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I. ВВЕДЕНИЕ

Митохондриальная протон�транслоцирующая NADH:убихинон�
оксидоредуктаза (ЕС 1.6.99.3, Комплекс I, первый пункт энергети�
ческого сопряжения) и ее функциональный гомолог – NADH�дегид�
рогеназа Типа�1 (NDH�1) плазматической мембраны бактерий
катализируют окисление NADH убихиноном. Реакция сопровожда�
ется трансмембранным переносом четырех протонов при окислении
одной молекулы NADH (2 электрона) и генерацией на сопрягающей
мембране митохондрий разности электрохимических потенциалов
ионов водорода (∆µ~

H+):
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Принятые сокращения: NDH�1 – NADH:хинон�оксидоредуктаза Типа�1;
NDH�2 – NADH:хинон�оксидоредуктаза Типа�2; ∆µ~H+ – разность электрохи�
мических потенциалов ионов водорода; FMN – флавинмононуклеотид; СМЧ –
субмитохондриальные частицы; FP – флавопротеин; DSNa – додецилсульфат
натрия; ПААГ – полиакриламидный гель; IP – железо�серный протеин; HP –
гидрофобный протеин; кДНК – кодирующая ДНК; ЭПР – электронный пара�
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преноидных остатков в положении 5 1,4 бензохинонового кольца; АФК – актив�
ные формы кислорода; NEM – N�этилмалеимид.
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NADH + Q + H+ + 4
r
Hin

+  ↔ NAD+ + QH
2
 + 4

r
Hout

+ ,       (1)

где Q и QH
2
 – окисленная и восстановленная формы убихинона,

а
r
Hin

+  и 
r
Hout

+ – протоны, перенесенные из матрикса в межмембран�
ное пространство митохондрий. Запасенная в виде ∆µ~

H+ энергия
используется для обеспечения синтеза АТР, накопления ионов и
других сдвигов равновесия химических реакций.

Образующийся в реакции (1) убихинол последовательно окисля�
ется Комплексом III и цитохромоксидазой (Комплекс IV) так, что
электроны переносятся на молекулярный кислород с образованием
воды. Катализируя реакцию (1), Комплекс I, таким образом, осу�
ществляет постоянную регенерацию окисленной формы NAD+,
которая необходима для протекания окислительного распада органи�
ческих веществ (углеводы, жиры, аминокислоты и др.).

Комплекс I – чрезвычайно сложный компонент дыхательной
цепи: в митохондриях млекопитающих фермент построен, по крайней
мере, из 46 различных субъединиц [21], в митохондриях гриба Neuro�
spora crassa – не менее чем из 35 [141], а простейший гомолог фер�
мента – NDH�1 плазматической мембраны бактерий содержит всего
13–14 субъединиц, которые считаются минимальным набором поли�
пептидов, способных катализировать реакцию (1) [34, 149]. В составе
фермента обнаружено несколько редокс компонентов, предположи�
тельно участвующих в переносе электронов от NADH на убихинон:
FMN [109], несколько железо�серных кластеров [15, 97, 100, 124] и
прочно связанный убихинон [135].

Mеханизмы внутримолекулярного переноса электронов в Комп�
лексе I и сопряженной с этим процессом векторной транслокации
протонов, остаются не известными. Очень мало известно и о меха�
низмах, регулирующих каталитическую активность фермента. Между
тем, в последние годы интерес к изучению Комплекса I резко возрос
после обнаружения прямой корреляции между нарушениями струк�
туры фермента и возникновением различных патологических состоя�
ний клетки, в частности, развитием некоторых нейродегенератив�
ных заболеваний [82, 118].

В настоящем обзоре мы кратко суммируем современные пред�
ставления о структуре фермента и реакции, катализируемые Комп�
лексом I. Особое внимание будет уделено необычным кинетическим
свойствам фермента и возможным механизмам регулирования его
активности. Сведения о структуре и свойствах редокс�компонентов
фермента и предполагаемых механизмах трансформации энергии
Комплексом I читатель может найти в обзоре, недавно опубликован�
ном в журнале «Биохимия» [2].
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II. СТРУКТУРА КОМПЛЕКСА I

По данным электронной микроскопии Комплекс I из различных
источников имеет L�образную форму и построен из двух крупных
доменов (каждый из которых в свою очередь состоит из многих поли�
пептидов), расположенных перпендикулярно друг к другу (рис. 1) [30,
57, 62, 63]. Периферический домен, представленный преимущест�
венно относительно гидрофильными субъединицами, выступает из
мембраны примерно на 150 D в матрикс митохондрий, а в случае фер�

Рис. 1. Схематическое изображение структуры Комплекса I.
Контуры поверхности белка приведены по данным реконструкции

электронных микрофотографий фермента N. crassa [73]. Гидрофобный домен
фермента погружен в липидный бислой (горизонтальные линии). Расположе�
ние отдельных субъединиц в мембранной и периферической частях фермента
показано на основании результатов хроматографического разделения Комп�
лекса I сердца быка на отдельные фрагменты [117]. Жирным шрифтом (в
квадратах) выделены структурообразующие субъединицы гидрофобного
домена.
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мента бактерий – в цитоплазму бактериальной клетки. Здесь рас�
положены центры связывания пиридиннуклеотидов и, по�видимому,
большинство редокс компонентов фермента. Гидрофобный домен
погружен в бислойную мембрану. Здесь, по всей вероятности, лока�
лизованы субъединицы, связывающие убихинон [73]. Линейные
размеры мембранного и периферического доменов Комплекса I N.
crassa и «упрощенного» бактериального фермента Esherichia coli
приблизительно одинаковы (около 200 D), а «объемы» ферментов
сильно различаются: совмещение изображений показывает сущест�
венные различия размеров гидрофобных доменов [48]. Недавно было
показано, что Комплекс I из E. сoli * в некоторых условиях может
принимать другую форму, напоминающую подкову [17]. Вопрос о
том, соответствует ли обнаруженная структура каталитически актив�
ной конформации фермента, остается открытым, так как при нега�
тивном контрастировании могут возникать искажения в изображении
объекта, особенно, если исследуемый препарат представляет собой
смесь полипептидов, липидов и детергента [17].

Несмотря на усилия нескольких исследовательских групп, до сих
пор ни из одного источника не удалось получить очищенные препа�
раты, пригодные для рентгенографического анализа. Сведения, касаю�
щиеся взаимного расположения субъединиц и локализации редокс�
компонентов, получены, главным образом, в результате классичес�
кого подхода: выделение очищенного препарата – разделение на
отдельные компоненты – реконструкция. Впервые Комплекс I был
выделен Хатефи и сотр. из митохондрий сердца быка (Bos taurus) [67].
Фермент, полученный из разрушенных митохондрий или субмито�
хондриальных частиц (СМЧ) солями желчных кислот с последую�
щим фракционированием ацетатом аммония, оказался загрязнен
другими компонентами дыхательной цепи (липидами, b�c

1
 комплек�

сом и цитохромоксидазой). Однако, на сегодняшний день это единст�
венный препарат, способный катализировать NADH:убихинон�ок�
сидоредуктазную реакцию со скоростями, соизмеримыми с актив�
ностью фермента в митохондриях, и чувствительную к специфичес�
ким ингибиторам: ротенону и пиерицидину. В составе протеолипо�
сом Комплекс I, полученный по методу Хатефи, способен создавать
на фосфолипидной мембране разность электрохимических потен�
циалов ионов водорода ∆µ~

H+ [106, 107]. Обработка изолированного
Комплекса I хаотропными агентами (перхлорат натрия) приводит к

* Далее в тексте для удобства мы будем использовать термин Комплекс I и
для ферментов митохондрий, и для бактериальных протон�транслоцирующих
NADH:убихинон�оксидоредуктаз Типа�1 (NDH�1).
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его разделению на водорастворимую фракцию и нерастворимый
осадок [51]. Растворимую фракцию можно далее разделить на два
компонента. Один из них, растворимый флавопротеин FP (Flavo�
protein), способен окислять NADH искусственными акцепторами
электронов. По данным DSNa электрофореза в ПААГ он состоит из
трех субъединиц с молекулярными массами 51, 24 и 10 кДа и содер�
жит примерно один моль FMN и шесть атомов железа в расчете на
молекулярную массу 90 кДа [50]. Другая часть водорастворимой
фракции, получившая название железо�серного белка IP (Iron�sulfur
Protein), содержит около 50 нмоль негемового железа/мг белка и не
обладает никакой каталитической активностью [105]. В его составе
найдены субъединицы с молекулярными массами 75, 49, 30, 20, 18,
15 и 13 кДа [90, 137]. Нерастворимый осадок, полученный после обра�
ботки Комплекса I перхлоратом натрия, также, как и IP�фрагмент
не обладает каталитической активностью и представляет собой комп�
лекс сильно гидрофобных белков НР (Hydrophobic Protein) [51]. В
состав НР входят не только гидрофобные субъединицы Комплекса I,
но и некоторые глобулярные водорастворимые полипептиды, поэтому
было бы ошибкой считать, что НР�фрагмент представлен целиком
мембранным доменом фермента [136].

Другой препарат Комплекса I – фермент, выделенный в лабора�
тории Уокера [44]. Метод очистки основан на солюбилизации белков
митохондриальной мембраны лаурилмальтозидом и последующем
хроматографическом фракционировании. Выделенный по этому
методу Комплекс I сердца быка представляет собой монодисперсный
препарат с молекулярной массой около 900 кДа, определенной мето�
дом гель�фильтрации [117]. Если оценивать молекулярную массу
этого фермента, считая, что все 46 субъединиц представлены в
Комплексе I единичными копиями, то она составит 980 кДа [21].
Комплекс I N. crassa также получен в монодисперсном виде, его моле�
кулярная масса близка к 700 кДа [83]. При электрофорезе в денату�
рирующих условиях в препарате Уокера обнаруживается тот же набор
субъединиц, что и в Комплексе I, полученным Хатефи, при этом он
не содержит примесей b�c

1
�комплекса и цитохромоксидазы. Сущест�

венным недостатком этого препарата является его низкая каталити�
ческая активность, почти не чувствительная к ротенону и пиерици�
дину. Обработка изолированного Комплекса I другим детергентом –
N,N�диметил�додециламин�N�оксидом – приводит к его диссоциа�
ции на субкомплексы постоянного состава [44, 117]. Субкомплекс
1α катализирует NADH:феррицианид�редуктазную и ротенон�
нечувствительную NADH:Q

1
�редуктазную реакции и состоит по край�

ней мере из 22 гидрофильных субъединиц. Этот фрагмент содержит
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почти все редокс�центры фермента, поэтому считают, что он пред�
ставлен периферической частью L�структуры и частью мембранного
домена. Небольшая модификация процедуры солюбилизации приво�
дит к получению гидрофильного субкомплекса 1λ, который представ�
лен лишь частью субкомплекса 1α и состоит из 15 субъединиц [11,
43]. Этот фрагмент также обладает NADH:феррицианид�редуктазной
активностью и содержит те же редокс�компоненты фермента, что и
субкомплекс 1α. Субкомплексы 1β (13 субъединиц) и 1γ (8 субъеди�
ниц), отделяющиеся при хроматографии от 1α или 1λ, не содержат
никаких простетических групп и не обладают каталитическими актив�
ностями [44, 117]. По�видимому они представлены полипептидами,
образующими мембранный домен фермента.

Благодаря успешному применению молекулярно�биологических
подходов и использованию масс�спектрометрии пептидов в настоя�
щее время определены аминокислотные последовательности всех
известных субъединиц Комплекса I митохондрий сердца быка [21,
40, 137] и 28 субъединиц Комплекса I N. crassa [132]. Аминокислотная
последовательность субъединиц бактериальных ферментов стала
известной после расшифровки структур оперонов бактерий Paracoc�
cus denitrificans, E. coli, Thermus thermophilus и Rhodobacter capsulatus,
кодирующих NDH�1 [33, 35, 140, 142–146, 151].

При обсуждении вопроса о принадлежности того или иного
полипептида такому гигантскому образованию как Комплекс I всегда
возникает некоторая неопределенность. Очевидно, что на такой
вопрос можно было бы ответить с помощью «простого» опыта: если
удаление некоторой субъединицы или ее замена дефектной копией
с помощью приемов молекулярной генетики приводит к потере
какой�либо активности фермента, которая может быть затем восста�
новлена реконструкцией, такой результат однозначно свидетельст�
вовал бы о том, что эта субъединица – компонент Комплекса I. К
сожалению, для фермента млекопитающих таких данных ни для одной
«субъединицы» не получено, а результаты молекулярно�генетических
манипуляций с ферментами дрожжей и прокариот весьма фрагмен�
тарны и в большинстве случаев приводят к дефектам сборки фермента.
Ситуация несколько проще у прокариот, где Комплекс I (NDH�1)
кодируется опероном, состоящим из 14 генов, тогда как у млекопи�
тающих, дрожжей и N. crassa фермент представлен продуктами
экспрессии как ядерных, так и митохондриальных генов. В связи с
этим, о полипептидном составе Комплекса I приходится судить на
основании сопоставления данных, полученных различными экспе�
риментальными приемами. В качестве критериев того, что содер�
жащийся в изолированном Комплексе I полипептид действительно
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является субъединицей, обычно используют: а) его постоянное
присутствие в препаратах Комплекса I, выделенных различными
способами, б) увеличение его содержания в препарате по мере
очистки, контролируемой, например, по содержанию FMN или ката�
литической активности и в) обнаружение гомологичных по амино�
кислотной последовательности полипептидов в Комплексе I из раз�
личных источников, например, из митохондрий N. crassa (35 субъеди�
ниц). «Консенсусный» полипептидный состав Комплексов I (или
NDH�1) из наиболее полно изученных источников приведен в табл. 1.
В таблицу не включены данные о структуре Комплексов I (или их
гомологов), полученных из растений, однако есть все основания
полагать, что гомологичные ферменты растений не менее сложны,
чем те, которые приведены в табл. 1 [110].

Из 46 субъединиц Комплекса I сердца 7 кодируются митохондри�
альным геномом [27]. Эти субъединицы крайне гидрофобны, поэтому
при электрофорезе препарата Комплекса I даже в денатурирующих
условиях они выявляются в виде диффузных, плохо прокрашиваемых
полос с аномальной зависимостью подвижности от молекулярной
массы [136]. По аминокислотным последовательностям субъединиц
ND1–ND6 и ND4L можно предсказать существование по крайней
мере 51–53 участков, способных образовывать трансмембранные
α�спирали [136, 41]. Для всех субъединиц Комплекса I сердца быка,
кодируемых митохондриальным геномом, найдены гомологи у фер�
мента из N. crassa, а также у всех бактериальных препаратов Комп�
лекса I [34, 128, 149].

Остальные 39 субъединиц кодируются в ядре, синтезируются в
цитоплазме и транспортируются во внутреннюю мембрану митохонд�
рий [136]. 13 кодируемых ядром субъединиц Комплекса I подверга�
ются посттрансляционной модификации, так как их молекулярная
масса, расчитанная по составу аминокислот секвенированием соот�
ветствующих кДНК, немного отличается от молекулярной массы
этих же субъединиц, определенной методом масс�спектрометрии
(табл. 1) [136]. Если N�концевой остаток полипептида модифици�
рован, то такие субъединицы обозначают латинской буквой В с
индексом, соответствующим молекулярной массе субъединицы,
определенной методом электрофореза в ПААГ в денатурирующих
условиях*. В составе В22, В17.2, В17, В16,6, В15, В14,7, B14.5a,

* Молекулярная масса, определенная таким способом, может отличаться
от истинного значения, так как некоторые из субъединиц обладают аномальной
подвижностью из�за высокой степени гидрофобности, а также из�за возможного
взаимодействия с другими субъединицами даже в присутствии DSNa [136].
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B14.5b, В14, В13 и В8 найден ацетилированный N�концевой остаток
аланина [11, 21, 40, 122, 136], N�концевой глицин в В18 связан с
остатком миристиновой кислоты [136]. Предполагают, что в субъеди�
нице В12 помимо ацетилированного N�концевого остатка есть
остаток метилированной аминокислоты [136]. Если N�концевой
остаток не модифицирован, то для таких субъединиц принято обоз�
начать четыре N�концевые аминокислоты, например, PSST [136].
Как видно из табл. 1, только 14 субъединиц митохондриального
Комплекса I B. taurus и N. crassa (7 из которых кодируются митохонд�
риями, а 7 – клеточным ядром) гомологичны пептидам бактериаль�
ных ферментов. Таким образом, ротенон�чувствительный перенос
электронов от NADH на убихинон (реакция 1) в митохондриальном
Комплексе I обеспечивается минимальным набором, состоящим из
13–14 субъединиц. Роль остальных субъединиц фермента в настоя�
щее время не известна. Для выяснения возможной функции той или
иной субъединицы Комплекса I были применены метод аффинного
мечения аналогами субстратов (нуклеотида и хинонов), а также поиск
в аминокислотных последовательностях субъединиц специфических
«мотивов» (по аналогии с другими белками).

Как было упомянуто, FP фрагмент Комплекса I, состоящий из
трех субъединиц, сохраняет каталитическую функцию и окисляет
NADH искусственными акцепторами электронов. При облучении
FP в присутствие фотоаффинных аналогов NAD+ (азидо�производ�
ные β�аланил�NAD+ или Р32�меченный NAD+) происходит включение
метки в 51 кДа субъединицу или гомологичную ей 50 кДа субъеди�
ницу фермента P. denitrificans, что дает основание считать, что NADH�
связывающий центр фермента сформирован этой субъединицей [25,
29, 147]. В аминокислотной последовательности 51 кДа субъединицы
Комплекса I сердца и всех ее гомологов обнаружен нуклеотид�связы�
вающий мотив β�α�β, представленный последовательностями,
характерными для чередования β�слоя, α�спирали и β�слоя [41, 136].
Считают, что структуры β�α�β с эволюционно закрепленным фраг�
ментом, состоящим из трех остатков глицина, расположенных через
один или два аминокислотных остатка, вовлечены в формирование
АТР�фиксирующего участка в NAD+�связывающих центрах некото�
рых дегидрогеназ. Мотивы связывания никотинамидной части
кофермента в составе 51 кДа субъединицы не найдены [41, 136].

Еще один нуклеотид�связывающий мотив обнаружен в 39�кДа
субъединице Комплекса I сердца быка [41, 136]. В аминокислотной
последовательности этой субъединицы найдены участки, гомологич�
ные семейству ферментов – NAD+�зависимых изомераз [41, 111, 136].
Предполагается, что субъединица с массой 39 кДа может участвовать
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в трансгидрогеназной реакции NADH→NAD+ (DD трансгидроге�
наза), катализируемой Комплексом I [136]. Недавно в нашей лабора�
тории было показано, что FP�фрагмент Комплекса I катализирует
DD�трансгидрогеназную реакцию с образованием тройного комп�
лекса [152]. Эти данные свидетельствуют о том, что в составе трех�
субъединичного фермента (51, 24 и 10 кДа) существует еще один
нуклеотид�связывающий центр, специфичный к NAD+. Не исклю�
чено, что 39�кДа субъединица участвует в гипотетическом «тунне�
лировании» NADH от активных центров NAD+�зависимых дегидро�
геназ матрикса к активному центру Комплекса I. Описаны условия,
в которых Комплекс I образует комплексы с NAD+�зависимыми
дегидрогеназами митохондриального матрикса [127].

При окислении NADH FP�фрагмент Комплекса I восстанавли�
вается, и первичным акцептором электронов считают молекулу
FMN, содержание которого составляет 1 моль/моль FP. Хотя место
связывания FMN в трехсубъединичном фрагменте неизвестно, пред�
полагают, что в его связывании участвует последовательность амино�
кислот 180–234 51 кДа субъединицы Комплекса I* [136]. Исследо�
вание Комплекса I N. crassa с дефектной копией 51 кДа субъединицы
показало, что изолированный фермент мутанта nuo51 теряет способ�
ность катализировать NADH:феррицианид�редуктазную реакцию и
не содержит FMN [42]. В 51 кДа субъединице Комплекса I найден
также мотив, характерный для связывания тетраядерного железо�
серного кластера [136]. Этот кластер исчезает в Комплексе I, выде�
ленном из мутанта nuo51 N. crassa [42]. Таким образом считают, что
связывание NADH, FMN и одного железо�серного кластера [4Fe�4S]
(N3) осуществляется субъединицей с массой 51 кДа [41, 136].

Методом низкотемпературной ЭПР�спектроскопии в составе
Комплекса I из различных источников обнаружено несколько
железо�серных кластеров [15, 97, 100, 124]. Как биядерные, так и
тетраядерные кластеры образованы атомами железа, связанными
между собой мостиками неорганической кислото�лабильной серы.
К белку кластеры обычно присоединяются координационными
связями атомов железа с цистеиновыми остатками полипептидной
цепи или другими аминокислотами, например, гистидином [56].
Остатки цистеина, принимающие участие в связывании железо�

* В недавно вышедшей работе Албрахта и соавт. приведены данные, сви�
детельствующие о том, что в составе Комплекса I из сердца быка содержание
FMN составляет 2 моля/моль фермента. На этом основании авторы предложили
схему, согласно которой в составе фермента помимо 51 кДа субъединицы есть
еще один участок связывания FMN, осуществляющий окисление NADPH [7].
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серных центров, располагаются в характерных последовательностях�
мотивах. В субъединицах Комплекса I обнаружено до 8 таких мотивов
[98]. Общепринято, что Комплекс I сердца быка содержит три тетра�
ядерных железо�серных кластера [4Fe�4S]: N2, N3 и N4*, содержание
каждого из них примерно равно содержанию FMN. Кроме того в
состав фермента входит двуядерный железо�серный кластер [2Fe�2S],
который для фермента N. crassa обозначают как N1, а для Комплекса
I сердца – N1b. По поводу содержания кластера N1b в ферменте
млекопитающих единого мнения нет. Ониши и соавт. [97] оценивают
эту величину как 1 моль/моль FMN (или на один центр N2), в то
время как Албрахт и соавт. [8,9] считают ее равной 0,5. Кроме того в
Комплексе I сердца быка обнаружены двуядерный кластер N1a [99]
и четырехядерный кластер N5 [96,114], которые не найдены в фер�
менте N. crassa [139]. Принадлежность последнего кластера Комп�
лексу I окончательно не доказана, так как его содержание составляет
всего 0,25 моль/моль FMN [15]. На основании результатов направ�
ленного мутагенеза R. capsulatus [26] и E. coli [49] были предложены
две модели связывания различных железо�серных кластеров субъеди�
ницами Комплекса I. Чтобы выяснить, какая из них соответствует
действительности, требуются дополнительные эксперименты. Обсуж�
дается возможность того, что еще два не обнаруживаемых методом
ЭПР железо�серных кластера могут находиться в субъединице PGIV,
содержащей 8 остатков цистеина [37].

Так как природный убихинон чрезвычайно гидрофобен, обще�
принято, что место его связывания расположено в мембранном домене
фермента. В пользу этого свидетельствует и тот факт, что многочис�
ленные ингибиторы переноса электронов от железо�серных центров
к убихинону либо гидрофобны [39, 59, 74], либо обладают выражен�
ной амфипатией, например, различные детергенты: тритон Х�100 [64,
130], бридж�35 и тезит [102]. На сегодняшний день о локализации и
количестве хинон�связывающих центров в Комплексе I известно
очень мало. В составе фермента обнаружены, по крайней мере, 2 типа
прочно связанного убисемихинона [86, 135], возможно также сущест�
вуют участки взаимодействия со свободным убихиноном дыхатель�
ной цепи. Специфическое включение меченных фотоаффинных
аналогов ротенона [38], пиридабена [121] и фенпироксимата [94] (все
эти соединения блокируют восстановление эндогенного и добавлен�
ного хинонов�акцепторов) указывает на возможное участие субъеди�
ниц ND1, PSST и ND5 соответственно в связывании убихинона.
Опыты по направленному мутагенезу субъединиц бактериального

* Обозначения, предложенные Ониши [96].
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фермента R. capsulatus позволили предположить, что в мембране
бактерий гидрофильный домен Комплекса I соединен с мембранной
частью фермента участком, сформированным субъединицами NQOB
(гомолог в сердце быка – субъединица PSST) и NQOD (гомолог в
сердце быка – субъединица 49 кДа фрагмента IP). Со стороны мем�
бранной части в этом связывании участвует субъединица NQOH
(гомолог в сердце быка – субъединица ND1). Эти субъединицы могут
формировать место связывания убихинона [36, 104]. Мутагенез Комп�
лекса I дрожжей Yarrowia lipolytica указывает на участие субъединиц
PSST и TYKY (обе содержат мотивы, характерные для железо�серных
кластеров) в связывании убихинона [6]. Другой подход к проблеме –
поиск мотивов, гомологичных аминокислотным последовательностям
в пептидах, формирующих участки связывания хинонов в бакте�
риальных реакционных центрах и в Комплексе III. Обнаружена
небольшая гомология этих структур с участками субъединиц ND4 и
ND5 [45]. Таким образом, на роль убихинон�связывающих центров
Комплекса I могут претендовать субъединицы ND1, ND4, ND5,
PSST, TYKY и 49 кДа (IP).

Функции большинства субъединиц остаются неизвестными.
Однако, уже сейчас ясно, что Комплекс I помимо основной – пере�
носа электронов, сопряженного с генерацией ∆µ~

H+ – может выпол�
нять и другие функции. В составе Комплекса I сердца быка и N. crassa
обнаружена субъединица SDAP, которая идентична ацил�перенося�
щему белку системы биосинтеза жирных кислот [20, 113]. В ее составе
обнаружен остаток фосфопантотеновой кислоты. Роль субъединицы
SDAP в Комплексе I не ясна, однако показано, что ее замена мутант�
ной копией приводит к полному предотвращению формирования
фермента у N. crassa [120].

Субъединица MWFE, состоящая всего из 70 аминокислот, по�ви�
димому, располагается в мембранной части фермента. Недавно в
клетках китайского хомячка была найдена мутантная форма фер�
мента, обусловленная делецией гена, кодирующего MWFE субъеди�
ницу дыхательной цепи митохондрий. Мутация приводила к синтезу
укороченной полипептидной цепи MWFE, при этом клетки теряли
способность катализировать ротенон�чувствительное NADH�зави�
симое окисление малата в присутствии глутамата. Трансфекция
мутантных клеток нормальным геном приводила к восстановлению
этой активности [13]. На основании этих данных авторы считают,
что субъединица MWFE необходима для проявления каталитической
активности Комплекса I в митохондриях эукариот.
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Субъединица 18 кДа фрагмента IP в своей С�концевой части
содержит последовательность RVS, характерную для пептидов, кото�
рые могут фосфорилироваться сАМР�зависимыми протеинкиназами.
Повышение внутриклеточного уровня сАМР в культуре фиброблас�
тов мыши, вызванное добавлением холерного токсина, приводило к
фосфорилированию 18 кДа субъединицы Комплекса I и повышению
скорости ротенон�чувствительного NAD+�зависимого дыхания кле�
ток приблизительно в 2,5 раза. Иммунохимическими методами в
матриксе и внутренней мембране митохондрий сердца быка были
обнаружены активности сАМР�зависимой протеинкиназы и се�
рин/треонин фосфатазы PP2Cγ�типа [103]. Изучение мутантных
форм Комплекса I с различными дефектами гена, кодирующего 18
кДа субъединицу, позволило авторам работы предположить, что ее
возможной функцией может быть регулирование каталитической
активности фермента, а также контроль за его правильной сборкой
[103].

Зрелая форма субъединицы В16.6, входящая в состав гидрофиль�
ного домена Комплекса I и недавно обнаруженная в субкомплексе
фермента 1λ, ацетилирована по N�концевому остатку аланина.
Последовательность аминокислот этой субъединицы на 83% совпа�
дает с белком GRIM�19 человека, относящегося к семейству белков�
продуктов генов, вовлеченных в апоптоз, вызываемый ретиноевой
кислотой и β�интерфероном, откуда он и получил свое название
GRIM (gene associated with retinoid interferon�induced mortality) [40].

Совсем недавно в составе субкомплекса 1α найдена новая
субъединица В14,7, гомологичная 21,3b субъединице Комплекса I
из N. crassa, локализованной, как полагают, в мембранном домене
фермента. Оба полипептида обладают сходным профилем гидрофоб�
ности. N�концевой аланин субъединицы В14,7 ацетилирован, а ее
аминокислотная последовательность на 72% и 65% идентична двум
белкам человека и мыши, соответственно, функции которых неиз�
вестны [21]. Кроме того, найдена гомология этой субъединицы с
белками Tim17, Tim22 и Tim23, принимающими участие в транспорте
белков через внутреннюю мембрану митохондрий. Профиль гидро�
фобности субъединицы В14,7, также как и субъединицы 21,3b
N. crassa, похож на профиль гидрофобности Tim17, Tim22 и Tim23:
каждый имеет четыре трансмембранные спирали [21]. Не исключено,
что субъединица В14,7 фермента может быть вовлечена в импорт 13
субъединиц Комплекса I, относящихся к группе В (ядерный геном)
и не имеющих в своем составе сигнальных (адресных) последователь�
ностей [21].



34 В.Г.Гривенникова, А.Д.Виноградов

Другая «новая» субъединица Комплекса I – ESSS с молекулярной
массой ~14,5 кДа гомологична нейрональным белкам NP15,6 мыши
и NP17,3 человека [21].

Опыты по разделению мембранного домена Комплекса I из сердца
быка, выделенного по методу Уокера, и определению субъединичного
состава субкомплексов фермента, привели к созданию модели струк�
турной организации фермента, которая изображена на рис. 1. Согласно
этой модели внутри мембранного домена находятся два центра,
формируемые вокруг субъединиц ND1�ND2 и ND4�ND5. Точное
расположение других субъединиц Комплекса I пока неизвестно [117].

III. КАТАЛИТИЧЕСКИЕ АКТИВНОСТИ
КОМПЛЕКСА I И ОБРАТИМОСТЬ

NADH:УБИХИНОН�ОКСИДОРЕДУКТАЗНОЙ РЕАКЦИИ

Каталитические свойства Комплекса I обычно изучают либо на
солюбилизированных препаратах фермента, либо на препаратах
СМЧ, полученных ультразвуковой обработкой митохондрий (чаще
всего – митохондрий сердца быка). В СМЧ (по крайней мере значи�
тельной их части) активный центр Комплекса I ориентирован так,
что доступен для экзогенного NADH. Кроме того, частицы не содер�
жат большинства NAD+�зависимых дегидрогеназ и других ферментов
цикла трикарбоновых кислот, но содержат все компоненты дыха�
тельной цепи, включая водорастворимый цитохром с, который оказы�
вается внутри частиц. В процессе получения СМЧ во время ультра�
звуковой обработки фактор F

1
 F

o
F

1
�АТР�синтетазного комплекса

частично диссоциирует. В результате препараты имеют высокую
проводимость мембраны для протонов (через протонный канал F

o
)

и оказываются полностью разобщенными. Такие СМЧ не способны
катализировать реакции, сопряженные с образованием или исполь�
зованием ∆µ~

H+, однако, cопряжение может быть достигнуто при
добавлении специфических ингибиторов протонного канала
F

o
F

1
�АТРазы, олигомицина или дициклогексилкарбодиимида [81].

Искусственно сопряженные СМЧ, выделенные по методу, приме�
няемому в нашей лаборатории, при окислении различных субстратов
входят в состояние дыхательного контроля, который в NADH�окси�
дазной реакции составляет величину от 5 до 7 [3]. При этом на
мембране частиц создается ∆µ~

H+, который может быть использован
для целого ряда эндергонических реакций (синтез АТР, обратный
перенос электронов и др.). Использование прочно сопряженных
СМЧ позволяет изучать каталитические свойства Комплекса I в усло�
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виях, приближенных к тем, в которых он функционирует в интактных
митохондриях*.

Как мы обсудим ниже, почти все препараты Комплекса I гетеро�
генны и представлены смесью активной и «деактивированной» форм.
В этом разделе нашего обзора речь пойдет о каталитических актив�
ностях полностью активного Комплекса I. В составе дыхательной
цепи митохондрий или СМЧ фермент катализирует начальный этап
окисления NADH. Естественным акцептором электронов в этой
реакции служит второй субстрат фермента – убихинон (в сердце быка –
коэнзим Q

10
)**. Убихинон занимает особое место среди дыхательных

переносчиков. Будучи низкомолекулярным гидрофобным соедине�
нием, весь убихинон находится в мембране, при этом его содержание
намного превышает содержание всех других комплексов дыхательной
цепи. Это позволяет убихинону акцептировать электроны сразу от
нескольких дегидрогеназ, например, от сукцинат:убихинон�оксидо�
редуктазы (Комплекса II) или от дегидрогеназ, принимающих учас�
тие в окислении жирных кислот. Образующийся убихинол далее окис�
ляется в цепи реакций: Комплекс III → цитохром с → цитохромокси�
даза (Комплекс IV) → молекулярный кислород. Число оборотов
Комплекса I при протекании NADH�оксидазной реакции в составе
полностью разобщенных СМЧ сердца быка составляет величину
около 1.104 мин–1 при 25 оС [79]. При стационарном окислении
NADH даже в полностью разобщенном препарате СМЧ все железо�
серные центры фермента почти полностью восстановлены [14], и

* Нам представляется очевидным, что изучение молекулярных механизмов
реакции (1) может быть продуктивно только тогда, когда в качестве объекта
используются препараты, способные к генерации мембранного потенциала.
Достаточно трудоемкие и требующие биохимической «культуры» методы полу�
чения таких препаратов были разработаны в 60е–70е годы. Последние годы можно
охарактеризовать как техническую революцию в биохимии, обусловленную
широким внедрением в практику мощных новых автоматизированных методов:
полимеразная цепная реакция, масс�спектрометрия пептидов и белков, хрома�
тография высокого давления. Их применение привело к впечатляющим успехам
в области статической биохимии. С другой стороны, многие методические
приемы, рутинно применявшиеся во многих биоэнергетических лабораториях
20–30 лет тому назад, постепенно оказываются утерянными. К ним, в частности,
относится получение прочно�сопряженных СМЧ. На сегодняшний день наша
группа оказалась среди очень немногих в мире, способных получать препараты
частиц с высоким дыхательным контролем.

** Комплекс I, восстановленный либо NADH, либо убихинолом (в реакции
обратного переноса электронов), также может напрямую реагировать с молеку�
лярным кислородом, что приводит к генерации супероксид�радикала. Эту реак�
цию мы обсудим ниже.
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лимитирующей стадией всего процесса является окисление фермента
убихиноном [3]. Специфические ингибиторы Комплекса I ротенон
и пиерицидин практически полностью блокируют NADH�оксидаз�
ную реакцию [68], остаточная активность фермента в присутствии
этих соединений составляет величины порядка десятых долей процента
и, по�видимому, обусловлена образованием супероксид�аниона при
прямом окислении Комплекса I молекулярным кислородом. Очень
многие гидрофобные соединения различной структуры блокируют
перенос электронов в NADH:убихинон�оксидоредуктазном участке
дыхательной цепи сходным с ротеноном и пиерицидином способом
[28]. NADH�оксидазная активность СМЧ тормозится ингибиторами
Комплекса III (антимицин А, миксотиазол и др.) и ингибиторами
цитохромоксидазы (цианид, азид).

При изучении собственно NADH:убихинон�оксидоредуктазной
реакции, катализируемой Комплексом I, в среду измерения добав�
ляют ингибиторы Комплекса III или IV, а в качестве акцептора элект�
ронов используют водорастворимые гомологи природного убихинона
(Q

0
, Q

1
 или Q

2
) или его аналоги (пентил�убихинон, децил�убихинон

и дурохинон) [119, 138]. Окисление NADH искусственными хино�
нами�акцепторами в интактных митохондриях [80], СМЧ [70], а
также в реконструированной системе (протеолипосомы) [106]
сопровождается трансмембранным переносом протонов и генера�
цией ∆µ~

H+.
Каким образом искусственные водорастворимые хиноны реаги�

руют с ферментом, неизвестно. Существуют по крайней мере два
варианта взаимодействия добавленных акцепторов с восстановлен�
ным ферментом. Комплекс I может восстанавливать только природ�
ный убихинон, который затем окисляется водорастворимыми хино�
нами. Более вероятно, однако, что водорастворимые хиноны непос�
редственно взаимодействуют с хинон�связывающим центром Комп�
лекса I, из которого они вытесняют убихинон. Окисление добавлен�
ными хинонами NADH так же, как NADH�оксидазная реакция,
чувствительно к ротенону и пиерицидину, но степень торможения
существенно меньше и зависит от ряда факторов (химической струк�
туры хинонов�акцепторов и их концентрации, состава и температуры
среды измерения активности) [112]. Природа ротенон�нечувстви�
тельной составляющей реакции неизвестна. Возможно, что перенос
электронов в этом случае происходит при участии одного из многих
редокс центров фермента, который в отсутствие ингибиторов не
реагирует с хиноном�акцептором. При таком рассмотрении следует
считать, что ротенон, пиерицидин и другие специфические ингиби�
торы «индуцируют» не чувствительную к ним хинон�редуктазную
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реакцию, изменяя конформацию фермента таким образом, что один
или несколько редокс�компонентов становятся доступными для
искусственных акцепторов. В пользу такой точки зрения могут слу�
жить данные об изменении структуры фермента (изменение картины
«сшивок» бифункциональными реагентами) в присутствии ротенона
[54] или структурные изменения Комплекса I при его деактивации
(см. ниже).

Изолированный Комплекс I и фермент в составе СМЧ реагирует
и с другими искусственными акцепторами электронов: феррициа�
нидом [31] и гексааминорутением (III) [52, 126]. Эти реакции не
чувствительны к ротенону и пиерицидину и не сопровождаются гене�
рацией мембранного потенциала. Способностью восстанавливать
искусственные акцепторы электронов обладает и простейший ката�
литически активный фрагмент Комплекса I флавопротеин FP [32,
52, 69]. Так как железо�серные кластеры FP не восстанавливаются
при добавлении NADH, можно думать, что первичным акцептором
электронов в Комплексе I служит FMN [3].

К реакции с искусственными акцепторами электронов можно
отнести и способность Комплекса I в некоторых условиях переносить
электроны на молекулярный кислород с образованием супероксид�
радикала O

2

.–. Образовавшийся супероксид�анион подвергается ряду
превращений, в результате чего в клетке появляются такие активные
формы кислорода (АФК), как перекись водорода Н

2
О

2
 и гидроксил�

радикал (OH.) [18]. АФК могут вызывать в клетке различные повреж�
дения, затрагивающие нуклеиновые кислоты, в частности митохонд�
риальную ДНК, белки и фосфолипиды мембраны. В последнее время
этому процессу уделяется много внимания в связи с предполагаемым
участием АФК в регулировании клеточных процессов, в програм�
мируемой клеточной смерти и в развитии серьезных патологических
состояний [10, 71, 82, 116, 118]*. Полагают, что Комплекс I является
одним из основных источников АФК в клетке [24]. Механизм гене�
рации супероксид�аниона ферментом в настоящее время неизвестен;
все редокс�компоненты Комплекса I потенциально способны участ�
вовать в этом процессе [47, 78, 89]. Однако не следует переоценивать
процесс генерации супероксид�аниона в клетке, так как даже на очи�
щенных системах (СМЧ сердца быка) скорость образования O

2

.– не
превышает долей процента от максимальной активности дыхатель�

* Гипотезы о физиологическом значении генерации супероксид�радикала
Комплексом I, по нашему мнению, не имеют под собой хорошо доказанных
экспериментально оснований. Эта проблема могла бы быть предметом спе�
циального обзора.
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ной цепи [3]. Более того, такие низкие скорости наблюдаются даже
при атмосферном парциальном давлении кислорода, и, если окисле�
ние Комплекса I кислородом происходит в простой бимолекулярной
реакции, следует ожидать, что в подавляющем большинстве тканей,
где концентрация кислорода существенно меньше, чем в крови, эта
реакция, если и протекает, то с очень малыми скоростями. Нельзя
исключить, что Комплекс I имеет специальный центр связывания
молекулярного кислорода, что конечно изменит ситуацию. Сущест�
вование такого центра было бы прямым указанием на физиологи�
ческую роль Комплекса I в генерации супероксид�радикала. В то же
время к косвенным указаниям на важность АФК можно отнести
существование в клетке целой системы «антиоксидантной» защиты:
супероксиддисмутаза, глутатионпероксидаза и каталаза [16, 95, 129].

Комплекс I катализирует трансгидрогеназную реакцию, осуществ�
ляя прямой перенос гидрид�иона между NADH и его окисленным ана�
логом ацетилпиридин�NAD+ [68, 108]. Эту реакцию катализирует и
минимальный фрагмент Комплекса I FP, обладающий NADH�дегид�
рогеназной активностью [66]. Не исключено, что в трансгидроге�
назной реакции участвует FMN, среднеточечный редокс�потенциал
которого в молекуле Комплекса I и FP очень близок к потенциалу
пары NADH/NAD+ [125, 126].

В начале 60�х годов в лабораториях Чанса [23] и Клингенберга
[75] было независимо показано, что добавление к прочно сопряжен�
ным митохондриям сукцината или α�глицерофосфата – субстратов,
окисляющихся убихиноном, – приводит к восстановлению внутри�
митохондриальных пиридиннуклеотидов. Такое восстановление ока�
залось чувствительным к разобщителям окислительного фосфори�
лирования. В результате детального анализа этого явления было
доказано, что в определенных условиях Комплекс I катализирует
убихинол:NAD+�оксидоредуктазную реакцию, получившую жаргон�
ное название «обратный перенос электронов». Этот процесс можно
наблюдать, например, при окислении дыхательной цепью сукцината
(так называемый аэробный, поддерживаемый окислением сукцината
обратный перенос электронов). Генерация ∆µ~

H+ в этом случае обус�
ловлена активностью Комплексов III и IV, кроме того, при окислении
сукцината образуется убихинол, субстрат�донор для реакции обрат�
ного переноса. ∆µ~

H+ на мембране митохондрий или СМЧ может быть
создан и за счет гидролиза АТР сопряженной митохондриальной
F

o
F

1
�АТРазой. Для наблюдения этой реакции также необходимо

присутствие сукцината, при окислении которого образуется убихи�
нол, и ингибиторов Комплексов III или IV, предотвращающих окис�
ление образующегося NADH [3]. Активность Комплекса I в обратной



Митохондриальный комплекс I 39

реакции примерно равна максимальной скорости окисления NADH
в состоянии дыхательного контроля прочно сопряженных СМЧ, и
составляет приблизительно четверть от скорости разобщенного
дыхания СМЧ [79]. В качестве акцепторов электронов от убихинола
в этой реакции можно использовать либо природный субстрат NAD+,
либо искусственный акцептор электронов феррицианид [72, 79].
Считается, что в последнем случае донором электронов для ферри�
цианида является тот же редокс�компонент фермента, что и в
NADH:феррицианид�редуктазной реакции (предположительно
FMN) [3].

При регистрации аэробного сукцинат�зависимого обратного
переноса электронов скорость образования NADH довольно быстро
снижается и система приходит к стационарному состоянию, при кото�
ром скорости синтеза NADH в реакции обратного переноса электронов
и скорости его окисления дыхательной цепью выравниваются.

К концу прошлого века накопилось достаточное количество ука�
заний на то, что каталитические свойства Комплекса I не укладыва�
ются в простую модель строения фермента с одним нуклеотид�связы�
вающим и с одним хинон�связывающим центром. В табл. 2 приве�
дены некоторые параметры взаимодействия Комплекса I в составе
СМЧ сердца для окисленной и восстановленной форм NAD+. Кажу�
щаяся K

m
 для NADH примерно равна 2–7 мкМ как для NADH�окси�

дазной, так и NADH:убихинон�оксидоредуктазной реакции [58, 133,
153]. Эти величины почти не зависят от того, есть ли на мембране

NADH 1,4 (K m) 2,2 (Km) 40 (K i)

NAD+ 1100 (K i) 1200 (K i) 7,2 (Km)

ADP�рибоза 24 (K i) 25 (K i)                      не ингибирует

Ротенон 0,001 (K i) 0,001 (K i) 0,02 (K i)

Тритон Х�100 10 (K i) 50 (Ki)

Лаурилсульфат 50 (K i) 10 (K i)
а Величины кажущегося сродства (Km и K i) указаны в мкМ (10–6 М).
б ∆µ~H+�зависимая аэробная сукцинат(убихинол):NAD+�оксидоредуктазная

реакция.

Таблица 2
Кинетические параметры связывания субстратов, продуктов и
ингибиторов в прямой и обратной реакциях, катализируемых

Комплексом I в СМЧ сердца быкаа

Субстрат
(ингибитор)

NADH�оксидазная реакция Обратный переносб

сопряженная разобщенная
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СМЧ ∆µ~
H+. В то же время сродство фермента к NADH в качестве

конкурентного ингибитора реакции обратного переноса существенно
ниже: K

i
 равна 40 мкМ [133]. Аналогичная ситуация сохраняется и

для окисленной формы NAD+: K
m

 для NAD+ в реакции обратного пере�
носа электронов на порядок ниже, чем K

i
 для NAD+ в NADH�окси�

дазной реакции, где NAD+ очень слабо тормозит реакцию по конку�
рентному механизму [133]. Данные, приведенные в табл. 2, позво�
ляют думать о существовании, по крайней мере, двух нуклеотид�свя�
зывающих центров в ферменте. Для такого предположения есть и
структурные основания: нуклеотид�связывающие мотивы обнару�
жены в субъединицах 51 кДа (FP) и 39 кДа [41, 136], а при использо�
вании фотореактивных меток�производных пиридиннуклеотидов в
молекуле фермента недавно обнаружено до 5 (!) мест связывания
[150]. В этой связи интересны результаты изучения кинетического
механизма трансгидрогеназной реакции, полученные в нашей лабо�
ратории. Как Комплекс I в составе СМЧ, так и каталитически актив�
ный фрагмент фермента FP катализируют NADH → ацетилпири�
дин�NAD+ трансгидрогеназную реакцию с образованием тройного
комплекса, что свидетельствует о том, что при протекании этой реак�
ции функционируют два нуклеотид�связывающих центра [4, 152].

При изучении действия различных ингибиторов на активность
Комплекса I нами были обнаружены такие, которые действуют
«односторонне». Так ADP�рибоза, ингибирующая NADH�оксидаз�
ную и NADH:убихинон�редуктазную активности фермента конку�
рентно по отношению к субстрату (NADH), вовсе не влияет на ско�
рость обратного переноса электронов (см. табл. 2) [153]. Добавление
ADP�рибозы к СМЧ, катализирующим аэробный обратный перенос
электронов в стационарном состоянии (см. выше) приводит к повы�
шению уровня восстановленности NAD+ [153]. Если Комплекс I
преинкубировать с фотоаффинным производным ADP�рибозы, то
это приводит к полному блокированию NADH�оксидазной актив�
ности СМЧ (прямая реакция), при этом фермент сохраняет способ�
ность катализировать обратный перенос электронов на NAD+ [46].
Эти результаты позволили нам предположить, что прямая и обратная
реакции, катализируемые Комплексом I, происходят при участии
различных нуклеотид�связывающих центров. Следует еще раз отме�
тить, что данные о кинетике трансгидрогеназной реакции, катализи�
руемой FP�фрагментом Комплекса I, указывают на существование
двух центров на субъединицах 51, 24 и 10 кДа [152].

Некоторые ингибиторы хинон�связывающего участка Комплекса
I действуют на фермент сходным с ADP�рибозой образом (см. табл. 2).
Ротенон блокирует NADH�оксидазную реакцию СМЧ с очень
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высоким сродством (K
i 
= 1 нМ), тогда как реакция обратного пере�

носа электронов тормозится более высокими концентрациями инги�
битора (K

i 
= 20 нМ) [59]. Аналогичным образом действует другой

специфический ингибитор фермента – неионный детергент тритон
Х�100. Для торможения реакции обратного переноса электронов
необходимы высокие концентрации ингибитора (K

i 
= 50 мкМ), тогда

как NADH�оксидазная активность ингибируется с K
i
, равной 10 мкМ

[130]. Гипотеза о различии путей протекания прямой и обратной реак�
ций, катализируемых Комплексом I, приводит к предсказанию:
наряду с «односторонними» ингибиторами окисления NADH убихи�
ноном должны существовать «односторонние» ингибиторы и для вос�
становления NAD+ убихинолом. Недавно в нашей лаборатории был
обнаружен такой ингибитор: анионный детергент лаурил�сульфат
натрия в микромолярных концентрациях не влияет на NADH�окси�
дазную активность СМЧ и специфически подавляет реакцию обрат�
ного переноса электронов [61]. Такой результат мог бы показаться
тривиальным: любое соединение, добавление которого снижает ∆µ~

H+

или ингибирует активность сукцинатоксидазы, должно снизить ско�
рость обратного переноса. Однако, детальный анализ показал, что
лаурилсульфат в использованных концентрациях не является ни
разобщителем, ни ингибитором окисления сукцината. Таким обра�
зом, имеются экспериментальные указания на существование
отдельных хинон� и хинол�связывающих центров в Комплексе I, а
реакции прямого и обратного переноса электронов, катализируемые
Комплексом I, протекают, по крайней мере, частично различающи�
мися путями. Здесь уместно напомнить, что принцип «односторон�
него движения» широко используется в биологических системах
разной степени сложности. Так пути синтеза органических соедине�
ний («анаболизм») не есть простое обращение реакций их распада
(«катаболизм», левая часть рис. 2). Более того, «обращение» одного
и того же метаболического пути, особенно там, где необходимо прео�
доление термодинамических барьеров, обеспечивается функциони�
рованием разных наборов ферментов: яркий пример – существо�
вание в одном и том же органе киназы 6�фосфофруктозы, необхо�
димой для протекания гликолиза, и фосфатазы 1,6�бисфосфофрук�
тозы, необходимой для гликонеогенеза (средняя часть рис. 2). Другой
пример – экспрессия разных генов, кодирующих сукцинат:хинон�
редуктазный (сукцинатдегидрогеназа) и (или) хинол:фумарат�редук�
тазный (фумаратредуктаза) комплексы при выращивании E. coli в
аэробных или анаэробных условиях [22]. Недавно появилось сооб�
щение о разных b�c

1
 комплексах, экспрессируемых железо�серной

бактерией Acidithiobacillus ferreoxidans, катализирующих прямую и
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обратную реакцию переноса электронов [19]. Похоже, что принцип
«одностороннего движения» можно распространить и на «индиви�
дуальные» ферменты достаточно сложного строения (правая часть
рис. 2), такие, например, как Комплекс I или протон�транслоцирую�
щая АТР�синтетаза [1, 134]: в зависимости от физиологических усло�
вий фермент катализирует прямую или обратную реакцию и эти
реакции протекают по разным путям (механизмам). Разумеется, что
для этого необходимо, чтобы в составе таких ферментов�машин был
специальный «переключатель» направления реакции. Простейшим
механизмом «переключения» может быть разделение специфических
центров связывания субстратов и продуктов реакции. Такая гипотеза,
на первый взгляд, может показаться противоречащей принципу мик�
рообратимости химических реакций – в энзимологии этот «прин�
цип» количественно характеризуют соотношением Холдейна [5, 65].
Следует, однако, иметь в виду, что такие гигантские образования, как
Комплекс I или АТР�синтетаза – молекулярные «машины», вполне
допускающие существование клапанов, переключателей и прочих
механических элементов, обеспечивающих их однонаправленное
функционирование.

Физиологическое значение реакции обратного переноса элект�
ронов неизвестно. Одна из возможных функций – «универсализация»
восстановительных эквивалентов, образующихся при протекании
окислительных реакций в митохондриях (первое дегидрирование при
β�окислении жирных кислот, окисление α�глицерофосфата и других
субстратов убихинон�зависимых дегидрогеназ) в виде NADH. Здесь
мы хотим предложить другую гипотезу.

Окисление NADH и восстановление убихинона приводят к воз�
никновению на внутренней мембране митохондрий ∆µ~

H+, и есть все
основания полагать, что в физиологических условиях протекают как
прямая, так и обратная реакции. Если эти реакции протекают даже
частично различающимися путями, они образуют футильный цикл.
Достаточно допустить существование в митохондриях природных
соединений, способных влиять на активность Комплекса I как одно�
сторонние ингибиторы (или активаторы), чтобы обеспечить возмож�
ность для тонкого и весьма «чувствительного» регулирования уровней
восстановленности пар NADH/NAD+ и убихинол/убихинон. При
этом скорость окисления NADH, а следовательно и скорость образо�
вания АТР должна сильно зависеть от концентраций таких природных
регуляторов. Кроме того, на уровне связывания хинон/хинола для
каждого центра может работать и механизм, предложенный Аткин�
соном, для регулирования ферментативной активности соотноше�
нием продукт/субстрат [12]. Как видно из табл. 2 такой механизм не
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работает на уровне нуклеотид�связывающих центров: NAD+ вообще
не тормозит окисление NADH. Может ли активность Комплекса I в
митохондриях in vivo регулироваться уровнем восстановленности
пары убихинол/убихинон по механизму Аткинсона, неизвестно.

IV. МЕДЛЕННЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ АКТИВНОСТИ
КОМПЛЕКСА I

Все, что было сказано в предыдущем разделе о NADH:хинон�окси�
доредуктазных активностях Комплекса I касается результатов, полу�
ченных стандартным способом измерения скоростей ферментатив�
ных реакций: регистрация исчезновения субстрата или появления
продукта в течение 15–60 секунд после инициирования реакции
добавлением фермента или субстрата («начальные» скорости реак�
ций для стационарного состояния, т. е. в условиях, когда концентра�
ции всех возможных форм фермента не изменяются во времени).
Когда примерно 20 лет тому назад наша группа начала изучение
Комплекса I, мы обратили внимание на необычное кинетическое
поведение этого фермента при измерениях его активности: «началь�
ные» скорости реакций сильно варьировали для разных препаратов
и наблюдалось увеличение активности фермента во времени. Даль�
нейшее выяснение причин этого простого наблюдения привело нас
к представлению о существовании двух медленно взаимопревращаю�
щихся форм Комплекса I, свойства которых и условия для их взаимо�
превращений будут описаны ниже. Уместно отметить, что это явле�
ние было «переоткрыто» в нашей лаборатории в 1990 г. [79] и анализ
литературы показал, что некоторые, не получившие ясного объясне�
ния экспериментальные результаты, имеющие к нему непосредст�
венное отношение, были опубликованы несколькими независимыми
группами задолго до этого. Слейтер в 1950 г. обнаружил, что препарат
Кейлина�Хартри (внутренние мембраны митохондрий сердца) ката�
лизирует NADH:цитохром с�редуктазную реакцию с выраженной
лаг�фазой [123]. Позднее Моррисон и Кинг показали, что продол�
жительность лаг�фазы в NADH:цитохром с�редуктазной реакции
сильно увеличивается после тепловой инактивации препарата [93].
Примерно в это же время Минаками и соавт. пришли к заключению,
что аномальная кинетика окисления NADH связана с реакцией вос�
становления убихинона [91]. Позднее в лаборатории Лузикова было
показано, что после термоинактивации СМЧ приобретают высокую
чувствительность к действию протеолитических ферментов (химо�
трипсин), жирных кислот и фосфолипаз [84, 85]. Термоинактивация
NADH�оксидазной активности в аэробных условиях обращалась
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после добавления к частицам NADH. Лузиков и соавт. предположили,
что дыхательные цепи в мембранах митохондрий могут существовать
в активной и неактивной формах, а соотношение между ними зави�
сит от скорости переноса электронов [84, 115]. Эстабрук и соавт.
сообщили, что NADH�оксидазная активность СМЧ становится
чувствительной к NEM после прогревания частиц при 37 оС [92].

Серия работ, выполненных в нашей лаборатории [53, 77–79, 124],
позволили обосновать модель, объясняющую «аномальное» поведе�
ние Комплекса I в препаратах различной степени сложности. Сог�
ласно этой модели, Комплекс I существует в двух медленно взаимо�
превращающихся формах: активной (А) и неактивной (деактиви�
рованной) (Д) (рис. 3). А�форма катализирует быструю ротенон�
чувствительную NADH:убихинон�редуктазную реакцию (реакция 1).
В отсутствие субстратов фермент спонтанно деактивируется (реакция
2) и теряет способность к быстрым реакциям, связанным с окисле�
нием и восстановлением убихинона, сохраняя способность катали�
зировать окисление NADH искусственными акцепторами электро�
нов (реакция 3). Процесс деактивации Комплекса I очень сильно
зависит от температуры и становится заметным только при темпе�
ратуре >30 оС. Активационный барьер этого процесса очень высок и
составляет 270 кДж/моль, что само по себе указывает на структур�
ные перестройки в комплексе полипептидов, формирующих фермент
[79]. Ни NADH в условиях, когда убихинон восстановлен; ни про�
дукты NADH:убихинон�оксидоредуктазной реакции NAD+ и убихи�
нол (вместе или по отдельности), ни добавление конкурентного инги�
битора ADP�рибозы не влияют на скорость деактивации [3, 79]. К
изменению параметров деактивации не приводят ни окисление
фермента феррицианидом, ни его восстановление NADH в анаэроб�
ных условиях, ни присутствие ионов двухвалентых металлов в среде
инкубации [3]. Таким образом, на сегодняшний день воздействие
повышенной температуры остается единственным фактором, приво�
дящим к переходу Комплекса I в деактивированное состояние.

ЭПР�спектроскопия Комплекса I в СМЧ показала, что деакти�
вация затрагивает только терминальную убихинон�связывающую
область фермента. При добавлении NADH к Д�форме Комплекса I
все его железо�серные центры быстро восстанавливаются, однако
при этом не обнаруживаются сигналы прочно связанного убисеми�
хинона – интермедиата внутримолекулярного переноса электронов
на свободный убихинон мембраны [101].

В присутствии субстратов реакции (NADH или NADPH и окис�
ленный убихинон, эндогенный или его водорастворимый гомолог)
Д�форма Комплекса I медленно (k

a
~ 4 мин–1 при 25 оС) превращается

в А�форму (реакция 4 ) [77]. Процесс активации хорошо заметен при
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регистрации NADH�оксидазной активности предварительно деакти�
вированного Комплекса I: окисление NADH происходит с выражен�
ной лаг�фазой. Для активации фермента необходим один или нес�
колько полных или полу�оборотов: так добавление NADH к деакти�
вированному ферменту в условиях, когда убихинон в мембране пол�
ностью восстановлен, например, в присутствии сукцината в анаэроб�
ных условиях или в присутствии антимицина или миксотиазола, не
приводит к активации фермента [79]. Активация не происходит и
при инкубации с NAD+ или ADP�рибозой, конкурентными ингиби�
торами Комплекса I [3]. В то же время фермент полностью превра�
щается в А�форму в аэробных условиях при добавлении к СМЧ суб�
стехиометрических по отношению к содержанию Комплекса I коли�
честв NADH в присутствии NADH�регенерирующей системы [79].
Возможный механизм активации Комплекса I может состоять в
медленном образовании прочно связанного убисемихинона после
восстановления Д�формы NADH [3]. Каков бы ни был молекуляр�
ный механизм «оборот�зависимой» активации, существенный ее аспект
состоит в том, что ни восстановление фермента NADH, ни появление
восстановленного хинона сами по себе не обеспечивают перехода
Д → А. Равновесие реакции спонтанного перехода А ↔ Д сильно
сдвинуто в сторону образования Д�формы. Таким образом очевидно,
что медленная «затравочная» реакция окисления NADH убихиноном
энергетически сопряжена с совершением работы, необходимой для
сдвига равновесия А ↔ Д вправо, против термодинамического потен�
циала. В «главной» быстрой реакции, катализируемой А�формой,
свободная энергия окисления NADH убихиноном используется для
возникновения ∆µ~

H+ (реакция 1 ). Свободная энергия того же про�
цесса (NADH + Q + H+ ↔  NAD+ + QH

2
) используется в «затравоч�

ной» реакции для возникновения термодинамически нестабильной,
«напряженной» конформации активного фермента. Интересно
отметить, что если все стадии процесса, изображенного на рис. 3,
прочно сопряжены, следует ожидать, что продукты прямой реакции
(NAD+ и убихинол) должны «запирать» протекание обратной реакции
(обратный перенос электронов), делая фермент неактивным! С
другой стороны, не вызывает сомнения, что Комплекс I катализирует
обратный перенос электронов, правда со скоростями, составляющими
примерно четверть от величин, характерных для прямой реакции, и
происходящий другим путем (механизмом) (см. раздел III). Выска�
занные здесь соображения об энергозависимости катализа и разли�
чии путей протекания прямой и обратной реакции, по нашему мне�
нию заслуживают дальнейшего экспериментального развития, так
как они касаются достаточно общей проблемы обратимости функ�
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ционирования ферментов – энергопреобразователей. Эта проблема
применительно к работе другого преобразователя энергии – мито�
хондриальной АТР�синтетазы подробно обсуждалась в обзорах,
недавно опубликованных одним из нас [1, 134].

Скорость активации сильно уменьшается при щелочных зна�
чениях рН, в особенности, в присутствии ионов двухвалентных
металлов (отметим, что каталитические активности А�формы
Комплекса I почти не зависят ни от рН в интервале 7–9, ни от
катионов) [77]. Влияние катионов металлов уменьшается в ряду:
Ni2+>Co2+>La3+>Mn2+>Ca2+≈Mg2+>Ba2+ [77]. Одновалентные катионы
не влияют на скорость реактивации Д�формы Комплекса I [77].

Активная и деактивированная формы фермента различаются не
только по своим каталитическим свойствам, но и структурно. Только
А�форма связывает с высоким сродством специфические ингиби�
торы Комплекса I ротенон и пиерицидин [59]. Только Д�форма необ�
ратимо модифицируется SH�реагентами, что сопровождается инги�
бированием фермента (реакция 5 на рис. 3) [77]. Методом диффе�
ренциального мечения было показано, что одна из субъединиц с
молекулярной массой около 15 кДа становится доступной в Д�форме
фермента для модификации SH�реагентами [53]. Анализ первичных
последовательностей субъединиц с близкими молекулярными мас�
сами позволяет предложить два возможных кандидата на роль этой
субъединицы: либо 15 кДа субъединицу фрагмента IP (IP�15), либо
недавно идентифицированную в составе Комплекса I субъединицу
В14.7, гомологичную белкам семейства TIM, принимающим участие
в переносе полипетидов, кодируемых ядерным геномом, через внут�
реннюю мембрану митохондрий [21]. В бактериальных ферментах,
у которых А ↔ Д переход отсутствует [76, 60], нет и гомологов субъе�
диниц IP�15 и В14.7. С другой стороны, субъединица IP�15 гомоло�
гична одной из субъединиц фермента N. crassa (персональное сооб�
щение д�ра А. Видейры, Португалия), а субъединица В14.7 гомоло�
гична субъединице 23.4 b кДа Комплекса I N. crassa [21].

Практически все препараты Комплекса I представляют собой
гетерогенную смесь А� и Д� форм фермента и катализируют окисле�
ние NADH с аномальной кинетикой. В связи с этим мы разработали
набор методических приемов, позволяющих, с одной стороны, оце�
нивать соотношение активной и деактивированной форм в любом
препарате Комплекса I, а с другой стороны – получать препараты,
пригодные для стандартного кинетического анализа. Эти приемы,
основанные на появлении чувствительности фермента после его
деактивации к ионам двухвалентных металлов и к NEM, легко
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использовать для обнаружения явления активации/деактивации
Комплекса I в различных объектах [58, 60].

Долгое время оставалось неясным, присуще ли явление актива�
ции/деактивации интактным митохондриям или оно наблюдается
только в препарате СМЧ и изолированном Комплексе I. Нужно иметь
в виду, что бoльшая часть Комплекса I в интактных митохондриях
экспонирована в матрикс, который содержит множество белков,
потенциально способных прямо или косвенно с ним взаимодейство�
вать. При получении частиц, а тем более очищенного Комплекса I
применяют достаточно жесткие процедуры, и можно было думать,
что само явление А ↔ Д перехода – артефакт, обусловленный либо
модификацией фермента, либо потерей факторов, обеспечивающих
стабилизацию активной формы фермента. Изолированные мито�
хондрии – слишком сложный объект для исследования свойств
Комплекса I. Связано это прежде всего с тем, что внутренняя мембрана
митохондрий непроницаема для пиридиннуклеотидов. Обычно для
оценки NADH�оксидазной реакции, катализируемой митохондриями,
используют субстраты NAD+�зависимых дегидрогеназ, локализо�
ванных в митохондриальном матриксе (малат, глутамат, пируват,
β�оксибутират и др.). Таким образом, помимо компонентов дыха�
тельной цепи в реакцию окисления NADH кислородом оказываются
вовлеченными ферменты�переносчики субстратов и NAD+�зависи�
мые дегидрогеназы. Понятно, что кинетический анализ системы,
состоящей из такого набора участников, сильно затруднен, если не
невозможен. Другая трудность – присутствие в митохондриях эндо�
генных субстратов�нуклеотидов (NAD+ и NADP+). Для преодоления
этих трудностей мы применили каналообразующий антибиотик –
аламетицин, который, образуя во внутренней мембране митохондрий
поры для низкомолекулярных веществ, обеспечивает ее свободную
проницаемость для NADH. Кроме того, использование аламетицина
позволяет истощить матрикс митохондрий по никотинамидным
коферментам и таким образом предотвратить оборот�зависимую
активацию Комплекса I [58]. По данным электронной микроскопии
обработка митохондрий аламетицином не приводит к повреждению
внешней и внутренней мембран митохондрий [55]. Обработанный
аламетицином препарат митохондрий по нашим данным практически
полностью сохраняет белки�ферменты матрикса [55].

На таком препарате нам удалось показать, что Комплекс I в
митохондриях также может существовать в активной и деактивиро�
ванной форме. Прогревание митохондрий сердца крысы, предвари�
тельно обработанных аламетицином, при 37 оС в течение 15 минут
приводит к появлению всех «диагностических» признаков деакти�
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вации Комплекса I. В NADH:убихинон�оксидоредуктазной реакции
появляется отчетливая лаг�фаза, продолжительность которой сильно
увеличивается в присутствии Mg2+ и она становится чувствительной
к NEM [58]. Процесс деактивации Комплекса I в митохондриях
протекает с теми же параметрами, что и в препарате СМЧ [58]. Мы
не обнаружили существенного влияния белков матрикса (грубый
препарат, полученный осаждением водорастворимых белков супер�
натанта, остающегося после осаждения СМЧ) на скорости активации
и деактивации Комплекса I, однако при добавлении субстратов
NAD+�зависимых дегидрогеназ белки матрикса полностью защищали
Комплекс I от тепловой деактивации [58]. Таким образом, при нор�
мальном снабжении клеток кислородом митохондриальный Комп�
лекс I, по�видимому, всегда находится преимущественно в А�форме.
Существуют ли в клетке условия, при которых Комплекс I деакти�
вируется? Ответ на этот вопрос был получен недавно Маклашиной
и соавт., которые проследили влияние аноксии и реоксигенации на
состояние Комплекса I в митохондриях перфузированного сердца
крысы [88]. Оказалось, что в препарате СМЧ, полученных из мито�
хондрий, изолированных из сердца после долгосрочной (60 мин)
перфузии средой, насыщенной кислородом, доля А�формы Комп�
лекса I составляет около 90% (рис. 4). При аноксии, когда катали�
тические обороты фермента становятся невозможными (полное вос�
становление митохондриального NADH и убихинона), Комплекс I
деактивируется и доля его А�формы снижается до 40%. Цикл деакти�
вация (аноксия) – реактивация (аэробная реперфузия) может быть
повторен несколько раз (рис. 4). Нам представляется замечательным
тот факт, что феномен А ↔ Д перехода, обнаружение которого было
связано с внимательным анализом кинетических кривых регистра�
ции активности, оказался теперь прослеженным в ряду: изолиро�
ванный очищенный фермент – СМЧ – интактные митохондрии –
интактное сердце!

Вопрос о том, является ли процесс активации/деактивации уни�
версальным для эукариотических клеток, оставался открытым. В связи
с этим мы проверили возможность аналогичных переходов для Комп�
лекса I в СМЧ гриба N. crassa. Выбор этого объекта был обусловлен
несколькими причинами. Во�первых, гриб N. crassa эволюционно
сильно удален от млекопитающих, и в случае обнаружения актива�
ции/деактивации у этого объекта предположение о возможной регу�
ляторной роли этого явления было бы сильно подкреплено. Во�вторых,
Комплекс I N. crassa достаточно хорошо охарактеризован структурно
[132], что позволяет провести сравнительный анализ этого фермента
с Комплексом I млекопитающих (см. табл. 1). В�третьих, в мембранах
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митохондрий, выделенных из N. crassa, присутствуют по крайней мере
еще два фермента, катализирующих окисление NADH: NADH�дегид�
рогеназа Типа�2 (NDH�2) и Са2+�зависимая NADH:убихинон�окси�
доредуктаза [131]. Наличие этих ферментов позволяет использовать
мутагенез Комплекса I без опасения летальных для организма мута�
ций. В частности, на этом объекте можно выяснить роль отдельных
субъединиц фермента в медленных обратимых взаимопревращениях
А� и Д� форм Комплекса I.

Оказалось, что Комплекс I в СМЧ N. crassa также существует в
виде двух взаимопревращающихся форм, хотя переходы между ними
имеют ряд особенностей [60]. Так например, деактивация Комплекса
I в N. crassa происходит быстрее, чем у Комплекса I сердца млекопи�
тающих (полувремя А → Д превращения t

1/2
 составляет 5 и 2,5 мин

при 25 оС и 30 оС, соответственно, а аналогичные величины для фер�
мента сердца быка равны 100 и 20 мин) [60]. Прослеживается корре�
ляция между температурными условиями функционирования Комп�
лекса I и температурной зависимостью его деактивации. Фермент
гриба N. crassa, живущего в широком диапазоне температур окружаю�
щей среды, деактивируется со значительными скоростями уже при
комнатной температуре, тогда как такие же скорости А → Д перехода
Комплекса I сердца млекопитающих достигаются только при 37 оС
[79]. Это результат указывает на важность этого процесса для природ�
ного регулирования каталитической активности Комплекса I. Другая
особенность Д�формы Комплекса I N. crassa – высокое сродство к
ионам двухвалентных металлов: константы диссоциации комплексов
Д�формы фермента с ионами Mg2+ равны 0,4 и 0,025 мМ для Комп�
лекса I из сердца быка и N. crassa соответственно [60, 77]. В опытах
in vitro уже при комнатной температуре (20–25 оС) в присутствии Mg2+

Рис. 4. Влияние аноксии и аэрации в
перфузируемом сердце крысы на сос�
тояние Комплекса I.

Изолированное сердце крысы по�
переменно перфузировали средой,
насыщенной либо азотом, либо кис�
лородом при 37

о
С. В выделенных из

перфузированных сердец митохонд�
риях, а затем полученных из них пре�
паратах СМЧ, оценивали долю актив�
ной формы Комплекса I, используя в
качестве диагностического критерия
чувствительность NADH:убихинон�
оксидоредуктазной реакции к ионам
Mg2+ [88].
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полностью активные СМЧ из N. crassa катализируют окисление NADH
так, как если в стационарном состоянии постоянно происходит цик�
лическое превращение А в Д и обратно (реакции 2 и 4 на рис. 3).

Недавно Маклашина и соавт. опубликовали качественные дан�
ные, показывающие, что А ↔ Д переход отсутствует у фермента E.
coli и некоторых беспозвоночных животных (дождевой червь, свер�
чок, омар). У позвоночных (карп, лягушка, цыпленок) Комплекс I
существует в виде А� и Д� форм, характеристики перехода между ними
близки к таковым для фермента сердца быка. Фермент дрожжей Y.
lipolytica демонстрирует А ↔ Д переход с существенно меньшим
активационным барьером, чем Комплекс I сердца быка [87].

В митохондриях может существовать несколько факторов, влияю�
щих на соотношение А� и Д� форм Комплекса I. К таким факторам
можно отнести эндогенные гидрофобные или амфипатические сое�
динения, например, жирные кислоты, которые подобно гидрофоб�
ным ингибиторам Q�связывающего центра Комплекса I могут сдви�
гать равновесие между активной и деактивированной формами
фермента в реакции 2 (рис. 3). К факторам, замедляющим активацию
фермента (Д → А переход, реакция 4, рис. 3), прежде всего относятся
двухвалентные катионы. В матриксе митохондрий обнаруживают ионы
Mg2+ в миллимолярных концентрациях, кроме того известно, что
митохондрии в различных физиологических условиях способны
накапливать значительные количества ионов Са2+. Если это проис�
ходит в присутствии фосфата, то матрикс митохондрий защелачи�
вается, а это в свою очередь должно дополнительно замедлять ско�
рость активации Комплекса I. При патологических состояниях,
например аноксии, Комплекс I переходит в деактивированное сос�
тояние [88]. Последующая оксигенация (реперфузия) должна пред�
ставлять опасность, так как деактивированный Комплекс I очень
медленно переходит в активное состояние, а Д�форма фермента спо�
собна взаимодействовать с молекулярным кислородом, образуя
супероксид�радикал (реакция 3, рис. 3). Было бы интересно (и
практически полезно) найти фармакологические препараты, способ�
ные влиять на скорости и равновесие А → Д переходов.

V. ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Как очевидно из уравнения реакции (1) (см. начало обзора), про�
тон�транслоцирующая NADH:убихинон�оксидоредуктаза в клетках
млекопитающих выполняет, по крайней мере, три важнейших
функции: 1) фермент обеспечивает главный путь окисления NADH,
образующегося в ходе окислительного распада белков, жиров и
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углеводов, поддерживая таким образом физиологически необхо�
димое соотношение NAD+/NADH; 2) он служит основным источ�
ником электронов для генерации ∆µ~

H+ остальными компонентами
дыхательной цепи; 3) сам комплекс представляет собой энергопре�
образующее устройство, обеспечивающее около трети общего запа�
сания энергии, освобождающейся при окислении NADH кислородом.

Сведения, приведенные в этом обзоре, позволяют предполагать,
что кроме выше перечисленных Комплекс I выполняет и другие, пока
неизвестные функции, иначе непонятно, почему эволюционный отбор
привел к возникновению столь сложно организованной структуры,
тогда как все три функции вполне успешно (как это происходит у
прокариот) реализуются гораздо более простыми образованиями. В
одной из последних работ, опубликованной Кембриджской группой
(лидирующей в области структурных исследований Комплекса I)
авторы подвели итог: Комплекс I митохондрий сердца построен из
46 индивидуальных полипептидов. Таким образом, 32 (!) субъединицы
фермента нужны неизвестно для чего. На первый взгляд ситуация
похожа на то, что известно (или точнее неизвестно) о специфических
функциях многочисленных белков рибосом. Существует, однако,
принципиальное различие: белки рибосом, по�видимому, форми�
руют и стабилизируют пространственную структуру главного «кар�
каса» рибосомы – РНК, тогда как Комплекс I не имеет такого кар�
каса. Мы полагаем, что одним из важных направлений дальнейших
исследований должен стать поиск новых свойств и функций Комп�
лекса I млекопитающих, особенно в сравнении с ферментами про�
кариот и низших эукариот.

Одна из возможных функций, по крайней мере некоторых
субъединиц, – «изоляция» относительно низкопотенциальных ред�
окс�центров от возможных «утечек» электронов на различные акцеп�
торы, в первую очередь, на кислород. Другая функция может состоять
в том, что «дополнительные» субъединицы нужны для прецизион�
ного регулирования активности фермента. Последнее утверждение,
конечно, останется только декларацией до тех пор, пока для той или
иной субъединицы не будет показано ее влияние (прямое или кос�
венное) на каталитическую активность.

Для биоэнергетики в узком смысле слова основная нерешенная
проблема применительно к Комплексу I – механизм электрохи�
мического сопряжения. Принимая во внимание стехиометрию век�
торного переноса протонов (4Н+ на 2е�) следует считать, что Комплекс
I либо содержит две классические Митчелловские петли редокс реак�
ций, либо фермент работает как редокс�зависимый протонный насос;
либо, наконец, реализуется смешанный механизм: насос и петля (как
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в цитохромоксидазе). До сих пор многочисленные схемы механиз�
мов, предложенные различными группами, в частности и нашей (век�
торная дисмутация двух убисемихинонов [133]), остаются только рабо�
чими гипотезами. Многое должно проясниться после установления
полной структуры комплекса с достаточно хорошим разрешением.

Другой аспект, открывающий перспективы дальнейших исследо�
ваний Комплекса I, – биомедицинские проблемы. Мы полагаем, что
«главная» функция фермента в тканях млекопитающих – поддержа�
ние в клетках стационарного соотношения NAD+/NADH. Это утверж�
дение можно обосновать природным примером: митохондрии пекар�
ских дрожжей Saccharomyces cerevisiae вообще не содержат протон�
транслоцирующей NADH:хинон�редуктазы, и их аэробная энерге�
тика успешно обеспечивается альтернативными, несопряженными
NADH:хинон�редуктазами. Болезни, связанные с повреждениями
Комплекса I, генетические или вызванные химическими агентами
(отметим, что детергенты, буквально окружающие нас в виде много�
численных моющих средств – специфические и высокоэффективные
ингибиторы Комплекса I), по�видимому, можно лечить, искусственно
заменяя фермент. Пример элегантной работы такого рода – восста�
новление способности окислять NADH культуры клеток млекопи�
тающих со специфической мутацией, приводящей к инактивации
Комплекса I, генно�инженерным введением в мембрану митохонд�
рий таких клеток дрожжевой NADH:хинон�редуктазы (NADH�дегид�
рогеназа Типа�2) [148]. Сказанное позволяет считать дальнейшее
изучение Комплекса I весьма перспективным направлением биоло�
гической химии.
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