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БЕЛГІЛЕУЛЕР МЕН ҚЫСҚАРТУЛАР

	АДФ
	-
	аденозиндифосфат

	ДНҚ
	-
	дезоксирибонуклеин қышқылы

	НАД
	-
	никотинамидадениннуклеотид

	НАДФ
	-
	никотинамидадениндинуклеотидфосфат

	ЭТТ
	-
	электрондарды тасымалдау тізбегі

	ADCK4
	-
	(AarF Domain Containing Kinase-4) киназа-4 бар AarF домені

	AdoMet
	-
	(adenosylmethionine) аденозилметионин

	ATФ
	-
	аденозинтрифосфат

	BNGE
	-
	(Blue native gel electrophoresis) нативті көк гельді электрофорез

	EDTA
	-
	(Ethylenediaminetetraacetic acid) этилендиаминотетраацетат қышқылы

	BSA
	-
	(Bovine serum albumin) бұқа сарысу альбумині

	CoQ
	-
	(Coenzyme Q) коэнзим Q немесе кофермент Q

	CoQH2
	-
	(Ubiquinol COX: Cytochrome oxidase) убихинол циклооксигеназа: цитохромоксидаза

	DMQ
	-
	(Demethoxyubiquinone) диметоксиубихинон

	GS- / GSH
	-
	(Glutathione) тотықсызданған глутатион

	GSS-/GSSG
	-


	(Glutathione Persulfide) тотыққан глутатион

	H2S
	-
	(Hydrogen Sulfide) күкіртті сутек, сутек сульфиді

	HPLC
	-
	(High resolution liquid chromatography) жоғары эффективті сұйық хроматография

	EQ
	-
	(electrochemical detector) электрохимиялық детектор

	PBS
	-
	(Phosphate Buffer Saline) фосфатты-тұзды буфер

	PHB
	-
	(polyprenyl diphosphate transferase) полипренилдифосфат трансфераза

	SC
	-
	(Supercomplex) суперкешендер

	SDH
	-
	(Succinate dehydrogenase) сукцинатдегидрогеназа

	SDO
	-
	(Persulfide dioxygenase) персульфиддиоксигеназа

	SO
	-
	(Sulfite oxidase) сульфитоксидаза

	SO3-2 
	-
	сульфит

	SO4-2
	-
	сульфат 

	SQOR
	-
	(Sulfur: quinone oxidoreductase) сульфид: хинон оксидоредуктаза

	3MST
	-
	(3-mercaptopyruvate sulfotransferase) 3-меркаптопируват сульфотрансфераза


КІРІСПЕ

Зерттеу жұмыcының жалпы cипаттамаcы. Жұмыс митохондрия метаболизмі өзгерісіндегі тотығу стресінің рөлін зерттеуге арналған. Соның ішінде сульфидтік метаболизм жолы мен CoQ биосинтезінің өзгерісі.
Зерттеу тақырыбының өзектілігі. Барлық аэробты организмдердің тіршілігі үшін оттегі қажет. Ұлпалар тұтынатын оттегінің шамамен 5%-ы бос радикалдарға айналады. Оттегінің белсенді формалары, яғни бос радикал ретінде жасушада үнемі өндіріліп отырады, бірақ олардың деңгейі төмен болғандықтан жасуша оларды антиоксидантты жүйенің көмегімен белсенділігін тежейді. Бірақ, бос радикалды тотығу қарқындылығының жоғарылауынан түрлі факторлардың патогенді әсеріне алып келеді. Нәтижесінде жасушалардың биохимиясы бұзылып, тотығу стресі пайда болады. Оттегінің белсенді формалары органдар мен ұлпаларға әр түрлі дәрежеде әсер етеді және тотығу стресс процесінде әр түрлі тұрақтылықты көрсетеді. 

Бос радикалдардың көбеюі АТФ деңгейінің төмендеуіне және жасушалардың энергия тапшылығына әкеледі. Нәтижесінде митохондрияның тыныс алу тізбегіндегі кешендердің, онда жүретін бірқатар биосинтез процестері бұзылады. Сонымен бірге митохондриялық дисфункция және ұлпаларда митохондриялық мутациялардың жинақталуы қартаю үдерісіне және нейродегенерациямен сипатталатын бірқатар аурулардың патогенезіне алып келеді. Соның бір процесі сутек сульфиді метаболизм жолы мен CoQ биосинтезі болып табылады. CoQ биосинтезінің негізгі элементінің бірі коэнзим Q10. Ол - митохондриялық тыныс алу тізбегінің құрамдас бөлігі. Коэнзим Q10 биосинтезінің бұзылуы бірқатар митохондриялық ауруларға әкелуі мүмкін. Митохондриялық аурулар - митохондриялар мен ұлпалардың тыныс алуының құрылымы мен қызметінің бұзылуынан туындаған тұқым қуалайтын аурулардың және патологиялық жағдайлардың күрделі гетерогенді тобы. Соның ішінде белгілі аурулардың бірі - Лей синдромы. Коэнзим Q10 тапшылығы кезінде күкіртті сутек метаболизм шешуші рөл атқарады. Сүтқоректілер клеткаларындағы сульфидтер алмасуына транссульфурация (биосинтетикалық) және күкіртті сутек (H2S) тотығу (катаболикалық) жолдары жатады. H2S тотығуының бұзылуы коэнзим Q жетіспеушілігінде тотығу стресіне ықпал етуі мүмкін немесе Q коферменті тапшылығында ұлпалардың ерекшелігінің патогенезінде тотығу стресімен синергетикалық рөл атқаруы мүмкін. 

Клеткадағы оттектің белсенді түрлері әсерінен туындайтын жағымсыз өзгерістерді бейтараптайтын қорғаныстық  жүйе компоненті глутатион болып табылады. Глутатион клетка тіршілігі үшін маңызы зор. Митохондриядағы оттектің белсенді формаларының деңгейінің модуляциясы арқылы глутатион жасушаның бұзылу процесіне әсер етуі мүмкін. Митохондрияда глутатион деңгейінің азаюы немесе жойылуы оттегінің белсенді формаларының және белсенді азот деңгейінің жоғарылауына, осы органеллалардың дисфункциясына әкеледі, бұл жасуша өлімі процесінің апоптоздан некрозға ауысуына әкелуі мүмкін.

Осындай процестердің митохондрия метаболизміне әсері бірқатар аурулармен жетіспеушіліктерді тудырады. Қазіргі таңда алдын алу мақсатында көптеген клиникаға дейінгі емдеу алды терапиялық жолдар қолданылуда. Оның бірі зерттелініп отырған нысанның бір органына оң әсерін берсе, келесі органына оң әсерін бермеуі мүмкін. Тотығу стресі нәтижесінде туындайтын митохондрия метаболизмі дисфункциясы нәтижесінде көптеген митохондриялық аурулардың пайда болуы және оның емінің болмауы дүниежүзін толғандырып отыр. 
Зерттеудің мақсаты. CoQ жетіспеушілігі бар тышқан топтарының рациондарына күкіртті амин қышқылдардың мөлшеріне диеталық шектеулер қоюмен немесе N-ацетил-L-цистеинді қолданып өңдеу жүргізу арқылы сульфидтік метаболизм жолындағы өзгерістерді анықтау және Кешен І жетіспеушілігі бар тышқан топтарының глутатион жүйесінің артуын бағалау.

Мақсатқа жету үшін келесідей негізгі міндеттер қойылды: 
1. CoQ жетіспеушілігі бар тышқан топтарынының рациондарына күкіртті амин қышқылдардың мөлшеріне диеталық шектеулер қоюмен немесе N-ацетил-L-цистеинді қолданып өңдеу жүргізу арқылы өмір сүрудің пайыздық көрсеткіштерін айқындау.
2. Мидың митохондрия фракциялары мен бүйрек, бұлшықет ұлпаларындағы  сутекті сульфидтік метаболизм жолының алғашқы ферменті - сульфидхинон оксиредуктаза (SQOR) деңгейінің өзгеруіне, цистатионин [image: image4.png]


-лиаза (CSE) деңгейіне және цистатионин-β-синтаза (CBS) деңгейіне баға беру.

3. Жалпы глутатион өзгерісін, соның ішінде глутатион ферменттерінің  (GPx және GRd) деңгейін анықтау.

4. Ми, бүйрек және бұлшықет ұлпаларындағы SAAR және NAC-пен өңдеуден кейінгі CoQ9, CoQ10, DMQ9 деңгейлеріндегі және DMQ9/CoQ9 қатынасындағы айырмашылықтарын салыстыру және митохондрия тыныс алу тізбегі кешендерінің қалыптасуы мен тұрақтылығын бағалау.
5. Кешен І жетіспеушілігі бар тышқан топтарының өмір сүрудің пайыздық көрсеткіштеріне баға беру және жалпы глутатион жүйесін, оның ішінде ферменттер (GPx және GRd) деңгейін анықтау. 
Зерттеу материалдары. CoQ жетіспеушілігі және Кешен І жетіспеушілігі бар тышқан модельдері қолданылды.
Зерттеу әдістері. Жануарлардың тәжірибелік үлгісін алу, Вестерн-блоттинг анализі, кері фазалық жоғары эффективті сұйық хроматография, Нативті электрофорез әдісі, флуоресцентті спектроскопия (Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VT, USA), спектрофотометрия (NanoDrop), статистикалық талдау әдістері (GraphPad Prism) пайдаланылды.

Зерттеудің ғылыми жаңалығы. Тұңғыш рет in vivo жағдайында клиникаға дейінгі терапия мақсатта CoQ жетіспеушілігі бар тышқан моделінің рационына күкіртті амин қышқылдардың мөлшеріне диеталық шектеулер қоюмен немесе N-ацетил-L-цистеинмен өңдеу арқылы зерттеу жүргізілді. CoQ жетіспеушілігі бар тышқандардың ұлпаларына кейбір жағдайда әсері бірдей болмайтындығы белгілі болды. Олардың тиімді мөлшерлері мен қолдану уақыты анықталды.  Алынған мәліметтер негізінде терапиялық жолды жасау мақсатында зерттеулер жүргізілді. Іn vivo жағдайында жасалған күкіртті амин қышқылдардың мөлшеріне диеталық шектеулер қоюмен немесе N-ацетил-L-цистеинмен өңдеу  арқылы сульфидті метаболизм жолының бірінші ферменті SQOR деңгейінің бұлшықет ұлпаларында жоғарылауы, ал бүйрек ұлпаларында N-ацетил-L-цистеинмен өңдеу  нәтижесінде жоғарылағандығын байқалды.
Кешен І жетіспеушілігі бар тышқан моделінің ми ұлпаларында Ndufs4+/+ бақылау тышқан топтарына қарағанда SQOR деңгейі жоғарылауы алғашқы рет көрсетілді және жалпы глутатион деңгейінің және GSSG/GSH қатынасының жоғарылауы анықталды.
Жұмыстың теориялық маңызы. Диссертациялық жұмыстың нәтижелері, әсіресе, соның ішінде алғаш рет CoQ жетіспеушілігі бар тышқан топтарына тәжірибе жүргізу кезінде тамақтану рациондарына күкіртті амин қышқылдардың (SAAR) мөлшеріне және N-ацетил-L-цистеинмен (NAC) диеталық шектеулер ми, бүйрек, бұлшықет ұлпаларына әсері анықталды, ал кешен І жетіспеушілігі бар тышқан топтарына жасалған тәжірибелер глутатион жүйесінің арта түскендігін көрсетті. Алынған зерттеу нәтижелері қолданылған өңдеулерге сараптама жүргізуге бірден-бір мүмкіншілік береді және осы мәселелерге арналған ізденістердің теориялық негізін толықтыра түсті. 
Жұмыстың практикалық құндылығы. Алынған  мәліметтер негізінде CoQ жетіспеушілігі бар тышқандарды емдеудің және кешен І жетіспеушілігі бар тышқандардың алдын алудың жолдарын қалыптастыру. Зерттеулер барысында тышқандардың тамақтану рациондарына күкіртті амин қышқылдардың (SAAR) мөлшерін және N-ацетил-L-цистеинмен (NAC) диеталық шектеулермен өңдеу жасау Coq9R239X тәжірибелі топ тышқандарына қосымша да, дербес те емдік шара ретінде қолдануға болатын жаңа терапиялық емдеудің негізі болуға лайық. 

Қорғауға ұсынылатын негізгі қағидалар:

1. CoQ жетіспеушілігі бар тышқан топтарынының рациондарына диеталық шектеулермен өңдеу жүргізу арқылы өмір сүрудің пайыздық көрсеткіштері айқындалды.
2. Күкіртті амин қышқылдардың мөлшеріне диеталық шектеулермен өңделген Coq9R239X тәжірибелі тышқан ми ұлпаларында, N-ацетил-L-цистеинмен өңдеу кезінде бүйрек ұлпаларында,  SAAR мен NAC өңдеулерінде бұлшықет ұлпаларында SQOR деңгейі жоғарылауы көрсетілді. 
3. Тәжірибелі тышқан топтарын SAAR мен NAC өңдеулерінен кейін цистатионин [image: image6.png]


-лиаза (CSE) және цистатионин-β-синтаза (CBS) деңгейі ми, бүйрек және бұлшықет ұлпаларына әртүрлі әсері бар екені көрсетілді.
4. Тышқан топтарынының рациондарына күкіртті амин қышқылдардың мөлшеріне диеталық шектеулер қоюмен немесе N-ацетил-L-цистеинді қолданып өңдеу жүргізу арқылы мидың митохондрия фракцияларындағы және бүйрек, бұлшықет ұлпаларындағы жалпы глутатион өзгерісін, соның ішінде глутатионға тәуелді ферменттерінің  (GPx және GRd) деңгейі анықталды.
5. Ми, бүйрек және бұлшықет ұлпаларындағы CoQ9, CoQ10, DMQ9 деңгейлерінде, DMQ9/CoQ9 қатынасындағы айырмашылықтары және митохондрия тыныс алу тізбегі І, ІІ, ІІІ, IV кешендерінің, суперкешеннің (SC) қалыптасу көрсеткіштері бүйрек митохондрия фракцияларында SAAR және NAC-пен өңдеуден кейін әртүрлі әсері бар екені анықталды.
6. Кешен І жетіспеушілігі бар тышқан топтарының өмір сүрудің пайыздық көрсеткіштеріне баға берілді және жалпы глутатион жүйесін, оның ішінде глутатионға тәуелді ферменттер деңгейінің ерекшеліктері анықталды. 
Тақырыптың зерттеу деңгейі. Диссертациядағы  зерттеу жұмыстары физиологиялық, клеткалық және молекулалық деңгейде орындалды.

Жұмыстың ғылыми зерттеу бағдарламасымен байланыстылығы. Бұл жұмыс митохондрия метаболизміндегі тотығу стресінің өзгерісін зерттеуге бағытталды. Гранада университеті, Биомедицина зерттеу орталығының молекулалық биология зертханасының жобасымен жасалды (ғылыми жобаның жетекшісі Гранада Университетінің профессоры Л.К. Лопес). Сонымен қатар әл-Фараби атындағы ҚазҰУ-нің Биофизика, биомедицина және нейроғылым кафедрасының зертханасында орындалды.
Қорғауға ұсынылатын ғылыми жұмыс нәтижелерінің жинақталуына диссертанттың жеке үлесі. Диссертациялық жұмыстың барлық нәтижелері автордың жеке қатысуымен орындалды. Жұмыстың авторы зерттеу нысанын және концепциясын таңдауда, жұмыстың мақсатын анықтап, зерттеудің міндетін қоюда, сонымен қатар, тәжірибелердің орындалуын жоспарлауда, алынған мәліметтерді жинақтап, өңдеп-талдауға өз үлесін қосты. 

Зерттеу нәтижелерін сынақтан өткізу және енгізу. Зерттеу нәтижелері және диссертациялық жұмыстың негізгі қағидалары төмендегідей халықаралық және республикалық конференцияларда баяндалды және талқыланды:

- «Фараби әлемі»  студенттер мен жас ғалымымдардың халықаралық  ғылыми конференциясы (2019, Алматы, Қазақстан);
-  Халықаралық ғылыми конференция «I CONGRESS OF RESEARCHERS FROM THE PTS»(2019, Гранада, Испания);
- «Фараби оқулары» студенттер мен жас ғалымымдардың халықаралық  ғылыми конференциясы (2020, Алматы, Қазақстан).
Басылымдар. Зерттеу жұмысының нәтижелері 8 ғылыми еңбекте жарияланды, оның ішінде 1 мақала Tomson Reuters және Scopus базасында, 3 мақала ҚР БҒМ саласындағы бақылау Комитеті ұсынған басылымдарда; 5 тезис шет ел және халықаралық-республикалық конференция материалдары жинақтарында жарық көрді.
Диссертацияның құрылымы. Диссертациялық жұмыс 108 мәтіндік беттен тұрады және нормативтік сілтемелер, белгілеулер мен қысқартулар, кіріспе, әдебиеттерге шолу, зерттеу материалдары мен әдістері, зерттеу нәтижелері және оларды талқылау, қорытынды, 222 пайдаланылған әдебиеттер тізімінен тұрады, құрамында 37 сурет  және 1 қосымша бар.
  1 ӘДЕБИЕТТЕРГЕ ШОЛУ

1.1 Коэнзим Q ашылуы, құрылысы мен физика-химиялық және биологиялық қасиеттері

Коэнзим Q (CoQ) алғаш рет 1955 [18] жылы Festenstein және бірлескен авторлармен, ал 1957 жылы Frederick Loring Crane және бірлескен авторлармен сиыр жүрегінің митохондриясының липидті экстракттарынан бөлініп алынып,  сипатталған болатын. Осылайша CoQ митохондрия тыныс алу тізбегінің  негізгі компоненті  болып  анықталды [19].

1958 жылы Wolf және бірлескен авторлары оның күрделі құрылысын анықтады. CoQ – өзгеше липид деп шешілуінің себебі, ондағы бензохинонды шеңбер шеткі изопреноидты ұзын шеңберімен байланысып,  биологиялық мембранада арнайы орналастыруды талап етеді. Бұл  уақыттарда берілген липидтің тек митохондриялық тыныс алу тізбегіндегі тотығу-тотықсыздану  қызметі  ғана зерттелген. Ал, оның  антиоксиданттық қызметі тек соңғы 15 жыл аралығында  зерттеліп келеді. Бастапқы уақытта CoQ синтезі мен таралу концепциясы тек митохондрияның  ішкі мембранасына ғана тән болды.  Бұл кезеңде алғашқы  танымал қызметі ретінде митохондриялық электрондарды электрондардың I және II кешендерінен III-ші  кешенге тасымалдау болып саналды [18]. 

1958 жылы Карл Фолкерс пен ұжымдастары оның химиялық құрылысы  жөнінде алғашқы хабарын берген болатын. 1970 жылдың басында Джан Паоло Литтарру мен Карл Фолкерс қан сарысуындағы CoQ10 дефициті тікелей адамның жүрек ауруларына байланысты деп пайымдайды 
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[20-22
]. Ал 1989  жылы Огасахара және  бірлескен авторлары [23] алғаш рет митохондрия энцефалопатиясы бар аурудың бұлшық еттеріндегі CoQ10 дефициті тіркелгенін айқындайды. Дегенімен де бұл уақытта молекулалық  деңгейдегі себептер қарастырылмаған, нәтижесінде CoQ биосинтездейтін гендегі мутацияның алғашқы екі жағдайы тек 17 жылдан кейін ғана анықталған 
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[24,25]
.

1980 жылдары таза CoQ10 мөлшерінің еш кедергісіз алынуы және  плазма мен қандағы CoQ10 концентрациясын өлшеу әдістерінің қолжетімді болуы, клиникалық тәжірибелер санының артуына септігін тигізеді. Клеткалық қуатты өндіру мен антиоксиданттық қорғаныстағы  CoQ-нің  тотығу-тотықсыздану қызметі оның убихинол (тотықсызданған CoQ) мен  убихинонның (тотыққан CoQ) арасындағы тотығу-тотықсыздану айналымындағы екі электронды алмастыру қабілетіне негізделген [26, 27].

Химиялық табиғаты  бойынша CoQ, Е және К витаминдерінің молекулалық құрылысына ұқсас келеді. СoQ қатары 2,3-метокси-5-метил-6-полипренилбензохиноннан тұрады, мұнда шеткі  тізбектерде 1–12 изопреноидты бірліктері болады (сурет 1) [28]. 
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Сурет 1 - CoQ химиялық құрылысы

Убихинонның шеткі  тізбектеріндегі изопрен қалдықтарының саны әр ағзаға сай 6-дан 10-ға дейін түрленіп кездеседі. CoQ-нің мұндай нұсқалары  CoQ6, CoQ7 және тағы сондай секілдіболып белгіленеді. Saccharomyces cerevisiae клеткаларында CoQ6, Escherichia coli - CoQ8, кеміргіштерде - CoQ9 болады. Адамды қоса айтқандағы сүтқоректілердің көпшілігінің клетка митохондриясында убихинон әдетте изопреннің 10 бірлігімен  болады, бірақ CoQ9 да кездесіп тұрады. CoQ – дәмсіз  және  иіссіз сары-қызғылт сары кристаллдар. Еру температурасы 49-51°C. Диэтил эфирде жақсы ериді,  этанолда аз ерісе, ал суда тіпті  ерімейді [29]
.
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Сурет 2 – Убихинонды екі жеке электрон саты бойынша семихинонның жартылай тотықсызданған радикалының көмегімен, екі электронды тотығу-тотықсыздану реакциясына ұшыратады 
Тиесілі ұлпаға байланысты CoQ үлесі кішірейтілген қалыпта (убихинол, QH2) кездеседі, бұл оның антиоксидант ретіндегі аса жоғары әсерін көрсетеді. Убихинол липидті радикалдарды бейтараптандырады, мұнда ол өзінің 1 сутек атомын беріп, бос радикалды семихинонға айналады,  ал содан кейін ол қайтадан дем алу тізбегінің Q циклі бойында бос емес радикалды жағдайына калыпқа келеді (сурет 2) [29].

1.2 CoQ биосинтез жолы
CoQ биосинтезі адам ұлпасының көпшілігінде және жасуша түрлерінде өтеді. Оның негізгі төрт кезеңі бар (сурет 3): 

- Бензохинон құрылымын қалыптастыру (фенилаланин немесе тирозин қолдана отырып); 

- Изопреннің бүйірлік тізбегін құру (ацетил-CoA қолдана отырып); 

- Жоғарыда аталған екі құрылымды байланыстыру немесе біріктіру; 

- Метильдеу, декарбоксильдеу және гидроксильдеу реакциялары арқылы генерацияланатын құрылымдарды модификациялау.

Алғашқы екі реакция митохондрияда, эндоплазмалық тор мен пероксисомаларда орын алады. Бұл жануарлар жасушаларының көп қырларын көрсетеді [30] 
.  

Гидроксильдеу кезеңдерінің бірі өзінің тұрақтылығы мен қалыпты қызмет етуі үшін COQ7, өзге ақуызды қажет ететін гидроксилаза, COQ9 арқылы катализденеді 
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[31-33]
.

CoQ биосинтезіне ерекше қатысатын белгілі гендер келесідей: PDSS1, PDSS2, COQ2, COQ3, COQ4, COQ5, COQ6, COQ7, COQ8A (ADCK3), COQ8B (ADCK4) және COQ9 (сурет 3) [34]. 
COQ1 немесе  ұзын тізбекті транс-полипренилдифосфат-синтаза [34] COQ1 гені арқылы кодталады [35]. Фермент әртүрлі түрлердегі нақты ұзындыққа жауап беретін полиизопренидті тізбектің қалыптасуын жылдамдатады [36].  Schizosaccharomyces pombe-де, тышқандар мен адамдарда COQ1 екі кіші бірліктен PDSS1 және PDSS2 тұратын гетеротретмер болып табылады 
 ADDIN EN.CITE 
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. S. cerevisiae-тегі субхондриальды фракциялауды пайдалана отырып жасаған зерттеулер COQ1 матрица жағындағы ішкі митохондриальды мембранамен перифериялық жолмен байланысты екендігін көрсетті 
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.

S. сerevisiae арқылы көрініс табатын полипренил дифосфаты трансферазаның (PHB): COQ2 немесе изопреноидті тізбекпен РНВ конденсациясын катализдейді. Генетикалық та, биохимиялық та сараптамалар PHB (UbiA/Coq2) көптеген субстратты ерекшеліктерге ие екендігін көрсетеді [40, 41]. Бұл ақуыз  матрица жағындағы ішкі митохондриальды мембранамен байланысты және өзін тұтас мембраналық ақуыз ретінде көрсетеді.  



Сурет 3 –  CoQ биосинтез жолының құрылымы [31]


COQ3 - CoQ биосинтез жолындағы екі О-метильдеу кезеңін катализдейді.  COQ3  гомологтары арқылы кодталатын ақуыздардың аминқышқылдық  реттілігі метиль доноры ретінде S‐adenosylmethionine  пайдаланатын метилтрансферазаның ферменттерінің үлкен тобына тұрақты болатын төрт аймақтан тұрады [41]

. Кіші жасушалық фракциялануды зерттеулер перифериялық ақуыздың ішкі мембраналық матрицамен байланысты екендігін көрсетеді [42]
.

COQ4 құрамында 335 аминқышқылы бар полипептидті кодтайды. Арнайы антисарысу арқылы жүргізілген Вестерн-блоттинг сараптамасы арқылы  COQ4  митохондриальды ішкі мембрана матрицасының сол қапталымен перифериялық түрде байланысатындығы анықталды. Q  биосинтез жолының өзге компонентін, COQ7 тұрақты деңгейін сақтап тұру үшін COQ4 бар болуы қажет болса да, оның функциясы белгісіз [43].

COQ5 немесе 2-метокси-6-полипренил-1,4-бензохинонды  метилтрансфераза COQ биосинтезіне қатысатын жалғыз С-метильдендіруді катализациялайды. Сондай-ақ, COQ5  - CoQ-synthome  деп аталатын мульти-кіші бірлікті кешенге жинақталыны көрінді.  COQ5  полипептиді матрица жағындағы митохондриалы ішкі мембранамен байланысты [44].

COQ6 ақуызы COQ6  гені арқылы кодталған. Синтездену барысында мембарананың әлеуетіне тәуелді болатын митохондрияға енеді және матрица жағындағы ішкі митохондриалы мембраның жанына перифериялы түрде орналасады [45]. 

Монооксигеназ ретінде сипатталатын COQ7 - CoQ  биосинтезінің соңғыдан бұрынғы кезеңіне қатысады. Бұл ақуыз ішкі митохондриалы мембранаға фазааралық жолмен орналасады және DMQ –нің 5-гидроксихинонына дейін катализациялайды [46]. 

COQ8-нің  ADCK3 немесе COQ8 биохимиялық белсенділігі және оның CoQ биосинтезіндегі тікелей рөлі COQ8 функциясының белгілі эндогенді реттеуіштерінің және оны зерттеуге арналған тиімді шағын молекулаларының болмауына байланысты әлі айқын емес [47]. Сәйкесінше,  COQ8 – CoQ биосинтезінің мультиақуызды кешенін қалыптастырудың іргетасы болып табылады [48]. 

COQ9 сүтқоректілердің алғашқы трансферрин рецепторының құрылымдық гомологы болып табылады және оның липидтерді байланыстыру қабілеті мен COQ7-мен байланысы CoQ биосинтезін жүзеге асырудың басты сипаттамасы болып табылады. 

ADCK4 (Киназа-4-тен тұратын AarF домен) CoQ10 биосинтезінің компоненттерімен өзара әрекеттеседі.  Адамның подоциттерінде, ADCK4 - COQ6 және COQ7 қоса алғанда, CoQ10 биосинтезінің компоненттерімен өзара әрекетке түсті [49].

Клиникаға дейінгі емдеу алды зерттеулердің көпшілігі Q (CoQ) коэнзим немесе убихинонның баламалары қабыну, ісік барысында және зат алмасу бұзылған жағдайда терапевттік әсерге ие екендігін көрсетті. CoQ – бактериядан бастап сүтқоректілерге дейінгі көптеген аэробты ағзалардың митохондрияның ішкі мембранасында орналасқан липофильді молекула болып табылады. CoQ изопреноидті тізбекпен байланысқан тотықтырғыш-қалпына келтіргіш бензохинонды сақинадан тұрады. CoQ  әртүрлі баламалары  тотықтырғыш немесе тотықсыздандырғыш қасиеттерге ие екендігін көрсетті [50].  

Митохондрияның ішкі мембранасында CoQ төрт әртүрлі функцияны атқарады: тотықтырғыш-қалпына келтіргіш, UCP (митохондриялық біріктірілетін ақуыздар) -белсендіргіш, РТР реттеуіш және тотықсыздандырғыш (сурет 4). 

[image: image10.png]MuToXoHAPHS THIHBIC a1y Ti30erinaeri AKYBI31apAbI BIALIPATATHIH AKTHBATOP
TOTBIFY-TOTBIKCHI3IAHY KOMIIOHEHTi

~~ —

Ko3n3um Q

MHuTOXOHAPHSIIBIK TMOPAJIApAbI AHTHOKCUAAHT
perreyui




Сурет 4 –  Коэнзим Q қызметтері [18]


 Бұл функциялардың барлығы оның ерекше биохимиялық қасиетіне байланысты. CoQ химилық құрылысында ұзын полиизопреноидты липид құйрығы кездеседі, сондықтан ол гидрофобты молекула болып есептеледі (сурет 5A). Бұл құйрық белсенді тотығу-тотықсыздану қабілеті бар хинонды топтармен шектелген (сурет 5B). 


Сурет 5 –  Коэнзим Q химиялық және биологиялық функциялары
(A) CoQ10 химиялық құрылысы. (B) CoQ тотығу-тотықсыздану реакциясы. “R” полиизопреноидты құйрықты белгілейді. (C) Электрон тасымалдау тізбегіндегі митохондриялық тотығу фосфорлануындағы CoQ ролі: кешен I–V; Cyt c, цитохром c; ҮКҚ (үшкарбон қышқылының айналымы). (D) CoQ жасушадағы қызметіне жалпы шолу. 
           CoQ митохондриялық өткізгіш пораларын (МӨП), митохондриялық ажыратушы протеиндердің, уридин биосинтезі, май қышқылының  тотығуы және тотығу арқылы фосфорлану процесстеріне қатысып, реттеп отырады. Кеңірек айтқанда, CoQ липофильді антиоксидант пен мембраналық тұрақтандырушы қызметін атқарады [51-55].
CoQ тотығу-тотықсыздану белсенділігі оның көптеген ферменттерге кофактор ретінде қызмет етуіне жол береді, соның ішіне митохондриялық электрондарды тасымалдау тізбегінің (ЭТТ) ферменттерін де қосып айтуға болады (сурет 5C). ЭТТ-де CoQ тотығу арқылы фосфорланудан (OxPhos) электрондарды I және II кешендерінен III-ші кешенге береді. CoQ тотығу-тотықсыздану химиясы  CoQ биосинтезінің бір бөлігі болатын протондарды да қамтиды (сурет 5B). Тотығу арқылы фосфорланудағы CoQ-нің жетекші рөліне қоса, оның басқа да маңызын атап өтуге тура келеді, мысалы CoQ клеткалық маңызды қызметтері (сурет 5D) – флавопротеин-убихинон-оксидоредуктазаның электрондарын β-тотығу арқылы белсенді тасымалдануы, содан кейін глицерол-3-фосфат дегидрогеназа арқылы тотықсыздану эквиваленттерінің орын алмастыруы, дигидрооротат-дегидрогеназаның белсенділігінің арқасындағы пиримидиндердің түзілуі, холин дегидрогеназа белсенділігінің арқасындағы глицин метаболизмі, пролин дегидрогеназасы белсенділігі арқасындағы аргинин мен пролиннің метаболизмі, хиноноксидоредуктаза сульфидінің белсенділігінен сульфидті алмасу жүзеге асады.  
Бұдан басқа, тіпті барлық эукариоттардың клетка мембранасында кездесетін CoQ-нің митохондриядан тыс қызметтерінің саны күннен күнге артуда. Мысалы, CoQ адам плазмасының липопротеиндерінде және ашытқыларда липофильді антиоксидант қызметін атқарса, тағы мембраналық тұрақтандырушы ретінде де бола алады. Ал, өсімдік CoQ-нің аналогы пластохинон болса хлоропласттың ядроға жіберетін ретроградты белгі ретінде әрекет етеді, яғни митохондриялық  CoQ  ұқсас рөлді атқаратынын пайымдауға болады [56].

Айта кету қажет, мультижүйелі ауру макроцефалия және семіздік, энцефаломиопатия (Лея (Ли) синдромы), нефротикалық синдром фенотипі негізінде  убихинон дефициті бар бірнеше науқастар жайлы ақпараттар бар. 

Бұл зерттеулердің маңызы балаларда, убихинонның бастапқы сиппаттағы жетіспеушілігі дәлелденген - PDSS1, PDSS2 және COQ2 гендердің мутациясы анықталған [57, 58].

Ауыр сәбилік (неонатальды) формадағы мультижүйелік ауруға шалдыққан 5 балаға молекулярлы-генетикалық зерттеулер жүргізу барысында, 4 балада  COQ2 генінің, ал 1 балада COQ9 генінің мутациясы анықталды.

Осылайша, митохондриялық аурулардың клиникалық нұсқалары кезінде, коэнзим Q10 жетіспеушілігі мен  электрон-транспорттық кешен белсенділігінің төмендеуімен көрініс беретін (I+II или II+III комплекстері) убихинонның биосинтезіне (PDSS1, PDSS2,COQ2, COQ9 гендері) және тыныс алу тізбегіне қатысатын гендердің (CABC1 гені) мутациясы дәлелденген.

Бұл деректер көрсетілген фенотипте коэнзим Q10 дефицитінің бастапқы сипатын дәлелдейді.  Алайда  бірінші суреттелген балалардың клиникалық фенотипінің миоглобинурия мен митохондриялық энцефалопатиясы гендік дефектісі туралы ақпараттар жоқ.  Осы арада басқа  да тұқым қуалайтын патологиялық формадағы  науқастарды зерттеу нәтижелері, оларда убихинонның  қайталама дефицитінің лабораториялық белгілері дәлелденді [59].

Коэнзим Q10 терапияда қолдану тиімділігі. Көптеген зерттеулер убихинонды кардиологиялық практикада қолдану тиімділігі дәлелденген, мысалы, ишемиялық аурулар, атеросклероз, гипертониялық аурулар, миокардиодистрофия, кардиомиопатия, миокард, миокардттың диастолалық дисфункциясы [60].

Коэнзим Q10 тәулігіне 60–90 мг-нан 2–3 айға тағайындалған науқастарда миокардттың жиырылу қабілеті жақсарды, физикалық жүктемелерге тұрақтылығы, кардимиоциттердің метоболизмі қалпына келді және электрокардиограммада біршама өзгерістер байқалды. Сонымен қатар коэнзим Q10-мен нейродегенеративті ауруларға терапиялық жұмыстар жүргізу барысында оң нәтижелар алынған болатын: Паркинсон ауруы, Альцгеймер ауруы, амиотрофикалық склероз, Фридрейх ауруы. Убихинонның жоғарғы дозасын қолдану (400 мг/тәу), науқастардың ауруларының өршуіне мүмкіндік бермейді, сонымен қатар науқастардың жағдайы біршама жақсаруы байқалған болатын [61].   Гиперхолестеринемиямен ауыратын науқастарға     коэнзим Q10 100 мг дозада тағайындағанда, 40%  жағдайында  миалгия түрінде жағымсыз әсерлерден сақтануға мүмкіндік болды. 2С типтегі глутарлы ацидемиямен ауратын балаларды коэнзим Q10 и рибофлавинмен емдеу барысы жақсы нәтижелер көрсетті [62-65].
Убихинон мен  коэнзим Q10  бастапқы дефицитімен байланысты емес митохондриялық ауруларды емдеу барысы (қайталама сипаттағы жетіспеушілікке қарамастан) тыныс алу тізбегіне электрондарды тасымалдауында және антиоксидантты қызметте маңызды рөлді атқарады. Аталмыш препараттың тағайдалуы митохондрияның тыныс алу тізбегінің активтілігі жоғарылауы көрсетілген [66, 67].

Балалық шақта бейімделген доза тәулігіне 4,5 мг/кг. Препаратты ұзақ уақыт қабылдау барысында балалардың жалпы жағдайы тұрақталды, (инсульт тәріздес эпизодтардың және т.б.), аурудың одан әрі өршу қаупі төмендеген, қандағы лактат пен пируваттың көрсеткіші жақсарды. Егерде науқастың бұлшық ет ұлпа құрамында убихинның деңгейі төмен болған жағдайда, емдеудің әсер ету нәтижесі жоғары болады деген ақпарттар бар [68, 69]. 

Коэнзим Q10 биосинтезінің бастапқы дефектісімен сипатталған митохондриялық аурулар кезінде, терапиялық жұмыстардың жақсы нәтижесі алынған. Емдеудің жоғарғы оң әсері миоглобинуриялы митохондриялық энцефаломиопатияны, макроцефалия және семіздікпен көрініс беретін мультижүйелік ауруларды, мишық атаксиясын емдеу нәтижесінде байқалған [56-57,100-105]. 

Соңғы жылдардың зерттеу жұмыстары нәтижесінде митохондриялық патологиялар тобына жататын басқа да аурулар анықталған, ол аурулардың басты себебі, коэнзим Q10 биосинтезінің тұқым қуалаушылық бұзылуы, ал коэнзим Q10 өз кезегінде митохондрияның тыныс алу тізбегінің  маңызды компоненті болып табылады. Аталмыш аурулардың лабораториялық маркері бұлшық ет ұлпасында, фибробластарда,  қандағы  перифериялық мононуклеарларында убихинонның құрамы төмен болуы болып табылады.

Убихиннонның бастапқы дефицитіне атаксиясы бар, миопатикалық көріністері бар, дамудың арта қалуы, эпилепсияға шалдыққан, бүйректің зақымдануы және есту қабілетінің  төмендеген балалар жатады. Диагнозды қою маңыздылығы  емдеу шараларын дұрыс және уақытында жүргізуде, аталмыш патологияның сибстарда қайталану қаупін ескере отырып (25 %) отбасымен медико-генетикалық консултация жасауда  маңызды рөл атқарады.

Бірнеше аурулар, әсіресе фенилкетонурия кезінде убихинон қайталама жетіспеушілігінің анықталуы, медициналық нәтижелерді жақсарту мақсатында емдеу шараларына түзетуді қажет етеді [58, 106-109].

1.3 H2S жолы мен митохондрия
Күкіртті сутек (H2S) – азот оксиді мен көміртегі тотығын қамтитын газотрансмиттерлер деп аталатын тұрақсыз биологиялық сигналдық молекулалардан тұратындығы анықталды.
Цистатионин-β-синтаза (CBS) және цистатионин-γ-лиаза (CSE) сүтқоректілердегі H2S-нің бастапқы биологиялық көзі болып есептеледі. Олардың транссульфурация жолындағы рөлі де маңызды орынды  алады. Цистатион-γ-лиаза цистеиннен H2S-ін өндіреді. Цистатион-β-синтазасымен H2S-ің түзілісі цистеин мен гомоцистеиннің конденсациясының арқасында жүреді. Ал үшінші кезекте цистеиннен цистеинаминотрансфераза мен 3MST (3-меркаптопируват сульфотрансфераза) (сурет 6, 7)  әсерімен комбинациялы  әрекеті арқылы алына алады. 
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Сурет 6 – Митохондрия тыныс алу тізбегіндегі сульфидтік метаболизм жолы
Сүтқоректілерде H2S газ тәрізді таратқыш ретінде әрекет етіп, бірнеше физиологиялық процесстерді реттеп отырады. Сульфидтер метаболизмінің өзгерісі ойық жаралы колитті, Альцгеймер синдромы мен Даун синдромы тәрізді кейбір аурулар қатарымен тікелей байланысты. Сульфидтердің әсері өте тар диапазон концентрациясында физиологиялық қалпынан жоғары күйіне ауысады, сондықтан да  физиологиялық диапазон шегіндегі эндогенді сульфидтің деңгейін қадағалап отыратын реттеуші механизм қажет болады [59, 60, 110].
Берілген жағдайда реттелу үшін H2S-ің тотығуының митохондриялық жолы катаболиттік жолдың бір түрі ретінде көрсетілген. Бұл жолдағы алғашқы фермент ретінде SQOR кездеседі, ол H2S-ің күкірт сульфаны атомын бос сульфиттерге тасымалдап, тиосульфатты түзеді.  

Бұл реакция кезінде сульфид электрондары митохондриялық электронды тасымалдау тізбегіне орын алмастырады. Мұнда убихинон убихинолға ауысады. Сульфанды күкірттің доноры цистеинді тиоцистеинге ауыстырып, нәтижесінде сигналдың таралуы мен H2S метаболизмі арасындағы байланыстың бар екендігін көрсетеді [31, 111-113]. Кейін SDO (персульфиддиоксигеназа)  осы реакциядан туындаған өнімді түрлендіреді, мысалы тотыққан глутатионды персульфидін (GSSH) сульфитке алмастырып бос глутатионды бөліп тастайды.
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Сурет 7 – Сульфидтердің түзілуі мен тотығу жолының сызбанұсқасы

Транс-сульфурация жолына қатысатын ферменттер – CBS (цистатион-β-синтаза), CSE (цистатион-γ-лиаза) мен 3MST (3-меркаптопируватсульфуртрансфераза). H2S-ің митохондриалды тотығу жолына кіретін ферменттер – SQOR (сульфид:хинон оксидеродуктаза), SDO (персульфиддиоксигеназа), SO (күкірт тотығы), TST (тиосульфат сульфатрансфераза) және TR (тиосульфат редуктазасы)

Келесі кезекте сульфит тотығып, сульфатқа айналады, ал TST сульфидке персульфидті қосып тиосульфатқа түрлендіреді. Күкірт трансферазасының бір түрі TR тиосульфаттан сульфан күкіртін бөліп алу қабілеті бар, нәтижесінде сульфат қанға бөлініп, зәрмен шығып кетеді [61, 114-118]. Митохондриядағы сутек сульфидінің метаболизмі қуатты толықтыруға қолданылуы мүмкін.  H2S тез арада метаболикалық қажеттіліктерді төмендете алу қабілеттілігі көрсетілген. Азот оксидіне ұқсас H2S митохондриялық дем алуы мен оның қызметін қорғайды. Дегенімен де, жалпы түсінік бойынша цитоплазмада H2S H2S-түзуші ферменттердің цитозольдегі орналасуынан пайда болып, митохондрияларда тотығу арқылы қолданылады. Соңғы зерттеулер CoQ дефициті бар адамдарда молекулалық ақауларға қарамастан, H2S тотығу жолы бұзылғанын айқындайды. Бұл SQOR-ның CoQ-не тәуелділігінің бір көрінісі [62, 119].
1.4 Тотықтырғыш стресс пен митохондриялық дисфункция

Митохондрия – екі қабатты мембраналы өздігінен репликацияланатын геномы бар цитоплазмалық органелла. Митохондрия метаболизм гомеостазына қажетті аса маңызды биохимиялық қызметті атқарады да, клетка өлімі мен өміршеңдігіне әсерін тигізеді. Эукариоттарда митохондрия қоректік  заттарды тотықтандыру метаболизмінің нәтижесінде АТФ күйіндегі қуат көзі түзіледі. Бұл процесс басты екі сатыдан тұрады, олар: 1) гликолиз нәтижесінде түзілетін NADH немесе FADH  тотығуы, әлде май қышқылдарының  β-тотығуы;  2) тотығу арқылы фосфорланудың нәтижесіндегі АТФ түзілісі. Барлық бұл процесстер митохондриядағы транскрипциялық факторлардың жиынтығымен реттеліп отырады. Әрбір митохондрияда 800-ден 1000-ға дейін митохондриялық ДНҚ көшірмелері болады. Олар аналық жол бойынша тұқым қуалап, бірыңғай  нуклеопротеиндерден құралған нуклеоидтарға айналған [63, 64, 120-124]. Нуклеоидтер митохондриялық матриксте біртекті таралғанына қарамастан, олар кристаларға жақын орналасады. Митохондрияның ішкі және сыртқы мембраналарының арасында өте кішкентай мембрана аралық қуыс болады. Сыртқы митохондриялық мембрана мен мембрана аралық қуыстың ішкі мембранаға қарағанда өткізгіштігі жоғары болады. Себебі ол АТФ түзілісі мен электронды тасымалдау процесстеріне қатысатын ферметтерді  қамтиды. Ішкі  мембрана митохондриялық матриксті қоршап  тұрады. Ішкі мембрана арқылы түзілетін электрохимиялық градиент тотығу арқылы фосфорлану процессін жүргізеді [65,125]. Ағзаның клеткалық энергиясының басым бөлігі (>90%) трикарбоксил қышқылды цикл мен электронды тасымалдау тізбегінің көмегімен митохондрияда АТФ күйінде өндіріледі [66].
Митохондриялық геном ДНҚ молекуласының кішігірім шеңбері күйінде болады. Әрбір митохондрияның матриксінде көптеген митохондриялық ДНҚ көшірмелері кездеседі. Митохондриялық ДНҚ репликациясы клетка цикліне байланысы болмайды, соның арқасында көп рет жүзеге асырыла  алады [67, 68,126]. Ал репликациялық ақаулардың нәтижесінде мДНҚ мутациясы  бар ұрпақ пайда болады [69]. мДНҚ қайта қалыптасуы мен нүктелі мутациялар тотығу арқылы фосфорлану қызметіндегі ақаулардан пайда болып, ядролық гендердің мутациясы тәрізді ол да адамдардың түрлі митохондриялық ауруларын тудырады [70-76,127].
Энергия  түзілуінен басқа митохондриялар клетканың өзге де қызметтерін атқаруға қатысады, мысалы клеткаішілік Ca2+ реттелуіне, оттегінің реактивті түрлерінің түзілуі мен тазартылуына, апоптотикалық клетка өлімінің реттелуіне, протеазаның каспаз тұқымдасының белсенділігін реттеп,  NLRP3 (криопирин) белсенділігінің нәтижесінде пайда болған қабынуды реттейді. Біріншілік митохондриялық ақауларға қоса митохондриялардың дисфункциялары мен тотықтандырғыш стресс қартаюға, қатерлі ісік ауруларының дамуына, жасқа тәуелді нейродегенеративті-метаболикалық синдромдардың пайда болуына себепкер. Соңғы онжылдық ішінде митохондрияның құрылысы, атқаратын қызметтері мен диабет, семіздік, инсульт, гипертония мен  жүрек ақауы сияқты метаболикалық синдромдардағы физиологиясын толығымен зерттеп-түсінуде орасан зор өрлеу байқалады. Бұдан басқа, өмір салтына қөзқарасты (дұрыс тамақтану мен физикалық жаттығулар) қамтитын терапевтикалық стратегияларды және фармакологилық стратегияларды жетілдіруде,  сонымен қатар митохондрияға бағытталған амалдарда алға басулар бар. Бұл стратегиялар негізі митохондриялық дисфункциялары мен тотықтырғыш стрессті азайту, сонымен қатар метаболикалық синдромдардағы митохондрия қасиетін қолдауға бағытталған [77,128]. 

Бірнеше қорғаныс механизмдері клеткадағы бос радикалдардың шамадан тыс өндірілуінен болатын тотықтыру стрессін жеңілдету үшін қолданылады. Ферментативті қорғаныс жүйесі SOD, GR және GPх тәрізді антиоксидантты ферменттердің мелиоративті әсерін қоздырады. Ал екінші ферментативті емес қорғаныс жүйесі болса, тотықтырғыш стресстен клетканы қорғайтын антиоксидантты қосылыстарды қоздырады. Оның құрамында CoQ, E және C витаминдері, GSH, каротиноидтар, флавоноидтар мен мелатонин бар. Қалыпты жағдайда митохондриядағы оттегінің белсенді формаларының қайта өндірілуі, ферментативті және ферментативті емес қорғаныс жүйелерінің арқасындағы тотықтырғыш бұзылыстарынан клетка органелласын қорғау мақсатында шектеліп тұрады. Егер антиоксидантты қорғаныста ақаулар болса, оттегінің белсенді формаларының қайта өндірілуі жүзеге асады, ал бұл келесі кезекте митохондриядағы белоктар, ДНҚ мен липидтердің тотығу арқылы бұзылуына әкеледі [66, 67].
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Сурет 8 – Митохондрияның дисфункциясы мен тотықтырғыш стресстің нәтижелері
Митохондриялар тотықсыздану стрессінің бастапқы көзі болып саналады, себебі электрондарды тасымалдау барысындағы электрондардың шығып кетуі, 90% эндогенді оттегінің белсенді формаларының пайда болуына жауап беретін супероксидті анионның түзілуіне алып келеді. Функциялары бұзылған митохондриялардағы АТФ түзілісі төмендеп,  керісінше оттегінің белсенді формаларының түзілісі артады деген болжамдар бар (сурет 8) [78-80, 129-136]. 
Құрылымы мен қызметі зақымданған митохондриялар аурудың алғашқы және өте байқалатын ерекшелігі болып саналады. Тотықтырғыш стресске митохондриялардың өздері де осал келеді.

ОБФ (оттегінің белсенді формалары) қалыпты жағдайда түзіледі және бұл тікелей ОБФ түзілу жылдамдығы мен антиоксиданттар және оларға туыстас ферменттердің көмегімен бөліну жылдамдығы арасындағы баланстың арқасында, ОБФ дәрежесі салыстырмалы түрде төмен деңгейде сақталып тұрады. Нәтижесінде не ОБФ-ның шамадан тыс бөлінуі, не антиоксидантты жүйенің бұзылуы, клетканың тотығу-тотықсыздану балансын тотықтырғыш дисбалансқа  әкеліп, ОБФ-ның шамадан тыс түзілуіне  себепкер  болады [78, 137-140].
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Сурет 9 – Тотығу стресінің әртүрлі органдарға әсер етуі нәтижесінде пайда болатын аурулар
Бұдан басқа, қартаю, митохондриалды биогенезінің өзгерісі және антиоксидантты қорғаныс қабілетінің төмендеуі, генетикалық факторлармен қоса  көптеген метаболикалық аурулардың себебі  болатын инсулинге төзімділікті тудырады (сурет 9). Келесі бөлімдерде біз митохондриалды дисфункция мен метаболикалық синдромның бөлек компоненттерінің арасындағы байланысты айқын көрсеттік [77, 141-150]. 
1.5 Тыныс алу тізбегінің кешендері

Кешен I (НАДН-убихинон-оксидоредуктаза, НАДН-КоQ-редуктаза немесе НАДН дегидрогеназа)тыныс алу ферменттері кешендерінің ішінен ең ірісі болып табылады, салмағы 800 кДа асады және құрамында 42-ден астам әртүрлі полипептидтік тізбектер бар, соның ішінде ФМН-құрамды флавопротеин мен кем дегенде алты темір-күкіртті орталықтары бар. Кешен I құрылымы L-пішінді екі «қолдан» тұрады: ішкі митохондриялық мембрананың липидті қабатында орналасқан, «ұзын қолды» гидрофобты мембраналық белоктан және матрикске шығыңқырап тұратын және құрамында ФМН мен НАДН байланыстыратын белсенді орталығы бар  «қысқа қолды» гидрофилді бөлігінен тұрады.

Кешен I бір уақытта екі байланысқан үрдістерді катализдейді: матрикстегі НАДН пен протоннан гидрид-ионды убихинонға экзоргоникалық берілуі,

НАДН + H+ + Q → НАД+ + QH2
және матрикстен мембранааралық кеңістікке төрт протонның эндергоникалық берiлуі.

Сондықтан, кешен I электрондарды тасымалдау энрегиясына байланысты протондық сорғы қызметін атқарады, және ол катализдейтін реакция, векторлы болып табылады: ол протондарды бір жерден (матрикс, протондардың кетуіне байланысты ол теріс зарядталған болады) басқа бір жерге (мембранааралық кеңістік, оң зарядталғанға айналады) белгілі бір бағытта жылжытады. Сонымен, кешен I НАД-Н тотықтырады, яғни одан екі электронды тартып алады да, липидтерде еритін убихинонға тасымалдайды, содан соң убихинон мембрана ішінде кешен III диффузияланады.   

Убихинон (KoQ, Q) – липидтік фазада еритін ұзақ бүйірлік изопреноидты тізбегі бар бензохинон болып табылады, және ішкі мембрананың биқабатты фосфолипидтерінің әрбір екі қабатында да диффузия арқылы жылжитын және мембраналық белоктардың арасында электрондардың шатлдық тасымалдауын қамтамасыз ететін қабілеті бар (сурет 10).  
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Cурет 10 –  Электрон тасымалдау тізбегінің және тотығу 
фосфорлануының сызбанұсқасы

Электрондар НАДН немесе сукцинаттан, тиісінше I немесе ІІ кешенге ағады да, содан соң убихинон пулына түседі (сары түсті). Содан кейін, электрондар убихиноннан ІІІ және IV кешендері арқылы соңғы акцепторы молекулалық оттегіге өтеді. Электрон ағыны, ішкі мембранадағы I, III және IV кешендері арқылы протондар қозғалысымен жалғасады. Нәтижесінде алынған протонды градиент ATФ өндіру үшін V кешен арқылы жиналады. Митохондриялық/ядролық геномдармен кодталатын суббірліктер саны суреттің төменгі жағында көрсетілген. 

Кешен II (сукцинатдегидрогеназа; сукцинат-убихинон оксидоредуктаза)– митохондриялық тыныс алу тізбегінің фрагменті ретінде қызмет атқаратын лимон қышқылы циклінің (Кребс циклі) мембранамен байланысқан компоненті болып табылады. Кешен II молекулалық салмағы 125-140 кДа. Кешен II – интегралды белок – құрамында  мембраналық сыртқы доменінде орналасқан ковалентті байланысқан ФАД пен темір-күкіртті орталықтары бар, және сукцинаттан убихинон мен цитохром b геміне (гидрофобты мембраналық доменінде орналасқан) электрондардың берілуін катализдейді. Сонымен қатар, ол төрт түрлі протеинді суббірліктерді қамтиды. С және D суббірліктерінің әрқайсысы үш трансмембраналық спиралі бар интегралды мембраналық белоктар болып табылады. Олар гем тобы (гем b) мен убихинонмен байланысатын сайтын (кешен II катализденетін реакциясындағы электрондардың қорытынды акцепторы) қамтиды.

А және В суббірліктері матрикске қараған жерінде тұрады; олар құрамында үш 2Fe-2S орталықтары, байланысқан ФАД және сукцинат субстратымен байланысатын сайты бар. Электрондардың сукцинат-байланыстырушы сайтынан ФАД-қа, содан кейін Fe-S орталықтары арқылы Q- байланыстырушы сайтына тасымалдану жолы, ұзындығы 40 Å артық болып табылады, бірақ жеке электрон-тасымалдау қашықтықтарының ешқайсысы шамамен 11 Å асырмайды, бұл электрондарды жылдам тасымалдау үшін жеткілікті қашықтық болып табылады. QH2 осы барлық реакциялардан кешен III тотығады [81,150].

Сонымен, комплекс II протондарды өзінен өткіздірмейді, бірақ сукцинаттың тотығу салдарынан қосымша электрондардың тізбекке кірістірілуін қамтамасыз етеді. 

Кешен III (цитохром bc1 кешені, убихинон-цитохром с оксидоредуктаза) кем дегенде 10-11 әртүрлі полипептидтік тізбектерден тұрады, солардың ішінен үшеуі тотығу-тотықсыздану реакцияларына қатысады. Сонымен қатар, кешен III екі бөлек домендерімен убисемихинонның екі молекуласы байланысқан. Кешен III димер ретінде болуы мүмкін және молекулалық массасы 400-500 кДа дейін жетеді. Әрбір мономерлер цитохромдармен байланысқан үш гемнен және темір-күкіртті белоктан тұрады. Кешен убихиноннан электрондарды қабылдайды да, цитохром с береді, содан кейін цитохром с оларды цитохромоксидаза кешенініне (кешенді IV CuA орталығына) тасымалдайды.Убихинон 2 электронды тасымалдайды, ал цитохромдар бір циклде электрондарды бір-бірлеп жеткіздіреді. 

Цитохром с ішкі мембрананың мембранааралық кеңістікке қараған жағында орналасқан перифериялық белогы болып табылады, және ол тұзды ортада оңай ериді.

KoQ-дан кешен III жылжитын екі сутегі атомдарынан әрі қарай, тізбек бойымен тек электрондар ғана тасымалданады, екі протондар (Н +) кешен III мембранааралық кеңістікте шығарылады, сонымен бірге матрикстен кешенмен ұсталынатын тағы бір жұп протондар да мембранааралық кеңістікте өтеді. Осылайша, кешен III жалпы мөлшерде мембранааралық кеңістікте 4 протондарды шығарады. Сондықтан, кешен III кешен I сияқты протондық генератор болып табылады, және оның да қызметі (((+ қамтамасыз ету болып табылады. Цитохром bc1 кешені тотығу-тотықсыздану тізбегінің (редокс-тізбегінің) ең баяу құрамдас бөлігі болып табылады. Оның in situ жұмыс істеуінің максималды жылдамдығы әдетте 10 мс аспайды.

Кешен IV (цитохром с оксидаза; цитохромоксида; цитохром с-О2 оксидоредуктаза)–митохондриялардың тыныс алу тізбегінің қорытынды катализаторы. Кешен IV цитохром с 4 молекуласынан 4 электрондардың  О2берілуін катализдейді, сонымен бірге 2 протонды мембранааралық кеңістікке өткіздіреді, ал қалған 2 протонды судың түзілуіне жібереді.Кешен IV митохондрияның ішкі мембранасының  үлкен ферменттерінің бірі болып табылады (13 суббірлік; молекулалық салмағы - 204 кДа). Кешен цитохром aменa3 тұрады, ал олар құрамында геммен қатар, мыс иондары да бар. Митохондриялық суббірлік II екі ядролық орталығында (CuA) Cys екі қалдықтарының SH-топтарымен біріккен екі мыс иондарын (Cu) қамтиды. 

Суббірлік I a және a3 ретінде белгіленетін екі топ гемнен, және тағы бір мыс иондарынан (CuB) тұрады. Гем a3 пен CuB гем а электрондарды қабылдайтын және оларды гем a3 байланысқан O2 тасымалдайтын екінші екі ядролы орталығын қалыптастырады. Электрон кешен IV арқылы цитохром с CuA орталығына, гем а, CuB орталығының гем a3, және ең соңында O2 тасымалданады.

Цитохромдар, темір-күкіртті орталықтар және мыс атомдары бір уақытта тек бір электронды ғана тасымалдауға қабілетті. Сонымен қатар, НАДН әрбір молекуласы екі электронды береді және О2 әрбір молекуласы су молекуласын түзу кезінде төрт электрондарды қабылдауы тиіс

Кешен V (АТФ-синтетаза, АТФ-синтаза) - митохондрияның ішкі мембранасында орналасқан және 500 кДа артық молекулалық салмағы бар интегралды белоктық кешен. Электрондарды тасымалдау энергиясына байланысты мембранааралық кеңістікте шығарылған протондар митохондриялық матрикске қайта өтеді. Бұл үрдіс H +-тәуелді АТФ-синтетаза (Н+-АТФ-синтаза) ферменті арқылы жүзеге асырылады.

Фермент екі негізгі компоненттерден тұрады: ішкі митохондриялық мембрананың матрикске қараған жағында орналасқан суда еритін каталитикалық бөлігінен (F1) және мембранаға батырылған протондық каналдан (Fo, бұндағы «о» индексі - нөль емес, ал «о» әрпін білдіреді, яғни АТФ-синтетаза молекуласының бұл бөлігі олигомицин токсинді антибиотигін байланыстырады, олигомицин – осы ферменттің мықты ингибиторы, демек  тотығу фосфорлану ингибиторы да болып табылады) тұрады. Протондар жылжыған кезде F1-фрагменті белсендіріледі, бұл F1-фрагменті АДФ пен бейорганикалық фосфаттан ATФ синтезінің реакциясын катализдейді. 

Энергияның 40% АТФ синтезі үшін пайдаланылады, ал 60% жылу ретінде босап шығады [81]. Қалыпты жағдайларда F1 мембраналық Fo фрагментімен байланысқан. Суда еритін F1 белогын мембранада ұстап тұруда электростатикалық өзара әрекеттесулер маңызды рөл атқарады. Хлоропластарда F1 мен Fo арасындағы берік өзара байланысуларына желім ретінде ықпал ететіндер - Mg2+ иондары болып табылады. F1 түйісу факторын салыстырмалы түрде Fo мембраналық фрагменттінен оңай бөліп алуға болады. F1 жою электрондық тасымалдау тізбегі бойынша электрондардың тасымалдануына кедергі келтірмейді, бірақ энергияны түзетін органеллалардың мембраналары, бұл кезде толымсыз болады, яғни электрондық тасымалдау АТФ синтезіне әкелмейді. Мембранада қалған Fo фрагменттері, өз бетімен АТФ синтездеуге де, не гидролиздеуге де қабілеті емес. Сонымен қатар, суда жақсы еритін оқшауланған F1 белогы ATФ-азалық қызметін, яғни АТФ гидролиздеуін катализдейтін қызметін сақтайды [82,151]. Алайда, мембранадан жеке F1 түйісу факторы АТФ синтездеуге қабілетті емес. Осылайша, АТФ синтездеу қабілеті - бұл мембранаға кірістірілген бірегей FoF1-кешенінің қасиеті болып табылады . 

Н+-АТФ-синтетазакешенінің Fo мембраналық фрагменті арнайы протондық канал қызметін атқарады, онда осы канал арқылы сутегі иондары F1 түседі. Фосфорлану субстраттары (АДФ пен Фб) болмаған жағдайда FоF1-кешендері арқылы протондардың ағылып кетуі салыстырмалы шағын ғана болады. Бұл жағдайда, F1 қызмет етпейтін фрагменті протондар жолын жабады, бұлар F1 болмаған кезде Fo протон өткіздіруші канал арқылы еркін өте алатын еді. Мембранадан суда еритін F1белогін бөліп алған кезде, түйіндесетін мембрана сутегі иондары үшін өткізгіш түріне айналады. Бұл жағдайда, Fо мембраналық фрагментімен түзілетін протондық канал, осының нәтижесінде түйіндесетін мембрананың екі жағында сутегі иондарының концентрациясы тураланады.

Тотығу фосфорлану (ТФ, Митчелдің хемиосмостық теориясы)- митохондриялардың ішкі мембранасында жүретін іргелі метаболикалық реакциялардың бірі болып табылады. ТФ - митохондрияларда тыныс алу тізбегі (ұлпалық тыныс алу) бойымен электрондардың жылжуы кезінде АДФ пен Фб АТФ түзілу үрдісі болып табылады.

Тыныс алу тізбегінің (тотығу фосфорлану) жұмыс істеу үрдісінде босаған энергияны сақтау механизмі осы уақытқа дейін әлі толық анықталмаған. Тотығу фосфорланудың үш негізгі гепотезасы бар: химиялық түйісу гипотезасы, тотығу фосфорланудың конформациялық теориясы және хемиоосмотикалық түйісу гипотезасы. Осы гипотезалардың ішінен ерекше маңызды орынды 1961 жылы П.Митчеллмен ұсынылған хемиоосмотикалық гипотезасы алады. Өткен ғасырдың 70-жылдары П. Митчелл осы жаңалығы үшін биохимия бойынша Нобель сыйлығын алды.

Хемиоосмотикалық гипотезасының негізіне П.Митчеллдің митохондриялардың тыныс алуы (оттегінің сіңірілуі) олар орналасқан рН ортаның төмендеуімен жүретінін байқаған бақылаулары жатады.

Хемиоосмотикалық гипотеза басты үш постулаттарға негізделеді:

1. Тотығу фосфорлану ішкі митохондриялық мембранамен шектелген жабық кеңістікте жүреді.

2. Ішкі митохондриялық мембрана протондар үшін өткізгіш емес.

3. Ішкі митохондриялық мембранада протондардың тасымалдауын қамтамасыз ететін протондық насостар бар.

Қазіргі уақытта, бірнеше протондық насостар бар екені анықталынған. Олардың біріне митохондриялық тыныс алу тізбегі жатады. Тыныс алу тізбегі бойымен электрондың тасымалдану үрдісі кезінде бөлінетін энергия, бастапқыда ішкі митохондриялық мембрана арқылы матрикстен мембранааралық кеңістігіне протондарды шығарып тастау үшін шығындалады.Митохондриялардың басқа протондық насосы ретінде Н+-АТФ-аза ферменті атқарады. Ішкі митохондриялық мембранаға орныққан бұл фермент, АТФ гидролизі реакциясын катализдейді. Осы реакция барысында босап шыққан энергия, ішкі митохондриалық мембрана арқылы протондарды тасымалдау үшін пайдаланылады.

Субстрат тыныс алу тізбегіне 2 Н+мен 2е–береді. Тыныс алу тізбегі бойымен екі е жылжуы нәтижесінде, матрикстен мембранааралық кеңістікке 8 -10 протондар (Н+) тасымалданады, яғни мембранааралық кеңістікте протондардың (H+) электрохимиялық градиентінің генерациясы-∆μН+ құрылады. Митохондриялардың матриксінде эндогенді судың диссоциациясы жүреді:

Н2O→Н++ОН–
Тыныс алу тізбегі бойымен екі электрондардың жылжуы кезінде осы протондар (H+) мембранааралық кеңістікке өтеді.

Нәтижесінде, мембранааралық кеңістік жағына қаратылған ішкі мембрананың сыртқы беті оң (+) зарядталады, ал ішкі беті теріс (-) зарядталады. Электрохимиялық потенциал түзіледі, яғни ол матрикске протондық АТФ-аза (Н+-АТФ-синтаза) арқылы протондардың транслокациясына (өтуіне) әкеледі. Тыныс алу кешендері арқылы өтетін электрондардың тотығу-тотықсыздану потенциалының төмендеуінің химиялық бос энергиясы, Н+ электрохимиялық градиенттін (∆μН+потенциалын) құру үшін пайдаланылады, және ол протон-қозғаушы күші –∆р ретінде электрлік потенциалының бірлігі арқылы белгіленеді және төмендегі теңдеу бойынша есептелінеді:

∆р (мВ) = ∆ψm – (2.3 RT/F) ∆рH,

мұндағы: ∆ψm – ішкі митохондриялық мембрананың трансмембранды электрохимиялық потенциалы, ∆рH – ішкі мембранадағы рH градиенті; R, T, және F - тиісінше тұрақты, абсолютті газ температурасы және Фарадей тұрақтысы. 37˚С температурада ∆р = ∆ψm - 60∆рH. ∆р құру кезінде негізгі үлесін көп жағдайда, мөлшері шамамен 150-180 мВ болатын ∆ψm құрайды, ∆р 200-220 мВ тең. ∆р –  АДФ фосфорлану процесінің және бақыланатын метаболикалық жағдайларындағы (АДФ болмаған кезде) электрондар ағынының тежелуінің қозғаушы күші болып табылады. ∆μН протондық потенциалы екі компоненттерден тұрады: 1) электрлік (∆ψm) және 2) химиялық немесе осмостық (∆рH) [83, 152]. Протондық электрохимиялық потенциал, бұл митохондриялардағы энергияны сақтаудың бастапқы түрі болып табылады. Кейін бұл энергия төмендегі мақсаттар үшін пайдаланылуы мүмкін:

· АТФ синтезі (тотығу фосфорлану);

· жылы қанды жануарларда (термогенез) жылу түзу;

· механикалық жұмысы;

· ішкі митохондриялық мембрана арқылы зарядталған молекулалардың бағытталған тасымалдауы.

Бұнда клеткадағы әмбебап энергия көзі ретіндегі АТФ синтезі маңызды мәнге ие [84].

АДФ фосфорлануында электрохимиялық потенциалдың және F1-АТФ-азалық молекулалық ротордың рөлі.Тотығу фосфорлану ішкі митохондриялық мембрананың тұтастығы бұзылмаған жағдайда ғана жүруі мүмкін, яғни егер бұл мембрана толық жабық түзіліс болған жағдайда орындалады. Ішкі митохондриялық мембранадағы кез келген үзілістер мен жарықшақтар оның тотығу фосфорлану қабілетінен айырыды, бірақ дегенмен, бұл жағдайда электрондардың субстраттан оттегіге тасымалдануы жалғаса берілуі мүмкін.Үрдістің бірінші бөлігі НАДН химиялық потенциалының және янтарь қышқылының (сукцинат) тотығу энергиясының H+ электрохимиялық градиентке түрлендірілуімен болады, ал үрдістің екінші бөлігі протондық градиенттің энергиясын қолдану есебінен ATФ-синтазамен катализденетін ATФ эндэргоникалық синтезделу мәнісіне байланысты. Бұл үрдіс термодинамикалық тұрғыда болуы мүмкін, өйткені ЭТТ бойымен электрондардың тасымалдануы кезінде бөлінетін энергия және протондық қозғаушы күші ~ 32 кДж талап ететін АТФ бір молекуласын қайта синтездеуге әкелу үшін жеткілікті бос (еркін) энергияны сақтауына байланысты.

Тотығу фосфорлану,сондай-ақ мембрананың өткізбеушілік қасиетіне де байланысты. Егер мембрана зақымдалса немесе егер ол қандай да бір әсерлер нәтижесінде кенеттен Н+, ОН–, К+, Сl–үшін немесе басқа кейбір иондар үшін оңай өтімді болса, онда бұл кезде тотығу фосфорлану үрдісі жүрмей қалады. Бұл аталған байқаулар, ішкі митохондриялық мембрананың екі бетінің арасындағы иондық құрамындағы немесе концентрациясындағы айырмашылық АТФ синтезінде маңызды рөл атқаратынын көрсетті [85, 153-156]. 

Ішкі митохондриалық мембрана арқылы АТФ, АДФ және фосфаттың тасымалдануы.Протон-қозғаушы күш, ATФ синтезі үшін энергия көзі ретінде ғана қызмет етпейді, сонымен қатар мембранааралық кеңістіктен АДФ пен Фб айырбасы үшін тотығу фосфорлану үрдісі кезінде митохондриялардың матриксінде синтезделген АТФ молекуларын ішкі мембрана арқылы тасымалдауын да қамтамасыз етеді.

Тотығу фосфорлану үрдісі үнемі жүріп тұру үшін қажетті бұндай алмасу, митохондрияның ішкі мембранасында екі тасымалдаушы белоктармен жүзеге асырылады.

1) фосфат тасымалдаушысы (НРО42–/ОН– симпорт); 

2) АТФ/АДФ антипорты.

Фосфат транспортері (тасымалдаушысы) матрикстің ішіне НРО42–бір ионының транслокациясын және бір гидроксил ионын ОН– митохондрияның матриксінен сыртқа түйістіреді. Дәл осылай, АТФ/АДФ антипортыАДФ бір молекуласын матрикстің ішіне тасымалдайды және бір уақытта АТФ бір молекуласын матрикстен сыртқа транслокациялайды. Митохондрияның ішкі мембранасының 10-15% белоктарын құрайтын АТФ/АДФ антипорттары ең көп кездесетін митохондриялық белоктар болып табылады. 

Сыртқа шығарылған гидроксил-иондары (ОН–)матрикстен электрондық тасымалдау жүйелерімен айдап шығарылған протондармен (H+) қосылады, соның нәтижесінде су молекулалары - H2O қалыптасады. Судың түзілуі протондардың және гидроксил-иондарының градиенттерін, транспорттық антипорттардың үздіксіз жұмыс істеуін қамтамасыз ететін деңгейінде ұстап тұруы үшін қажет. 

Төрт транслокацияланған протондардың үшеуі АТФ синтезі үшін пайдаланылады, ал төртіншісі екі транспорттық антипорттардың бірлескен жұмысы нәтижесінде осы АТФ молекуласының шығарылуына жұмсалады. Нәтижесінде, клетканың цитозолында АТФ концентрациясының жоғары деңгейіне жетеді, ал бұл содан кейін әртүрлі энергияға тәуелді клеткалық үрдістерінде пайдаланылады .

Энергетикалық баланс.Тотығу фосфорлану үрдісінде НАДН•Н+ бір молекуласы 3 АТФ синтезін қамтамасыз ете алады, ал ФАД•Н2  молекуласы – 2 АТФ синтезін қалыптастырады. Бір глюкоза молекуласының (С6Н12О6)  ыдырауының энрегетикалық балансы 10 молекула НАДН•Н+ пен 2 молекула ФАД•Н2 береді, және олардың энергиясы 34 молекула АТФ синтезі үшін жетеді. Сонымен қатар, ГТФ (АТФ)  2 молекуласы Кребс циклінде түзіледі және 2 молекула АТФ гликолизде түзіледі. Нәтижесінде анаэробты және аэробты этаптардың энергетикалық потенциалы бір молекула глюкозаға 38 АТФ синтезін қамтамасыз етеді, бірақ егер гликолиздің пируват пен НАДН•Н+ (лактат емес) түзілуімен бітетін жағдайында ғана болады [86, 157-159].
Сонымен, энергетикалық зат алмасуда бір глюкозаға жалпы 38 молекула АТФ түзіледі:

1) гликолизде – 2 АТФ және 2 НАДН•Н+  = 8 АТФ;

2) аралық сатысында – 2 НАДН•Н+  = 6 АТФ;

3) Кребс циклінде - 6 НАДН-Н+ және 2 ФАД.+ 2 ГТФ =18+4+2 = 24 АТФ.

НАДН дегидрогеназа және одан әрі қарай, яғни I, III, IV кешендері арқылы субстраттардың тотығу жағдайында, 3 молекула АТФ түзіледі. Сукцинатдегидрогеназа және одан әрі, яғни II III, IV кешендері арқылы субстраттардың тотығуы кезінде 2 молекула АТФ қалыптасты.

Электрон тасымалдау тізбегінің және тотығу фосфорланудың ингибиторлары.Электрон тасымалдау механизмдері негізінен арнайы ингибиторлардың әсерін зерттеу арқылы анықталды, ал содан кейін ол тотығу-тотықсыздану компоненттерінің стандартты тотықсыздану потенциалдарын өлшеумен расталды. Электрон тасымалдау ингибиторлары – тыныс алу тізбегінің компоненттерімен өзара байланысатын және сол арқылы олардың қызметін бұзатын заттар. Олар клеткалық токсиндер болып табылады және ұлпалық гипоксияны туғызады. Митохондрийлардың суспензиясымен тұтынылатын O2 жылдамдығы электрон тасымалдау тізбегі қызметінің сезімтал өлшеуі болып табылады. 
Электрондар тасымалдауының белгілі бір кезеңдерін тежейтін қосылыстарға (олардың O2 тұтыну әсерлеріне байланысты) мыналар жатады: ротенон, пиерицидин, амитал (барбитурат), дифенилен иодоний, теноилтрифторацетон, малонат, оксалоацетат, антимицин А, цианид, азид және т.б.Электрон тасымалдау тізбегінің кейбір ингибиторлардың құрылымдары 1-суретте келтірілген. Сондай-ақ осы агенттермен тежелу сайттары 2-суретте көрсетілген. Кешенді I белсенділігі ротенонмен, пиерицидинмен, амиталмен  және дифенилен иодониймен(DPI)тежеледі [160]. Ротенон кешен I (НАДН-КоQ-редуктаза) электрон тасымалдауын қатты тежейтін кең тараған инсектициді болып табылады. Ротенон кейбір өсімдік түрлерінің тамырларынан алынады. Бұл сондай-ақ амазондық үндістерімен балық уы ретінде пайдаланылған. 65% тежелу үшін 1гмитохондриялық белокқа,  33 нМ ротенон жеткілікті. Амитал барбитурат болып табылады және жоғары концентрацияда НАДН-гидрогеназаны тежейді [87]. Пиерицидин А– Streptomyces туысының бактерияларымен синтезделетін антибиотик. Бұл убихинонның құрылымдық аналогы болып табылады, сондықтан электрондарды тасымалдау үшін олармен бәсекелеседі. 50% тежелу 1г митохондриялық белокқа  20 нМ концентрациясында қол жеткізуге болады. Сондай-ақ, кеңінен белгіленетін ауру басатын демерол да, НАДН-дегидрогеназы тежейді. Бұл қосылыстардың барлығы НАДН-КоQ-редуктазаның Q коферментінің төмендеуін және Fe-S кластерлердің тотығуын тежейді. Сондай-ақ, DPI митохондриялық кешен I (НАДН-убихинон-оксидоредуктазаны) тежейтіні жайлы және бұның нәтижесінде тотығу фосфорланудың төмендеуіне әкеп соғатыны жайлы жарияланған болатын.  Majander және оның әріптестері, әрі қарай DPI кешен I темір-күкіртті кластерлерін ФМН қайтымсыз реакциясы арқылы төмендеуіне кедергі келтіруі мүмкін екендігін көрсетті. DPI тежелу нәтижесінде, митохондриалық ОБТ өндірісі тежейлетіні көрсетілген.
Кешен II электрондардың тасымалдануы теноилтрифторацетонмен, малонатпен, оксалоацетатпен, сонымен бірге 3-нитропропиондық қышқылмен және карбоксинмен тежеледі. Малонат сукцинатдегидрогеназа ферментінің бәсекелестік ингибиторы болып табылады: малонат ферментінің белсенді сайтымен әсер тигізбей байланысады, және сондқтан сукцинатпен, яғни ферменттің кәдімгі субстратымен бәсекелеседі. 

Малонатсукцинатдегидрогеназаның бәсекелестік ингибиторы болып табылатындығы жайлы бақылаулар, осы ферментінің белсенді сайтының құрылымын шығару үшін қолданылған. 3-нитропропион қышқылы, митохондриалық тыныс алуының кешен II ингибиторы болып табылады және ферменттің белсенді орталығында аргининнің каталитикалық негізімен ковалентті аддукт түзеді.

Кешен III антимицинмен, нафтохинонмен, миксотиазолмен, стигматтелинменжәне гипогликемиялық агенттермен тежеледі. Антимицин A (AMA) Streptomyces Kitazawensis өндірілетін химиялық қосылыс (антибиотик) болып табылады.АМА цитохром b және c арасындағы митохондриялық электрондар тасымалдауын тоқтататын электрон тасымалдау тізбегіндегі убихинолдың тотығуын тежеу үшін, митохондриялық кешен III цитохром с редуктазаның Qi сайтыменбайланысатыны белгілі.Электрон тасымалдануының тежелуі ішкі митохондриялық мембрана арқылы протондық градиенттің ыдырауын тудырады, ал бұл митохондриялық мембраналық потенциалын (ΔΨm) жоғалуына әкеледі. Кешен ІІІ тежелу салдарына ОБТ өндірілуінің арттырылуы  мен клеткалық АТФ деңгейінің төмендеуі жатады.Тежелу төмен концентрацияларда, яғни 1 моль ингибитордың 1 моль ферментімен байланысу кезінде жүреді [88,161-167].

Кешен IV цианидпен, азидпен және көміртек тотығымен (CO) тежеледі, әрі барлық үш жағдайларда да, ингибиторлар цитохром а3 өзара байланысады.Цианид (СN–иондары) және азид –а3феррицитохромының Fe3+-мен координациялық (үйлестірулік) кешенін қалыптастырады және ЦХО Fe2+ дейін тотықсыздануын тежейді. Көміртегі тотығы (СО)-ЦХО тежейді, яғни геммен (Fe2+) байланысу арқылы оның оттегімен өзара байланысуын тоқтатады.Осы сайтта цианид пен азидтің тежеуіші әсері өте күшті болып табылады, ал көміртегі тотығының негізгі улылығы оның гемоглобиндегі темірге ұқсастығынан туындайды. Бұл цианид пен көміртегі тотығының улы әсерлері арасындағы маңызды айырмашылық болып табылады. Жануарлар (адамдарды қоса алғанда) гемоглобин молекулаларын өте көп таситын болғандықтан, олар көміртегі тотығынан (көмірқышқыл газынан) өлу үшін көп мөлшерде одан дем жұтуы тиіс. Алайда, бұл организмдерде цитохром a3молекулалары салыстырмалы түрде өте аз. Демек, цианидтің шектеулі әсері өлім қауіпіне әкелуі мүмкін. Азидтің, цианидтің және CO әсері кезінде 50% тежелу, тиісінше 0,7; 0,5; 40 мМконцентрацияларында болғанда іске асады.

Кешен V (АТФ-синтетаза) олигомицинмен (Fo және CFo тежейді), вентурицидинмен (Fo және CFo тежейді), ауровертинмен (F1 тежейді) және дициклогексилкарбодиимидпен (Fo және CFo арқылы протондық ағынын тежейді) тежеледі. ATФ-синтетазаның кейбір ингибиторларының құрылымдары көрсетілген.Олигомицин, сондай-ақ Fo арқылы протондар қозғалысын тежейді. ATФ синтезінің олигомицин А тежелуі электрон тасымалдау тізбегі арқылы электрондар ағынын азайтады; алайда, электрондардың ағыны протондық ағылу немесе митохондриялық ажыратылу үрдістері салдарынан толық тоқталмайды [28,р. 301]. Ауровертин – химиялық құрылымы бойынша полиендік пирондарға жататын антибиотиктер тобы. Митохондриялардағы тотығу фосфорланудың F1 фракциясының күшті ингибиторы. N, N-дициклогексилкарбодимид (DCCD) FoF1-АТФ-синтазаның (FoF1)классикалық ингибиторы болып табылады, Fo фракциясында протеолипидтік суббірліктің (с суббірлігінің) жоғары консервативтік карбон қышқылымен ковалентті байланысады және канал арқылы протондар ағынын тежейді [89,168].
Тотығу фосфорланудың ажыратқыш заттектері.F1 факторы кеңістігінің өзгеруі, соның нәтижесінде АТФ-пен оның кешенінің мүмкін болатын диссоциациялануы, ішкі митохондриялық мембранада протондық градиенттің жеткілікті көлемінде ғана жүреді. Протондық градиент көлемінің төмендеуі, тыныс алу тізбегі бойымен электрондарды тасымалдаумен түйiндескен АТФ синтезін мүмкiн емес етеді, сөйтіп, тыныс алу және тотығу фосфорлану үрдістерінің ажырауына әкеледі. Бұндай әсерді тудыратын заттар тотығу фосфорланудың ажыратқыштары деп аталады.
Тотығу фосфорланудың барлық ажыратқыштары ішкі митохондриялық мембрана арқылы протондарды тасымалдаушылар (протонофорлар) ретінде қызмет етеді, осылайша, олар протондық градиентті бүлдіре алады. Бұл ажыратқыштардың молекуласының митохондриялардан тыс протондар есебінен  қайтымды протондалуына байланысты болады және мұндай түрде мембрананың матрикстік бетіне оның гидрофобты қабаты арқылы электрофоретикалық түрде жылжиды. Митохондриялық мембрананың ішкі бетінде ажыратқыштардың депротондануы жүреді. Бұл кезде босап шыққан протон матрикске өтедi. 

Бұл жағдайда, яғни ішкі митохондриялық мембранаға ажыратқыштар түскен кезде, митохондриялардан шығарылып тасталған протондар, градиент концентрациясы бойынша Fо протондық каналарқылы емес, тiкелей мембрананың кез келген бөлігі арқылыматрикске қайта оралу қабілетіне ие болады. Бұндай тасымалдау протондық градиент көлемінің төмендеуін анықтайды. Осының нәтижесінде, протондық токтың энергиясы белоктардың каталитикалық бөлігінің F1 түйісу факторында кеңістіктердің қайта құрылуларының туындауы үшiн жеткiлiксiз болады [90,169].

Табиғи ажыратқыштарға адреналин мен тироксин гормондары, май қышқылдары және т.б. жатады.Ал химиялық ажыратқыштардың үлгі мысалдарына 2,4-динитрофенолды, дикумаролды және карбонилцианид-р-трифтор-метоксифенилгидразонды (фтор карбонил цианид  фенилгидразон немесе КЦТФФ деп те аталады) жатқызуға болады.Бұл қосылыстардың екі ортақ белгілері бар: гидрофобты табиғаты және протонды диссоциациялауы Бұл химиялық заттар, АДФ АТФ дейін фосфорлануын тежейді, бірақ митохондриялардағы электрондар тасымалдауына ешқандай да әсер тигізбейді. Олар электрондарды тасымалдау мен АТФ синтезін ажыратады, яғни осы үрдістер арасындағы қажеттi байланысты жояды.Олардың қатысында электрондарды тасымалдау кезінде бөлінетін бос энергия жылуға өтеді, яғни АТФ түрінде сақталмайды. Ажыратқыш агенттер H+ иондары үшін ішкі митохондриялық мембраналардың өткізгіштігін күрт арттырады. Бұл липофильді заттар, олардың мембрананың бір жағында H+ иондарын байланыстыратын және оларды мембрана арқылы екінші жағына, яғни олардың концентрациясы төмен жағына тасымалдайтын қабілеті бар. Клеткаларға осы төмен органикалық қосылыстарды қосқан кезде митохондриялар ATФ синтезін тоқтатады, дегенмен оттегі сіңіруін жалғастыра береді. Ажыратқыш агенттердің қатысында, электрондар тасымалдауының жылдамдығы жоғары болып қала береді, бірақ протондық градиент құрылмайды. Сонымен, ажыратқыштар, тыныс алу тізбегі бойымен электрондардың тасымалдауына елеулі әсер тигізбейді, бірақ тотығу фосфорлану үрдісінде АТФ синтезін тежейді [170-177].
FCCP  протонды диссоциациялау қабілеті бар және өте гидрофобты болып табылады. Олар iшкi митохондриялық мембрана арқылы протондарды тасиды, сөйтіп протондық градиенттi басады.

Кейбiр ионофорлар да тотығу фосфорлануды тежей алады. Ионофорлар (яғни «иондарды тасымалдаушылар») деп, белгілі бір иондарды байланыстыруға және оларды мембрана арқылы тасымалдауға қабілетті майда еритін заттарды айтады. Олар ажыратқыш агенттерден мембрана арқылы H+иондарын емес, қандай да болмасын басқа катиондарды тасымалдайтындығымен ерекшеленеді. Мысалы, токсинді антибиотик валиномицин  митохондрияның ішкі мембранасы арқылы оңай өтетін К+иондарымен майда еритін кешенді құрайды, ал валиномицин болмаған жағдайда К+иондары осы мембрана арқылы өте қиындықпен енеді. Грамицидин ионофоры мембрана арқылы К+иондарының енуін ғана емес, сонымен бiрге Na+және басқа да бiр валенттi катиондардың енуін де жеңілдетеді. Қорыта келгенде, ажыратқыш агенттер мен ионофорлар Н+, К+немесе Na+иондары үшін мембрананың өткізгіштігін арттырып, тотығу фосфорлануды басады [91, 178-180].

1.6 Глутатион (GSH)
GSH клеткадағы ең көп тараған антиоксиданттардың бірі екені анықталған. Оның саны апоптоз кезінде күрт төмендейді. Эндогенді пайда болған тотықтырғыш стресстің буферизациясының арқасында клеткаларды апоптоздан сақтап қалатын қасиеті бар деп болжалмен айтылады [92, 181].
Ол  бос радикалдардың сіңірушісі ретінде және тотықтырғыш реакциялардың бос өнімдерін буферлеуге көмегін тигізеді. Глутатион клетканың өзге де маңызды қызметтерінің қатарын –  ДНҚ репарациясы, простагландин мен белок синтезі, амин қышқылдарының тасымалдануы мен ферменттердің белсендірілуін жеңілдетеді [93, 182]. Глутатион ас қорыту жүйесі мен иммунды жүйенің қызмет етуіне, сонымен қатар қорғасын мен сынап ауыр металлдары сиқты органикалық пен бейорганикалық ксенобиотиктердің залалсыздандырылуына қажетті болады [94, 95, 183]. 
Глутатион – глутамат, цистеин мен глициннен тұратын ферментативті синтезделген трипептид. Осылайша, күкірт амин қышқылдарының бірі болып келетін цистеиннің қолжетімділігі,  глутатион синтезінің қарқындылығына тікелей әсерін тигізіп отырады. Тотығу барысында тотықсызданған глутатион  дисульфидті формалардың түзілістерімен әрекеттесе  алады; GSH NADPH-глутатионредуктазасының белсенділігінің  арқасында қалпына келеді. Клетка ішілік GSH ондағы глутатион құрамының 90%-нан көбін құрайды, бірақ тотықтырғыш стресс тәрізді қалпына келуші эквиваленттерді қолдану шарттарында, қалпына келген  глутатион мен тотыққан глутатионға сәйкестілігі төмендейді. Глутатион оның тотығу-тотықсыздану реакцисындағы буферлік қызметінен басқа да маңызды рөлдерді атқарады. Соңғы зерттеу нәтижелері бойынша бұл  стресс белгісі ретінде қызмет атқару мүмкіндігін көрсетеді. Глутатион глутатионпероксидаза (GPx) мен глутатионредуктаза (GRd) екі ферментінен тұратын жүйе арқылы әрекет етеді. CoQ дефициті бар екі түрлі тышқан моделіндегі глутатион жүйесінің әлсіреуі тіркелген болатын [96, 184], бұл SQOR дефектімен байланысты болуы мүмкін.
Глутатионпероксидаза (ГПО) - алғашқы рет ферментке 1957 жылы сипаттама берілген. Өзінің құрылымы бойынша селенді ГПО тетрамер болып табылады. Әрбір суббірлікте цистеин қалдықтарымен байланысқан бір атом селен болады. Ферменттің 70% цитозольда, 25-30% митохондрияларда шоғырланған [185].  Қазіргі таңда селенді ГПО-ның бес изоферментті формасы белгілі. Сүтқоректілердің сүті мен қанында клеткадан тыс ГПО формасы, бауыр мен ішек клеткаларының цитоплазмасынан ерекше ГПО-G1 изоферменті, шәует ядроларында арнайы изоформасы табылды. Сондай-ақ селенсіз, глутатион-S-трансферазаға ұқсас изофермент түрі ашылған. Селенсіз ГПО негізінен бауыр, бүйрек, жүректің митохондриялық мембраналарында кездеседі. 

ГПО глутатионның тотықсызданған түрін субстрат ретінде пайдалана отырып сутектің асқын тотығын, органикалық гидроасқынтотықтық қосылыстарды, соның ішінде полиқанықпаған май қышқылдарының гидроасқынтотықтарын тиімді түрде ыдыратады да, мембраналардағы тотығу тізбектерінің тармақталуын тежейді [186]. Бұл жағдайда босрадикалды тотығу процестеріне ұшыраған мембраналардың фосфолипидтерінен фосфолипаза көмегімен құрамында асқын тотықтық LOOH тобы бар тотыққан май қышқылдары ажыратылып, глутатионпероксидаза әсерінен спирт қалдығына дейін тотықсыздандырылады және де глутатион тотығып дисульфидті формасына айналады:

LOOH+2GSH → LOH+GSSG+ H2O

ГПО белсенділігі тотықсызданған глутатионның концентрациясына тәуелді. Тотыққан глутатионның тотықсыздануы глутатионредуктаза ферментінің есебінен жүреді [117]. Глутатионредуктаза тотыққан глутатионды пентозды цикл кезінде түзілген НАДФН көмегімен тотықсыздандырады:

                                           глутатионредуктаза

     GSSG + HAДФ + Н                     
                   2GSH  + НАДФ+

Белгілі жағдайларда ГПО ферментінің клетка үшін маңызы каталаза ферметіне қарағанда жоғары, себебі каталаза ферменті тек пероксисомалармен шектелген. ГПО ферменті Н2О2 қосылысына туыстығы жоғары болғандықтан, каталазаның төмен концентрацияларында Н2О2 бейтараптауда мәні зор. Алайда сутектің асқын тотығының концентрациясы шектен тыс көтеріліп кеткенде оны ыдырату негізінен каталаза ферментіне тиесілі болады.

Бүгінгі күнде ГПО липидгидропероксиді деп аталатын ГПО изоферменті ашылған. Ол құрылымы жағынан цистеинді қалдықпен байланысқан бір атом селені бар мономер болып табылады. Бұл фермент фосфолипидтердің асқынтотықтарын оларды гидролизге ұшыратпай-ақ  тотықсыздандырады. Табиғаты жағынан липофильді қосылыс болғандықтан, ГПО-ның бұл түрі мембраналардағы фосфатидилхолин, холестерин және холестерин эфирлерінің асқынтотықтарымен әрекеттесіп, оларды тиімді түрде залалсыздандырады [187]. ГПО стериндер мен нуклеин қышқылдарының асқын тотықтарын бейтараптайды. Оның белсенділігі асқын тотығу өнімдері мен оттектің белсенді түрлері арқылы реттеліп отырады. Сондай-ақ антиоксидантты жүйенің басты компоненттерінің бірі – глутатионтрансфераза ферменті. Бұл фермент липидтердің асқын тотығу процесстерін тежеп, олардың улы өнімдерін залалсыздандырады. 

Антиоксидантты жүйе ферменттерінің белсенділігі мен тұрақтылығы бір-біріне байланысты [188]. СОД, каталаза, ГПО-ферменттерінің белсенділігі ферментативті реакция өнімдерінің түзілуі арқылы реттеледі. Аталған ферменттер әрекетінің үйлесімді түрде болуы үнемі түзіліп отыратын оттектің белсенді түрлерінің тікелей инактивациялаушы әсерінен қорғайды. Мысалы, СОД , О2(•  ыдырата отырып, каталазаны оттегі интермедиаттарының әсерінен бұзылуынан сақтайды. Ал каталаза мен ГПО өз кезегінде Н2О2 әсерінен СОД-ны қорғап отырады. 

Ферментсіз антиоксидантты қорғанысты бірқатар төменмолекулалы және жоғарымолекулалы қосылыстар іске асырады. Олар клетканың әртүрлі аймақтарында және клеткааралық сұйықтықта жинақталуының нәтижесінде жан-жақты антиоксиданттық қорғанысты қамтамасыз етіледі. Антиоксидантты қасиет көрсететін жоғары молекулалы қосылыстарға қан белоктары, церулоплазмин, трансферрин, ферритин, лактоферрин, гаптоглобин, фибриноген, гемопексин, глобулиндер, гепарин, цитохром с, тиоредоксин, лактоферрин жатады. Олардың бірқатары босрадикалды процесстерді клетка  үшін улылығы жоғары қосвалентті темірді залалсыздандыру арқылы тиімді түрде тежейді. 

Оксидативті стресс жағдайында, ферментсіз жүйенің маңызы артады. Себебі: олар бос радикалдармен әрекеттескеде, белсендігін жоғалтып, қайта қалпына келуіне, жаңа молекулаларының синтезі іске асуы үшін біршама уақыт қажет болады. Ал төменмолекулалы антиоксиданттар клеткада, биологиялық сұықтарда көп мөлшерде жинақталып, қажеттілік туындағанда бос радикалдармен лезде әсерлесе алады.

Төмен молекулалы қосылыстар қатарына тотықсызданған глутатион, аскорбин қышқылы, токоферолдар, несеп қышқылы, билирубин, полиаминдер, А, К, Р топтарының витаминдері, эстрогендер жатады [189].
Глутатион - тірі жүйелерде кездесетін табиғаты жағынан тиолды қосылыс. Оның клетка тіршілігі үшін маңызы зор. Глутатион (GSH) химиялық қосылыс ретінде γ-глутамилцистеинглицин  трипептиді болып табылады [190]. Осыған орай, оның металл иондарымен байланысатын  бес потенциалды лиганды болады: тиолды топ, екі карбоксильді қышқылдық топ, амин тобы және екі пептидті байланыс. Соның ішінде тиолдар бос радикалдарға қатысты жоғары белсенділік танытады. Бұл жағдайда тиолды топ құрамында көміртек, оттек, азоты бар радикалдарға протонын беріп, оларды тотықсыздандырады. Глутатион және оның тотыққан түрі глутатион дисульфид клеткада жүріп жатқан көптеген құрылымдық және функционалдық процестерінің маңызды буыны бола отырып, клеткадағы оттектің белсенді түрлері әсерінен туындайтын жағымсыз өзгерістерді бейтараптайтын қорғаныстық  жүйе компоненті болып табылады. 

Клеткада глутатион-глутатион сульфидті жүйенің күйі ауытқыған жағдайда, патологиялық өзгерістер тұтас организм деңгейінде, физиологиялық деңгейде, биохимиялық және молекулярлы деңгейде көрініс бере бастайды. Мәселен, клеткалардағы глутатионның жетіспеушілігі асқын тотығу процестерінің дәрежесінің артуына себепші болып, нәтижесінде гемолитикалық анемия, катаракта, неврологиялық аурулар, т.с.с. кеселдердің асқынуына әкеліп соқтырады [191-195].

Сонымен АОЖ компоненттері бір-бірінің қызметін толықтырып, әсерін арттырады, организмде физиологиялық процесстер барысында жинақталған ОБТ артық мөлшерін бейтараптайды. 
Нәтижесінде клеткадағы мессенджер қызметін атқаратын тотықтырғыштардың деңгейі физиологиялық шектен аспайды, организмнің тұрақтылығы сақталады. Қалыпты жағдайда организмде антиоксиданты және прооксидантты жүйелер, АОЖ ферменттік және ферментсіз компоненттері тепе-теңдікте болады. Ал патологиялық процесс орын алған кезде АОЖ қызметі ағзада қарқынды түзіліп жатқан оттегі интермедиаттарының улы әсерін тоқтатуға бағытталады. 

АОЖ мен ОБТ арасындағы тепе-теңдіктің бұзылуы биологиялық мембраналардың құрылымының өзгеруіне, липидтердің асқын тотығу үрдістері қарқындылығының үдеуіне, гемостаздың ауытқуына, фибринолиз, комплемент жүйесінің активтігінің артып, тканьдердің оттегімен және қоректік заттармен қамтамасыз етілуі нашарлауына әкеліп соқтырады. Антиоксиданты жүйе ферменттерінің активтігі ОБТ түзілуінің қарқындылығына тәуелді. Оттек радикалдарының концентрациясы шамалы артқанда, ферментативті антиоксиданттар белсендігін жоғарылатса, бос радикалдар мөлшерінің шамадан тыс жоғарылауы керісінше, клеткалардың антиоксиданты қорғаныс ферменттерінің белсендігін бәсеңдетеді.

Сонымен, қорыта келгенде организмде оттектің белсенді түрлерінің түзіліп отыруы клеткалардың оттегіні энергия өндіру мақсатында пайдалануы нәтижесінде эволюциялық тұрғыдан қалыптасқан процестер. Олардың реактивтігі жоғары және тірі жүйелерді бүлдіруші әсері болғанымен, аэробты тіршілік ететін организмдердің барлығында оттектің интермедиаттарын залалсыздандырып, оттекті ортада тіршілік етуге мүмкіндік беріп отыратын, компоненттері өзара тығыз күрделі жүйелер пайда болған. Қалыпты жағдайда клеткалардың антиоксидантты жүйесі ондағы прооксиданттардың шектен тыс пайда болуына жол бермегендіктен, бос радикалдардың түзілуі физиологиялық қажеттіліктен аспайды [196].
1.7 Рациондағы кездесетін  күкірт амин қышқылдарының модуляциясы: N-ацетилцистеиннің (NAC) қосылуымен салыстырғандағы күкірт амин қышқылдарының (SAAR) шектелуі 

Күкірт амин қышқылдарындағы (SAAR) күкірттің құрамын шектеу, кеміргіштердің моделінде көрсетілген бойынша олардың өміршеңдігін арттыратын диеталық араласу болып  саналады. Caenorhabditis elegans-қа жүргізілген соңғы зерттеулер, белок синтезі қарқындылығының төмендеуі тікелей өміршеңдіктің  артуына байланысты екенін көрсетті. SAAR-ның белок синтезі мен оның деградациясына әсері аз зерттелген.

Эндоплазматикалық тордағы (ЭТ) тотығу-тотықсыздану ортасының өміршеңдікті арттырудағы рөлі мен оның протеостаздағы орыны аз зерттелген. Белок синтезінің ең маңызды орыны болып саналатын эндоплазматикалық тор қолайлы тотығу-тотықсыздану ортасы мен белоктардың өзгеруіне қажетті сүйемелдеу элементтерін талап етеді. Бұл жағдайдағы SAAR-ның орны ерекше, себебі ол глутатион (GSH)  деңгейін реттеп отырады да, клеткалық тотығу-тотықсыздану дәрежесінің көрсеткіші ретінде болады [197-201].
GSH оттегінің белсенді формаларымен күресте, тотығу-тотықсыздану балансын реттеуші, ксенобиотиктердің залалсыздандырылуы мен клеткалық белгі беруде аса маңызды рөлді атқарады. GSH қалпына келуші эквиваленттікті оттегінің белсенді формасын қамтитын бірнеше биохимиялық интермедиаттарға жеткізе алады. Мұнда тотыққан GSH (GSSG) мен тотықсызданған биохимиялық интермедиаттардың түзілуі жүзеге асырады.  GSH мен GSSG ара-қатынасы клеткалық тотығу-тотықсыздану деңгейін қадағалаудағы маңызы зор. GSH деңгейінің төмендеуі және/немесе GSSG / GSH ара-қатынасының жоғарылауы тікелей тотықтырғыш ортаны арттырады. Егер тотықтырғыш ортаның артуы антиоксиданттық қабілеттілікті басып тастаса, нәтижесінде тотықтырғыш стресс пайда болады.
Ұлпадағы GSH мен GSSG деңгейін ішкі факторлар (қартаю) да, сыртқы факторлар (тағамдық амин қышқылдары) да өзгертіп отыра алады.

Күкірт амин қышқылдарының (SAAR) төмендетілуі арқасындағы өміршеңдіктің артуының негізі болатын механизмдер әлі белгісіз. Цистеин мен метионин глутатион (GSH) белоктарының биосинтезіне қажетті [202]. 

N-ацетилцистеин (NAC). NAC – бос радикалдарды сіңіретін және 1950 жылдардан бері қолданылып келетін антиоксидант. Ол биохимилық тұрғыда антиоксидантты белсенділікті қозғайтын тиол алмасу реакцияларына қатысады да, гендердің транскрипцисы мен апоптозды өзгертіп отырады [28, 45, 203].
NAC –  L-цистеин амин қышқылының туындысы.Ол психиатриялық және неврологиялық аурулардың жаңа тераписы ретінде қолданылады. NAC берілген ауруларда кездесетін тотықтырғыш стресс, нейроқабыну және дофамин мен глутаматтың нейрорегуляциясы сияқты патофизиологиялық процесстердің тежелуінде маңызы зор.
Трихотилломания патофизиологиясында глутаметриялық жүйедегі ақаулардың болуы айқындалған. Özcan мен бірлескен авторлары трихотилломаниясы бар екі аурудың жағдайында NAC көмегімен жүргізілген ем шараларының сәтті болуын жариялады. Авторлар екі ауруға да NAC мөлшерінің 1200 мг / тәул  ішке қабылдауын ұсынды. Екі аурудың NAC емделуінен бастап 2 ай мен 2 апта өте салысымен, олардағы шаш түсуінің азайғандығын, ал 4 пен 6 ай ішінде олардың шаштарының толығымен қайта қалпына келуі анықталған. Олардың кері әсері жайлы мағлұматтар келтірілмеген [46, 98, 197-204].
NAC берілген жолдарды өзгерту қабілетіне ие екендігін көрсетеді. Және NAC-тың аутистік аурулардағы орнын зерттеуіне түрткі болады. Қазіргі таңда жарияланған екі жетекші зерттеу жұмыстары бар, олар ашуланшақтық симптомдарына қатысты эффективтілікті ұсынып отыр. Берілген зерттеу жұмысының мақсаты болып NAC-тың аутистік ауруларды емдеудегі пайдасын анықтау болып  саналады.

Жақында ғана NAC TNF-α-ның  HeLa клеткаларына әсерін бұғап тұратындығы көрсетілген, бұл клеткалық белгі беру жолына қатысатын киназалармен  әрекеттесудің арқасында болады деген болжалдар бар.

Глутатион (GSH) дефициті көптеген патологиялық жағдайлармен байланысты. NAC-ты енгізу арқылы глутатионның клетка ішілік деңгейін қалпына  келтіреді [205-219].
Ацетаминофеннің зарарлығына қарсы тұра алу қабілетімен танымал NAC, цистеин немесе глутатион дефицитінің жақсы және қауіпсіз у қайтарушысы болып саналады. NAC инфекцилардың кең ауқымында, генетикалық ақаулар мен зат алмасудағы бұзылыстарда, сонымен қатар адамның иммун тапшылық вирус инфекциясы мен өкпенің хроникалық обструктивті ауруындағы глутатион дефицитін емдеу мақсатында қолданылады. Ішке енгізілген NAC-тың 46 клиникалық зерттеулерінің үштен екі бөлігінен астамы NAC-тың жағымды әсерін айқындайды. Бұл көрсеткіштер зерттеудің соңғы нәтижесіне негізделе немесе аурулардың жалпы өмір сүру сапасы мен амандығының көрсеткіштерімен өлшенген [99, 220-222]. 
  2 ЗЕРТТЕУ МАТЕРИАЛДАРЫ МЕН ӘДІСТЕРІ 

   2.1 Зерттеу материалдары 

           2.1.1 CoQ жетіспеушілігі және комплекс I жетіспеушілігі бар тышқандар моделі
Тышқандардың CoQ9 гені 8-ші хромосоманың 9 экзондарынан қалыптасқан және болжам бойынша 313 амин қышқылдарынан тұратын белокты өндіреді. Ал адамдардың CoQ9 гені 16-шы хромосомада орналасқан 9 экзондардан тұрады және де болжаммен кристалды күйде болатын  318 амин қышқылы бар белокты өндіріп шығарады [32]. Екі белоктың 90,9% сәйкестігі бар, бұған қоса адамдардағы 244-ші орында, ал тышқандарда 239-шы орында аргинин бар және екі жағдайда да митохондрияға әкелудің мақсатты тізбегіне ие.
CoQ дефициті бар Coq9+/+ тышқан моделі Ingenious Targeting лабораториясында (АҚШ) генетикалық фоны C57BL/6N мен C57BL/6J линияларынан тапсырыспен жасалынып алынды [115]. Coq9R239X/+ (Coq9R239X) гетерозиготалы тышқандарды будандастырғанда Coq9+/+ (қалыпты), Coq9R239X/+ (гетерозиготалы), Coq9R239X/R239X (гомозиготалы) түрлері алынды. Комплекс I дефициті бар  Ndufs4 тышқан моделі Джексон лабораториясынан (АҚШ) тапсырыспен алынды. Нокаутты Ndufs4 тышқандары генінің аллеліндегі 2 экзонын кесіп алу нәтижесінде Ndufs4-/- тышқандары алынған (Джексон лабораториясының сайтында анықтама көрсетілген https://www.jax.org/strain/027058). Бұл мутантты тышқандар Ли синдромымен ауырады. 

Берілген зерттеу жұмысында тек жабайы (Ndufs4) тышқандар мен мутантты (Ndufs4-/-) тышқандар қолданылды. 

2.1.2 Жануарлар және тәжірибелі топтар
Тышқандар Гранада университетінде арнайы жануарларға арналған SPF зонасында орналастырылды. Жарық таңғы 7:00-де қосылып, кешкі сағат 19:00-де өшіріліп тұрды. Тышқандардың суы мен арнайы кеміргіштерге арналған тамақты ішуге мүмкіншіліктері шектеусіз болды. Барлық тәжірибелер Гранада университетінің жануарларды бағу мен оларды қолдануына сай этикалық комитетінің бекітілген протоколы бойынша жүргізілді. 

Тәжірибеге келесідей топтар қолданылды:

- Coq9+/+ жабайы тышқандар (бақылау тышқандары)
- Coq9R239X гомозиготалы тышқандар (тәжірибелі тышқандар)
- Coq9R239X + NAC  гомозиготалы тышқандар (тәжірибелі тышқандар)
- Coq9R239X + SAAR гомозиготалы тышқандар (тәжірибелі тышқандар)
- Ndufs4+/+ жабайы тышқандар (бақылау тышқандары)
- Ndufs4-/- гомозиготалы тышқандар (тәжірибелі тышқандар)
Coq9R239X тышқандарына тәжірибе жүргізу кезінда тамақтану рациондарына күкіртті амин қышқылдардың (SAAR) мөлшеріне диеталық шектеулер жасалды. Сондықтын Coq9R239X тышқандарына тәулігіне күкіртті амин қышқылдардың (SAAR) мөлшері шамамен 0,1-1 г/кг дене салмағына қолданылды.  Келесі тәжірибелік топта Coq9R239X тышқандарына тәулігіне  N-ацетил-L-цистеинді (NAC) есеппен 1-3 г/кг дене салмағына қолданылды. Тышқандар тәжірибеге 1 айынан бастап зерттеуге алынды. 

2.2 Зерттеу әдістері

2.2.1 ДНҚ экстракциясы арқылы генотипті анықтау әдісі
Мутантты (гомозиготалы) тышқандардың көбею қабілеті төмен болғандықтан, гетерозиготалы тышқандардың будандасуынан алынады. Сондықтан да тышқандардың генотипін анықтау ДНҚ-ны бөліп алу жолымен жасалынды. Бұл мақсатта тышқандардың құйрықтары (құйрықтарының ұштары) қолданылды, оларға К протеиназасын (Amresco) қосып, 37°С-та түні бойы кезекті инкубацияға жіберілді. Инкубациядан кейін белоктарды тұнбаға келтіретін ерітіндіні (Protein Precipitation Solution, Quiagen) қосып, 5 минут бойы 13000 айн/мин көрсеткішінде центрифугада айналдырып, әрі қарай алынған супернатантқа изопропанол (Sigma-Aldrich) қосылды. Келесі кезекте қайтадан центрифугаға айналдырып, супернатант бөлініп алынады да, тұнбаны 70% этанолмен шайылды. Қалған қалдық супернатантты бөліп алу мақсатында соңғы рет центрифугада айналдырып, сынамалы үлгілерді термоблокта 10 мин бойы 50°C ұсталынып, содан кейін Nuclease free water (Amresco) суы қосылды. ДНҚ-ның сандық көрсеткіші NanoDrop құралында анықталды. Сандық талдауынан кейін 10 мкл сынамалы үлгілерге 15 мкл праймерлер қосылып ПЦР жүргізілді,. Coq9 тышқандары үшін Neo Del-1 F-5'-GGT GTC CAG AGG GCT ATA TG-3 ' және Neo-2 R-5'-GCC TGG GTC AGA TTC TCT TA-3' праймерлері қолданылды.

Ndufs4 тышқандары үшін fw-5'-AGT CAG CAA TTT GGG AGT-3', common-5'-GAG CTT GCC TAG GAG GAG GT-3' және fw -5'-AGG GGA CTG GAC TAA CAG CA-3 ' праймерлері пайдалынды.

Жүргізілген әдістің нәтижесінде жабайы, гомозиготалы және гетерозиготалы тышқандардың сынамалы үлгілеріне электрофорез жүргізілді. 
2.2.2 Белоктың мөлшерін анықтау әдісі
Белоктардың мөлшері Бредфорд (Bradford 1975) әдісінің көмегімен анықталды. Әрбір сынамалы үлгілер екі рет өлшеуге алынды. Спектрофотометр планшеттеріне бірінші 10 μl сынамалы үлгі, екінші 200 μl Бредфорд реагенті қосылды. Реакциялар жүру мақсатында қоспаны 10 минут бойы бөлме температурасында фольга қағазымен жауып (жарық сәулесінен сақтап), шейкерге үш минут бойы инкубацияға қойылды.  
Барлық өлшемдер планшетті спектрофотометр BioTek Power-Wavex Microplate Scanning құралымен 595 нм ұзындығында жүргізілді. Бақылау ретінде бұрыннан бері қолданатын көптеген сынамалы үлгінің белок концентрациясын экстрополяция жолымен бағалануы  BSA концентрациясы анықталған қалыпты тізбек арқылы жасалынды. 
2.2.3 Тәжірибе үлгілерін дайындау және оларға Вестерн-блоттинг анализін жүргізу   
Вестерн-блоттинг анализі ми, бүйрек және бұлшық еттердің гомогенаттарында жүргізілді. Барлық тәжірибелі үлгілерді А буферінде (50 мМ Трис-HCl, 1% Тритон Х-100, 1 мМ дитиотрейтол, рН 7,6, протеаза ингибиторы (Protease coctails-inhibitors) шыны-тефлон гомогенизаторында 5 секундттан үш рет 1100 айн/мин ұсақталынды. Гомогенаттарды ультрадыбыстық өңдеуден кейін 5 минут бойы 4°С 1000 g центрифугада айналдырып, нәтижесінде алынған супернатантты Вестерн-блоттинг анализінде қолданылды. Тәжірибелі үлгі экстракттарынан алынған 60 мкг белоктарға 12%-дық Mini-PROTEAN TGX ™ (Bio-Rad) гель-жиынтығында электрофорез mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad) жүйесін қолдана отырып, жүзеге асырылды. 
Барлық тәжірибелерде белоктар 0,45 мкм PVDF мембранасы арқылы транс-блот (Trans-Blot, Bio-rad) құралы арқылы тасымалданды. Алынған мембранадағы үлгіні 30 мин бойы нысанды антиденелермен (antimouse) әрекеттестіріліп шейкерге қойылды. Содан кейін 10 мин үш рет натрий фосфаты буферімен (PBS) шейкерге қойылып шайылды.
Белок-антидене әрекеттесулері тәжірибеде тышқанның IgG антидене мен пероксидазаның конъюгациясынан Amersham ECL™ Prime Western Blotting Detection реагенті (GE Healthcare, Бакингемшир, Великобритания) көмегімен анықталды. Диапазонның сандық анықтамалары Image Station 2000R (Kodak, Испания) және Kodak 1D 3.6 бағдарламасымен жүргізілді.

2.2.4 Тышқан ұлпаларындағы CoQ9 мен CoQ10 дәрежесінің сандық көрсеткіштерін анықтау
Ұсақталған (гомогенизацияланған) ұлпалардан липидтерді бөліп алудан кейін CoQ9 мен CoQ10 көлемдерін кері фазалық жоғары эффективті сұйық хроматография (ЖСХ) көмегімен анықталынды. Нәтижелер нг CoQ/мг көрсеткіштермен берілген (73).

Хинондарды ұлпалардан бөліп алу әдісі. Хинон экстракциясы ұлпалардың 10-40 мг көлемімен жүргізілді. Барлық сынамалы үлгілер 1100 айн/мин шыны-тефлон гомогенизаторында (Stuart Scientific) және оған 350 мкл MilliQ суы қосылып, бірге ұсақталынды. Алынған гомогенаттағы митохондриялық мембраналарды жою үшін оны ультрадыбыспен (Sonuplus HD-2070) өңделді. Белоктар концентрациясын анықтауға 10 мкл (Бредфорд әдісі) алынды. Ал, 50 мкл аликвотаға 950 мкл пропанол-1 қосылды. Алынған қоспаны 2 минут бойы вортексте араластырып, 5 минут бойы 11300 g жылдамдықта центрифугада айналды. Хроматографиялық анықтауларға 200 мкл супернатантты қолданып, ЖСХ ампулаларына енгізілді (ұлпаның түріне байланысты қосымша пропанол-1-мен сұйылту қажеттілігі болады).

2.2.5 Нативті электрофорез әдісімен (BNGE) суперкомплекстерді анықтау 

2.2.5.1. Тышқан ұлпаларындағы митохондрия фракцияларын (бөліктерінде) нативті электрофорез арқылы бөліп алу

Нативті электрофорез тышқан ұлпаларының митохондриялық фракцияларында жүргізілді. Митохондрияны бөліп алу әдісі протокол бойынша жасалды (74,75). Тәжірибелі топтағы тышқандардың  миы, бүйректері мен бұлшық еттерін тез арада бөліп алып, физиологиялық ерітіндімен шайып, шыны-тефлон гомогенизаторымен ұсақталынды (Stuart scientific). Бүкіл экстракция процесі қалыпты 4ºC температурасында жүзеге асырылды. Әрбір ұлпаны ұсақтау үшін қажетті буфер қолданылды. Бүйректе, 320 мM сахароза, 1 мM EDTA және Tris-10 mM HCl, pH 7.4; ал мида  бүйректе қолданылған буферге қосымша құрамында майлы қышқылдары болмайтын  0.2% альбумин; бұлшық еттерге  120 mM KCl, 20 mM HEPES, 2 mM MgCl2, 1 mM EGTA және майлы қышқылдары болмайтын 0.5%  альбумин, pH 7.4 жағдайында 600 айн/мин шыны-тефлон гомогенизаторымен ұсақталынды.

Ми мен бүйректен алынған гомогенаттарды 5 минут бойы 1000 айн/мин-да центрифугада айналды. Бөлініп алынған супернатантты 2 минут бойы 14400 айн/мин-да 2 рет центрифугада айналдырғаннан кейін митохондриялардың тұнбасын алынды. Бұлшық еттерінің гомогенаты 10 минут бойы 600 g жылдамдықта центрифугада айналды. Супернатант (S1) мұздың үстінде сақталып, әрі қарай алынған тұнбаны суспензиялап да 10 минут бойы 600 g жылдамдықта центрифугада айналдырылды. Алынған супернатантты (S2) бастапқыға супернатантқа (S1) қосып, бірге 10 минут бойы 17000 g/мин центрифугада айналды. Бұлшық еттен бөлінген тұнбаны қоректік ортаның 10 есе көлемінде қайтадан суспензиялап, 10 минут бойы 7000 g/мин центрифугада айналдырылды. Жаңа тұнбаны 300 mM сахароза, 2 mM HEPES мен 0.1 mM EGTA қоректік ортада суспензиялайды да 10 минут бойы 3000 g /мин центрифугада айналды.
Ұлпалардың митохондриялық тұнбаларын 120 мкл қоректік ортада қайта суспензияланды. Әрбір тәжірибе үлгілерінен белокты анықтау үшін аз көлемде аликвота қалдырылып отырды, ал қалған бөлігі -80ºC-та қолданысқа дейін сақталынды. 

2.2.5.2. Нативті электрофорезге қажетті тәжірибе үлгілерін даярлау

Электрофорезге қажетті тәжірибе үлгілерін даярлау үшін 100 мкг митохондрия 3 мин бойы 4°C 17000 g жылдамдықпен центрифугада айналды. Митохондриялық гранулаларды 10 мкл арнайы митохондрияның қоректік ортасында суспензияланды (100 мM 6-аминогексонды қышқыл, Bis-50 мM Tris-HCl, pH 7.0), нәтижесінде митохондрияның ең ақырғы концентрациясы 10 мг/мл болды. Келесі кезекте мембраналық протеиндерді 4г/г дигитонин қосу арқылы ерітіп, мұздың үстінде 5 минут бойы қалдырылды. 30 мин бойы 4°C 17000 g/мин центрифугада айналдырғаннан кейін супернатантты басқа пробиркаға орналастырып, 3 мкл буфер (5% Serva Blue G-250, 100 mM 6-аминогексонды қышқыл) қосады, нәтижесінде тәжірибе үлгілері электрофорез геліне жүктелуіне даяр болды. Белоктар бір қатарға 100 мкг жүктелінді. 
2.2.5.3. Денатурацияламайтын электрофорез.
Сынамалы үлгілерді жүктеп болғаннан кейін Mini-PROTEAN® Tetra Cell (Bio-rad) электрофорез жүйесінде жүзеге асырылды. Концентрациялы гельге белоктардың шығуы мақсатында электрофорезді 30 минут бойы 90 В-тен бастап, ажыратушы гельге белоктардың өте салысымен кернеуді 300 В-қа арттырып, 75 мин бойы жүргізілді. Бүкіл процесс бойына тоқтың күші 15 мA/гель шектеулі болды және 4ºC төмен температурасы бар суық камерада жүргізілді.

Анализдің соңғы сатыларында кері әсерін тигізетін артық кумасси бриллиант көгін жою үшін А буферлі катод Б буферлі катодқа алмастырылды.

2.2.5.4. Орын алмастыру мен иммунодетекция.
Орын алмастыру мақсатында гель (метанолмен алдын ала 1 минут бойына шайылған) және мембрана қажетті буфермен (25 мM Tris, 192 мM глицин, 20% метанол, pH 8.3) ылғалдандырылды. 

Белоктар PVDF мембранасында (Immobilon®-P, Milliporte) тұрақты 4ºC температурасында 1 сағ бойы 100 В Trans-Blot (Bio-Rad)  құралы арқылы жүзеге асырылды. 
Орын алмастыру сәтті аяқталысымен иммунодетекция жүргізілді. Мұнда белок  цитохром I с редуктазасының анти-убихинолдың арнайы антиденесі (Abcam, ab110252), сонымен қатар anti-VDAC1 (Abcam, ab14734) қолданылды. Алынған мембранадағы үлгіні 30 мин бойы нысанды антиденелермен (antimouse) әрекеттестіріліп шейкерге қойылды. Содан кейін 10 мин үш рет натрий фосфаты буферімен (PBS) шейкерге қойылып шайылды.
Белок-антидене әрекеттесулері тәжірибеде тышқанның IgG антидене мен пероксидазаның конъюгациясынан Amersham ECL™ Prime Western Blotting Detection реагенті (GE Healthcare, Бакингемшир, Великобритания) көмегімен анықталды. Диапазонның сандық анықтамалары Image Station 2000R (Kodak, Испания) және Kodak 1D 3.6 бағдарламасымен жүргізілді.

2.2.6 Глутатион концентрациясын анықтау әдісі
Глутатион арнайы флуорометриялық әдіспен өлшенді. Ұлпаның фракцияларын натрий фосфатты (A) буферінде (100 mM натрий фосфат, 5 mM EDTA‐Na2, pH 8.0) суспензияланды. Содан кейін мұзды 40% TCA-да депротеинденіп, әрі қарай 15 минут бойы 20000 g/мин-да центрифугада айналды. Глутатионды өлшеу үшін супернатантты (A) ерітіндісінде және (B) ортофталь альдегиді/этанол (1 мг/мл) ерітіндісінде 25(С 15 мин инкубацияланды. Тәжірибелі үлгілердің флуоресценциясын планшеттерді оқитын спектрофотометрде (Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VT, USA) 340 нм мен 420 нм толқынында анықталды. Тотыққан глутатион өлшемін жүргізу барысында супернатантты алдын ала N-этилмалеимид ерітіндісінде (5 мг/мл) 40 минут инкубацияда ұстап, келесі кезекте 0.1N NaOH (C) ерітіндісінде сілтілендірілді. Бұл қоспалардың аликвоталарын (B) және (C) ерітінділерінде 15 мин бойы 25(С температурасында инкубацияланды. Флуоресценция ертеректе айтылып өткен әдіспен өлшенді. Қарапайым глутатион мен тотыққан глутатион концентрациясы стандартты қисыққа негізделе отырып өлшенді де, олардың дәрежелері нмоль/мг  белок   көрсеткішімен белгіленді.

2.2.7 Нәтижелерді статистикалық өңдеу

Зерттеу бойынша алынған мәліметтер Prizm 6 Software (Graph Pad) және Excel  қолданбалы бағдарламаларын қолдана отырып компьютерде статистика әдістерімен өңделді. Кестелер мен суреттерде орташа арифметикалық шамалар (М) және стандартты ауытқулар (SD) түрінде ақпарат берілді.
Айырмашылықтың нақтылық мәні t-Стьюдент критерийi бойынша анықталды. Егер, нөлдік болжамның ықтималдығы 5 % (p<0.05) шамадан аспаса, айырмашылықтар жарамсыз деп саналды.
3 ЗЕРТТЕУ НӘТИЖЕЛЕРІ ЖӘНЕ ОЛАРДЫ ТАЛДАУ
3.1 CoQ жетіспеушілігі бар тышқандардың фенотиптік сараптамасын анықтау 
Жұмыс барысында алдымызға қойған мақсаттардың біріне сәйкес, зерттеулеріміз CoQ жетіспеушілігі бар тышқандардың фенотиптік сараптамасын анықтауға бағытталды.
 Coq9R239X тышқандарына құрамында әртүрлі күкіртті аминқышқылы бар тағам рационы берілді: 1 тәжірибелік топқа - 0,6% метионин, 0,42% цистин, 2 тәжірибелік топқа құрамы  SAAR - 0,15% метионин.  Үшінші тәжірибелік топқа бақылау тамағын және суға 1% N-ацетил-L-цистеин қосылып берілді.    
Жүргізілген зерттеулер нәтижесінде қолданылған рациондардың тәжірибелік топтарға әсер етуі әртүрлі деңгейде көрінетіні белгілі болды. 11 суретте өмір сүрудің жалпы пайыздық деңгейі көрсетілген. 
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Абцисс өсі: t - айлар берілген; ординат өсі: % - өмір сүру пайызы. Тәжірибе 1 ай жас шамасында басталды: Coq9+/+ (n = 50), Coq9R239X n = 40, Coq9R239X+SAAR тәжірибелік тышқандар n=35, Coq9R239X+NAC тобы n = 35. Мантель-Кокс (log-rank) және Гехан-Бреслоу-Вилкоксон тесттерін пайдалана отырып жасалған сараптама:  Coq9R239X тышқандары мен Coq9R239X+SAAR тәжірибелік тышқандар (P < 0.0006 және P < 0.0012, сәйкесінше); Coq9R239X тышқандары Coq9R239X+NAC тәжірибелік тышқандар  (P =0.0906 және P = 0.1784, сәйкесінше) арасындағы біршама айырмашылықтарды көрсетті.
Сурет 11 – Coq9+/+ тышқандарының, Coq9R239X тышқандарының және  Coq9R239X  тышқандарын  SAAR немесе NAC өңдеуінен кейінгі өмір сүрудің орташа пайыздық деңгейі
Тәжірибеде өңдеу жолы бірінші айдан, тышқандарды бөлу сәтінен басталды. Жалпы Coq9R239X гомозиготалы тышқандардың өмір сүру ұзақтығы жеті айға созылды. Ал, алғашқы үш айдан бастап өле бастады. Бұл тышқандарға қалыпты түрде виварий жағдайында қолданылатын тамақ пен су беріліп отырды.  Құрамында күкіртті амин қышқылдары шектелген тағам берілген мутант тышқандар стандартты тағам берілген мутант-тышқандармен салыстырғанда ертерек өлген.  N-ацетил-L-цистеинді суға қолдану арқылы берілген тышқан топтары бес айға дейін тіршілік еткен. Бұл дегеніміз, басқа тәжірибе тобына қарағанда  Coq9R239X+NAC тәжірибелік тышқандардың өмір сүру ұзақтығы екі ай артық екенін көруімізге болады (сурет 11).  
12 суретте тәжірибеде қолданылған Coq9+/+ бақылау тобы және Coq9R239X, Coq9R239X + NAC, Coq9R239X + SAAR тәжірибе топтарының фенотиптік көрінісі көрсетілген. Фенотиптік көрініс бойынша Coq9R239X+SAAR тәжірибелі топ тышқандарында басқа топпен салыстырғанда жүннің түсуі бірден байқалады.
Coq9R239X тышқандарда, тағам құрамында күкіртті амин қышқылдары шектелген Coq9R239X+SAAR  тышқан топтарында және N-ацетил-L-цистеинді (NAC) қолданған Coq9R239X + NAC  тышқан топтарында еркек және ұрғашы тышқандардың Coq9+/+ тышқандарымен салыстырғанда дене өлшемі мен массасы аз болды. Бұл айырмашылықтар алғашқы айларында байқалды және одан кейінгі айларда айқын көріне бастады. Құрамында күкіртті амин қышқылдары шектелген тағаммен (SAAR)  өңдеу және  N-ацетил-L-цистеинді (NAC) терапия ретінде қолдану дене массасының төмендеуіне ықпал етті және Coq9R239X тышқандарының өмір сүргіштігін арттырмады.      
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Сурет 12. Coq9+/+, Coq9R239X, Coq9R239X + NAC және Coq9R239X + SAAR тышқандарының фенотиптік көрінісі
Құрамында күкіртті амин қышқылдары шектелген тағаммен (SAAR)  және  N-ацетил-L-цистеинді өңдеудің әсерін ұлпалар негізінде бақылауға болады. 
Coq9R239X + SAAR топ тышқандарының бас миының көлемі Coq9R239X, Coq9R239X + NAC топтарына қарағанда үлкен, ал Coq9+/+ бақылау тобымен салыстырғанда бірдей шамада. Coq9R239X тышқан тобы бас миының көлемі Coq9R239X + NAC тышқан тобына қарағанда үлкен, бірақ  Coq9R239X + SAAR  және Coq9+/+ тышқан топтарымен салыстырғанда салмағы аз болды. 

Жұмыс барысында әрбір тышқан топтарының бүйректері де фенотиптік көрінісі бойынша салыстырылды. Coq9+/+ бақылау тобы бүйрек салмағы Coq9R239X, Coq9R239X + NAC, Coq9R239X + SAAR  тәжірибе топтарына қарағанда көлемді болды. Coq9R239X  тышқан тобының бүйрек көлемі Coq9R239X + NAC, Coq9R239X + SAAR  тышқан топтарына қарағанда салмағы жоғары, ал Coq9+/+ бақылау тобымен салыстырғанда төмен болды. Тәжірибелік топ Coq9R239X + NAC бүйрек салмағы  Coq9R239X + SAAR тобынан жоғары болса, Coq9+/+ бақылау тобымен және Coq9R239X тәжірибелік топпен салыстырғанда төмен болды. Барлық топ тышқандарын салыстырғанда бүйрек көлемі ең кіші салмақты Coq9R239X + SAAR тәжірибелік топта анықталды. 

Тәжірибе барысында аяқ бұлшық ет ұлпалары да зерттелді. 13 суретте көрсетілгендей салыстырмалы түрде Coq9+/+ бақылау топта ең көлемді бұлшық ет ұлпалары анықталды. 
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Сурет 13. Фенотиптік көрінісіне байланысты тәжірибеде қолданылатын ішкі органдары (1-ми, 2-бүйрек, 3-бұлшық ет)

Coq9R239X + SAAR  тәжірибе тобының бұлшық ет салмағы Coq9+/+ бақылау тобы және Coq9R239X, Coq9R239X + NAC, Coq9R239X + SAAR  тәжірибелік топтармен салыстырғанда ең кіші көлемді көрініс көрсетті. Ал Coq9R239X + NAC тышқан тобының бұлшық ет салмағы Coq9+/+ бақылау тобы және Coq9R239X тәжірибе тобына қарағанда төмен болса, Coq9R239X + SAAR тобымен салыстырғанда жоғары болды.
Қорыта келгенде, тәжірибеде қолданған SAAR  өңдеуінен өткен Coq9R239X тышқан топтарының бүйрегі мен бұлшық еттерінің көлемі бақылау тобының тышқандармен салыстырғанда аз салмақта болғандығы байқалды. 

3.2 CoQ жетіспеушілігі кезінде сульфидхиноноксиредуктаза (SQOR)  деңгейіне құрамында күкірті бар аминқышқылдар сіңімділігінің әсері 
CoQ  жетіспеушілігі барысында сульфидті метаболизм жолының бұзылысы тотығу стресіне, яғни бос радикалдардың көбеюіне алып келеді. Митохондрия сульфидтерінің тотығу жолында сульфидхиноноксиредуктаза (SQOR) катализдейтін реакциядағы электрондардың CoQ  акцепторы болып табылады. CoQ  жетіспеушілігі H2S тотығу жолындағы бірінші фермент - сульфидхиноноксидоредуктазаның деңгейін төмендетеді. Осылайша, SQOR төмендеуі H2S тотығуының бұзылуына, яғни H2S жинақталуына және глутатион жүйесінің жетіспеушілігіне әкеледі.
Сондықтанда бұл жол  күкірті бар аминқышқылының метаболизмімен байланысты болғандықтан, CoQ жетіспеушілігі кезінде сульфидхиноноксиредуктаза деңгейіне құрамында күкірті бар аминқышқылдар сіңімділігінің әсері бағаладық. 
Зерттеулердің келесі сатысында Coq9+/+ бақылау тышқандары және Coq9R239X, Coq9R239X + NAC және Coq9R239X +SAAR тәжірибе топ тышқандарының бас миы, бүйректегі және бұлшықет ұлпаларындағы сульфидхиноноксиредуктазаның деңгейі  анықталды. 

SQOR ақуыз деңгейі Coq9R239X, Coq9R239X + NAC және Coq9R239X + SAAR тәжірибелік топтардың барлығында бақылау тобымен салыстырғанда ми ұлпаларындағы көрсеткіштері төмен болды. Яғни, Coq9R239X+NAC тышқан тобы салыстырмалы түрде Coq9R239X және Coq9R239X+SAAR тышқан топтарына қарағанда SQOR ақуыз деңгейінің әлсіз сызықты көрінісін байқауымызға болады.  Бұл жағдайда ми ұлпаларының митохондриялық фракциялары қолданылды. Себебі бас ми ұлпасының өзін қолданғанда ешқандай дәлдік нәтиже көрсетпеді. Бас ми ұлпасы өте нәзік сезімтал болғандықтан, митохондрия фракцияларын қолдану барысында бас ми ұлпасындағы SQOR ақуыз деңгейінің жалпы көрсеткіші анықталынды (сурет 14). 

Coq9+/+ бақылау тышқандарының SQOR ақуыз деңгейі қалған топқа қарағанда, қалыпты көрсеткіші анықталды. Coq9R239X+SAAR тышқан топтары қалған екі тәжірибелік топқа қарағанда көрсеткіштері жоғары мәнге ие болды. Құрамында күкіртті амин қышқылдары шектелген тағаммен (SAAR)  өңделген тышқан тобы негізгі тәжірибелік топпен салыстырғанда көрсеткіштің мәні жоғары, яғни оң әсерін байқадық.
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Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR). Ординат осі: SQOR/ VDAC арақатынасы - %. SQOR Вестерн-блоттинг мидағы ақуыздың төмен деңгейіне байланысты оқшауландырылған церебральды митохондрияларда жүзеге асты. VDAC ақуызы бақылау ретінде қолданылды. Орташа мәндермен жинақталған ± SD, *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 3-4).
Сурет 14 – Тышқанның ми ұлпасының митохондрия фракцияларындағы SQOR ақуыз деңгейі

15 суретте көрсетілгендей бүйрек ұлпасындағы SQOR ақуыз деңгейінің көрсеткіші бақылау тобы Coq9+/+ тышқандарында тәжірибелік топтармен  Coq9R239X, Coq9R239X + NAC, Coq9R239X + SAAR  салыстырғанда мәні жоғары болды. Мұнда, Coq9R239X тышқандарына қарағанда Coq9R239X + NAC тышқандарында аз ғана көрсеткіштің жоғарылағандығы анықталды. Бұл жағдайда N-ацетил-L-цистеинмен өңдеудің оң әсерін байқауға болады. Ал құрамында күкіртті амин қышқылдары шектелген тағаммен (SAAR)  өңделген Coq9R239X + SAAR тышқан топтары Coq9R239X тышқандарымен салыстырғанда төмендеген. Бас ми ұлпасы мен бүйрек үлпасын салыстыра отырып, N-ацетил-L-цистеинмен өңдеу бүйрек ұлпасында жақсы көрсеткіш көрсетсе, ми ұлпасында төмендеген, ал тағамның құрамында күкіртті амин қышқылдары шектелген тағаммен (SAAR)  өңделген топпен салыстырса ми ұлпасының митохондрия фракцияларында жоғары, ал бүйрек ұлпасында төмен көрсеткіштер анықталды (сурет 14, 15).
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Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR).Ординат осі: SQOR/ VDAC арақатынасы - %. VDAC ақуызы бақылау ретінде қолданылды. Орташа мәндермен жинақталған ± SD,*P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 3-5).
Сурет 15 – Тышқанның бүйрек ұлпаларындары SQOR ақуыз деңгейі  
SQOR ақуыз деңгейі  Coq9R239X және Coq9R239X+NAC тышқандарындағы бұлшықет ұлпаларындағы Coq9+/+ тышқандарымен салыстырғанда төмендесе, ал Coq9R239X+SAAR тышқан тобының көрсеткіші жоғары болды. Дегенмен, Coq9R239X  тышқандарынан SQOR деңгейінің төмендеу тенденциясы байқалды, ал бұлшықеттерде айтарлықтай айырмашылықтар болмады (сурет 16).
Тышқан миының митохондриялық фракцияларында және бүйрек, бұлшықет ұлпаларындағы SQOR ақуыз деңгейін нақтылау мақсатында VDAC (Voltage Dependent Anionic Channel) ақуызы бақылау ретінде қолданылды. VDAC кернеуге тәуелді анионды каналдар немесе митохондриялық пориндер - бұл сыртқы митохондриялық мембранада орналасқан ақуызды иондық каналдарының класы. Тәжірибеде VDAC ақуызын бақылау ретінде қолдану себебіміз, тәжірибенің дұрыстылығы анықталынды және дәлдік көрсеткіш алынды.
[image: image24.png]Coq9*/* Coq9R?39% CoqIR23X +NAC Coq9"?*°* +SAAR

SQOREBP—— S e e = B e b o e e e |
VDACED [ gy o »r o = % 5 B B M W e v v |





,
[image: image25.emf]S

Q

R

/

V

D

A

C

 

(

%

)

1 2 3 4

0

50

100

150

200


Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR).Ординат осі: SQOR/VDAC арақатынасы - %. VDAC ақуызы бақылау ретінде қолданылды. Орташа мәндермен жинақталған ± SD (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 3-4).

Сурет 16 – Тышқанның бұлшықет ұлпаларындағы SQOR ақуыз деңгейі  

Қорыта келгенде, CoQ жетіспеушілігі SQОR деңгейі мен белсенділігінің төмендеуіне әкелетінін көрсетеміз, бұл өз кезегінде митохондриялық сульфидтер алмасуының өзгеруіне әкеледі. Мидың митохондриялық фракцияларында SQOR деңгейі SAAR-мен өңделген топтарына оң нәтиже бергендігі алынды. Ал, бүйрек ұлпасында Coq9R239X+NAC тобына оң әсері байқалды.Бұлшықет ұлпасындағы SQOR деңгейі берілген өңдеулердің Coq9R239X + NAC, Coq9R239X + SAAR  топтарында Coq9R239X тәжірибелік тобына қарағанда оң әсер еткендігі анықталды. 
3.3 Цистатионин-[image: image27.png]


-лиаза (CSE) және цистатионин-β-синтаза (CBS) деңгейіне құрамында күкірті бар аминқышқылдардың әсері

Митохондрия АТФ-ң тотығу фосфорлану арқылы түзілетін эукариоттық жасушалардың қуат көзі болып табылады. Ал, күкіртті сутегінің метаболизмі энергия алу құралы ретінде қызмет ете алады. H2S - газ модуляторы (азот оксиді мен көміртегіге ұқсас) болып табылады. H2S цистеиннің катаболизмі арқылы цитоплазмалық ферменттер цистатионин-β-синтаза (CBS), цистатионин-[image: image29.png]


-лиаза және 3-меркаптопируват сульфотрансфераза эндогендік жолмен түзіледі (3-МСТ). CBS негізінен жүйке жүйесінде, бүйректе және бауырда белсенді.

H2S метаболикалық қажеттіліктерді күрт төмендете алатыны көрсетілді. Цистатионин-β-синтаза (CBS) және цистатионин-γ-лиаза (CSE) сүтқоректілердегі H2S-нің бастапқы биологиялық көзі болып есептеледі және транссульфурация жолындағы рөлі де маңызды орынды  алады. Цистатионин [image: image31.png]


-лиаза цистеиннен H2S-ін өндіреді. Цистатион-β-синтаза H2S-ің түзілісі цистеин мен гомоцистеиннің конденсациясынан жүреді. Ал үшінші кезекте цистеинаминотрансфераза мен 3MST (3-меркаптопируват сульфотрансфераза) комбинациялы әсерімен  цистеиннен алына алады. Сүтқоректілерде H2S газ тәрізді таратқыш ретінде жұмыс істейді және  бірнеше физиологиялық процестерді реттеп отырады.  

Митохондрияның H2S тотығу жолы тікелей транссульфурация жолымен байланысты болғандықтан, цистатионин-β-синтаза және цистатионин [image: image33.png]


-лиаза деңгейлерінің сандық мөлшері қарастырылды. 
Цистатионин-β-синтаза деңгейі ми ұлпаларындағы Coq9+/+ бақылау тобы көрсеткіші Coq9R239X, Coq9R239X+NAC, Coq9R239X+SAAR тәжірибелік топтармен салыстырғанда төмен болды. 

Ми ұлпаларындағы цистатионин [image: image35.png]


-лиаза деңгейлерінің сандық мөлшері Coq9R239X, Coq9R239X+SAAR тәжірибе топтарында Coq9+/+ бақылау тобымен салыстырғанда төмен болса, ал Coq9R239X+NAC тобының жоғары көрсеткіш көрсеткендігі анықталды (сурет 17).
     А
[image: image36.png]Coq9*/* Coq9R?39% Coq9R23°X +NAC Coq9R23%X +SAAR
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А) CoQ жетіспеушілігі бар тышқандардың ми ұлпасы сығындысының Вестерн блоттинг анализі;

Ә, Б) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 3-4). Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR).Ординат осі: CBS/ VDAC және CBS/ VDAC арақатынасы - %. VDAC ақуызы бақылау ретінде қолданылды.

Сурет 17 – Бақылау тобы Coq9+/+ тышқандарының, тәжірибелік топтар Coq9R239X  тышқандары және SAAR, NAC өңдеу жүргізілген тышқандардың ми ұлпаларындағы CBS және CSE деңгейін анықтау 
Бүйрек ұлпаларындағы цистатионин-β-синтаза деңгейі Coq9R239X, Coq9R239X+NAC, Coq9R239X+SAAR тәжірибелі топтарын Coq9+/+ бақылау тобымен салыстырғанда жоғары болды. 

Бүйрек ұлпаларындағы цистатионин [image: image40.png]


-лиаза деңгейінің сандық мөлшері Coq9R239X, Coq9R239X+NAC тәжірибелік тобында Coq9+/+ бақылау тобымен салыстырғанда төмен болса, ал Coq9R239X+SAAR тәжірибе тобында жоғары көрсеткіші анықталды. Яғни, құрамында күкіртті амин қышқылдары шектелген тағаммен (SAAR) тышқандарды өңдеу нәтижесі бүйрек ұлпасында қалыпты реттелгендігін байқауға болады (сурет 18). 
   А
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А, Ә) CoQ жетіспеушілігі бар тышқандардың бүйрек ұлпасы сығындысының Вестерн блоттинг анализі; Б, В) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер *P < 0.05 (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 3-5). Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR).Ординат осі: CBS/ VDAC және CBS/ VDAC арақатынасы - %. VDAC ақуызы бақылау ретінде қолданылды.

Сурет 18 – Бақылау тобы Coq9+/+ тышқандарының, тәжірибелік топтар Coq9R239X  тышқандары және SAAR, NAC  өңдеуден кейін тышқандардың бүйрек ұлпаларындағы CBS және CSE деңгейін анықтау
Тышқандардың ми, бүйрек және бұлшықет ұлпаларындағы цистатионин-β-синтаза және цистатионин [image: image46.png]


-лиаза деңгейлерін нақтылау мақсатында VDAC ақуызы бақылау ретінде қолданылды.
Бұлшықет тіндеріндегі цистатионин-β-синтаза және цистатионин [image: image48.png]


-лиаза деңгейлерінің сандық мөлшері анықталды. Алынған нәтижелер екі жағдайдада бірдей мәндер көрсетті. N-ацетил-L-цистеинмен өңдеу және құрамында күкіртті амин қышқылдары шектелген тағаммен (SAAR) тышқандарды өңдеу гетерозиготалы тәжірибелік топтағы тышқандарға ешқандай әсер етпеді. 

19 суретте цистатионин-β-синтаза және цистатионин γ-лиаза ақуыз деңгейлері Coq9R239X, Coq9R239X+NAC, Coq9R239X+SAAR тәжірибе топтарында және Coq9+/+ бақылау тобы тышқандарымен салыстырғанда жоғары көрсеткіш көрсетті.

      А
[image: image49.png]CoqQRZSBX

il 1 [ 10 !

CBS mf

CSE -:__-- [ -—-—-—--I
WAC-L—MJJJ_I





    Ә                                                                     Б

[image: image50.emf]C

B

S

/

V

D

A

C

 

(

%

)

1 2 3 4

0

50

100

150

200

250



 EMBED Prism6.Document [image: image51.emf]C

S

E

/

V

D

A

C

 

(

%

)

1 2 3 4

0

50

100

150

200

250


А) CoQ жетіспеушілігі бар тышқандардың бұлшықет ұлпасы сығындысының Вестерн блоттинг анализі; Ә, Б) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер *P < 0.05 (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 3-4). Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR).Ординат осі: CBS/ VDAC және CBS/ VDAC арақатынасы - %. VDAC ақуызы бақылау ретінде қолданылды.

Сурет 19 – Бақылау тобы Coq9+/+ тышқандарының, тәжірибелік топтар Coq9R239X  тышқандары және SAAR, NAC-пен өңдеуден кейінгі тышқандардың бұлшықет тіндеріндегі CBS және CSE деңгейінің Вестерн-блот-анализі

CoQ жетіспеушілігі бар тышқандардың негізгі белгісі ми және бұлшықет қызметтерінің бұзылысынан басталады. 

Өмірлік маңызды молекула CoQ тапшылығы негізгі функцияларының гетерогенді клиникалық митохондриялық бұзылыстарына байланысты бес негізгі фенотиптік көрінісіне сай топтастырылған: (1) энцефаломиопатия және қайталанатын миоглобинурия, (2) энцефалопатия-балалық шақтағы көпжүйелі бұзылыстар, әдетте нефропатиямен байланысты және басқа мүшелердің ауыспалы зақымдануы, (3) церебральды атрофиямен атаксиялық синдром, (4) оқшауланған миопатия және (5) стероидқа төзімді нефротикалық синдром [100].

Қорытындылай келе, CoQ жетіспеушілігі кезінде H2S-нің бастапқы биологиялық көзі болып цистатионин-β-синтаза (CBS) және цистатионин-γ-лиаза (CSE) деңгейі бұлшықет ұлпасында оң нәтиже бермегендігі анықталды. CSE деңгейі ми ұлпаларында тәжірибелік топ Coq9R239X+NAC және  CBS деңгейінің бүйрек ұлпаларында оң нәтиже бергендігі көрсетілді.
3.4 Күкіртті амин қышқылдарының глутатион жүйесіне әсері
Митохондрия оттегінің белсенді формаларының бір мезетте негізгі өндірушілері және нысандары болып табылады. Митохондрияны ОБФ-нан қорғайтын көптеген антиоксиданттардың ішінде глутатион (GSH) органеллалардың антиоксиданттық қызметі үшін өте маңызды деп саналады.
Глутатион – глутамат, цистеин мен глициннен тұратын ферментативті синтезделген трипептид. Осылайша, күкірт амин қышқылдарының бірі болып келетін цистеиннің қолжетімділігі,  глутатион синтезінің қарқындылығына тікелей әсерін тигізіп отырады. Тотығу барысында тотықсызданған глутатион  дисульфидті формалардың түзілістерімен әрекеттесе  алады. GSH НАДФН-глутатион редуктаза белсенділігінің  арқасында қалпына келеді. Клетка ішілік GSH ондағы глутатион құрамының 90%-нан көбін құрайды, бірақ тотықтырғыш стресс тәрізді қалпына келуші эквиваленттерді қолдану шарттарында, қалпына келген  глутатион мен тотыққан глутатионға сәйкестілігі төмендейді. Глутатион тотығу-тотықсыздану реакциясындағы буферлік қызметінен басқа да маңызды рөлдерді атқарады.
Осылайша, диетадағы күкірт амин қышқылдарының қол жетімділігінің глутатион жүйесіндегі әсерін анықтау үшін, GSH және GSSG деңгейлерін өлшедік.
Тәжірибеде GSH деңгейі Coq9+/+ бақылау тобында  Coq9R239X тышқан тобымен салыстырғанда жоғары, Coq9R239X+NAC, Coq9R239X+SAAR тәжірибелі топтарымен салыстырғанда көрсеткіштері төмен болды.  Ал GSH деңгейі Coq9R239X+NAC тәжірибелік топты Coq9+/+ бақылау тобы және  Coq9R239X, Coq9R239X+SAAR тәжірибелік топтармен салыстырғанда ең жоғарғы көрсеткіш көрсетті. Құрамында күкіртті амин қышқылдары шектелген тағаммен (SAAR) өңделген тышқан топтарының  GSH деңгейі Coq9+/+ бақылау тобы және Coq9R239X тәжірибе тобымен салыстырғанда жоғары, ал Coq9R239X+SAAR тышқан тобымен салыстырғанда төмен болды. 

Зерттеудегі GSSG деңгейі Coq9R239X+NAC тышқан тобында Coq9+/+, Coq9R239X, Coq9R239X+SAAR топтарымен салыстырғанда көрсеткіші төмен болды. GSSG деңгейін анықтауда ең жоғары көрсеткіш Coq9R239X тәжірибе тобында көрсетілді. GSH/GSSG қатынасы Coq9+/+, Coq9R239X, Coq9R239X+SAAR топтарда Coq9R239X+NAC тышқан тобымен салыстырғанда әлдеқайда төмен көрсеткіш көрсетті. GSH+GSSG деңгейлерінің қосындысы Coq9R239X тышқан тобында Coq9+/+, Coq9R239X+NAC, Coq9R239X+SAAR тышқан топтармен салыстырғанда төмен көрсеткіш көрсетсе, ал Coq9R239X+NAC тышқан тобы Coq9+/+, Coq9R239X, Coq9R239X+SAAR тышқан топтарымен салыстырғанда жоғары деңгейді көрсетті (сурет 20). 

Жұмыс барысында бүйрек ұлпасындағы глутатион жүйесі қарастырылды. Тәжірибеде бүйрек ұлпасындағы GSH деңгейі Coq9+/+ бақылау тобында  Coq9R239X, Coq9R239X+NAC, Coq9R239X+SAAR тәжірибелі топтарымен салыстырғанда жоғары (P≤0.05) болды.  Ал Coq9R239X+SAAR тышқан тобында GSH деңгейі Coq9+/+ бақылау тобы және Coq9R239X, Coq9R239X+NAC тәжірибе топтарына қарағанда төмен  көрсеткіш көрсетті. 
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А, Ә, Б, В) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 3-4). 
Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR).Ординат осі: GSH, GSSG, GSH/GSSG, GSH+GSSG арақатынасы. 
Сурет 20 –  Ми ұлпасындағы глутатион жүйесі
Зерттеудегі GSSG деңгейі Coq9+/+ бақылау тобы тәжірибелі топтарымен  (Coq9R239X+NAC, Coq9R239X+SAAR)   салыстырғанда P≤ 0.001 шамада жоғары болса, ал  Coq9R239X тәжірибе тобымен салыстырғанда P≤0.01 шамада жоғары болды.     

GSH+GSSG деңгейлерінің қосындысы Coq9+/+ бақылау тобында Coq9R239X, Coq9R239X+NAC, Coq9R239X+SAAR тәжірибелі топтарымен салыстырғанда P≤0.05 шамада жоғары көрсеткіш көрсетті.
GSH/GSSG арақатынасы Coq9R239X+SAAR тобында Coq9+/+, Coq9R239X, Coq9R239X+NAC тышқан топтарымен салыстырғанда төмен көрсеткіш көрсетті. Ал Coq9+/+ бақылау тобы салыстырмалы түрде тәжірибелік топтардан көрсеткіші жоғары болды (сурет 21). 

Бұлшық ет ұлпасындағы GSH деңгейі өз кезегінде Coq9R239X+NAC тышқан топтары бақылау тобымен бірдей шамалас оң нәтиже көрсетті (сурет 22).
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А, Ә, Б, В) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер, *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 3-4). Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR).Ординат осі: GSH, GSSG, GSH/GSSG, GSH+GSSG арақатынасы-нмоль/мг.

Сурет 21 – Бүйрек ұлпасындағы глутатион жүйесі
Глутатион глутатионпероксидаза (GPx) мен глутатионредуктаза (GRd) ферменттерінен тұратын жүйе арқылы әрекет етеді. Тәжірибеде N-ацетил-L-цистеин және тағамның құрамында күкіртті амин қышқылдары шектелген тағаммен (SAAR)  тәжірибе тышқандарын өңдеудің глутатион жүйесіне әсерін анықтау үшін GPx және GRd белсенділіктері анықталды.
Тәжірибеде ми, бүйрек және бұлшық ет ұлпалары зерттелді. GPx деңгейі Coq9+/+  бақылау тобында Coq9R239X,Сoq9R239X + SAAR, Coq9R239X + NAC тәжірибелік топтармен салыстырғанда жоғары көрсеткіш көрсетті. Яғни, Coq9R239X,Сoq9R239X + SAAR тышқан топтарымен салыстырғанда P≤0.05 шамада жоғары болды. Ми ұлпасындағы GRd деңгейі Coq9+/+ бақылау тобында барлық Coq9R239X,Сoq9R239X + SAAR, Coq9R239X+NAC тәжірибе топтарынан P≤0.001 шамада жоғары көрсеткішті көрсетті (сурет 23).
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А, Ә, Б, В) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер, *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 3-4). Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR).Ординат осі: GSH, GSSG, GSH/GSSG, GSH+GSSG арақатынасы-нмоль/мг.

Сурет 22 – Бұлшық ет ұлпасындағы глутатион жүйесі
        А
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А) CoQ жетіспеушілігі бар тышқандардың ми ұлпасы сығындысының Вестерн блоттинг анализі; Ә, Б) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 3-4). Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR).Ординат осі: GRx/GAPDH GRd/GAPDH арақатынасы - %. GAPDH ақуызы бақылау ретінде қолданылды.
Сурет 23 – Тышқанның ми тіндеріндегі GPx4 және GRd ақуыз деңгейі  
Зерттеуде бүйрек ұлпасындағы GPx4 деңгейі Coq9+/+ бақылау тобында Coq9R239X,Сoq9R239X + SAAR, Coq9R239X + NAC тәжірибелік топпен салыстырғанда жоғары болды, ал Coq9R239X тобымен салыстырған да P≤0.05 шамада жоғары көрсеткіш көрсетті. 
Бүйрек ұлпасындағы GPx4 деңгейі Coq9R239X+NAC тәжірибелік тобында Coq9+/+ бақылау тобымен салыстырғанда жоғары, ал Coq9R239X, Сoq9R239X+SAAR тәжірибелік топтары төмен көрсеткіш көрсетті. 

Бүйрек ұлпасындағы GRd ақуыз деңгейі Coq9+/+ бақылау тобында Coq9R239X, Сoq9R239X + SAAR, Coq9R239X + NAC тәжірибе топтарымен салыстырғанда жоғары көрсеткіш көрсетті (сурет 24). 
Жұмыс барысында ми және бүйрек ұлпасымен бұлшықет ұлпасыда қарастырылды. Бұлшықет ұлпасында Coq9+/+, Coq9R239X,Сoq9R239X+SAAR топтарымен салыстырғанда Coq9R239X + NAC тышқандарында GPx4 деңгейі едәуір жоғарылады.
Бұлшықет ұлпасындағы GRd ақуыз деңгейі Сoq9R239X + SAAR, Coq9R239X + NAC тәжірибе топтар арасында шамалас көрсеткіш  көрсетті, ал Coq9+/+ бақылау тобы және Coq9R239X тәжірибе тобымен салыстырғанда жоғары көрсеткіш көрсетті (сурет 25). 
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А) CoQ жетіспеушілігі бар тышқандардың бүйрек ұлпасы сығындысының Вестерн блоттинг анализі; Ә, Б) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 3-4). Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR).Ординат осі: GRx/GAPDH GRd/GAPDH арақатынасы - %. GAPDH ақуызы бақылау ретінде қолданылды.
Сурет 24 – Тышқанның бүйрек ұлпасының GPx4 және GRd ақуыз деңгейі  
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А) CoQ жетіспеушілігі бар тышқандардың бұлшықет ұлпасы сығындысының Вестерн блоттинг анализі; Ә, Б) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 3-4). Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR).Ординат осі: GRx/GAPDH GRd/GAPDH арақатынасы - %. GAPDH ақуызы бақылау ретінде қолданылды.
Сурет 25. Тышқанның бұлшықет тіндеріндегі GPx4 және GRd ақуыз деңгейі  

Тышқандардың ми, бүйрек, бұлшықет ұлпаларындағы GPx4 және GRd ақуыз деңгейін нақтылау мақсатында GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназа) ақуызы бақылау ретінде қолданылды. Тәжірибеде GAPDH ақуызын бақылау ретінде қолдануы, қандай ауытқу болмасын толық дәлдік көрсеткіш көрсетеді. Қорытындылай келе, тәжірибеде жалпы глутатион жүйесінінің және жеке-жеке белок деңгейлері ми, бүйрек, бұлшықет ұлпаларында жақсы нәтиже көрсеткендігі анықталды.
3.5 Coq9R239X тышқандарының тіндерінде SAAR және NAC-пен өңдеуден кейінгі CoQ9, CoQ10, DMQ9 деңгейлеріндегі және DMQ9/CoQ9 қатынасындағы айырмашылықтарды анықтау 

Жұмыс барысында CoQ9, CoQ10, DMQ9 және DMQ9/CoQ9 қатынасындағы деңгейлерін, яғни сандық көлемдерін анықтауда кері фазалық өнімділігі жоғары сұйық хроматография (ЖСХ) қолданылды. Сұйық хроматография - жылжымалы фазасы сұйықтық болатын хроматографиялық бөлу әдісі. Оны бағанда да, жазықта да орындауға болады. 
Қазіргі кезде сұйық хроматография бағанды толтыруға өте кішкентай бөлшектерді пайдаланады және салыстырмалы түрде жоғары қысыммен жұмыс істейді, мұндай сұйық хроматография жүйелерінің өнімділігі жоғары сұйық хроматография (HPLC) деп атайды.

26 суретте көрсетілгендей тышқандардың ми ұлпаларында CoQ9 деңгейі Coq9+/+ бақылау топтарында  Coq9R239X, Сoq9R239X + SAAR, Coq9R239X + NAC тәжірибе топтарымен салыстырғанда жоғары көрсеткіш көрсетті. 
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А, Ә, Б, В) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер, *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 3-5).Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR).
Ординат осі: CoQ9, CoQ10, DMQ, DMQ/CoQ9 арақатынасы – нмоль/мг.
Сурет 26 – Тышқанның ми ұлпаларындағы CoQ9 деңгейі  

CoQ10 деңгейі тек Coq9+/+ бақылау топтарында ғана анықталды, себебі кездесуі шартты. Coq9R239X, Сoq9R239X + SAAR, Coq9R239X+NAC тәжірибелік топтарда CoQ10 деңгейі бұл топтарда физиологиялық жағынан кездеспейді. DMQ9 деңгейі Coq9R239X+NAC топтарда Coq9R239X, Сoq9R239X + SAAR топтарымен салыстырғанда көрсеткіші жоғары болса, ал Сoq9R239X + SAAR тәжірибелік топ Coq9R239X+NAC және Coq9R239X топтардан ең кіші өлшемді көрсетті.  Coq9R239X тәжірибелік тобында DMQ9 және DMQ9/CoQ9 қатынасындағы деңгейі Сoq9R239X + SAAR тобынан жоғары көрсеткіш көрсетсе, Coq9R239X+NAC тобымен салыстырғанда кіші деңгейді көрсетті. 
HPLC-да үлгі үлкен қысымдағы жылжымалы фазаның әсерінен стационарлы фазамен (бөлшектер, кеуекті монолит, немесе кеуекті мембрана) толтырылған баған бойымен күштеп жылжиды. HPLC жылжымалы және стационарлы фазалардың полярлығына байланысты екі түрлі класқа бөлінген. Стационарлы фазаның жылжымалы фазадан гөрі полярлы болатын әдістері қалыпты фазалық сұйық хроматография (NPLC) және керісінше жылжымалы фаза көбірек полярлы болатын әдістері кері фазалық сұйық хроматография (RPLC) деп аталады. 

Тәжірибемізде жоғарыда аталған хроматография әдісін қолдану арқылы  тышқандардың ми, бүйрек және бұлшықет ұлпаларындағы CoQ9, CoQ10, DMQ9 және DMQ9/CoQ9 қатынасындағы деңгейін анықтадық. Coq9+/+ тышқан топтарында CoQ9, CoQ10 кездесуі шартты. Ал Coq9R239X, Coq9R239X+NAC, Coq9R239X+SAAR тәжірибелік топтарда CoQ9 ақуыз деңгейінің жетіспеуі дәлелденген [7, 74], бұл топтарда жоғарыда келтірілгендей CoQ биосинтезі бұзылған.
Тәжірибеге алынған тышқандардың бүйрек ұлпаларында CoQ9 деңгейі Coq9+/+ бақылау топтарында  Coq9R239X, Сoq9R239X + SAAR, Coq9R239X + NAC тәжірибе топтарынан P≤0.001 шамада жоғары көрсеткішті көрсетсе, CoQ10 деңгейі Coq9+/+ бақылау топтарында  Coq9R239X, Сoq9R239X + SAAR, Coq9R239X + NAC тәжірибе топтарынан P≤0.01 шамада жоғары болды (сурет 27). 

DMQ9 деңгейі және DMQ9/CoQ9 қатынасында Coq9+/+ бақылау тобында болмады. Сoq9R239X+SAAR тәжірибелік тобы Coq9R239X+NAC және Coq9R239X  топтарымен салыстырғанда көрсеткіші жоғары болды. Coq9R239X тобының көрсеткіші Coq9R239X+NAC тобына қарағанда жоғары болса, ал Сoq9R239X + SAAR тәжірибелік тобымен салыстырғанда төмен көрсеткішті көрсетті. Тәжірибелік топ Coq9R239X+NAC көрсеткіші Сoq9R239X+SAAR және Coq9R239X  топтарымен салыстырғанда төмен болды.

Тәжірибедегі тышқандардың бұлшықет ұлпаларында CoQ9 деңгейі Coq9+/+ бақылау тобында тәжірибе топтарынан (Coq9R239X, Сoq9R239X+SAAR, Coq9R239X+NAC) жоғары көрсеткіш көрсетті. CoQ10 деңгейі ми және бұлшықет ұлпаларында Coq9R239X, Сoq9R239X+SAAR, Coq9R239X+NAC тәжірибелік топтарда  болмайтындығы бізге дейінгі жүргізілген зерттеулерде дәлелденген [75,76]. Жұмыс барысында да расталып отыр (сурет 28).
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А, Ә, Б, В) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер, *P < 0.05; **P < 0.01; 
***P < 0.001; (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 3-5). Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR).Ординат осі: CoQ9, CoQ10, DMQ, DMQ/CoQ9 арақатынасы – нмоль/мг.
Сурет 27 – Тышқанның бүйрек ұлпаларындағы CoQ9 деңгейі  

  2001 жылы Coq7 ақуызын кодтайтын Coq7 генінің  болмауынан убихинон жетіспеушілігіне бар алғашқы тышқан модельдері туралы  мақалалар жарық көрді. Coq7 ақуызы деметоксиюбихинонның (DMQ) гидроксилденуін катализдейді. Биохимиялық зерттеулер Coq7 болмауы деметоксиюбихинонның жиналуын тудыратынын көрсетті [220, 221]. Дегенмен, ашытқыда DMQ митохондриялық тыныс алу тізбегінде де, антиоксиданттық агент ретінде де электронды тасымалдаушы ретінде жұмыс істеу қабілетін көрсетпейді [222]. N-ацетил-L-цистеинмен және құрамында күкіртті амин қышқылдары шектелген тағаммен (SAAR) тышқандарды өңдеу тәжірибелік топтардағы CoQ9 және DMQ9  деңгейлерінің өзгерістері анықталды.  
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А, Ә, Б, В) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер, *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001; (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 3-5). Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR).
Ординат осі: CoQ9, CoQ10, DMQ, DMQ/CoQ9 арақатынасы – нмоль/мг.
Сурет 28 – Тышқанның бұлшықет ұлпаларындағы CoQ9 деңгейі  

Қорытындылай келе, тәжірибеде қолданылған ми, бүйрек және бұлшықет ұлпаларында DMQ9 деңгейлері  айтарлықтай арта түсті және Coq9R239X тышқандарында DMQ9/CoQ9 қатынасының пайыздық көрсеткіші жоғарылады. 
Алайда, егер Coq9 ақуызы CoQ биосинтезіне қатысатын болса, бұл дисфункциональды ақуыз осы липидтің ауыр тапшылығын тудырады. Хинон сығындыларын HPLC арқылы бөлу және сандық анықтаудан кейін біз гомозиготалы тышқандары зерттелген ұлпаларда (ми, бүйрек, бұлшықет) CoQ9 (кеміргіштердегі убихинонның негізгі түрі) және CoQ10 деңгейлерінің айтарлықтай төмендеуін көрсеткенін растадық.
3.6 Митохондрия тыныс алу тізбегі кешендерінің қалыптасуы мен тұрақтылығын анықтау
Тыныс алу тізбегінің ферменттері электрондарды тасымалдау тізбегін (ЭТТ) немесе тыныс алу тізбегін түзеді және тотығу-тотықсыздану потенциалының өзгеру деңгейі бойынша, яғни электрондарды қосып алу (тотықсыздану) немесе беру (тотығу) қабілеті бойынша белгілі бір ретпен орналасқан 40 жуық әртүрлі белоктарды қамтиды [100]. Тыныс алу тізбегінің компоненттеріне НАД- пен ФАД-тәуелді дегидрогеназалар, кофермент Q, цитохромдар, темір-күкіртті белоктар мен мысқұрамды белоктар жатады.
Митохондриялар клетканың цитоплазмасында біркелкі, ал кей жағдайларда, әсіресе, патология кезінде, ядроның айналасына немесе цитоплазманың шетіне қарай орын табады. Клетка цитоплазмасында клетка қосындылары (мысалы гликоген, май) көп болған жағдайда олар митохондрияларды клетканың шетіне ығыстырады. Митохондриялар митоз процесінде ұршық жіпшесінің айналасына шоғырланып, клетка бөлінгенде олар жас клеткаларға тең беріледі. Негізінде митохондриялар АҮФ керек жерлерге миофибриллдерге  жақын, ал сперматозоидтерде талшыққа қарай орналасады. Сонымен, митохондриялардың саны клетканың түріне және оның атқаратын қызметіне байланысты болады деп сипатталады.

Coq9R239X тышқандарының биоэнергетикасы айтарлықтай төмендегендіктен,  митохондриялы суперкомплекстің қалыптасуындағы әртүрлі әдістердің ықпалдары зерттелді [14]. Кешен III (CIII)  пен еркін суперкешендер (SC) қатынастарының айырмашылықтары байқалғанын атап өткен жөн. 

І, ІІІ, IV кешендердің  (CІ, CІІІ, CIV) және SC ақуыз деңгейлерін анықтау үшін молекулалық деңгейде көк гелді электрофорез әдісі қолданылды. Тәжірибе екі ай бойы N-ацетил-L-цистеинмен және құрамында күкіртті амин қышқылдары шектелген тағаммен тышқандарды өңдеуден кейін жасалды. 

Митохондрия тыныс алу тізбегінің кешендерін анықтауда тәжірибеде ми, бүйрек және бұлшықеттің митохондрия фракциясынан алынды. Жұмыс барысында мидың  және бұлшықеттің митохондрия фракцияларында СІ, СІІІ, CIV және SC ақуыз деңгейлерін  4-5 рет қайталау кезінде де нәтижесі анық болмады. 
CI ақуыз деңгейінің көрсеткіші Вестерн-Блот анализінде Coq9R239X, Coq9R239X+NAC, Coq9R239X+SAAR тәжірибелік топтар мен Coq9+/+ бақылау тобында да айқын жолақтар көрінді. SC/free СІ қатынасында тәжірибелік топтар Coq9R239X, Coq9R239X+NAC, Coq9R239X+SAAR  бақылау тобымен салыстырғанда жоғары болды. Ал SC пен бос СІ ақуыз деңгейлерінде Coq9+/+ бақылау тобы Coq9R239X, Coq9R239X+NAC, Coq9R239X+SAAR тәжірибелік топтармен салыстырғанда жоғары көрсеткіш көрсетті. Бақылау ретінде VDAC ақуызы алынды (сурет 28). 
29 суретте көрсетілгендей SC/бос СІІІ қатынасында және  SC ақуыз деңгейінің көрсеткіштері Coq9R239X, Coq9R239X+NAC, Coq9R239X+SAAR тәжірибелік топтарында Coq9+/+ тобымен салыстырғанда төмен болды. Ал бос СІІІ ақуыз деңгейі Coq9+/+  тобымен салыстырғанда Coq9R239X тышқан топтарында жоғары болса, Coq9R239X+NAC және Coq9R239X+SAAR топтарында төмен көрсеткішті көрсетті (сурет 29).
        А
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А) CoQ жетіспеушілігі бар тышқандардың бүйректің митохондрия сығындысының Вестерн блоттинг анализі; Ә, Б, В) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер *P < 0.05; **P < 0.01; ***P < 0.001 (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 2-3). Абсцисс өсі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR).Ординат өсі: SC/бос CI,  SC/VDAC,  бос CI/VDAC арақатынасы – %. Митохондриялы фракциясын бақылау ретіндегі анти-VDAC қолданылды.
Сурет 28 – Coq9R239X тышқандарының бүйректің митохондриялық фракцияларының  митохондриялы тыныс алу тізбегі СІ және SC кешендерінің қалыптасуы мен тұрақтығы
 А
[image: image89.png]Coq9*/* Coq9R?39% CoqIR23 X +NAC  Coq9"?*°* +SAAR

SC{_‘.‘_.-_._H—__

CHI | wese sy Siee (D S50 e 09 S0





  Ә                                                                         Б                                             


[image: image90.emf]S

C

/

f

r

e

e

 

C

I

I

I

 

(

%

)

0

50

100

150

1              2             3             4

   
[image: image91.emf]S

C

/

V

D

A

C

 

(

%

)

0

50

100

150

1              2             3             4


                                                          В

[image: image92.emf]f

r

e

e

 

C

I

I

I

/

V

D

A

C

 

(

%

)

0

50

100

150

1              2             3             4


А) CoQ жетіспеушілігі бар тышқандардың бүйректің митохондрия сығындысының Вестерн блоттинг анализі; Ә, Б, В) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 2-3). Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR).Ординат осі: SC/бос CIІІ,  SC/VDAC,  бос CIІІ/VDAC арақатынасы – %. Митохондриялы фракциясын бақылау ретіндегі анти-VDAC қолданылды.

Сурет 29 – Coq9R239X тышқандарының бүйректің митохондриялық фракцияларының  митохондриялы тыныс алу тізбегі СІІІ және SC кешендерінің қалыптасуы мен тұрақтығы

CIV ақуыз деңгейі тәжірибелік топтардың барлығында бақылау тобымен салыстырғанда төмен болды (сурет 30). Барлық кешендердің деңгейін анықтауда VDAC бақылау ретінде алынды. 
      А
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А) CoQ жетіспеушілігі бар тышқандардың бүйректің митохондрия сығындысының Вестерн блоттинг анализі; Ә) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер (Тьюки апостериорлы ANOVA біржақты тесті; әрбір топ үшін n = 2-3). Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Coq9+/+), 2-тәжірибелік топ (Coq9R239X), 3-тәжірибелік топ (Coq9R239X + NAC), 4-тәжірибелік топ (Coq9R239X + SAAR).Ординат осі: бос СIV/VDAC арақатынасы – %. Митохондриялы фракциясын бақылау ретіндегі анти-VDAC қолданылды.
Сурет 30 – Coq9R239X тышқандарының бүйректің митохондриялық фракцияларының  митохондриялы тыныс алу тізбегі еркін CIV кешендерінің қалыптасуы мен тұрақтығы

Қорытындылай келе, тәжірибе барысында тек қана бүйректің митохондриялық фракциялары айқын көрінді. Ал ми және бұлшықеттің митохондриялық фракцияларын қолдана отырып тәжірибені 4-5 рет қайталағанда ақуыздар анық көрінбеді. Мұның себебі тәжірибеде қолданылатын тышқан топтарының ең бірінші ми және бұлшықет ұлпалары зақымдануы CoQ биосинтезінің бұзылысымен байланысты.
3.7 Кешен І жетіспеушілігі бар тышқандардың өмір сүру пайызының, фенотиптік көрінісінің сараптамасын және глутатион жүйесін анықтау

Зерттелініп отырған жұмыс барысында алдымызға қойған мақсаттардың біріне сәйкес, зерттеулеріміз кешен І жетіспеушілігі тышқандардың фенотиптік сараптамасын анықтауға бағытталды. Кешен І жетіспеушілігі бар екі топ: бақылау - Ndufs4+/+ және тәжірибелік - Ndufs4-/- топ тышқандары қолданылды. Екі топтың фенотиптік көрінісін салыстыратын болсақ, Ndufs4-/- тәжірибелік топ бақылау тобына қарағанда салмақтары аз болды. Тәжірибеде екі топтыңда ми, бүйрек және бұлшықет ұлпалары қолданылды. Ішкі органдардың айырмашылығы бойынша алынған ұлпалардың салмағы тәжірибелік топта бақылау тобына қарағанда көлемі де кішірек және салмағы да аз болды. Мұның себебі ретінде, тәжірибелік топта қолданылған тышқандар гомозиготалы жануарлар (синдром Ли)  болып келеді.   
Жалпы Ndufs4-/- гомозиготалы тышқандардың өмір сүру ұзақтығы жетпіс күнге созылды. Ал, тәжірибелік тышқандар алғашқы қырық күнінен бастап өле бастады. Бұл тышқандарға қалыпты түрде виварий жағдайында қолданылатын тамақ пен су беріліп отырды (сурет 31). 
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Абцисс өсі: t - күндер берілген; ординат өсі: % - өмір сүру пайызы. Тәжірибе 1 ай жас шамасында басталды: Ndufs4+/+ (n = 40), Ndufs4-/- тәжірибелік тышқандар n=40. Мантель-Кокс (log-rank) және Гехан-Бреслоу-Вилкоксон тесттерін пайдалана отырып жасалған сараптама 
Сурет 31 – Ndufs4+/+ және Ndufs4-/-  тышқандарының өмір сүрудің орташа пайыздық деңгейі

MitoLab UGR зертханасында (Гранада университеті, Испания) келесідей тәжірибе жасалынды: Ndufs4-/- тәжірибелік тышқандардың ми ұлпаларында  CoQ деңгейі аз ғана артқаны және оның салдарында SQOR деңгейі де жоғарылағаны көрсетілген. Осының нәтижесінде, SQOR деңгейі глутатион жүйесіне ықпал етуі туралы сұрақ туындайды. Зерттеу барысында күтілгендей  Ndufs4-/- тәжірибелі тышқандарының бас ми ұлпаларындағы  GSH жалпы деңгейі артты (сурет 32). 
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А, Ә, Б, В) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер, *P < 0.05 (t‐test, әрбір топ үшін n = 4). Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Ndufs4+/+), 2-тәжірибелік топ (Ndufs4-/-. Ординат осі: GSH, GSSG, GSH/GSSG қатынасы, GSH+GSSG қосындысы – нмоль/мг.

Сурет 32 – Ndufs4+/+ және Ndufs4-/-  тышқан топтарының 
ми ұлпаларындағы глутатион жүйесі  

Алайда, бүйрек және бұлшықет ұлпаларындағы GSH деңгейлерінде айырмашылық байқалмады. Тотыққан және тотықсызданған глутатионның деңгейлері Ndufs4-/- тәжірибелік топтарда Ndufs4+/+ бақылау тобымен салыстырғанда жоғары көрсеткішін көрсетті. Кешен І жетіспеушілігі бар тышқан топтарында GSH жүйесінің деңгейі ми ұлпаларында көп болатындығын, яғни мұнда тотығу стресінің бар екендігін айта аламыз. GSH деңгейі Ndufs4-/-  тәжірибелік топта Ndufs4+/+ бақылау тобымен салыстырғанда жоғары болды. Ал GSSG деңгейі P≤0.05 шамада тәжірибелік топта Ndufs4+/+  бақылау тобымен салыстырғанда жоғары болды. GSH/GSSG қатынасы бақылау топта тәжірибелік топпен салыстырғанда P≤0.05 шамада айырмашылық байқалды. GSH+GSSG қосындысы Ndufs4-/- тәжірибелік тышқан топтарында Ndufs4+/+ бақылау тобына қарағанда P≤0.05 шамада жоғары болды.

Тәжірибе барысында бүйрек ұлпаларындағы глутатион жүйесінде де өзгеріс болды. GSH деңгейі Ndufs4+/+ бақылау тобында Ndufs4-/-  тәжірибелік топпен салыстырғанда айырмашылық байқалмады. GSSG деңгейі Ndufs4-/-  тәжірибелік топта Ndufs4+/+ бақылау тобынан 37,67 % төмендеді. GSH/GSSG қатынасы Ndufs4-/-  тәжірибелік топта Ndufs4+/+ бақылау тобымен салыстырғанда екі есе жоғарылады. GSH+GSSG қосындысы бақылау топта тәжірибелік топпен салыстырғанда 76,57 % жоғары көрсеткіш болды (сурет 33).
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А, Ә, Б, В) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер, (t‐test, әрбір топ үшін n = 4). Абсцисс өсі: 1-бақылау тобы (Ndufs4+/+), 2-тәжірибелік топ (Ndufs4-/-. Ординат өсі: GSH, GSSG, GSH/GSSG қатынасы, GSH+GSSG қосындысы – нмоль/мг.
Сурет 33 – Ndufs4+/+ және Ndufs4-/-  тышқан топтарының 
бүйрек ұлпаларындағы глутатион жүйесі  

34 суретте  көрсетілгендей бұлшықет ұлпаларында GSH деңгейі Ndufs4+/+ бақылау тобында Ndufs4-/-  тәжірибелік топпен салыстырғанда айырмашылық байқалмады. GSSG деңгейі Ndufs4-/-  тәжірибелік топта Ndufs4+/+ бақылау тобынан 37,4% төмен пайызды көрсетті. GSH/GSSG қатынасы Ndufs4+/+ бақылау топта Ndufs4-/-  тәжірибелік топпен салыстырғанда 54,4 % жоғарылады. GSH+GSSG қосындысы бақылау тобы тәжірибелік топпен салыстырғанда 37,2 % төмен көрсеткіш көрсетті.
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А, Ә, Б, В) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер, *P < 0.05 (t‐test, әрбір топ үшін n = 4). Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Ndufs4+/+), 2-тәжірибелік топ (Ndufs4-/-. Ординат осі: GSH, GSSG, GSH/GSSG, GSH+GSSG арақатынасы – нмоль/мг.
Сурет 34 – Ndufs4+/+ және Ndufs4-/-  тышқан топтарының 

бұлшықет тіндеріндегі глутатион жүйесі  

Қорытындылай келе, І кешенінің жетіспеушілігі бар бақылау және тәжірибелік тышқан топтарының өмір сүру пайызы мен фенотиптік көрінісінің айырмашылықтары анықталды. Глутатион жүйесі бойынша ми және бұлшықет ұлпаларының GSH, GSSG деңгейі тәжірибелік топпен салыстырғанда бақылау тобы төмен деңгейді көрсетті.
3.8 І кешенінің жетіспеушілігі бар тышқан моделіндегі GPx4 және GRd ақуыз белсенділігі

Зерттеу барысында жалпы глутатион жүйесі анықталынды. Жұмысты нақтылау мақсатында GPx4 және GRd ақуыз белсенділігі зерттелді. Тәжірибеде жоғарыда аталғандай ми, бүйрек және бұлшықет ұлпалары алынды. 
Ми ұлпаларындағы GPx4 және GRd ақуыз белсенділігінің көрсеткіші бақылау және тәжірибе топтарда айтарлықтай айырмашылық көрсетпеді. Ми ұлпаларындағы GPx4 ақуыз деңгейі Ndufs4+/+ бақылау тобы Ndufs4-/- тәжірибелік топпен салыстырғанда 5% төмендеді. GRd ақуыз белсенділігі Ndufs4-/- тәжірибелік топта Ndufs4+/+ бақылау тобымен салыстырғанда 10% жоғарылады (сурет 35).
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А) Кешен І жетіспеушілігі бар тышқандардың ми ұлпасы сығындысының Вестерн блоттинг анализі; Ә, Б) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер . (t‐test, әрбір топ үшін n = 4). Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Ndufs4+/+), 2-тәжірибелік топ (Ndufs4-/-. Ординат осі: GPx, GRd  арақатынасы – нмоль/мин/мг.
Сурет 35 – Ndufs4+/+  және Ndufs4-/-  тышқандарының бас ми ұлпаларындағы
ақуыз белсенділігінің өлшемі

Жұмыс барысында алынған бүйрек ұлпаларында GPx4 ақуыз деңгейі Ndufs4+/+ бақылау тобы тәжірибелік топпен салыстырғанда 12 % жоғарылаған. Ал GRd ақуыз белсенділігі Ndufs4-/- тәжірибелік топта Ndufs4+/+ бақылау тобымен салыстырғанда 11% жоғарылады (сурет 36).
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А) Кешен І жетіспеушілігі бар тышқандардың бүйрек ұлпасы сығындысының Вестерн блоттинг анализі; Ә, Б) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер . (t‐test, әрбір топ үшін n = 4). Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Ndufs4+/+), 2-тәжірибелік топ (Ndufs4-/-. Ординат осі: GPx, GRd  арақатынасы – нмоль/мин/мг.
Сурет 36 – Ndufs4+/+  және Ndufs4-/-  тышқандарының бүйрек ұлпаларындағы
ақуыз белсенділігінің өлшемі
Бұлшықет ұлпаларындағы GPx4 және GRd ақуыз белсенділігін зерттеу барысында, GPx4 ақуыз деңгейі бақылау тобында тәжірибелік топпен салыстырғанда 51% төмендеді. GRd ақуыз белсенділігі Ndufs4-/- тәжірибелік топта Ndufs4+/+ бақылау тобымен салыстырғанда 18 % жоғарылады (сурет 37).
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А) Кешен І жетіспеушілігі бар тышқандардың бұлшықет ұлпасы сығындысының Вестерн блоттинг анализі; Ә, Б) Орташа мәндермен жинақталған ± SD  мәліметтер . (t‐test, әрбір топ үшін n = 4). Абсцисс осі: 1-бақылау тобы (Ndufs4+/+), 2-тәжірибелік топ (Ndufs4-/-. Ординат осі: GPx, GRd  арақатынасы – нмоль/мин/мг.
Сурет 37 – Ndufs4+/+  және Ndufs4-/-  тышқандарының бұлшықет ұлпаларындағы
ақуыз белсенділігінің өлшемі
Қорытындылай келе, ми, бүйрек, бұлшықет ұлпаларындағы GPx4 және GRd ақуыз деңгейі анықталды. Ми және бұлшықет ұлпасындағы бақылау топтары тәжірибелік топтармен салыстырғанда төмен деңгейді көрсетті, бұл дегеніміз митохондриялық энцефалиопатиямен ауыратын балалардың ерекшеліктеріне сәйкестігін білдіреді. Кешен І жетіспеушілігі бар тышқан топтарында ең алдымен ми және аяқ бұлшықеттерінің қызметтері тоқтай бастайды.
4. Зерттеу нәтижелерін талқылау 
Митохондрия жасуша энергиясын өндірудің негізгі орны болып табылады, сонымен қатар жасушалардың басқа да өмірлік функцияларын орындай алады. Митохондрия дисфункциясы нейродегенеративті ауруларды, метаболикалық синдромды, кардиомиопатияны, саркопенияны және жасқа байланысты ауруларда кездеседі [95]. 

Глутатион және сульфид метаболизмінде бір көміртегінің бұзылуы митохондриялық дисфункциясы бар ауруларда жаңа патомеханизм ретінде пайда болады. Алайда, бұл ауытқулардың негізіндегі механизмдер анық емес. Сонымен қатар, сульфидтердің тотығуы коэнзим Q10 жетіспеушілігімен бұзылатынын көрсетеді [96]. SQOR-дің ұлғаюы цистатиониннің β-синтаза және цистатионин-γ-лиазаның, трансульфурация жолының екі ферментінің, серин биосинтезінің нуклеотид метаболизмі және глутатион жүйесі сияқты сульфидпен байланысты басқа жолдардың бейімделуіне әкеледі. 

Ертеректе айтылып кеткендей, CoQ10 жетіспеушілігі гетерогенді клиникалық суреттемесі бар митохондриялы синдром болып табылады. Жақында сульфидті метаболизмнің бұзылуы алғашқы CoQ жетіспеушілігінің маңызды патомеханизмі ретінде айқындалды.  

In vivo жағдайында SQOR, CBS глутатион деңгейлерімен байланысты. Әдебиеттерде келтірілген зерттеулер нәтижесі бойынша глутатион жүйесі CoQ жетіспеушілігі бар жануарлардың белгілі бір ұлпаларында төмендегені көрсетілді, бұл сульфид алмасуының бұзылуымен жүзеге асырылады  [89, 90]. 
Митохондриялық дисфункция митохондрия метаболизмімен байланысты көптеген метаболикалық жолдардың әртүрлі қатысуымен гетерогенді клиникалық көріністерді тудырады, мысалы, бір көміртегі метаболизмі немесе май қышқылдарының тотығуы [97-100]. Сондықтан, осы дисфункцияларды жоюдың терапиялық тәсілдерін табу негізгі міндет болып табылады. 
CoQ тапшылығы SQOR деңгейінің айтарлықтай төмендеуі сульфидтер алмасуының бұзылуына және глутатион деңгейінің төмендеуіне әкеледі [89,90]. Осы зерттеулерде CoQ жетіспеушілігі күкірт бар аминқышқылдарының болуына қарамастан, трансульфурация жолына да әсер ететінін көрсетілді. Сонымен қатар, кешен I суббірліктеріндегі белгілі бір молекулалық ақаулар сульфид алмасуының бұзылуына әкелетіні көрсетілді. Алайда, бұл өзгерістер кешен I қалдық белсенділігімен және SQOR митохондриялық суперкешендердің әрекеттесуімен байланысты емес екені анықталды. Бұл деректер сульфидтер алмасуының кешен I тапшылығына өзгермелі реакциясы гетерогенді аурудың фенотипіне әсер етуі мүмкін [101], осы реакцияның цистеин мен глициннің теңдестірілген метаболизміне қажет ететін глутатион жүйесіне де септігін тигізеді [102, 103]. 

Қорыта келгенде, жасалған зерттеу жұмыстары мен әдебиеттерде келтірілген мағлұматтарға сүйенсек,  емханаға дейінгі зерттеулер SAAR шектелген диеталар оның ішінде өмір сүру ұзақтығының артуы мен әртүрлі аурулардың дамуының алдын алу секілді көптеген пайдалы әсерлерге ие екендігін көрсетті. Алдыңғы жұмыстарда көрсетілгендей ашытқыдағы метионинді шектеулер өмір сүру ұзақтығын арттырады 
 ADDIN EN.CITE 

(78)
. Шыбындардағы негізгі аминқышқылдарының (EAA), оның ішінде метиониннің жетіспеушілігі яғни диеталық шектеулер өмір сүру ұзақтығын бақылайды. Сонымен бірге, диеталық метионин өмір сүру ұзақтығын бақылауда ақуыздың жалпы деңгейімен өзара әрекет етеді. Кеміргіштерде цистеиннің негізгі емес аминқышқылдары (NEAA) жетіспейтін және метионині шектелген диеталар олардың өмір сүруін ұзартады және гепатиттік стресске төзімділігін арттырады.  

Күкірт аминқышылының құрамының диеталық шектеулерінің басымдығы метиониннің цистеинге айналуын бақылайтын TSP-мен байланысты болуы мүмкін және шыбындардың өмір сүру ұзақтығын диеталық шектеу арқылы арттыру үшін қажет екені белгілі болды, осыған байланысты екі маңызды фермент - CBS және CSE болып табылады 
 ADDIN EN.CITE 

(77, 79-82)
. Hine and et.al тышқан моделінен диеталық шектеу туындатқан ишемиялық стреске төзімділік салдарынан бауырдың реперфузиялық зақымдалуын анықтады. Бұл SAAR–CSE ферментінің TSP экспрессиясын арттырды. Осы жағдай күкіртсутегінің өнімділігі мен қорғанысының артуына алып келді. SAAR арқылы H2S өнімділігі автономды түрде анықтау үшін гепатоциттерден алынған Hepa1-6 тышқандарға түні бойы құрамында SAAR (-Met & Cys) жоқ дақылдар берілді.  In vivo жағдайында диеталық және SAAR-мен шектеу кезінде CBS және CSE  экспрессиясының, сульфидтік метаболизмның in vitro өнімділігі артты (82). Дегенмен, әртүрлі ортада өсірілген барлық сыналған штаммдардағы сульфид деңгейі цистеин қосу арқылы төмендеді, яғни цистеиннің сульфид қалыптасуын бақылайды деп болжауға мүмкіндік береді.  NAC (N-ацетил цистеин) – цистеиннің негізгі көзі болып табылады және тотықсыздырғыш тәуелсіз белсенділікке ие. 
Модуляцияға ұшыраған тағамдық күкірт аминқышқылының көптеген артықшылықтарына қарамастан, H2S митохондриялық тотығу жолының бұзылуы - бұл тышқан моделінің патомеханизмдерінің бірі болып табылса да, біздің зерттеуіміз CoQ жетіспеушілігі салдарынан энцефаломиопатияның тышқан моделіне әсер етуінің қандай да бір терапевттік оң нәтижесін көрсете алу. Осылайша, жұмыс нәтижелері күкірт аминқышқылдарын шектеу және NAC қосу арқылы өңдеу жүргізу CoQ бастапқы жетіспеушілігін емдеудің қолжетімді әдістердің бірі болатындығын көрсете алды. 
Рациондағы күкірт аминқышқылының модуляциясы аурудың барысын өзгертуі мүмкін. Жұмыс барысында құрамында күкірт бар аминқышқылы қосылған диеталық шектеулі тағамдар және N-ацетил-L-цистеин қосылған Coq9R239X тышқан моделіне жасалынды.
Сонымен, жасалған тәжірибелер нәтижесінде NAC немесе SAAR - мен өңделген Coq9R239X тәжірибелі тышқан бүйректеріндегі глутатион жүйесін, сондай-ақ Ndufs4-/-  тышқандарының ми ұлпалары бағаланды. SQOR деңгейінің төмендеуі, CBS деңгейінің жоғарылауы және Coq9R239X тәжірибелі тышқан бүйрек ұлпаларының жалпы глутатион деңгейінің төмендеуі NAC немесе SAAR өңделгенде де сақталды. Сонымен қатар, Coq9R239X тәжірибелі тышқандарда GSSG/GSH қатынасы NAC немесе SAAR өңделгеннен кейін Coq9+/+  бақылау тобы тышқандарымен салыстырғанда төмендеді.

GPx және GRd глутатион ферменттерінің деңгейі, Coq9R239X, Coq9R239X+NAC және Coq9R239X+SAAR тәжірибелі тышқан топтарында Coq9+/+ бақылау тобымен салыстырғанда аздап төмендеді, дегенмен статистикалық тұрғыдан төмендеу тек Coq9R239X тәжірибелі тышқандарда GPx жағдайында ғана ықтималдылықты көрсетті. 

Біздің зерттеулеріміздің нәтижелері әдебиеттерде көрсетілген мәліметтермен толық үндесіп отыр. Тәжірибеде қолданылған өңдеу SAAR барысында және NAC қосқан соң Coq9R239X  тышқандарының бүйректеріндегі, бас миындағы және бұлшықеттеріндегі CoQ биосинтезінің жақсарғандығы байқалды. Алайда, Coq9R239X тышқандарының бүйректері мен бас миындағы SQOR деңгейі айтарлықтай төмендеген және  SQOR деңгейінің төмендеуі SAAR барысында да немесе NAC қосқан соң да  сақталды. Цистатионин-бета-синтазаның транссульфурацияға қатысатын ферменттің деңгейлері Coq9+/+ тышқандарымен салыстырғанда Coq9R239X тышқандарының бүйректерінде, бас миында және бұлшықеттерінде жоғары болғандығы қызығушылық тудырады. Бұл нәтиже TPS  және H2S  тотығуының митохондриялы жолы өзара реттелген болуы керек екендігін, SAAR немесе NAC енгізу айтарлықтай әсер етпеді деп болжауға болады. 

Сульфид метаболизмі глутатион жүйесімен байланысты болғандықтан, біздің  тәжірибемізде глутатион және оның ферменттерінің деңгейін де қарастырдық. Coq9R239X тышқандарының бүйректеріндегі жалпы GSH деңгейі төмендеді және бұл өзгерістер   SAAR немесе NAC өңдеуден кейін де сақталды. Бұл нәтиже  CoQ сульфид метаболизмін реттеу арқылы глутатион синтезімен жанама түрде байланысты екендігін болжауға мүмкіндік берді. Жүргізілген жұмыс барысында Coq9+/+ бақылау тышқандарымен салыстырғанда Coq9R239X, Coq9R239X+NAC және Coq9R239X+SAAR тәжірибелі тышқандарының бүйректері мен бас миларындағы GPx және GRd деңгейлерінің төмендеуі корреляциялық байланыста болатыны айқындалды. Ми және бұлшықет ұлпаларындағы жалпы GSH деңгейі айтарлықтай өзгеріс болмады. Бұлшықет ұлпаларында SAAR өңдеу қолданған тәжірибелі тышқандарда GPx ақуыз деңгейі тышқандардың бақылау тышқан тобымен салыстырғанда артты.  

Сонымен, жасалған тәжірибелер нәтижесінде Coq9R239X тышқандарындағы сульфидтер мен глутатиондар метаболизмінің бұзылуы CoQ деңгейіне тікелей байланысты екендігін көрсетеді. Сәйкесінше, рационда күкірт аминқышқылының болғандағы өзгерістер Coq9R239X тышқандарының сульфид метаболизм және глутатиондар жүйесінің айтарлықтай өзгерістер байқалмады. SAAR немесе NAC енгізу Coq9R239X тышқандарының өміршеңдігіне әсер етпеді.

Жоғарыда баяндалғандай, Coq9R239X тышқандарының бүйректеріндегі митохондрия суперкешендер қалыптастырудағы қандай да бір бұзылымды көрсетпеді. Сондықтан, бақылау мен тәжірибелі топ тышқандар арасындағы еркін СІІІ/суперкешендер қатынасындағы айқын айырмашылық байқалған ми және бұлшықет митохондрияларындағы суперкешендер анық көрінбеді, себебі молекулалық  деңгейде қарағанымызда энцефаломиопатиямен ауыратын тышқандарда ми мен бұлшықет ұлпасы бірінші зақымдалуына алып келеді. 

CoQ  жетіспеушілігінен митохондрия дисфункциясының тағы бір түрі – кешен І жетіспеушілігі болып табылады. Кешен І жетіспеушілігімен байланысты ең кең таралған симптомдарға Ли ауруы жатады. Оның негізгі көріністері: ақыл-ой, сенсорлы-моторлық жетіспеушілік, соқырлық, жүрек ритмінің бұзылуы, физикалық жүктемені көтере алмау және гипотония жатады.  Ли синдромы бар тышқан моделінде кешен І жетіспеушілігіне байланысты (Ndufs4-/- тышқаны) CoQ және SQOR деңгейінің жоғарылауы байқалды. Осылайша, жұмыс барысында SQOR деңгейінің артуы глутатион жүйесіне ықпал ететіндігі анықталды.  Жалпы глутатионның жоғарылауы мидың симптоматикалық ұлпасынан байқалды. Осы нәтиженің негізгі үлесі глутатион тотықтанған формада болғанымен сипатталады. Демек, симптоматикалық ұлпада тотықтанған стрестің артқандығын байқауға мүмкіндік береді. Бұл митохондриялы дисфункция барысындағы қалыпты құбылыс болып табылады. NAC және Е дәруменін алған, І кешен жетіспеушілігі байқалған тышқан модельдерінің өмір сүру ұзақтығының артуын түсінуге болады.
Зерттеу кезінде алынған келесі тышқан модельдері кешен І жетіспеушілігі бар  Ndufs4-/- тәжірибелік топ және Ndufs4+/+ бақылау тобы болды. Тәжірибеде бұл тышқан модельдерінің өмір сүруінің орташа пайыздық көрсеткіші, глутатион жүйесі, GPx4 және GRd ақуыз белсенділігі ми, бүйрек және бұлшықет ұлпаларында зерттелді. 

Ми ұлпаларындағы GPx4 ақуыз деңгейі Ndufs4+/+ бақылау тобы Ndufs4-/- тәжірибелік топпен салыстырғанда 5 % төмендеді. GRd ақуыз белсенділігі Ndufs4-/- тәжірибелік топта Ndufs4+/+ бақылау тобымен салыстырғанда 10 % жоғарылады (сурет 33). Тәжірибе барысында алынған бүйрек ұлпаларында  GPx4 ақуыз деңгейі Ndufs4+/+ бақылау тобы тәжірибелік топпен салыстырғанда 12 % жоғарылаған. Ал GRd ақуыз белсенділігі Ndufs4-/- тәжірибелік топта Ndufs4+/+ бақылау тобымен салыстырғанда 11 % жоғарылады (сурет 34). Бұлшықет ұлпаларындағы GPx4 ақуыз деңгейі бақылау тобында тәжірибелік топпен салыстырғанда 51 % төмендеді. GRd ақуыз белсенділігі Ndufs4-/- тәжірибелік топта Ndufs4+/+ бақылау тобымен салыстырғанда 18 % жоғарылады (сурет 35). Антиоксидантты ферменттер глутатионпероксидаза және глутатионредуктаза белсенділігі кезінде ми, бүйрек және бұлшықет ұлпаларындағы бірқатар өзгерістер анықталды. Ndufs4-/-  тәжірибелі тышқан топтарының ми ұлпаларында Ndufs4+/+ бақылау тышқан топтарына қарағанда SQOR деңгейі жоғарылауы, CBS деңгейінің төмендеуі, жалпы глутатион деңгейінің және GSSG/GSH қатынасының жоғарылауы анықталды, ал глутатион ферменттерінің деңгейінде айтарлықтай айырмашылық байқалмады. Ғаламдық масштабта бұл деректер сульфидтердің метаболизмі күкірт аминқышқылдарының болуына қарамастан глутатион деңгейіне әсер ететіндігін растайды.

Қорыта келгенде, жасалған зерттеу жұмыстары мен әдебиеттерде келтірілген мағлұматтарға сүйенсек, бұл зерттеуде біз сульфидті метаболизмнің митохондриялы аурулардың патомеханизмдеріне жататынын, алайда оның арнайы модуляциясы молекулярлы ақауларға байланысты әртүрлі болуы мүмкін екендігін көрсетілді.  Яғни, митохондрия метаболизмі өзгерісіндегі тотығу стресінің жоғарылауы мен төмендеуі нәтижесінде әртүрлі митохондриялық дисфункциялар, соның ішінде CoQ  және кешен І жетіспеушілігі бірқатар ауруларды тудыратындығы анықталды.
ҚОРЫТЫНДЫ

Алынған  нәтижелер негізінде  келесідей қорытындылар жасалынды:
1. CoQ жетіспеушілігі бар тышқан топтарынының рациондарына күкіртті амин қышқылдардың мөлшеріне диеталық шектеулер қойылды және N-ацетил-L-цистеинді қолданып өңдеу оң нәтиже берсе де, бірақ өмір сүрудің пайыздық көрсеткіштерін арттырмады. 
2. SAAR мен өңделген Coq9R239X тәжірибелі тышқан ми ұлпаларында, NAC пен өңдеу кезінде бүйрек ұлпаларында,  SAAR мен NAC өңдеулерінде бұлшықет ұлпаларында SQOR деңгейі жоғарылауы анықталды. 
3. SAAR мен NAC өңдеулерінен кейін цистатионин [image: image118.png]


-лиаза (CSE) деңгейі бұлшықет ұлпаларында оң нәтиже көрсетті. Ал SAAR мен NAC өңдеулерінде цистатионин [image: image120.png]


-лиаза (CSE) және цистатионин-β-синтаза (CBS) деңгейіне ми және бүйрек ұлпаларында нәтиже өзгеріссіз қалды.
4. Coq9R239X тәжірибелі тышқандарда NAC немесе SAAR өңделгеннен кейін GSH жүйесі ми және бұлшықет ұлпаларында көбейген, яғни біз күткендей нәтиже көрсетілді.  Ал бүйрек ұлпаларында нәтиже өңдеуден кейінде өзгеріссіз қалды. GPx және GRd глутатион ферменттерінің деңгейі, Coq9R239X, Coq9R239X+NAC және Coq9R239X+SAAR тәжірибелі тышқан топтарында Coq9+/+  бақылау тобымен салыстырғанда аздап төмендеді, дегенмен статистикалық тұрғыдан төмендеу тек Coq9R239X тәжірибелі тышқандарда GPx жағдайында ғана ықтималдылықты көрсетті.
5. Ми, бүйрек және бұлшықет ұлпаларындағы SAAR және NAC-пен өңдеуден кейінгі CoQ9, CoQ10, DMQ9 деңгейлеріндегі және DMQ9/CoQ9 қатынасындағы айырмашылықтарды анықтауда айтарлықтай айырмашылық болмады. Митохондрия тыныс алу тізбегі кешендерінің қалыптасуы мен тұрақтылығын SAAR және NAC-пен өңдеуден кейін бүйрек митохондрия фракцияларында кешен І, ІІ, ІІІ, IV, суперкешеннің (SC) қалыптасу көрсеткіштерінің оң нәтижесі анықталды.
6. Ndufs4-/-  тәжірибелі тышқан топтарының ми ұлпаларында Ndufs4+/+ бақылау тышқан топтарына қарағанда SQOR деңгейі арта түсті, CBS деңгейінің төмендеуі, жалпы глутатион деңгейінің және GSSG/GSH қатынасының жоғарылауы анықталды.
Қойылған мiндеттердiң толығымен орындалуын бағалау

Диссертациялық жұмыста қойылған мiндеттер толығымен орындалды. Митохондрия метаболизмі кезіндегі тотығу стресінің артуы немесе кемуі нәтижесінде пайда болған митохондриялық дисфункция түрлері CoQ  жетіспеушілігі және Кешен І жетіспеушілігі бар тышқан топтарында  in  vivo жағдайында тәжірибе жасалды. Жұмыс барысында терапиялық мақсатта қолданылған өңдеулер: құрамында күкіртті амин қышқылдары шектелген тағам және N-ацетил-L-цистеинді қолдану арқылы оң әсер байқалғандығын анықтадық. 
Бастапқы көрсеткіштер мен нәтижелерді қолдану нұсқаулары  
Жасалған тәжірибелерді емдеу алды мақсаттарда қолдануға болады. Диссертацияда келтірілген мағлұматтар әл-Фараби атындағы ҚазҰУ-да «Тотығу стресінің механизмдері» пәні бойынша дәрістік сабақтарға енгізілді. Біздің зерттеу жұмысымыздан алынған мәліметтерді биохимия, молекулалық биология, физиология салалары бойынша дәріс беруде қолдануға болады.
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