і стимулює білковий синтез. Однак, по­

силення процесів переамінування може бути істотним фактором під­

вищення енергетичних процесів (Кондрашова. 1989. 1991). На од

вказують дослідження І.В. Шостаковської- (1968. 1992), а також на­

ші спільні дослідження (Гордий и др; 1985; Долиба. 1986; Шоста* 

ковская и др.. 1992). в яких з допомогою радіоактивної мітки чіт­

ко показана інтенсифікація обміну АТФ у тканині підшлункової за­

лози, а також значне зростання ефективності окисного фосфорилю- 

вання в Ізольованих секреторних клітинах 1 їх мітохондріях (MX) 

при введенні тваринам АХ і.додаванні його до суспензії клітин. 

Однак залишаються невідомими механізми такої дії. її притаман­

ність іншим органам 1 видам тварин.

Відомо також, що стимульовані АХ білоксинтєтичні процеси ви­

магають не тільки енергії АТФ. але і ГТФ. Важливим джерелом П І  є
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синтез його в процесі субстратного фосфорилювання в MX (Olson. 

Allgyer. 1972). Проте дослідження впливу АХ на субстратне фосфо- 

рилюввання в MX не проводилися.

У літературі не представлені також комплексні дослідження ре­

гуляції енергетичного обміну АХ-ом на різних рівнях організації 

тваринного організму. Такий підхід важливий для вияснення меха­

нізмів, які приймають участь в реалізації впливу введеного АХ на 

клітинну енергетику. З’ясуванню цих питань 1 присвячена дана ро­

бота.,

Иеха.1__завдання дослідження. Метою наших досліджень було

вивчення на субклітинному 1 органному рівнях зміни енергетичного 

обміну в серці 1 травних органах при активації холінергічної сис­

теми введенням тваринам АХ 1 прозерину, а також вияснення значен­

ня регуляторного впливу холінергічних механізмів на клітинну 

енергетику в умовах ледостачі кисню та в підвищенні резистентнос­

ті організму до дії стресорних факторів. Для досягнення поставле­

ної мети необхідно було вирішити наступні завдання:

- вивчити вплив введеного в організм АХ на дихання, окисне 

та субстратне фосфорилювання в MX міокарду, печінки, підшлункової 

залози та слизової оболонки тонкої кишки;

- дослідити участь реакцій переамінування в стимуляції ди­

хання і окисного фосфорилювання в MX міокарду 1 печінки після 

введення тваринам АХ;.

- вияснити роль холінорецепторів .у реалізації дії введеного 

в організм АХ на енергетичний обмін у MX міокарду 1 печінки;

- вивчити вплив введеного в організм а-кетоглутарату Na на 

енергетичний обмін у MX міокарду 1 печінки та порівняти його із 

впливом АХ;

- дослідити вплив введеного в організм а-кетоглутарату Na на 

загальну холінестеразну активність 1 рівень холіноподібних речо­

вин у крові, а також у тканинах печінки та підшлункової залози;

* з'ясувати особливості впливу на дихання і окисне фосфори- 

лювакня в MX одночасного введення в організм АХ та деяких інтер-



-  з  -

медіатів циклу трикарбонових кислот:

- дослідити ефекти АХ на внутрішньоклітинний енергетичний

обмін в ізольованому перфузованому серці та печінці:

- вивчити зміни показників енергетичного обміну в серці ПІД 

впливом холіноміметиків на рівні організму флюориметричним мето­

дом 1 методом ядерно-магнітно-резонансної спектроскопії:

•- промоделювати природне підвищення холінергічного статусу, 

організму за умов адаптації до гіпоксичної гіпоксії та вияснити в 

цих умовах характер змін енергетичного обміну в MX;

- вияснити роль попередньої адаптації тварин до гіпоксичної 

гіпоксії та введення тваринам а-кетоглутарату Na у підвищенні ре­

зистентності енергетичного обміну міокарду до дії сильних стре- 

сорних навантаженнь на організм.

Наукова новизна. Вперше доведено, що введення в організм АХ 

стимулює дихання та окисне фосфорилювання в MX міокарду, печінки, 

підшлункової залози і слизової оболонки тонкої кишки щура 1 

морської свинки шляхом активації окислення в циклі трикарбонових 

кислот а-кетоглутарату з одночасним підвищенням спряженості ди­

хання і фосфорилювання в MX досліджуваних органів. Активація 

окислення а-кетоглутарату супроводжується зниженням окислення 

сукцинату. Цей ефект є специфічним для названих субстратів 1 не 

виявляється при окисленні Інших інтермедіатів циклу Кребса. Така 

вибіркова регуляція здійснюється за рахунок активації амінотранс- 

Феразного шляху утворення а-кетоглутарату. Стимуляція окислення 

цього субстрату АХ-ом веде до активації субстратного фосфорилю­

вання, яке спряжене з синтезом ГТФ 1 опосередковує гальмівний 

вплив АХ на'окислення сукцинату в MX.

На ізольованих гепатоцитах 1 виділених MX встановлено, що в 

механізмі дії екзогенного АХ істотне значення має зростання ци­

топлазматичної концентрації кальцію, збільшення кальцієвої ємнос­

ті MX та підвищення швидкості транспорту катіона в MX. Показано, 

що різні концентрації кальцію можуть реципрокно впливати на окис­

лення а-кетоглутарату і сукцинату в MX.



Виявлено невідоме раніше явище синергізму в дії при сумісному 

введенні в організм АХ 1 а-кетоглутарату Na на енергегетичний об­

мін у MX. Вперше показано, що введений тваринам а-кетоглутарат Na 

знижує холінестеразну активність в крові і збільшує вміст АХ в 

тканинах серця, печінки 1 підшлункової залози щура, що свідчить 

про існування сильного регуляторного зв’язку між дією АХ і а-ке­

тоглутарату Na на рівні організму.

Показана участь холінорецепторів в реалізації дії введених в 

організм АХ 1 а-кетоглутарату Na на енергетичні процеси в MX. 

М-холіноблокатор атропін повністю усуває стимулюючу дію введених 

в організм АХ 1 а-кетоглутарату Na на окисні процеси в MX печін­

ки, а спільна блокада М- 1 Н-хо.Днорецепторів атропіном і бензо- 

гексонієм знімає ефект АХ у MX міокарду. Показано, що (5-адрено- 

блокатор обзидан. який забезпечує превалювання в організмі пара­

симпатичного тонусу, ще більше підсилює ефект введеного АХ на 

енергетичні процеси в MX міокарду.

Встановлений стимулюючий вплив введеного в організм АХ на 

окислення а-кетоглутарату 1 підвищення ефективності спряження ди­

хання 1 фосфорилювання відтворюється на Ізольованих перфузованих 

печінці і серці, що свідчить про прямий ацетилхоліновий механізм 

даного ефекту. На Ізольованій перфузованій печінці показаний сти­

мулюючий вплив АХ на глюконеогенез 1 синтез глікогену.

Встановлено, що як після введення АХ, так 1 норадреналіну 

відбувається окислення піридиннуклеотидІВ' в тканині міокарду со­

баки, що вказує на активацію окисних процесів у клітинах. Однак, 

вказані медіатори спричиняють різнонаправлену дію на швидкість 

поглинання кисню; підвищення у випадку введення норадреналіну 1 

зниження у випадку АХ. що викликано активацією’обміну в MX двох 

різних енергетичних субстратів - а-кетоглутарату 1 сукцинату. 

окислення яких зумовлює різну ефективність окисного фосфорилюван­

ня, Показано, що зміна адренергічного тонусу на холінергічний в 

процесі адаптації тварин до гіпоксичної гіпоксії відображається 

на мітохондріальному рівні в зміні активації окислення сукцинату
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на а-кетоглутарат, що призводить до підвищення ефективності спря­

ження дихання 1 фосфорилювання. Встановлено, що попередня адапта­

ція до гіпоксії, а також введення тваринам а-кетоглутарату Na 

підвищують резистентність енергетичного обміну міокарду до дії 

сильних стресорних навантажень.

На основі проведених досліджень 1 даних літератури пропону­

ється концепція існування цілісних реципрокних медіаторно (гормо-. 

нально) - субстратно - нуклеотидних систем адекватного енергетич­

ного забезпечення фізіологічних функцій організму: АХ - а-кетог­

лутарат - цГМФ - ГТФ (кГФ) і катехоламіни - сукцинат - цАМФ - 

АТФ. Реципрокність цих систем є необхідною для регуляції потреб 

клітини в кисні, а також його ефективного використання для синте­

зу АТФ та Інших макроергів в залежності від енергетичних 1 плас­

тичних потреб клітини.

Науково-практична цінність .роботи,__Одержані дані розширюють

наші уявлення про механізм дії нейротрансміттера АХ на енергетич­

ні процеси в клітинах і MX. Виявлені особливості впливу АХ 1 

а-кетоглутарату Na на дихання і окисне фосфорилювання в MX секре­

торних клітин і міокарду, що полягають в значному підвищенні 

ефективності спряження дихання 1 фосфорилювання, можуть стати те­

оретичним обгрунтуванням для медико-клінічних досліджень з метою 

розробки методів корекції енергетичного обміну 1 метаболічної те­

рапії при патологічних станах пов’язаних з гіпоксією, дистрофіч­

ними змінами нейрогенної природи і тривалими стресорними наванта­

женнями на організм. Дані про стимулюючий вплив холіноміметиків 1 

а-кетоглутарату Na на субстратне фосфорилювання і синтез ГТФ доз­

воляють рекомендувати ці речовини як стимулятори відновних анабо- 

лічних процесів в клітинах організму. Встановлений факт холіномі- 

метичної дії а-кетоглутарату Na вказує на можливість його вико­

ристання як агоніста (сйнергіста) АХ при корекції клітинної енер­

гетики.

Основні положення, шо виносяться на захисті

1. Стимуляція дихання 1 окисного фосфорилювання в MX міскар;
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ду. печінки, підшлункової залози 1 слизової тонкої кишки введен­

ням тваринам АХ зумовлена активацією окислення а-кетоглутарату та 

його утворення в амінотрансферазній рекції.

2. Введення тваринам АХ стимулює субстратне фосфорилювання в 

MX печінки щура 1 морської свинки.

3. Гальмівний вплив АХ на окислення сукцинату в MX опосеред­

ковується через гуанілові нуклеотида, які утворюються в процесі 

субстратного фосфорилювання.

.4. Стимулюючий вплив введеного тваринам АХ на енергетичний 

обмін у MX опосередковується через М- 1 Н-хол1норецепторн.

5. При сумісному введенні в організм а-кетоглутарату Na 1 АХ 

проявляється синергізм їх дії на енергетичний обмін у MX міокарду 

1 печінки.

6. АХ стимулює дихання 1 окисне фосфорилювання в MX. виділе 

них з перфузованої' ізольованої печінки, підвищує концентрацію 

креатинфосфату, фосфатний потенціал 1 відношення піруват/лактат в 

пефузованому серці щура.

7. АХ стимулює глюкойеогенез в Ізольованій перфузованій пе­

чінці щура.

8. Введення АХ викликає окислення піридиннуклеотидів та зни­

ження поглинання кисню тканиною серця собаки.

9. В процесі адаптації тварин до гіпоксичної гіпоксії підви­

щується холінергічний статус організму, що супроводжується акти­

вацією окислення в MX а-кетоглутарату 1- підвищенням спряження ди­

хання 1 фосфорилювання.

10. Попередня адаптація тварин до гіпоксії, а також введення 

тваринам а-кетоглутарату Na підвищують резистентність енергетич­

ного обміну міокарду до дії сильних стресорних впливів.

Апробація роботи. Матеріали дисертації доповідалися на Всесо­

юзних конференціях, з фізіології 1 біохімії медіаторних процесів 

(Москва. 1985. 1990). фізіології травлення 1 всмоктування ( Тер­

нопіль. 19S6). » китздь евеЛЕЦІЙНОІ Фізіології (Ленінград. 1986). 

зі здоров'я лминк » Сибіру (Красноярськ. 1986), з’їздах Укра­
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їнського фізіологічного товариства їм. І.П.Павлова (Львів, 1986; 

Харків. 1990), Всесоюзному симпозіумі з молекулярних механізмів 1 

регуляції енергетичного обміну (Пущино, 1986), V 1 VI Українсько­

му біохімічному з’їзді (Івано-Франківськ, 1987; Київ. 1992),' XV 

з’їзді Всесоюзного фізіологічного товариства їм. І.П.Павлова (Ки­

шинів, 1987), Всесоюзній конференції по секреції травних залоз у 

нормі' 1 патології (Андижан, 1988). VII Всесоюзній конференції по. 

біохімії м’язів (Тбілісі. 1989), І Всесоюзному радіобіологічному 

з’їзді (Москва, 1989), Міжнародному симпозіумі "Signal molecules 

and mechanisms of an imp’, behaviour" (Пущино. 1989), Всесоюзній 

конференції з фізіології 1 біоенергетики гіпоксії (Пущино, 1990), 

VI Європейському біоенергетичному конгресі (Нідерланди, 1990), 

Конференції 3 актуальних проблем фізіології (Київ. 1992), Міжна­

родній науковій конференції з питань транспорту кисню 1 механіз­

мів антиоксидантного захисту орган-ізму (Гродно. 1993).

Публікації. За матеріалами дисертаційної роботи опубліковано 

43 роботи.

Впровадження результатів досліджень. Результати дослідженнь 

.впроваджені в учбовий процес при читанні лекційних курсів "Фізіо­

логія людини 1 тварин". "Нормальна фізіологія" 1 спецкурсів на 

кафедрі фізіології людини 1 тварин Львівського держуніверситету 

ім. Ів. Франка 1 на кафедрі нормальної фізіології Львівського мег 

дичного інституту. Модифікований метод визначення субстратного 

фосфорилювання в мітохондріях, а також розроблений метод виділен­

ня функціонально активних мітохондрій з підшлункової залози впро­

ваджені в наукових дослідженнях кафедри фізіології людини 1 тва­

рин 1 лабораторії біоенергетики 1 біологічно' активних речовин 

Львівського університету та лабораторії біофізики клітин Відді­

лення регуляторних систем клітини Інституту біологічної хімії їм. 

0. В.Палладіна. лабораторії регуляції енергозабезпечення фізіоло­

гічних функцій Інституту теоретичної біофізики РАН.

Структура і об’єм роботи. Дисертаційна робота складається зі 

вступу, огляду літератури. •матеріалів та методів досліджень, ре­
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зультатів досліджень, обговорення та списку використано-І літера­

тури. Останній містить 427 бібліографічних найменувань, з яких 89 

вітчизняних та 338 зарубіжних. Робота викладена на 257 сторінках 

машинопису, містить 15 таблиць та Ілюстрована 60 рисунками.

МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕННЯ

Для дослідів використовували 3-м1сячних самців щурів масою 

200-220 г 1 самців морських свинок масою 500-700 г, а також со­

бак. Дослідження ролі холінергічної системи в регуляції енерге­

тичного обміну проводили за такою схемою:

1) підвищення активності холінергічної системи регуляції в

організмі моделювалось внутрішньочеревним введенням АХ (в дозах

25, 50 1 100 мкг на 100 г маси за 15, ЗО 1 60 хв. до декапітації

•тварин) та Інгібітору холінестерази прозерину (5 мкг на 100 г 

маси за 5 хв. до Ін’єкції АХ) з наступним виділенням мітохондрі- 

альної фракції міокарду, печінки, підшлункової залози 1 слизової 

оболонки тонкої кишки. Вивчалась швидкість дихання, окисного 1 

субстратного фосфорилювання в MX, а також швидкість транспорту 

кальцію в MX 1 кальцієва ємність органел полярографічним (Кондра-. 

шова и др., 1973) 1 рН-метричним метододами (Nlahlmura et al.. 

1962). Холінергічний статус організму характеризувався вмістом АХ 

та холінестеразної активності в крові 1 тканинах організму;

2) для встановлення специфічності дії введеного в організм 

АХ на показники енергетичного обміну в MX досліджуваних органів 

була застосована фармакологічна блокада М-холінорецептор1в атро­

піном (0.5 мг на 100 г маси), Н-ходінорецепторів бензогексонієм 

(імг на 100 г маси), а також g-адренорецепторів обзиданом (1 мг 

на 100 г маси);

3) з метою виявлення прямої дії введеного АХ на досліджувані 

мітохондріальні процеси в міокарді 1 печінці ' ацетилхоліновий 

ефект досліджувався на ізольованих за методом Лангендорфа в моди­

фікації Озбаккен 1 співавторів (Osbakken et al.. 1989) і МІ.плера
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(Miller. 1973) органах, з яких виділялися MX після додавання хо- 

лінотропних речовин до перфузату:

4) в умовах організму вплив АХ на показники енергетичного 

обміну в серці реєструвався на собаках флюоресцентним методом 

(Mayevsky, Chance. 1982). а також методом ядерно-магнітно-резо- 

нансної спектроскопії (Tanaka et al.. 1989; Osbakken et al.. 

1989)';

5) вияснення можливого значеня регуляторного впливу холінер- 

Гічних механізмів на клітинну енергетику в умовах недостачі кисню 

та дії стресорних факте рів проводилось при адаптації тварин до 

гіпоксії та дії імобілізаційного ртресу.

MX серця 1 печінки виділяли згідно методу Шнейдера 

(Shnelder. 1950) з урахуванням модифікацій, що забезпечують мак­

симально нативний стан Ізольованих органел (Кондрашова. Григорен- 

ко. 1985). MX із підшлункової залози 1 слизової оболонки тонкої 

кишки виділяли по розробленій нами методиці (Kondrashova. Dollba. 

1989; Шостаковская. Долиба. 1989) з врахуванням методичних підхо­

дів до виділення МХ з цих органів (Алматов и др., 1977; Wilson et 

.al.. 1984).

Виділення Ізольованих гепатоцитів проводили за методом Ві- 

лімсона (Williamson et al.. 1981). Реєстрацію цитоплазматичної 

концентрації кальцію проводили спектрофотометричним методом 

(Staddon, McGlvan. 1985), використовуючи флюоресцентні речовини 

Квін 2 (50мкМ) або Індо-1 (10 мкМ). Відносні концентрації йксйге- 

нованої і дезоксигенованої форми міоглобіну вимірювали спектрофо­

тометричним методом, використовуючи гнучкі світлові оптичні про­

води, що накладалися на апікальну поверхню міокарду (Chance et 

al., 1988). Для вимірювання швидкості поглинання кисню у вхідний 

1 вихідний потоки Ізольованого органу поміщали Кларківські елект­

роди 1 в перфузаті полярографічним методом реєстрували напруже­

ність кисню (Р02).

Активність аспартат- і аланінамінотрансфераз • визначали за 

методом ОсадчоІ (1982), активність сукцинатдегідрогенази’- за ме-
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Н.Д.Єщенко (1982). Ферментними аналізами визначали концентрації 

глюкози (Bergmeyer, Bernt, 1974), пірувату (Bucher et al., 1974), 

лактату (Hohorst. 1974), глікогену (Keppler, Decker, 1984), аде- 

нілових нуклеотидів (АТФ, АДФ, АМФ) (Lamhrecht. Tracetshold, 

1974). Вміст ацетилхоліну і холінестеразну активність визначали 

за методом Хестріна (1949), а також біологічним методом (Экспери­

ментальная физиология /Под ред. Б.Л.Андреева. - М.: Мир,

1974.-С.65-68). Катехоламіни - за методом Осінської (1957). Кон­

центрацію білка вимірювали за методом Лоурі (Lowry et al.. 1951).

При адаптації тварин до гіпобаричної гіпоксії їх поміщали в 

барокамеру і створювали в ній парціальний тиск кисню 32 мм 

рт.ст., що відповідає висоті 7000м. Тривалість перебування тварин 

в барокамері в перший день становила 3 год., наступні дні - 4 

год. Тварин піддавали впливу гіпобаричної гіпоксії протягом 16 

днів. Декапітацію тварин 1 виділення MX проводили через 24 год. 

після останнього сеансу гіпобаричної гіпоксії. Імобілізаційний 

стрес викликали знерухомленням тварин в спеціальній клітці 

(Бабський. Шостаковська. 1992).

Всі отримані результати опрацьовувались статистично за Стью- 

дентом 1 Вілкоксоном (Гублер. Генкин. 1973).

РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕННЯ 

1. ЗМІНИ ДИШ1Ш1 .1 ОКИСНОГО ФРСФОРИЛДВаННЯ В МІТРХРНДРІЯХ

міокарду .при-введенні тваринам ацетилхоліну, при вивченні змін 

показників енергетичного обміну в MX після введення тваринам АХ. 

ми дотримувалися вироблених раніше М.М. Кондрашовою 1 О.В. Григо- 

ренко (1981.1985) підходів, спрямованих на виявлення вкладу окис- 

ле!Н'ч окремих субстратів у загальне споживання кисню. При цьому 

використовувались низькі, близькі до фізіологічних, концентрації 

субстратів (0.35-ІмМ), на яких фізіологічні ефекти нейрот- 

рансміттерів більш виражені (А. М. Бабский и др.. 1985). Швидкість 

дихання MX реєстрували в різних метаболічних станах по Чансу
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(Chance, 1961) 1 представляли в діаграмному зображенні.

Основні зміни, що наступають у диханні 1 окисному фосфорилю- 

ванні в MX після введення тваринам АХ, полягали у реципрокній 

зміні окислення двох енергетичних субстратів - активації окислен­

ня а-кетоглутарату 1 гальмуванні окислення сукцинату. Це виявля­

лось у реципрокній зміні швидкості АДФ-стимульованого дихання при 

окисленні цих субстратів. На рис. 1 представлені діаграми дихан­

ня MX міокарду щура в різних метаболічних станах по Чансу

Рис.1. Реципрокна зміна 

швидкості АДФ-стимульова­

ного дихання при окислен­

ні а-кетоглутарату (1) 1

сукцинату (2) в MX серця 

щура після введення тва­

ринам АХ (50мкг/ 100г; 

час дії - 15хв.). Тут '1 

далі: тонка лінія - конт­

роль, товста - введення 

АХ (бОмкг/ЮОг) 1 прозе­

рину (5МКГ/100Г). Предс­

тавлений типовий дослід..

(Chance. 1961). Початкова частина діаграми відображає швидкість 

дихання при окисленні субстрату - стан 2 (V2 ). підйом швидкості 

дихання відповідає його стимуляції АДФ - стан З (V3). наступне 

зниження - дихання в умовах вичерпання АДФ 1 окислення субстрату

- стан 4 (V4 ). Субстрати окислення: А-ІмМ а-кетоглутарат: Б-0.35 

мМ сукцинат. Привертає увагу..що швидкості АДФ-стимульованого ди­

хання при окисленні обидвох субстратів, які сильно відрізняються 

без введення тваринам АХ (тонка лінія), суттєво зближуються після 

його ін’єкції тванинам (товста лінія). Стимуляція швидкості ди­

хання MX у стані У3 при окисленні і мМ а-кетоглутарату " складає.



5835. а при окисленні 0.35 мМ сукцинату спостерігається' 23%-не її 

гальмування. Зміна торкається саме швидкості дихання в стані V3. 

оскільки дихання в стані V« не змінюється для а-кетоглутарату 1 

змінюється менше, ніж у стані V3 для сукцинату.

Слід звернути угагу на загальну закономірність, яка, як буде 

показано далі, виявляється на MX різних органів - хоча дихання 

при окисленні а-кетоглутарату зростає, а дихання при окисленні 

сукцинату знижується, в обидвох випадках спостерігається підви­

щення ефективності окисного фосфорилювання. Коефіцієнт АДФ/0 при 

окисленні 1 мМ а-кетоглутарату зростає на 4856. а при окисленні 

сукцинату - на 15%. Цей ефект виявився специфічним для вказаних 

субстратів, оскільки не проявляйся при окисленні глутамату з ма- 

лонатом, пірувату. малату. а також ізоцитрату.

Виявлена специфічна реципрокна зміна окислення двох субстра­

тів під впливом АХ. у MX міокарду не вкладається в класичні уяв­

лення про цикл Кребса як чітку послідовність перетворення трикар­

бонових кислот. Тому виникло питання про механізми реалізації та­

кого впливу.

2. Органна Гвилова залежність величини стимулюючого ефекту 

ацетилхоліну на енергетичні пронеси в мітохондріях. Величина сти­

муляції окислення а-кетоглутарату в MX після введення тваринам АХ 

сильно залежала від досліджуваного органу, а також виду тварини. 

Найбільш чіткі зміни спостерігаються в .MX тканин, які знаходяться 

під більш сильним впливом парасимпатичної нервової системи: сли­

зова тонкої кишки (238% від контролю), підшлункова залоза (186%). 

міокард (158%) 1 печінка (136%). Ефект АХ яскравіше виражений при 

стимуляції дихання кальцієм, замість АДФ .

Величина стимулюючої дії введеного АХ залежить .1 від нейро­

гуморального статусу тварини. Це чітко виявляється при порівнянні 

величини стимуляції окислення а-кетоглутарату АХ-ом в MX міокарду 

1 печінки щура і морської свинки. Стимулююча дія АХ на АДФ-сти- 

мульоване дихання в MX серця морської свинки на 30% вища у порів­
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нянні з міокардом щура. Більша вираженність ефекту АХ у тканині 

морської свинки може бути пояснена холінергічним зсувом метабо­

лізму цієї тварини (Сорохтин, 1968). Завдяки цьому ефект введено­

го АХ більш виражений на фоні вищого рівня ендогенного. На остан­

нє вказує збільшення прозерином ефекту введеного АХ на окислення 

а-кетоглутарату в MX міокарду щура. Прозерин, введений за 5-10 

хв. 'до Ін’єкції АХ. не тільки збільшує приріст швидкості дихання, 

під впливом АХ. але 1 скорочує час фосфорилювання доданої AJ№ 1 

значно підвищує ефективність окисного фосфорилювання як у конт­

рольної так 1 у дослідної тварини. Таким чином, введення прозери- 

ну створює холінергічний ефект у тварин, який ще підсилюється АХ.

. з. Дозова і. часова залежність д ії введенага.в..двгаціан-жа^ 
тшюліну на дихання і_аішсд.Є-Фо.сФорилюванші..в.ійтаішсіяг;- До­

зова 1 часова залежність ефекту дії АХ на енергетичні процеси ма­

ла органну специфічність. Підвищення дози АХ від 25 до 50 мкг на 

100 г маси тварини викликало збільшення ефекту АХ на швидкість 

АДФ-стимульованого дихання як у MX печінки, так 1 у MX міокарду. 

Однак, коли підвищення дози АХ до 100 мкг на 100 г маси на MX пе­

чінки призводило до незначного збільшення стимулюючого ефекту, то 

в MX серця ця дія значно зменшувалась. Дзеркальним відображенням 

цього ефекту була дія АХ на окислення сукцинату. При цьому чим 

більше проявлялася активація окислення-а-кетоглутарату, тим силь­

ніше було виражено гальмування на сукцинаті.

Для вияснення часової динаміки ефекту АХ дослідили його 

вплив у дозі, що викликає найбільш чіткий ефект - 50 мкг на 100 г 

ма<;и. через 5, 15, 30 1 60 хв. після його внутрішньочеревного

введення. Виявилось, що найчіткіша дія АХ на енергетичні процеси 

в MX печінки спостерігалася на ЗО хв.. тоді як в MX серця макси­

мум ефекту відмічався на 15 хв. після введення АХ. Через 60 хв. 

істотних відмінностей у порівнянні з контролем не відмічалось як 

у MX печінки, так 1 в MX міокарду. Таким чином, у MX міокарду 

стимуляція окисних процесів наступає раніше 1 при меншій'дозі, а
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також згасає швидше в часі у порівнянні з MX печінки, очевидно, 

що MX міокарду е більш чутливими до дії АХ.

4. Вплив введеного тваринам ацетилхоліну на спряжене з окис 

ленням а-кетоглутарату субстрате ФосіВорилювання в мітохондріях 

печінки. Відомо, що окислення а-кетоглутарату є джерелом не тіль­

ки для синтезу АТФ у дихальному ланцюгу, але 1 синтезу ГТФ при 

фосфорилюванні на рівні субстрату або субстратному фосфорилюван- 

ні. а даній роботі ми використали 1 модифікували з метою кращого 

відтворення запропонований Олсоном (Olson. Allgyer, 1972) метод 

полярограф'чної реєстрації субстратного фосфорилювання за автоін- 

гібуванням неспряженог'о з фосфорилюванням дихання MX при окислен­

ні а-кетоглутарату. Олсоном показано, що гальмування дихання в 

цих умовах зумовлене продуктом субстратного фосфорилювання - ГТФ, 

завдяки чому по зниженню споживання кисню можна слідкувати за 

процесом утворення цього нуклеотиду. Результати наших дослідів 

представлені на рис. 2. У випадку окислення будь-якого субстрату, 

крім а-кетоглутарату, швидкість поглинання кисню лінійно зростає 

після додавання роз’єднувача С1ССР до тих пір, поки весь кисень 

не вичерпається. Зокрема, це видно із рисунка (крива а) при окис­

ленні пірувату і малату. Однак, при додаванні до MX крім пірувату 

1 малату а-кетоглутарату (крива б) швидкість роз’єднаного дихання 

залишається лінійною ~ ЗО секунд, після чого проявляється гальму­

вання швидкості дихання. Олсоном ІЕлдаером (Olson. Allgyer. 

1972) показано, що це інгібування зв’язане з синтезом ГТФ. Ефект 

гальмування дихання ще більш чітко виявляється при додаванні до 

середовища інкубації тільки а-кетоглутарату (крива в). Із рисунка 

також видно, .що при введенні тваринам АХ (2) гальмування неспря- 

женого з фосфорилюванням дихання при окисленні а-кетоглутарату 

настає раніше 1 більш виражене (добавки АДФ і сукцинату усувають 

його). Останнє вказує на активацію АХ субстратного фосфорилювання 

і синтезу ГТФ. Стимуляція цього процесу в MX печінки морської 

свішхи (А' на 60* вища, ніж у печінці щура (Б).
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Рис.2. Вялив вве­

деного тваринам АХ 

на субстратне фос- 

форилювання в' MX 

печінки шура (А) 1 

морської свинки 

(Б). Пояснення а 

тексті.

Підсилення субстратного фосфорилювання при збільшенні в ор­

ганізмі холінергічних впливів, на нашу думку, пояснюється необ­

хідністю забезпечення ГТФ анаболічних процесів. Індукованих АХ: 

глкжонеогенез. синтез нуклеїнових кислот, білка. Незважсачи на 

існування Інших шляхів утворення ГТФ. його синтез у субстратному 

фосфорилюванні уявляється найоперативнішим.

5. Значення холінореиепторів в реалізації дії введеного в 

організм ацетилхоліну на енергетичний обмін у мітохондоіях. Про 

специфічність дії АХ на метаболічні процеси в клітинах судять по 

усуненню його ефекту холіноблокаторами. Результати дослідів пока­

зали. ідо введений в організм за ЗО хв до Ін'єкції АХ М-хол1нобло- 

катор атропін повністю знімає стимулюючий вплив АХ на дихання' MX 

печінки. Проте, в MX міокарду щура атропін лише частково усувай 

ефект дії медіатора на окислення а-кетоглутарату. Тому ми провели 

дослідження • впливу АХ в умовах одночасної блокади М- 1 Н-холІно- 

рецепторів атропіном 1 бензогексонієм. Сумісне введення атропіну 

1 бензогексонію за ЗО хв. до введення щурам АХ призводить до зни­

ження швидкості АДФ-стимульованого дихання 1 значного збільшення 

часу фосфорилювання доданої АДФ у порівнянні з MX Інтактних тва­

рин. Зведення на цьому фоні АХ не викликає достовірного збільшен­

ня швидкості АДФ-стимульованого дихання.



6. Підсилення ефекту екзогенного ацетилхоліну на енергетич­

ний обмін у мітохондріях міокарду при блокаді В-адпенореііептс̂Ів. 

Відомо, що АХ викликає звільнення катехоламінів Із мозкового шару 

наднирників (Mizobe et al., 1982; Greenberg. Linder, 1982). Є та­

кож дані про стимулюючий вплив АХ на звільнення депонованих сер­

цем катехоламінів (Cabrea et al., 1966; Hoffman et al., 1945), a 

також про активуючий вплив на синтез норадреналіну (Angelacos. 

Bloomqulst, ■ 1965). Враховуючи це, ми припустили, що введений In 

vivo АХ може вплинути на обмін катехоламінів, а це, в свою чергу, 

модифікувати дію АХ на енергетичний обмін у MX серця. Тому ми 

провели дослідження впливу введеного в організм АХ на окисні про­

цеси в MX в умовах блокади р-адрьнорецепторів обзиданом. Введення 

тваринам обзидану за ЗО хв до ін’єкції АХ призводить до активації 

окислення а-кетоглутарату ;рис.З), як наслідок превалювання пара­

симпатичного тонусу е організмі. Ця активація окислення а-кетог- 

лутарату ще більше підсилюється при введенні тваринам АХ.

7. Значення іонів кальїіію в механізмах реалізації впливу

чідомо, що стимуляція кальцієм дихання пропорційна швидкості, 

транспорту катіона в MX (Kondrashova et al., 1982). Результати 

л< сліджень вказують на те, що АХ викликає чітку активацію у по­

рівнянні з контролем (на 655?) швидкості дихання MX печінки в ме~ 

г.-.солічному стані V3 при його стимуляді!' Саг\  При цьому швид ­

кі ь транспорту Саг* в MX зростає при введенні АХ (50мкг/100г) 

на ;Г’$. Вказані зміни відбуваються без ознак роз’єднання дихання 

'. .ГчЧ'С'.нг.ілРьання. оскільки при цьому дихальний контроль 1 відно- 

їі::я Ca/ft зростають на 48 і 10*. відповідно.

Аплікація в середовище до ізольованих гепатоцитів АХ 

. У) пккликае зростання цитоплазматичної концентрації каль- 

н.шіряної спектрофотометрично за допомогою Індо-1. Однак.

• : підвищення Саг* не є таким значним як у випадку діі'глю- 

і (Williamson et a l.. 1981).
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Поряд Із підвищенням цитоплазматичної концентрації кальцію 

має міоце зростання кальцієвої ємності MX - максимальної кількос­

ті кальцію, яку здатні поглинути MX без зворотніх функціональних 

порушень. З метою II оцінки MX титрували невеликими кількостями 

СаС1£ (по И нмоль на мг білка) до початку спонтанного викиду 

Саг*. Як видно із рис. 4. MX тварин, яким вводився АХ. вбирають 

на одйу добавку СаС1г більше, ні* MX контрольних "варин.

-  17 -

і - а-кетоглутарат, 2 - сукцинат.

Рис.3. Модифікація ефекту введеного АХ ка дихання MX серця 

щура в умовах блокади (J-адренорецепторів обзиданом. Тонка лінія - 

контроль, середня - введення обзидану Имг/ЮОг), товста - АХ.

Рис.4. Типовий приклад рН-метричної реєстрації кальцієвої 

ємнос.ті MX печінки щура. 1 - контроль. 2 - введення АХ.

< Вивченйя залежності ефекту АХ від концентрації кальцій в се­

редовищі інкубації показало, що додаткове внесення іонів Са*' а 
середовище інкубації викликає збільшення швидкості дихзн.чя MX 

контрольних тварин при відсутності приросту швидкості дихання MX 

дослідних тварин. .Це вказує на вищий вихідний рівень виуг;,г.ш :і- 
мітохоядр!ального концентрації кальцію MX дослідних тн̂рян.

с ~  с .-



8. Участь реакцій переамінування в стимуляції дихання 1 окис­

ного фосфорилювання в мітохондріях печінки 1 міокарду після.ввег 

дення тваринам ацетилхоліну. Вибіркова активація а-кетоглутарату 

в MX при введенні тваринам АХ ставить питання про шляхи додатко­

вого утвореня а-кетогпутарату, окрім циклу Кребса. Уявлялось ймо­

вірним. що таким додатковим джерелом може бути утворення а-кетог­

лутарату шляхом переамінування з участю амінотрансфераз. На ко­

ристь такого припущення свідчать літературні дані (Нилова, 1973) 

про активуючу дію АХ на активність аспартатамінотрансфер'ази, що 

може призводити до збільшення вмісту і інтенсивності обміну а-ке­

тоглутарату. а також дані М.Н.Кондрашової (1988,1989.1991) про 

участь процесів переамінування в окисленні субстратів у MX. З ме­

тою перевірки даного припущення було досліджено вплив АХ на окис­

лення суміші глутамату 1 малату. а також пірувату і глутамату - 

субстратів, які включаються в процес переамінування з утворенням 

ендогенного а-кетоглутарату. Для ідентифікації участі цього про­

цесу застосовували інгібітор трансаміназ амінооксиацетат. Як вид­

но Із рис.5 при окисленні добавленої суміші глутамату і малату, а 

також пірувату і глутамату спостерігається характерна стимуляція 

АДФ-стимульованого дихання MX печінки щурів, яким попередньо вво­

дився АХ (50 мкг на 100 г маси). Додавання Інгібіторе переаміну­

вання амінооксиацетату сильно знижує дихання MX як контрольних, 

так 1 дослідних тварин при окисленні суміші глутамату 1 малату. 

повністю усуваючи його приріст під ДІЄЮ АХ: При окисленні суміші

глутамату 1 пірувату амінооксиацетат істотно не впливає на швид­

кість АДФ-стимульованого дихання, одначе повністю усуває активую­

чий ефект АХ. Очевидно, що в даному випадку, амінооксиацетат пе­

реривай трансаміназний шлях утворення а-кетоглутарату. активацію 

окислення якого ми спостерігали при дії АХ. На користь такого 

Гіріпіущрння вказують дані про відсутність стимулюючої дії АХ на 

окислення окремо взятих глутамату. малату 1 пірувату.

На роль амінотрансфераз в механізмах впливу АХ на енергетич­

ні процеси в MX вказують також дані по вимірюванню активності ас-
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Рис.5. Вклад реакцій 

переамінування з сти­

мулюючий ефект введе­

ного АХ на дихання MX 

печінки щура. 1- глу- 

тамат+малат; 2- глута- 

мат+ малат+ аміноокси: 

ацетат: 3-п1руват+глу- 

тамат; 4-піруват+ глу- 

тамат+ амінооксиацетат

партат- 1 аланінамінотрансфераз в тканині підшлункової залози іцу 

ра. Введення тваринам АХ (50 нкг на 100 г маси) призводить через 

15 хв. до збільшення активності аспартат- 1 аланінамінотрансфера- 

зи на 38 і 32%. відповідно. . •

9. Механізм гальмівного впливу ацетилхоліну на окислення 

сукшшату в мітохондріях. У літературі вказується на роль оксало- 

ацетату в обмеженні окислення сукцинату за умов дії великих доз 

катехоламінів (Кондрашова. Бабский. 1986) 1 стресорних наванта­

женнях на організм (Кондрашова. Ґригоренко. 1981, 1985). Цей Фе­

номен носить назву оксалоацетатного гальмування 1 усувається ак­

тиваторами сукцинатдегідрогенази - Ізоцитратом. глутаматом. р-ок- 

сибутиратом, а-гліцерофосфатом. Однак', в нашому випадку, гальму­

вання окислення сукцинату не пов’язане з нагромадженням океалоа- 

цєтату. оскільки активатор сукцинатдегідрогенази Ізоцитрат не 

знімає його", а навіть посилює.

В літературі вказується на гальмівну роль а-кетоглутарату ! 

ГЛФ на окислення сукцинату в. MX (Саакян. 1976; Akhmerov. і38Є). 

Враховуючи ці дані, ми припустили, що гальмівна дія АХ на окис­

лення сукцинату може бути опосередкована через ГТФ. синтез якого 

активується АХ-ом в процесі субстратного фосфорилювання. З »>-лиъ



Ідентифікації участі окислення а-кетоглутарату 1 субстратного 

фосфорилювання в механізмі гальмуючого впливу АХ на окислення 

сукцинату ми застосували амінооксиацетат - Інгібітор трансаміназ- 

ного утворення а-кетоглутарату. а також арсеніт - Інгібітор субс­

тратного фосфорилювання. Із рис.в видно, що амінооксиацетат 1 ар­

сеніт повністю усувають гальмівний вплив АХ на окислення сукцина­

ту. Враховуючи ці дані, можна стверджувати, що гальмування окис­

лення сукцинату опосередковано через активацію субстратного фос­

форилювання 1 нагромадження гуанілових нуклеотидів.

А Б
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Рис.6. Усунення амінооксиацетатом (А) 1 арсенітом (Б) галь­

мівної дії АХ на окислення сукцинату в MX печінки щура. 1 1 3 -  

сукцинат. 2 - сукцинат + амінооксиацетат. 4 - сукцинат + арсеніт.

10. Синергізм дії введених в організм а-кетоглутаоату Na 1 

пііеп:лхо.піну на дихання мітохондрій 1 нейрогуморальний статус ор­

ганізму. Одержані результати вказали на Існування сильного регу­

ляторного зв’язку між дією АХ 1 обміном а-кетоглутарату в MX. З 

іншого боку, відомо, що дія катехоламінів тісно пов’язана з акти- 

мцию окислення в MX сукцинату (Бабский и др.. 1985). Ми припус- 

що субстрати в кожній парі є не тільки джерелом енергії, 

ллє і виконують специфічну сигнальну функцію впливу на активуючий 

їх окислення нейротрансміттер. Це припущення підтверджувалося да-



ними про стимуляцію сукцинатом секреції катехоламінів 1 Інгібу­

вання о-кетоглутаратом холінестерази (Каранова. 1976; Maevsky et 

аі.,1982). Враховуючи ці дані, ми дослідили вплив а-кетоглутарату 

Na введеного в організм на окислення субстратів у MX міокарду 1 

печінки, а також активність холінестерази 1 рівень АХ у крові та 

тканині печінки.

Виявилось, що при дослідженні дії введеного а-кетоглутарату. 

Na на окислення субстратів були одержані такі ж результати, як 1 

при дії АХ. Введення тваринам а-кетоглутаратату Na стимулює на 

8855 окислення внутрішньчмітохондріального а-кетоглутарату в MX 

печінки щура. Активація окислення а-кетоглутарату його введенням 

зв’язана з Істотним збільшенням ефективності спряження дихання 1 

фосфорилювання. Це узгоджується з дією АХ на коефіцієнт АДФ/0. 

причому ефект а-кетоглутарату Na навіть перевищує ефект АХ. Інший 

аспект дії АХ на окислення субстратів в MX - гальмування оклслен- 

ня фізіологічної концентрації сукцинату (0.25-0.35мМ), також 

відтворюється при введенні тваринам а-кетоглутарату Na. Як 1 у 

випадку введеного АХ. дія введеного а-кетоглутарату Na сильніше 

виражена в MX міокарду, які містять менше ендогенних субстратів.

Останній аспект співставлення дії а-кетоглутарату Na 1 АХ на 

дихання MX полягав у порівнянні їх дії на окислення а-кетоглута- 

рату. утвореного шляхом переамінування глутамату 1 малату. У ви­

падку дії введеного а-кетоглутарату Na ми також виявили активую­

чий вплив на окислення суміші глутамату з малатом, а також піру­

вату .з глутаматом, що призводить до утворення ендогенного а-ке­

тоглутарату шляхом переамінування. Виявилось, що об'єм чутливого 

до, амінооксиацетату дихання значно вищий у MX дослідних тварин 1 

стимулюючий ефект Інтермедіата повністю усувається Інгібітором 

переамінування.

Таким чином, по впливу на дихання 1 окисне фосфорилювання в 

MX дія введеного а-кетоглутарату 1 АХ виявилась практично іден­

тичною. Виникло питання - чи не опосередкований ефект а-кетоглу- 

тарату Na через АХ. можливо.- через Інгібування холінестер'-гіи (?л-
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ранова. 1976). Результати досліджень показали, що через ЗО хв. 

після введення тваринам а-кетоглутарату Na холінестеразна актив 

ность знижується в цільній крові на 49%. а в тканині підшлункової 

залози щура в 4. 2.7 1 1.7 рази, відповідно через ЗО, 60 1 180

хв. після введення Інтермедіату (рис.7.А). Поряд із зниженням хо- 

лінестеразної активності спостерігається істотне збільшення рівня 

АХ у тканинах печінки на 60* 1 в підшлунковій залозі (рис.7,Б). 

Одночасно спостерігається зниження на 45% вмісту адреноподібних 

речовин у тканині печінки. 5-ти денне хронічне поїння тварин 

а-кетоглутаратом . Na призводить до зниження вмісту адреналіну 1 

норадренал лу в тканині печінки на 22 1 17%, відповідно. Таким

чином, виявлений нами ефект дії а-кетоглутарату Na, очевидне, 

опосередкований через підвищення активності холінергічної системи 

організму. На це вказують результати дослідів із блокадов холіно- 

рецепторів. а також спільне введення АХ 1 а-кетоглутарату Na. 

Блокада М-холІнорецепторІв атропіном майже повністю усувала ефект 

введеного а-кетоглутарату Na (рис.8, А 1 Б). Спільне введення АХ 

1 субстрату значно посилювало активуючий вплив на АДФ-стимульова- 

не дихання (рис.8. В).

її. Регуляція,енергетичного обміну ацетилхоліном в ізольова­

ному перфузозачому серії! щура. Відомо, що ефект введеного в орга­

ні ам АХ на енергетичний обмін може бути опосередкований через ба­

гато нейрогуморальних ланок організму. Зокрема, відомо, що АХ 

стимулює звільнення катехоламінів ізмозкового шару наднирників 

(Greenberg, Zlnder,1982), звільнення Інсуліну Із 0-клітин підш­

лункової залози (Lundguist, 1982) 1 т.д. З метою виключення ви 

з̂гаданих впливів ми дослідили ефект АХ на енергетичний обмін в 

ізольованих перФузованих органах - серці 1 печінці щура.

Результати досліджень вказали на те. що АХ викликає дозоза- 

зниження швидкості коронарного кровотоку, а також добутку 

ЧЛ.'ТОТИ скорочення серця на систолічний тиск крові: Однак, досто- 

!'■:;-ні іки відзначаються при високих дозах АХ (іхіО*71 іхіо:*М).

; н.-і кл леза KHL (1*10'*М> не викликає достовірних змін. Тому ця
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Рис.7. Вплив введеного в організм а-кетоглутарату Na (20 

мг/ЮОг) на вміст АХ (А) і холінестеразну активність (Б) у ткани­

ні підшлункової залози.

Рис.8. Усунення атропіном (Б) 1 підсилення АХ (В) стимулюю­

чого ефекту а-кетоглутарату Na (А) на дихання MX печінки щура.

Субстрат окислення - а-кетоглутарат.

доза АХ стала основною при оцінці впливу медіатора на енергетич­

ний обмін. .

На рис.9 представлений 31Ф-ЯМР спектр концентрацій фосфорв- 

місних сполук у тканині міокарду у контролі 1 за дії різних доз 

АХ. Перші три піки відображають (зліва направо) концентрації фос- 

фомоноестерази. неорганічного фосфату 1 фосфодиестерази; два нас­

тупні - креатинфосфату (КФ) 1 АТФ, Комп'ютерний перерахунок кон­

центрацій даних сполук показав, що АХ у дозі, в якій не викликає 

змін показників механічної діяльності серця, призводить до досто­

вірного зростання концентрації креатинфосфату на 20* 1 зменшення 

вмісту АДФ на 42* 1 АМФ на 69* 1 зростанню на 48* фосфатного по­

тенціалу (АТФ/АЛФ АМФ). Такі зміни у відношенн' фосфокреатину 1 

аденілових нуклеотидів, а також зростання фосфатного потенціалу 

можуть вказувати на стимулюючий вплив АХ та енергетичний обмін.



Одночасне вимірювання швидкості поглинання кисню показало, що ви­

явлена стимуляція енергетичного обміну відбувається без активації 

споживання кисню. Більше того, виявляється тенденція до його зни­

ження. Визначення відношення між оксигенованою 1 дезоксигенованою 

формою міоглобіну в тканині серця вказало, що при дозах, менших 

2.5x10'* М, переважає оксигенована форма, тоді як при більших до-

Тенденція до зниження поглинання 

кисню, si також зниження коронарного 

кровотоку 1 зростання дезоксигенованої 

форми міоглобіну при зростанні дози АХ

- всі ці фактори могли стати причиною 

активації гліколізу 1 нагромадження в 

тканині вмісту лактату. Однак, вміст 

лактату не тільки не збільшується, але 

істотно зменшується як під впливом 

1хЮ-»М АХ "(на 39%). так і 2 хіО*7М АХ 

(на 4055). Вміст пірувату при цьому 

достовірно не змінюється. Відношення 

піруват/лактат, яке вказує на цитоп­

лазматичне відношення НАЛ /НАДН 

(Williamson et а1..1966) істотно зрос­

тає в клітинах серця (на 35% при дозі 

1хЮ'9М АХ). Визначення вмісту гліко­

гену в замороженій тканині вказало на 

те. що він зростає під впливом АХ з

0,012 ± 0.003 мг/мг білка до 0.02 ±

0.0008 мг/мг білка.

Одержані дані можуть вказувати на те, що виявлена стимуляція

енергетичного обміну не пов’язана з активацією гліколізу. Причи­

ною таких змін, очевидно, може бути виявлене на MX значне зрос­

тання ефективності окисного фосфорилювання.

12. Вплив ацетилхоліну на вміст аденіловкх нуклєотидів в
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зах - дезоксигенована.

Рис.9.31Ф-ЯМР спектр 

Ізольованого перфузо- 

ваного серця щура.



Ізольованій перфузованій печінці. На Ізольованій перфузованій пе­

чінці щура встановлено, що низька доза АХ (1хЮ'7М) призводить до 

зростання концентрації АТФ. Одночасно, на відміну від серця, дос­

товірно зростає концентрація АДФ і АМФ. Очевидно, це вказує на 

те, що поряд з активацією синтезу АТФ має місце 1 активація його 

гідролізу. Додавання в перфузат високої дози АХ (ІхЮ*6 М) викли­

кає достовірне зниження концентрації АТФ і зростання рівня АДФ. 

АМФ 1 Фн. Такі зміни рівня аденілових нуклеотидів. очевидно, зв’я­

зані Із зниженням оксигенації тканин внаслідок викликаного АХ 

звуження судин печінки. Так нами показано, що АХ викликає дозоза- 

лежне зниження швидкості циркуляції в системі ворітня, черевна 1 

печінкова вени. На це також вказує зниження АХ-Ном (1хЮ'в М) 

поглинання кисню, яке слабо виражене в безкальцієвому розчині 1 

різко зростає при додаванні 2.мМ СаС12.

Визначення вмісту пірувату 1 лактату в замороженій тканині 

печінки показало, що концентрація останнього достовірно не зміню­

ється під впливом малих доз АХ (1-5хіо*7М) 1 дещо підвищується 

при великій дозі. Концентрація пірувату Істотно зменшується (на 

31% при дозі АХ ІхЮ*7М). а це призводить до зменшення відношення 

піруват/лактат. яке відображає цитоплазматичне відношення НАД 

/НАДН.

13. Дія ацетилхоліну на глдконеогенез в Ізольованій перфузо­

ваній печінці. Ми припустили, що активація гідролізу АТФ під дією 

АХ зумовлена стимуляцією в печінці глюконеогенезу, який потребує 

значного енергетичного забезпечення: 3 метою вияснення впливу АХ

на глюконеогенез у перфузований розчин додавали лактат 1 піруват

- субстрати для глюконеогенезу. Результати досліджень показали, 

що як додавання в перфузат лактату 1 пірувату, так 1 АХ (1хЮ'7М) 

викликало стимуляцію швидкості поглинання кисню. Вимірювання кон­

центрації глюкози в пробах, взятих через кожні 5 хв від початку 

експерименту із витоку від печінки, вказало на те. що продукція 

глюкози достовірно зростає як у випадку додавання лактату 1 піру­

вату, так 1 АХ. В окремих експериментах тканину печінки заморожу-

- 25 -



26

вали для визначення вмісту глікогену. Виявилось, що вміст гліко­

гену зростає під впливом АХ паралельно із збільшенням продукції 

глюкози.

Ефект АХ реалізується через М-хол1норецептори. оскільки їх 

Олокада атропіном повністю усуває стимулюючий ефект медіатора на 

продукцію глюкози (рис.10. 2). На користь того, що зростання кон­

центрації глюкози обумовлено II утворенням у процесі глюконеоге- 

незу . а не внаслідок розпаду глікогену, свідчить той факт, що 

амінооксиацетат усуває стимулюючий ефект АХ (рис.10. 3). А як ві­

домо, амінооксиацетат перериває шлях утворення глюкози з лакгату 

(Cederbaiun et al., 1973).

Рис.10. Усунення атропіном (2) 1 амінооксиацетатом (3) сти­

мулюючого ефекту АХ (5хЮ'7М) на продукцію глюкози з лактату (1) 

в Ізольованій перфузованій печінці.

Рис. 11. Вплив АХ (іхЮ'7М) на окислення а-кетоглутарату (і), 

глутамату 1 малату (2) 1 сукцинату (3) в MX. виділених з Ізольо­

ваної перфузованої печінки щура.

Одночасно Із реєстрацією швидкості поглинання кисню 1 про­

дукції глюкози ми проводили вимірювання концентрації аденілових 

нуклеотидів методом ядерно-магнітно резонансної спектроскопії. 

Вивчення 31Ф-ЯМР спектрів, одержаних з Ізольованої перфузованої



печінки, показало, що всі три піки АТФ значно зменшуються під 

впливом АХ (іхіо-бМ). В цих умовах амінооксиацетат і верапаміл 

повністю усувають ефект АХ.

14. Регуляція ацетилхоліном дихання і окисного Фосйорилюван- 

ня в Мітохондріях. виділено із ізольованої перйузованої печінм. 

На рис.11 представлені результати досліджень впливу введеного в 

перфузат АХ на дихання 1 окисне фосфорилювання в MX. виділених із 

ізольованої перфузованої ■печінки. Видно, що АХ призводить, як 1 

при його введенні в організм, до значної активації дДФ-стимульо- 

ваного дихання при окисленні а-кетоглутарату. Істотною особли­

вістю такої активації є значне підвищення ефективності окисного 

фосфорилювання. Коефіцієнт АДФ/0 при окисленні а-кетоглутарату 

зростає на 4.036. Значно скорочений 1 час фосфорилювання доданої 

АДФ. Коефіцієнт АДФ/Дї зростає на 90%. Наступним аспектом порів­

няння дії АХ при його введенні на рівні організму 1 при додаванні 

в перфузат, є його вплив на окислення суміші глутамату з малатом. 

що забезпечує включення переамінування глутамату з утворенням 

а-кетоглутарату в аспартатамінотрансферазній реакції. Із рисунка 

видно, що АХ. як і при його введенні in vivo, призводить до акти­

вації АДФ-стимульованого дихання при окислення суміші глутамату з 

малатом. Однак, на ізольованій печінці не спостерігається галь­

мівного впливу АХ на окислення сукцинату. При окисленні цього 

субстрату проявляється навіть активація АДФ-стимульованого дихан­

ня. Проте, в даному випадку не відмічається достовірних змін в 

інтенсивності (АДФ/At) і ефективності (АДФ/0) окисного фосфорилю­

вання.

15. Вплив ваутрШньавенного ведения ацетилхоліну на Флуо­

ресценцію НАДН і швидкість поглинання кисню тканиною. .сєшя.._ср̂  

ВИ- Результати досліджень показали, шо АХ, введений в організм, 

викликає двохфазну зміну флюоресценції НАДН в с̂рці ( рис.12): 

короткочасне ( 5-Ю хв.) підвищення флюоресценції НАДН протягом
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Іи’єкції АХ 1 довготривале (35*50 хв.) зниження флюореоценці І 

НАДН (окислення піридиннуклеотидів) після припинення введення АХ. 

Одночасна реєстрація артеріального тиску показала, що його зни­

ження відбувається тільки протягом Ін'єкції АХ. а зразу ж за П 

припиненням цей показник повертається до норми. Останнє, очевид­

но. вказує на те. що метаболічний ефект АХ значно більш пролонго­

ваний в часі, ніж його дія на механічні параметри.

Рис.12. Вплив введеного АХ 

на флюоресиенцію НАДН в 

тканині лівого шлуночка 

серця собаки. Скорочені 

позначення: Р - рефлекція; 

Ф - флюоресценция; КФ-ко­

ректована флюоресцєнція 

(КФ« Ф - Р); АрТ-артері­

альний тиск.

- 2 3 -

Визначення напруження кисню в крові, взятої з стегнової ар­

терії. показало, що АХ призводить до зниження РОг . як під час 

його введення, так 1 після припинення Ін’єкції. 1 цей ефект також 

триває в часі 35-50 хв. Визначення швидкості поглинання кисню по 

методу Рука 1 Фейла (Rooke. Felgl. -1982) показало, що як під час 

введення АХ. так 1 через 15 хв. після припинення має місце зни­

ження споживання кисню. Ефект більш виражений при ін’єкції, низь­

ких концентрацій АХ (0.22 мл 1хі0~6 М АХ за 1 хв.). Із збільшен­

ням концентрації АХ цей ефект зменшується 1 відсутній при високій 

кснценті-лції медіатора (0.22 мл іхЮ"* М АХ за 1 хв.). Це, 'оче­

видно. зв'язано з виділенням серця при високих дозах АХ катехола­

мінів {Cabrera et al..1966) або давно відомим у фізіології явищем



висковзування серця з під впливу блукаючого нерва (Higgins et 

al.. 1973). Звертає на себе увагу той факт, що незважаючи на зни-. 

ження напруження кисню в крові 1 зменшення його поглинання серцем 

після припинення Ін'єкції АХ. флюоресценцік НАДН зсувається в 

сторону окислених форм. Ці дані добре узгоджуються з даними 

С.К.Гордія і співавторів (1977), які вказують на зниження Р02 1 

підвищення окисно-відновного потенціалу (превалювання окислених 

Форм) в тканині слизової оболонки шлунка під впливом АХ.

Внутрішньовенне введення тваринам норадреналіну призводить 

до зменшення флюоресценції НАДН (окислення піридиннуклеотидів) 1 

проходить на фоні підвищення артеріального тиску 1 тиску у лівому 

шлуночку серця. При цьому швидкість поглинання кисню серцем соба­

ки зростає на 52%. .

Таким чином, як після Ін’єкції АХ. так 1 норадреналіну від­

бувається окислення піридиннуклеотидів, що може вказувати на ак­

тивацію в обидвох випадках окисних процесів в клітинах. Однак, 

відмінність у дії двох медіаторів полягає у різнонаправленій дії 

на швидкість споживання кисню тканиною серця, що, очевидно, зу­

мовлено активацією' обміну в MX двох різних енергетичних субстра­

тів - а-кетоглутарату 1 сукцинату, окислення яких обумовлює різну 

ефективність окисного фосфорилювання.

16. Вплив ацетилхоліну на параметри креатинкіназної реакції 

в серні собаки, виміряної ф-ямр. При вимірюванні 31Ф-ЯМР 

спектрів з серця собаки нами не було виявлено достовірних змін в 

концентраціях креатинфосфату (КФ). АТФ. АДФ. і Фи. Очевидно, в 

організмі сильно виражені процеси гомеостазу рівня макроергів. 

Відомо, що рівень АТФ' у міокарді підтримується постійним завдяки 

двом хімічним реакціям: 1) синтезу АТФ в процесі окисного фосфо­

рилювання в MX - найбільш потужне джерело синтезу АТФ у серці; 2) 

реоинтез АТФ в креатинкіназній реакції, в процесі якої високо 

енергізована фосфатна група з КФ преноситься на .-.ДФ з утворенням 

АТФ. Креатинкіназний ресинтез АТФ є досить оперативним, значно
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- зо -
зростає за умов гідролізу АТФ 1 може відіграти значну роль у 

підтриманні гомеостазу АТФ (ВіШ. Ingwall, 1965). На субклітин­

ному 1 органному рівнях нами було показано, що синтез АТФ у про­

цесі окисного фосфорилювання зростає під впливом АХ. Інший шлях - 

ресинтез АТФ в процесі креатинкіназної реакції, ми дослідили ме­

тодом »*ф ЯМР. Зокрема, ми вивчили такі параметри креатинкіназної 

реакції, як константа цієї реакції (Kf) 1 відносне утворення АТФ 

з КФ. яке дорівнює добутку KfхМоКФ, де М0КФ - початкова концент­

рація КФ (Spenser et al..1988). Ця реакція проходить згідно з 

рівнянням:

КФ** + Mg-АДФ* + Н* - Mg-АТФ?- ♦ К 

або спрощено КФ •* АТФ.

Результати досліджень показали, що як константа швидкості 

креатинкіназної реакції Kf. так і перетворення КФ - АТФ, виміряне 

по К,хМ0КФ. знижується як протягом, так 1 після Ін'єкції АХ. На 

відміну від АХ норадреналін приводить до зростання Kf. а також 

Kf хМоКФ.

Одержані дані можуть вказувати на те. що синтез АТФ в проце­

сі окисного фосфорилювання, очевидно, є достатнім для забезпечен­

ня енергією стимульованих АХ відновних процесів. При дії норадре- 

наліну активується як синтез АТФ у MX (Кулинский и др.. 1976; 

Бабский. Шостаковская. 1984). так 1 його ресинтез в креатинкіназ- 

ній реакції.

17. шінергічша„сзат-.ш:аніаму..і „підвищення ефективності 

спряження дихання 1 йосФорилювання в мітохондріях печінки в ' про­

цесі адаптації тварин до гіпоксії'. Відомо, що вміст АХ значно ви­

щий, а холінестеразна активність нижча у високорезистентних тва­

рин у порівнянні з низькорезистентними (Вадзюк, 1983). Враховуючи 

ці дані, ми дослідили динаміку змін в окисленні енергетичних 

субстратів у Процесі адаптації тварин до гіпоксичної гіпоксії 

(7000м) 1 співставили з вмістом АХ в різних тканинах.

На рис.13 представлена динаміка змін дихання 1 окисного фос- 

форилювання в MX печінки щура у порівнянні із змінами вмісту аце­



тилхоліну в тканині печінки, серця 1 підшлункової залози щурів. 

Видно, що в перші два дні адаптації тварин до гіпоксії має місце 

активація окислення в мітохондріях сукцинату (1), що проявляється 

в Істотному підвищенні швидкості АДФ-стимульваногр дихання при 

окисленні цього субстрату. В той же час не спостерігається досто­

вірних "змін в окисленні НАД-залежного субстрату а-кетоглутарату 

(2), а також інших НАД-залежних субстратів. Одночасно зменшується
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Рис.13. Порівняльний аналіз змін вмісту АХ в тканинах печінки 

(А), серця (Б) 1 підшлункової залози (В) із змінами в окисленні 

сукцинату (1) 1 а-кетоглутарату (2) в MX печінки в процесі адап­

тації щурів до гіпобаричної гіпоксії.

вміст ацетилхоліну в тканинах печінки (а), серця (б) і підшлунко­

вої залози (в), що очевидно вказує на превалювання активності в 

даний період симпатоадреналової системи. Одначе, починаючи з 7-го 

дня адаптації зазначені процеси істотним чином змінюються: в тка­

нинах печінки 1 серця значно збільшується вміст ацетилхоліну, а в 

мітохондріях розвивається активація окислення Іншого субстрату 

ЦТК - а-кетоглутарату. Характерна для перших днів адаптації акти­

вація окислення сукцинату відсутня, а в деяких експериментах 

спостерігається гальмування його окислення. Стимуляція АДФ-сти-



мульованого дихання при окисленні а-кетоглутарату на 7, 12 1 16-й 

день адаптації становить 16. 38 1 46 55, відповідно. Із рисунку ІЗ 

видно, що в MX печінки адаптованих до гіпоксії щурів значно змен­

шений час фосфорилювання доданої АДФ при окисленні а-кетоглутара­

ту, що відображається в значному підвищенні Інтенсивності 

(AflOXAt) окисного фосфорилювання (154%, 12-й день адаптації).

Важливою стороною змін енергетичного обміну є значне підвищення 

коефіцієнта спряження дихання 1 окисного фосфорилюваня АДФЧО на 

30-4035. На підвищення коефіцієнта спряження дихання 1 фосфори-ч>- 

вання в MX вказує також зростання дихального контролю (V3W4) иа

9. 45 1 53* на 7. 12 1 16-й день, відповідно. Слід відмітити від­

сутність достовірних змін при окисленні Іншх субстратів ЦТК. Ми 

припустили, що така вибіркова стимуляція окислення а-кетоглутара- 

ту можлива за рахунок активації амінотрансферазних реакцій. ■ Про 

участь процесів переамінування в процесі адаптації тварин до гі­

поксії судили в дослідах при додаванні до MX суміші глутамату 1 

малату. а також пірувату та глутамату - субстратів; які включа­

ються в процес переамінування з утворенням а-кетоглутарату (Конд- 

рашова, 1989, 1991). Виявилось, що при окисленні суміші пірувату 

1 глутамату, а також глутамату 1 малату спостерігається чітка ак­

тивація АДФ-стимульованого дихання, яка повністю усувається Інгі­

бітором переамінування - амінооксиацетатом. Очевидно, що в даному 

випадку амінооксиацетат перериває амінотрансферазний шлях утво­

рення а-кетоглутарату, а як було показано вище, окислення саме 

цього субстрату активується на 7-16 день адаптації тварин до гі­

поксії.

Таким чином, виявлені в процесі адаптації тварин до гіпоксії 

зміни в нейрогуморальному статусі організму корелюють Із змінами 

окислення субстратів в мітохондріях. Очевидно, в перші дні адап­

тації гіпоксійнйй фактор виступає для тварин стресорним з підви­

щенням активності симпатоадреналової системи. В цей період 'має 

місце активація окислення сукцинату - субстрату, який активується 

під впливом катехоламінів (Бабский и др., 1985) і який забезпечує
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підвищення синтезу АТФ при зниженому к. к. д. (ефективність окисно­

го фосфорилювання при цьому знижується ). Однак при багаторазово-’ 

му повторенні впливу гіпоксійного фактора розвивається пристосу­

вання енергетичного обміну до нестачі кисню, яке виражається на 

рівні MX у підвищенні спряження дихання 1 фосфорилювання. Меха­

нізм цього явища полягає в наступному : "шунтуванні" циклу три­

карбонових кислот за рахунок активації амінотрансферазних реакцій 

1 вибірковій активації окислення а-кетоглутарату, що призводить 

до включення в роботу всіх пунктів спряження. Як нами було вище 

показано, інтенсифікація окислення а-кетоглутарату веде до поси­

лення субстратного фосфорилювання 1 синтезу ГТФ, необхідного для 

синтетичних анаболічних процесів. З цим, очевидно, зв'язане під­

вищення ваги тіла, тварин, адаптованих до гіпоксії (Аршавский, 

1982).

Одержані дані вказали на чітку кореляцію між вмістом ацетил­

холіну та окисленням а-кетоглутарату. а також зв’язаним з ним 

підвищенням ефективності окисного фосфорилювання. Лей факт добре 

узгоджується з виявленою нами активацією АХ окислення а-кетоглу- 

тарату 1 підвищенням ефективності окисного фосфорилювання. Остан­

нє вказує на важливу роль АХ у формуванні неспецифічної адапта­

ційної реакції організму до дії гіпоксійного фактора через вплив 

на енергетичні процеси в MX його клітин.

18. Вплив с-кетаглутарату, Na і адаптації,гаавин до гіпоксич- 
іші__сііта іі..н&  посісхресорні зміни енергетичного обміну в міто­
хондріях міокарду. Відомо, що у стресорних ситуаціях, зокрема при 

Імобілізаційному стресі, розвивається гіперактивація окислення 

сукцинату (Кондрашова, Григоренко, 1981, 1985). Це відбувається 

внаслідок викиду в кров великої кількості катехоламінів, а як ві­

домо. катехоламіни стимулюють окислення в MX сукцинату (Бабский и 

др.. 1985). Гіперактивація окислення сукцинату стимулює механізми 

самообмеження ефекту, зокрема відбувається нагромадження оксалоа- 

цетату - метаболіту, який обмежує окислення сукцинату (Кондрашо-
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ва. Григоренко. 1981. 1985). Поряд з активацією окислення сукци­

нату має місце поглинання MX великої кількості кальцію (Гайнутди­

нов. Абибова. 1985), що може викликати роз’єднання спряження ди­

хання 1 фосфорилювання в MX (Dreels. Baumrucker. 1982). Вказані 

зміни призводять до порушення енергетичного обміну в MX. У зв’яз­

ку з цим актуальною є проблема пошуку речовин і методів, що запо­

бігають стресорним пошкодженням дихання 1 окисного фосфорилювання 

в MX.

Одержані нами результати вказали, що 1 введення тваринам 

а-кетоглутарату Na, 1 адаптація тварин до гіпоксичної гіпоксії 

призводять до значного зростання спряження дихання 1 фосфорилю­

вання в MX. Крім цього, в умовах роз’єднуючої дії сильних стре- 

■ сорних впливів на спряження дихання 1 фосфорилювання Істотну роль 

може відіграти активований в обох випадках процес субстратного 

фосфорилювання і синтез ГТФ. Враховуючи це. ми дослідили роль по­

передньої адаптації тварин до гіпоксичної гіпоксії (7000 м., 12

днів по 4 год.), а також триденного введення тваринам а-кетоглу­

тарату Na на постстресорні зміни енергетичного обміну в MX міо­

карда. На рис.14. А представлені діаграми дихання MX контрольних 

тварин (тонка лінія), тварин, підданих 24-годинному імобілізацій- 

ному стресу (лінія середньої товщини), а також адаптованих до гі- 

ПОКСИЧНОІ ГІПОКСІЇ (7000 М.. 12 ДНІВ ПО 4 ГОД.) щурів, які після

f цього піддавалися 24-годинному імобілізаційному стресу (товста 

лінія). Видно, що імобілізаційний стрес призводить до гальмування 

окислення сукцинату. Це гальмування зв’язано з нагромадженням ок- 

салоацетату. оскільки усувається додаванням до MX ізоцитрату та 

глутамату (2 і 3). Інша картина спостерігається у попередньо 

адаптованих до гіпоксії щурів. Імобілізаційний стрес не призво­

дить до гальмування окислення сукцинату, а, навпаки, спостеріга­

ється активація'його окислення. При цьому активація окислення 

сукцинату не знаходиться в гіперактивному стані, оскільки не 

призводить до нагромадження в MX оксалоацентату. Додавання до MX 

міокарду активаторів сукцинатдегідрогенази ізоцитрату і глутамату
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не підвищує, а навіть знижує АДФ-стимульоване дихання MX (2 13).
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Рис.14. Вплив попередньої адаптації тварин до гіпоксичної гі­

поксії (А) 1 триденного введення а-кетоглутарату Na (Б) на пост- 

стресорні зміни дихання MX міокарду щура. Тонка лінія - MX конт­

рольних тварин; середня - 24-год. Імобілізаційний стрес; товста - 

адаптація тварин до гіпоксії або введення а-кетоглутарату Na + 

24-годинний Імобілізаційний стрес. А, 1 - сукцинат;' 2 - сукци- 

нат + ізоцитрат; 3 - сукцинат + глутамат; Б - сукцинат.

Такий же ефект ми спостерігали раніше при дії АХ.

Очевидно, за умов попередньої адаптації тварин до гіпоксії, 

окислення сукцинату не переходить в гіперактивний (загальмований 

оксалоацетатом) стан. Останнє надзвичайно важливе для повноцінно­

го енергетичного забезпечення функціональної активності організму 

за умов дії сильних стресорних подразників.

Така ж сама закономірність проявляється і при попередньому



триденному поїнні тварин а-кетоглутаратом Na. Як видно з 

рис.14. Б тварини, що одержували а-кетоглутарат Na реагують у 

відповідь на Імобілізаційний стрес чіткою активацією окислення 

сукцинату в MX міокарду.

Таким чином, одержані результати вказали, що як адаптація 

тварин до гіпоксії, так і введення тваринам а-кетоглутарату Na 

підвищують резистентність енергетичного обміну міокарду до дії 

сильних стресорних впливів на організм.

* » *

Проведені дослідження вказали на те. -що основним ефектом дії 

АХ на енергетичний обмін є підвищення спряження дихання 1 фосфо- 

рилювання. Цей ефект досягається декількома шляхами: а) вибірко­

вою активацією окислення НАД-залежного субстрату а-кетоглутарату; 

б) активацією амінотрансферазного шляху утворення цього субстра­

ту; в) гальмуванням найбільш Інтенсивно окислювального субстрату 

сукцинату ГТФ. синтез якого активується АХ-ом у процесі субстрат­

ного фосфорилювання. Результати досліджень вказали на Існування, 

сильного регуляторного зв’язку між Дією АХ 1 а-кетоглутарату на 

рівні організму. Виявилось, що не тільки АХ викликає активацію 

окислення 1 утворення а-кетоглутарату. але 1 введення тваринам 

а-кетоглутарату призводить до підвищення рівня АХ у крові 1 тка­

нинах організму. ЦІ дані свідчать про Існування медіаторно-субс- 

тратно-нуклеотидної системи: АХ - а-кетоглутарат - ГТФ (АТФ) - 

цГМФ, яка забезпечує енергією Індуковані АХ-ом анаболічні віднов­

ні процеси в клітинах 1 яка реципрокна Іншій системі: катехоламі- 

ни - сукцинат - АТФ - цАМФ (Кондрашова и др.. 1985). Остання сис­

тема забезпечує енергією стан підвищеної функціональної активнос­

ті, пов'язаний з вивільненням катехоламінів 1 активацією катабо- 

лічних процесів. Дані про вибіркове, підсилення окислення метабо­

літів циклу Кребса узгоджуються Із сучасними даними про структур- 

но-кінетичну організацію внутрішньомітохондріальних мультифер-
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ментних комплексів (Любарев. Курганов. 1987. 1989) 1 відповідають 

імпульсному режиму переходу від спокою до активності клітин 1 

тканин в організмі, що запускається виділенням гормонів 1 медіа­

торів. У випадку дії АХ активація холінорецептора призводить до 

стимуляції а-кетоглутаратдегідрогенази 1 окислення а-кетоглутара- 

ту (рис.15). Цей ефект, очевидно, реалізується через Іони Са2*.

- 37 -

Рис.15. Схема переключення окислення двох енергетичних субс­

тратів - а-кетоглутарату 1 сукцинату при зміні нейрогуморального 

тонусу в організмі. ХР 1 АР - холіно- 1 адренорецептори. Товста 

лінія - інтенсивне окислення, тонка - загальмоване окислення. 

Розміри заштрихованих прямокутників умовно символізують актив­

ність КГДГ 1 СДГ. а радіальні лінії біля них - концентрації сук­

цинату 1 а-кетоглутарату.

Швидкість окислення сукцинату при цьому знижується внаслідок 

гальмування гуаніловими нуклеотидами 1 відбувається нагромадження 

цього субстрату. Однак, після активації холінорецептора наступає 

його десенсибілізація, а в організмі наростає рівень катехоламі­

нів, які активують окислення сукцинату (Бабский и др., 1985).



Здатність MX до швидкого переключення окисних процесів на вико­

ристання різних субстратів відповідає швидким змінам у коливаннях 

нейрогуморального тонусу організму. Таким чином, взаємозв'язок 

між нейротрансміттерами 1 енергетичними субстрататми призводить 

до адекватного енергетичного забезпечення реципрокних фізіологіч­

них станів клітин та органів організму - спокою 1 активності.

ВИСНОВКИ

1. Введення тваринам ацетилхоліну викликає реципрокну зміну 

окислення в мітохондріях міокарду, печінки, підшлункової залози 1 

слизової тонкої кишки двох субстратів трикарбонового циклу а-ке­

тоглутарату 1 сукцинату - активацію 1 гальмування, відповідно. В 

обидвох випадках підвищується ефективність спряження дихання та 

фосфорилювання. Вказана дія ацетилхоліну підсилюється введенням 

тваринам Інгібіторе холінестерази прозерину. а також більш вира­

жена в мітохондріях тканин, які перебувають під більш сильним 

впливом парасимпатичної нервової системи 1 в тварин з більш вира­

женим холінергічним статусом організму. Дія ацетилхоліну на окис­

лення вказаних субстратів специфічна,‘оскільки не виявляється при 

окисленні інших субстратів трикарбонового циклу.

2. Найбільш виражений ефект введеного з організм ацетилхолі­

ну проявляється в мітохондріях серця через 15 хв, а в мітохондрі­

ях печінки - через ЗО хв після введення. На '60 хв швидкість ди­

хання 1 показники окисного фосфорилювання нормалізуються.

3. Встановлено стимулюючий вплив ацетилхоліну на спряжене з 

окисленням а-кетоглутарату субстратне фосфорилювання в мітохонд­

ріях печінки щура ,1 морської свинки, яке більш виражене у морсь­

кої свинки - тварини з вищим холінергічним статусом у порівнянні 

з щурем.

4. Показана участь іонів кальцію в реалізації дії введеного 

тваринам ацетилхоліну на енергетичні процеси в мітохондріях. на 

що вказує підвищення цитоплазматичної концентрації кальцію в
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ізольованих геиатоцитах, зростання швидкості транспорту катіона в 

мітохондрії 1 збільшення кальцієвої ємності виділених органел 

після введення тваринам ацетилхоліну.

5. Встановлено, що поряд з активацією окислення а-кетоглута­

рату, ацетилхолін стимулює амінотрансферазний шлях утворення цьо­

го субстрату в мітохондріях.

6. Виявлено, що гальмівний вплив ацетилхоліну на окислення 

сукцинату в мітохондріях опосередковується через продукти субс­

тратного фосфорилювання і усувається арсенітом - Інгібітором син­

тезу ГТФ.

7. Основний ефект дії ацетилхоліну, що полягає в стимуляції 

окислення а-кетоглутарату і підвищенні ефективності спряження ди­

хання і фосфорилювання. відтворений на Ізольованій перфузованій 

печінці. Це свідчить про прямий вплив ацетилхоліну на енергетичні 

процеси в клітинах.

8. Показана стимулююча дія ацетилхоліну на гуиоконеогенез 1 

синтез глікогену в ізольованій перфузованій печінці.

9. Вплив введенного в організм ацетилхоліну на дихання та 

окисне фосфорилювання в мітохондріях печінки опосередковується 

через М-холінорецептори. оскільки знімається холіноблокатором ат­

ропіном. а в мітохондріях серця через М- та Н- холінорецептори, 

оскільки усубається при спільній дії атропіну та бензогексонію.

10. Виявлено синергізм у дії введених в організм ацетилхолі­

ну 1 а-кетоглутарату Na на дихання і окисне фосфорилювання в мі­

тохондріях серця 1 печінки. Показано підсилення ефекту дії аце­

тилхоліну при його сумісному введенні з а-кетолутаратом Na.

и. Встановлено, що введення тваринам а-кетолутарату Na 

призводить до зниження холінестеразної активності в крові 1 

збільшення вмісту ацетилхоліну в тканинах печінки і підшлункової 

залози, що свідчить про існування сильного регуляторного зв’язку 

між дією ацетилхоліну 1 а-кетолутарату на рівні організму.

12. В умовах in vivo показано, що внутрішньовенне введення 

ацетилхоліну викликає окислення піридиннуклкотидів у тканині міо-
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карду собаки, яке вказує на активацію окисних процесів у кліти­

нах. Ці медіатори спричиняють різнонаправлену дію на швидкість 

поглинання кисню: підвищення у випадку введення норадреналіну 1

зниження у випадку ацетилхоліну.

13, Показано, що підвищення холінергічного тонусу в процесі 

адаптації тварин до гіпоксичної гіпоксії викликає активацію окис­

лення е мітохондріях печінки а-кетоглутарату 1 значне зростання 

спряження дихання і фосфорилювання.

14. Виявлено, що попередня адаптація тварин до гіпоксії, а 

також введення тваринам а-кетоглутарату Na підвищує резистент­

ність енергетичного обміну міокарду до дії сильних стресорних на­

вантажень на організм.
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Н.М. Долиба

ХОЛИНЕРГИЧЕСКАЯ РЕГУЛЯЦИЯ ЭНЕРГЕТИЧЕСКОГО МЕТАБОЛИЗМА 
В МИОКАРДЕ И ПИЩЕВАРИТЕЛЬНЫХ ОРГАНАХ

Резюме

Изучено влияние нейротрансмиттера парасимпатической нервной 
системы ацетилхолина (АХ) на энергетический обмен в митохондриях 
(MX), перфузированных органах и тканях целосного организма. Обна­
ружено. что АХ в дозах 25. 50 и І00 мкг на 100 г массы через 5.
15 и 30 мин после внутрибрюшинного введения усиливает скорость 
АДФ-стимулирующего дыхания и фосфорилкрования АДФ. транспорт 
кальция и субстратное фосфорилирование в MX миокарда, печени, 
поджелудочной железы и слизистой тонкой кишки крысы и морской 
свинки при окислении а-кетоглутарата (КГЛ). При этом активация 
окисления КГЛ АХ-ом обеспечивается усилением образования этого 
субстрата в аминотраноферазных реакциях и сопровождается торможе­
нием окисления сукцината. Доказано, что основной эффект АХ, зак­
лючающийся в активации окисления КГЛ и повышении сопряжения дыха­
ния и фосфорилирования. воспроизводится на изолированных перфузи­
рованных печени и сердце крысы. С помощью ядерно-магнитно-резо- 
нансной спектроскопии и НАДН-Флюориметрии in vivo показано, что 
АХ и норадреналин вызывают окисление НАДН и реципрокно влияют на 
скорость поглощения кислорода тканью сердца собаки. Установлено, 
что АХ снижает, а норадреналин повышает скорость поглощения кис­
лорода и это обусловлено активацией окисления в MX двух разных 
субстратов - КГЛ и сукцината.

М. М. Dollba

CHOLINERGIC REGULATION OF ENERGY METABOLISM IN 
MYOCARD AND DIGESTIVE ORGANS

Summary

The influence of acetylcholine (Ach) on energy metabolism In 
mitochondria, perfused organs and a tissues of whole organism has 
been under study. Taken In doses of 25. 50 and 100 me per 100 g
of body weight 5, 15 and 30 mln after lntraperltoneal injection
It intensifies the rate of ADP phosphorylation or calcium 
transport and substrate-level phosphorylation In mitochondria 
from liver, heart, pancreas and Intestinal mucosa of rat and 
guinea pig at a-ketoglutarate (KG) oxidation. Here activation of 
KG oxidation by Ach Is due to Intensification of the substrate 
formation In aminotransferase reactions and takes place alongside 
with slowing down of succinate oxidation. It has been proved, 
that the principal effect of Ach, consisting In activation of KG 
oxidation and In Increase of respiration and phosphorylation 
coupling, is reproduced on an isolated perfused liver ana heart 
of rats. By means of SfP NMR and HADH fluorometry In vivo it Is 
stated that Ach and noradrenaline couse Increased oxidation of 
NADH and reciprocally influence the rate of oxygen consumption by 
heart tissue of a dog. The ability of Ach to decrease and 
noradrenaline to increase the rate of oxygen consumption due to 
activation of oxidation In mitochondria of two differents 
substrates (KG and succinate) has been discovered.
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