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Адаптация организма к нарушениям обмена веществ требует существования механизмов, связы-
вающих метаболизм с экспрессией генов. В числе таких механизмов в последнее время все чаще 
рассматривают ацилирование метаболических и гистоновых белков. Мы предположили, что изме-
нение уровня ацилирования белков опосредует адаптационный ответ на ингибирование ключевого 
метаболического процесса, катализируемого продуцирующим ацетил-КоА комплексом пируватде-
гидрогеназы  (ПДГ). Для проверки этой гипотезы животным интраназально вводили специфиче-
ские ингибиторы  ПДГ: ацетил(метил)фосфинат  (АцМеФ) или метиловый эфир ацетилфосфона-
та (АцФМе) – с последующей оценкой физиологических параметров, ацилирования белков мозга, 
а также экспрессии и фосфорилирования кодируемой PDHA альфа-субъединицы  ПДГ (α-ПДГ). 
При одинаковой дозе сильный ингибитор АцМеФ, в отличие от менее эффективного АцФМе, 
уменьшает уровень ацетилирования и увеличивает уровень сукцинилирования белков головного 
мозга с кажущейся молекулярной массой 15–20 кДа. Белки 30–50 кДа демонстрируют изменения 
ацетилирования лишь под влиянием сильного ингибитора АцМеФ, в то время как менее эффек-
тивный АцФМе в основном увеличивает уровень их сукцинилирования. Отсутствие изменений 
в сукцинилировании белков массой 30–50 кДа после введения АцМеФ совпадает с индукцией этим 
ингибитором десукцинилазы SIRT5, которая не наблюдается у животных, получавших  АцФМе. 
Экспрессия и фосфорилирование α-ПДГ в мозге, а также поведение животных и ЭКГ существен-
но не различаются между исследуемыми группами животных. Полученные результаты указывают 
на  то, что кратковременное ингибирование ПДГ головного мозга влияет на уровень ацетилиро-
вания и/или сукцинилирования белков головного мозга в зависимости от силы ингибитора, мо-
лекулярной массы белка и типа ацилирования. Стабильность физиологических параметров после 
ингибирования ПДГ свидетельствует в пользу гомеостатического характера этих изменений.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ацетилирование белков мозга, сукцинилирование белков мозга, фосфоновые/фос-
финовые аналоги пирувата, пируватдегидрогеназа, сиртуин.
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Принятые сокращения: ПДГ – пируватдегидрогеназа; α-ПДГ – альфа-субъединица ПДГ; PDHA – ген, кодирую-
щий α-ПДГ; ОГДГ  – 2-оксоглутаратдегидрогеназа (альфа-кетоглутаратдегидрогеназа); МДГ  – малатдегидрогеназа; 
интервал R-R – средний интервал между ударами сердца; SD – стандартное отклонение средних значений интерва-
ла R-R; dX – диапазон значений интервала R-R; RMSSD – среднеквадратичное значение последовательных различий 
в интервалах R-R.
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ВВЕДЕНИЕ

Давно известно, что белковое ацетили-
рование регулирует организацию хроматина 
гистонами  [1–3] и работу митохондриальных 
мультиферментных комплексов дегидрогеназ 
2-оксокислот, которые продуцируют ацил-КоА 
и другие реакционноспособные ацилсодержа-
щие интермедиаты  [4, 5]. В  последнее время 
посттрансляционные модификации путем аци-
лирования остатков лизина привлекают все 
больше внимания. Значительный интерес в 
этом плане приобретают как неядерные бел-
ки, помимо дегидрогеназ 2-оксокислот, так и 
NAD+-зависимые сиртуины – так называемые 
«омолаживающие» факторы, катализирующие 
деацилирование белков, отличных от гисто-
нов  [6–8]. В  то же время, наряду с известной 
митохондриальной локализацией комплексов 
дегидрогеназ 2-оксокислот, была выявлена и 
их ядерная локализация, связанная с участием 
комплексов в ацилировании гистонов  [9–12]. 
Кроме того, в дополнение к автоацилирова-
нию [4, 5] показано участие комплексов деги-
дрогеназ 2-оксокислот в ацилировании раз-
личных метаболических белков [13, 14]. Таким 
образом, комплексы дегидрогеназ 2-оксокис-
лот могут поставлять ацильные производные 
коэнзима А (ацил-КоА) для ацилирования гис-
тоновых и негистоновых белков. Поскольку 
основная функция комплексов тесно связана с 
аэробным окислением глюкозы мозга, саморе-
гуляция этого ключевого для метаболизма моз-
га процесса с помощью ацилирования белков 
может участвовать в поддержании гомеостаза 
при нарушениях метаболизма. Действительно, 
адаптивная роль ацилирования была выявлена 
в недавнем исследовании вызванного судоро-
гами дисбаланса обмена веществ в мозге на 
крысиной модели эпилепсии [15].

В дополнение к реакциям, катализируе-
мым дегидрогеназами 2-оксокислот, молекулы 
ацил-КоА могут быть синтезированы и в дру-
гих метаболических путях, таких как окисле-
ние жирных кислот или метаболизм кетоновых 
тел. В  частности, в некоторых эксперимен-
тальных системах в ацетилирование гистонов 
вовлечены ацетат-зависимая ацетил-КоА-син-
тетаза  2 (ACSS2) или цитрат-зависимая ATP- 
цитратлиаза  [16, 17]. Поскольку потоки суб-
стратов по генерирующим ацил-КоА путям 
зависят от тканеспецифичного метаболизма 
и экспрессии белков, вклад отдельных мета-
болических путей в ацилирование белков мо-
жет меняться. В  частности, ацетил-КоА, об-
разующийся при окислении жирных кислот 
в условиях голодания, вызывает чрезмерное 

ацетилирование белков печени у мышей  [18]. 
Ацетилирование белков увеличивается и в том 
случае, если стимулировать окисление жирных 
кислот в культивируемых фибробластах чело-
века  [18]. Однако в этих экспериментальных 
системах окисление жирных кислот и гипер-
ацетилирование белков вызваны направленны-
ми изменениями метаболизма. Физиологиче-
ский уровень ацетилирования белка, как и его 
изменения в ответ на другие нарушения, впол-
не может быть обеспечен другими источника-
ми ацетил-КоА, такими как полиферментный 
комплекс пируватдегидрогеназы (ПДГ).

Ацилирование белков мозга представляет 
особый интерес в связи с изучением молеку-
лярных механизмов памяти. Ацетилирование 
гистонов имеет важное значение для форми-
рования памяти, поскольку и обучение, и за-
поминание требуют ремоделирования хрома-
тина, которое зависит от ацетилирования гисто-
 нов [19]. Недавно выявленное снижение уров-
ня сукцинилирования митохондриальных бел-
ков в мозге пациентов с болезнью Альцгей-
мера  (БА)  [20] подтверждает патологическое 
значение давно известного снижения актив-
ности продуцента сукцинил-КоА – комплекса 
2-оксоглутаратдегидрогеназы  (ОГДГ) в мозге 
таких пациентов [21].

Цель нашей работы  – охарактеризовать 
влияние продуцируемого  ПДГ ацетил-КоА на 
ацилирование белков коры головного мозга 
крысы в модели кратковременной пертурба-
ции метаболизма. Такое нарушение метаболиз-
ма может возникнуть под влиянием факторов 
внешней среды или иных подобных воздей-
ствиях, активирующих физиологические ме-
ханизмы поддержания гомеостаза. В  данной 
работе в качестве такого воздействия исполь-
зовано кратковременное обратимое ингибиро-
вание ПДГ  [22–25]. Такая фармакологическая 
регуляция фермента имеет преимущества пе-
ред манипуляциями с экспрессией генов или 
синтезом белка, поскольку последние могут 
затрагивать не только конкретную биохимиче-
скую реакцию, но и важные для организации 
биосистем белок-белковые взаимодействия.

Ввиду строгой селективности ингибирую-
щего действия использованных нами фосфо-
нового и фосфинового аналогов пирувата  на 
ПДГ in  vivo  [22, 23] и значительно более вы-
сокой (порядка 100-кратной) ингибирующей 
способности фосфинатного аналога, по срав-
нению с фосфонатным  [23–25], в нашей ра-
боте используются два синтетических аналога 
пирувата, представленные на  рис.  1. Эти ана-
логи, ацетил(метил)фосфинат (АцМеФ) и ме-
тиловый эфир ацетилфосфоната (АцФМе), 
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Рис. 1. Структуры пирувата (2-оксосубстрата ПДГ) и его фосфинатного (АцМеФ) и фосфонатного (АцФМе) аналогов. 
Константы ингибирования (Ki) приведены по опубликованным результатам [23–25]

обладают сходными электростатическими и 
стерическими свойствами; таким образом, они 
не должны существенно отличаться по своей 
биодоступности. Следовательно, введение од-
ной и той же дозы этих разных по силе инги-
биторов должно моделировать различный уро-
вень ингибирования  ПДГ в головном мозге. 
Ввиду недавно охарактеризованной взаимо-
зависимости различных типов ацилирования 
белка из-за перекрывающихся сайтов ацили-
рования и конкуренции между комплексами 
ПДГ и  ОГДГ за их общий субстрат  КоА  [15], 
ингибирование ПДГ может оказывать не толь-
ко прямое влияние на ацетилирование белков, 
но и косвенно влиять на другие типы ацили-
рования. В  частности, ингибирование ПДГ 
может влиять на сукцинилирование белков, 
поскольку существует тесная метаболическая 
связь между комплексами ПДГ и  ОГДГ через 
цикл трикарбоновых кислот  (ЦТК): комплекс 
ПДГ поставляет ацетил-КоА в качестве суб-
страта  ЦТК, а комплекс ОГДГ, продуцирую-
щий сукцинил-КоА, лимитирует поток суб-
стратов через ЦТК  [25, 26]. Таким образом, в 
данной работе мы характеризуем ответ мозга 
на ингибирование ПДГ на уровне как ацети-
лирования, так и сукцинилирования белков.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Реагенты. Натриевые соли АцМеФ и АцФМе 
синтезированы, как опубликовано ранее [24, 
27], и их чистота была подтверждена мето-
дом  ЯМР. В  работе использованы буферы, 
соли и другие реагенты производства «Merck» 
(Германия) или наивысшей из доступных сте-
пени чистоты. Для приготовления растворов 
использовали деионизированную (MQ) воду. 
Используемые антитела указаны ниже в разде-
ле, посвященном Вестерн-блоттингу.

Лабораторные животные. Самцы крыс 
линии Вистар (n  =  22) приобретены в Го-
сударственном исследовательском центре 

Российской Федерации Института медико- 
биологических проблем РАН (ИМБП). В экс-
перименте использованы крысы в возрасте 
11–12  недель (массой 320  ±  30  г). Животных 
содержали при температуре 21  ±  2  °C и отно-
сительной влажности 53  ±  5% с 12/12-часо-
вым циклом свет/темнота (свет включается 
в 9:00 = ZT 0 и выключается в 21:00 = ZT 12). 
Животные имели свободный доступ к стан-
дартному гранулированному корму для гры-
зунов и водопроводной воде. Для содержания 
животных использованы стандартные клетки 
T/4K (555/4K, 580 × 375 × 200 мм), по 4–5 жи-
вотных в каждой клетке.

Введение ингибиторов пируватдегидроге-
назы. Интраназальное введение водного рас-
твора натриевых солей АцФМе или АцМеФ 
(в  дозе 0,1  ммоль/кг) проводили один раз 
утром в 10:00 ± 1 ч. Интраназальное введение 
является неинвазивным методом, обеспечи-
вающим прямой (в обход гематоэнцефаличе-
ского барьера) доступ к центральной нервной 
системе [28, 29]. Разделение животных на груп-
пы, получавшие физиологический раствор 
(0,9% NaCl; n = 6), АцФМе (n = 8) или АцМеФ 
(n = 8), является случайным. Через 24 ч после 
введения ингибиторов проведены физиоло-
гические тесты (процедуры описаны ниже) 
с последующей декапитацией на гильотине 
(«OpenScience», Россия). Декапитация счита-
ется одним из наименее стрессовых методов 
эвтаназии молодых крыс  [30–32]. Процедуру 
проводят в соответствии с рекомендуемыми 
протоколами  [30–32]. После каждого исполь-
зования гильотина тщательно промывается во-
дой и этанолом, чтобы запах крови не вызывал 
стресса у экспериментальных крыс. Извлечен-
ный мозг немедленно помещали в лед. Отде-
ляемую в течение 60–90  с после декапитации 
кору головного мозга замораживали в жидком 
азоте и хранили при температуре –70  °C до 
проведения биохимических анализов.

Поведенческие тесты и ЭКГ. Оценку по-
веденческой активности проводили в тесте 
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«Открытое поле», как описано ранее [33]. Для 
тестирования использовали круглую полипро-
пиленовую арену («OpenScience», Россия). По-
веденческие параметры (время и количество 
актов груминга, время замираний, количество 
стоек и количество пересечений любого типа 
линий) определяли в качестве показателей 
тревожности, исследовательской и локомотор-
ной активности [34, 35].

ЭКГ с использованием неинвазивных элек-
тродов регистрировали у бодрствующих живот-
ных в течение 3  мин, как описано ранее  [33]. 
С  помощью ЭКГ оценивают следующие пара-
метры: средний интервал между сердечными 
сокращениями (интервал  R-R,  мс); стандарт-
ное отклонение средних значений интерва-
ла  R-R (SD,  мс); диапазон значений интерва-
ла  R-R, т.е.  разница между максимальными 
и минимальными значениями (dX,  мс); сред-
неквадратичное значение последовательных 
отклонений в интервалах  R-R (RMSSD,  мс) и 
стресс-индекс (условные единицы).

Приготовление гомогенатов коры головного 
мозга крысы. Гомогенизацию ткани и обработ-
ку гомогенатов ультразвуком и детергентами 
проводили в соответствии с ранее опублико-
ванным протоколом [36].

Измерения активности ферментов. Актив-
ность малатдегидрогеназы  (МДГ) измеряют, 
как описано ранее [37].

Анализ уровней и посттрансляционных мо-
дификаций белков в коре головного мозга с по-
мощью Вестерн-блоттинга. Уровни белковой 
экспрессии SIRT3, SIRT5, α-ПДГ, фосфорили-
рованной по Ser293 α-ПДГ и ацетилированных 
белков в коре головного мозга крыс определены 
методом Вестерн-блоттинга с использованием 
первичных антител («Cell Signaling Technology», 
США). Уровень сукцинилирования белков 
определен с использованием антител («PTM 
Biolabs», США). Все первичные антитела ис-
пользованы в разведениях 1 : 2000 с приме-
нением вторичных антител к кроличьим ан-
тигенам, конъюгированных с HRP («Имтек», 
Россия). Относительная количественная оцен-
ка хемилюминесценции проведена в про-
грамме ChemiDoc Imager («Bio-Rad», США) с 
использованием программного обеспечения 
Image Lab версии 6.0.1 («Bio-Rad»). Уровни им-
мунореактивности нормализованы на общий 
белок в соответствующих полосах геля с ис-
пользованием количественного определения 
флуоресценции нанесенного на дорожку геля 
белка после взаимодействия с 2,2,2-трихлор-
этанолом [38]. Общую интенсивность окраши-
вания определяли как интегральную интен-
сивность всего трека от конца геля до области 

молекулярной массы белков 100  кДа. Полные 
изображения мембран, окрашенных антите-
лами, и соответствующих гелей, окрашенных 
2,2,2-трихлорэтанолом, используемых для 
нормировки на белок дорожки, приведены 
на Fig. S1 в Приложении.

Статистический анализ данных. Данные 
проанализированы с использованием про-
граммного обеспечения GraphPad Prism  7.0 
(«GraphPad Software  Inc.», США). Все данные 
на графиках показаны в виде столбцов со сред-
ними значениями и стандартными ошибками 
среднего (SEM) с дополнительным приведени-
ем индивидуальных значений параметров для 
каждого животного. Корреляции между пара-
метрами проанализированы с использованием 
метода Спирмена. Статистическая значимость 
различий при сравнении трех эксперименталь-
ных групп оценена с помощью одностороннего 
дисперсионного анализа (ANOVA) с исполь-
зованием post-hoc-критерия Тьюки. Стати-
стически значимые (р  ≤  0,05) различия пока-
заны на графиках. Статистическая значимость 
(р ≤ 0,05) фактора обработки, согласно ANOVA 
и F-значения со степенями свободы, показана 
под графиками как F (DFn, DFd). Во всех этих 
случаях значения  F превышают соответствую-
щие критические значения, подтверждая зна-
чимость представленных результатов.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

АцМеФ уменьшает уровень ацетилирования 
основной белковой полосы 15 кДа, оказывая раз-
ные эффекты на ацетилирование белков головного 
мозга 30–50 кДа. Вестерн-блоттинг с антитела-
ми к ацетилированным белкам выявил основ-
ную полосу ацетилированных белков головного 
мозга в области 15 кДа (рис. 2, д). Значительная 
интенсивность этой полосы и сходство ее кажу-
щейся молекулярной массы с таковой у коро-
вых гистонов [3] позволяют предположить, что 
полоса содержит гистоновые белки мозга.

Чем сильнее ингибитор  ПДГ, тем бо-
лее выражены его эффекты на ацетилиро-
вание белков головного мозга. Действитель-
но, введение АцМеФ (Ki  ~  10–6  M) изменяет 
уровни ацетилирования во всех четырех ко-
личественно охарактеризованных полосах 
ацетилированных белков, в то время как об-
работка АцФМе (Ki  ~  10–5–10–4  M) изменяет 
уровень ацетилирования только белковой по-
лосы 31 кДа (рис. 2, б–в; верхняя часть). При-
мечательно, что АцМеФ оказывает противо-
положные эффекты на ацилирование белков 
с разными молекулярными массами. Так, аце-
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Рис. 2. Ацилирование белков в гомогенатах коры головного мозга через 24  ч после введения ингибиторов  ПДГ. 
а–в – Ацетилирование и сукцинилирование показаны в верхней и нижней частях рисунков. Интенсивность каждой 
полосы нормализовалась на общее содержание белка в дорожке и оценивалась относительно среднего значения нор-
мализованной интенсивности полос в контрольной группе крыс, как описано в разделе «Материалы и методы». Зна-
чимость различий между группами на панелях  (а–г) обозначена линиями с указанием p-значений над ними. Когда 
фактор обработки является значимым согласно анализу ANOVA, характеристические p- и F-значения приведены под 
графиками. а – Общее ацетилирование и сукцинилирование белков. б – Изменения ацилирования низкомолекуляр-
ных белков (15–20 кДа). в – Изменения ацилирования белков 30–50 кДа. г –Влияние ингибиторов ПДГ на общую 
активность малатдегидрогеназы  (МДГ) в гомогенатах коры головного мозга. д  –  Репрезентативные Вестерн-блоты 
ацетилированных (слева) и сукцинилированных (справа) белков головного мозга, использованные для количествен-
ных оценок, представленных на панелях (а–в). Маркеры молекулярной массы приведены слева. Стрелками указаны 
полосы, использованные для количественного анализа. Здесь и далее одна панель образцов объединяет соответствую-
щие части, вырезанные из одного блота, тогда как полные изображения мембран и соответствующих гелей, используе-
мых для нормализации белка, показаны на Fig. S1 в Приложении

тилирование белков с массами 15, 29, 31  кДа 
уменьшается после обработки  АцМеФ, в то 
время как ацетилирование белков 50 кДа уве-
личивается (рис.  2,  б–в; верхняя  часть). В  ре-
зультате противоположных эффектов АцМеФ 
на ацетилирование разных белков и низкого 
вклада полосы 31 кДа, изменяющейся под дей-
ствием АцФМе, в общую интенсивность сум-
марный уровень ацетилирования белков го-
ловного мозга не меняется после введения ни 
АцМеФ, ни АцФМе (рис. 2, а; верхняя часть).

Индуцированное АцМеФ увеличение аце-
тилирования белковой полосы 50 кДа согласу-
ется с результатами функциональных тестов. 
Активность  МДГ  (36  кДа), для которой из-

вестно повышение при ацетилировании фер-
мента [39], демонстрирует тенденцию (р = 0,1) 
к увеличению  (рис.  2,  г) одновременно с ин-
дуцированным АцМеФ увеличением ацети-
лирования метаболических белков (50  кДа; 
рис. 2, в; верхняя часть).

Сукцинилирование и ацетилирование бел-
ков мозга меняются при ингибировании  ПДГ 
по-разному. Снижение под действием АцМеФ 
уровня ацетилирования белков массой 15  кДа 
сопровождается увеличением уровня сукци-
нилирования белков массой 15–20  кДа. При 
этом менее эффективный ингибитор АцФМе 
не влияет на уровень сукцинилирования бел-
ков головного мозга с низкой молекулярной 
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Рис. 3. Изменения уровней митохондриальной деацетилазы SIRT3 (а) и деацилазы отрицательно заряженных ациль-
ных групп SIRT5 (б) в гомогенатах коры головного мозга после введения ингибиторов ПДГ. Интенсивность каждого 
образца нормализована на содержание общего белка в дорожке и приведена в % к среднему значению такой интен-
сивности в контрольной группе крыс (см. раздел «Материалы и методы»). Репрезентативные Вестерн-блоты, исполь-
зованные для количественной оценки, показаны под графиками. Различия между группами и соответствующие им 
p-значения показаны на графиках линиями. При значимости фактора обработки согласно анализу ANOVA, под гра-
фиками приведены характеристические p- и F-значения

массой (рис. 2, а–в; нижняя часть). Иная ситуа-
ция наблюдается для сукцинилирования бел-
ков головного мозга массой 30–50 кДа. Сукци-
нилирование этих белковых полос значительно 
увеличивается при воздействии менее эффек-
тивного ингибитора ПДГ – АцФМе, но не из-
меняется под действием сильного ингибитора 
АцМеФ (рис. 2, а–в; нижняя часть). Посколь-
ку белки с массой 30–50  кДа представляют 
собой наибольшую часть сукцинилированных 
белков, общий уровень сукцинилирования так-
же увеличивается под действием АцФМе, в от-
личие от АцМеФ.

Таким образом, сильный ингибитор ПДГ 
АцМеФ действует по-разному не только на 
ацилирование белков с разной молекулярной 
массой, но и на различные типы ацилирова-
ния. Вызванное АцМеФ снижение ацетилиро-
вания белков с кажущейся молекулярной мас-
сой, близкой к молекулярной массе коровых 
гистонов (15–20  кДа), сопровождается повы-
шенным уровнем сукцинилирования этих бел-
ков, тогда как на сукцинилирование метаболи-
ческих белков (30–50 кДа) АцМеФ не влияет.

Экспрессия митохондриальной деацетилазы 
SIRT3 и десукцинилазы SIRT5 после ингибиро-
вания ПДГ. Принимая во внимание изменения 
в уровне ацетилирования и сукцинилирова-
ния белков мозга под действием ингибиторов 

ПДГ  (рис.  2), мы оценили уровни экспрессии 
соответствующих митохондриальных деаци-
лаз мозга: деацетилазы сиртуина  3  (SIRT3) и 
десукцинилазы сиртуина  5  (SIRT5) (рис.  3). 
Ингибиторы ПДГ не индуцируют существен-
ных изменений в уровнях SIRT3 или  SIRT5 
по сравнению с контрольными животными, 
однако уровень  SIRT5 значительно повыша-
ется после воздействия АцМеФ по сравне-
нию с АцФМе (рис. 3). Получавшие АцМеФ и 
АцФМе животные также существенно различа-
лись по уровням сукцинилирования белковых 
полос в интервале масс 37–50  кДа (рис.  2,  в; 
нижняя  часть). Таким образом, умеренное 
ингибирование ПДГ при действии АцФМе не 
влияет на уровни SIRT3 и  SIRT5  (рис.  3), но 
увеличивает сукцинилирование белков мас-
сой 37–50  кДа по сравнению с контрольными 
и получившими АцМеФ животными (рис. 2, в). 
При более сильном ингибировании ПДГ у жи-
вотных, получавших АцМеФ, по сравнению с 
получавшими АцФМе животными повышается 
экспрессия десукцинилазы SIRT5  (рис.  3,  б), 
что согласуется с отсутствием роста сукци-
нилирования белков массой 37–50  кДа у этой 
группы по сравнению с контролем, в отличие 
от обработанной АцФМе группы (рис. 2, в).

Комплементарные изменения экспрес-
сии  SIRT5 и сукцинилирования белков при 
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ингибировании  ПДГ показывают критиче-
скую роль SIRT5 в поддержании уровня сук-
цинилирования белков. Контроль сукцинили-
рования за счет экспрессии SIRT5 согласуется 
с существованием отрицательной корреля-
ции между уровнем сукцинилирования бел-
ков мозга и уровнем десукцинилазы  SIRT5 
в  мозге  (табл.  1). Напротив, отрицательной 
корреляции между уровнем ацетилирования 
белков и уровнем митохондриальной деацети-
лазы SIRT3 не выявлено. Вместо этого и общее 
ацетилирование, и ацетилирование белков 
массой 15  кДа положительно коррелируют с 
уровнем SIRT3 (табл. 1). Таким образом, взаи-
мосвязи между белковым ацетилированием и 
экспрессией деацетилаз могут быть сложнее, 
чем взаимосвязи между белковым сукцинили-
рованием и экспрессией десукцинилаз. По-ви-
димому, это связано с существенно большим 
количеством метаболических путей, генерирую-

щих и утилизующих ацетильные остатки по 
сравнению с теми, что участвуют в генерации 
и утилизации сукцинильных остатков.

С другой стороны, уровень сукцинили-
рования белков массой 30  кДа положительно 
коррелирует с уровнем деацетилазы  SIRT3 в 
мозге (табл. 1). Это наблюдение свидетельству-
ет о конкурентных отношениях между ацети-
лированием и сукцинилированием данных 
белков. По-видимому, деацетилирование ли-
зинов под действием SIRT3 может увеличивать 
их доступность для сукцинилирования.

Экспрессия альфа-субъединицы ПДГ и степень 
ее фосфорилирования по Ser293 после ингибиро-
вания ПДГ. Экспрессия ПДГ и регуляция фер-
мента фосфорилированием могут участвовать в 
компенсаторном ответе на ингибирование ПДГ, 
поскольку физиологические уровни активности 
ПДГ контролируются системой (де)фосфорили-
рования фермента. Фосфорилирование ПДГ 
по Ser293 киназой ПДГ инактивирует фермент, 
в то время как дефосфорилирование фосфата-
зой  ПДГ увеличивает активность. Как видно 
из рис. 4, экспрессия кодируемой PDHА альфа- 
субъединицы  ПДГ в мозге и фосфорилирова-
ние ее  Ser293 достоверно не изменяются по-
сле введения ингибиторов  ПДГ по сравнению 
с контролем. Дисперсионный анализ ANOVA 
показывает влияние ингибирования на фос-
форилирование Ser293  (рис.  4,  б), однако до-
стоверной разницы между тремя исследован-
ными группами не выявлено. Не отличаются 
эти группы животных и по отношению фосфо-
рилированной субъединицы к общей экспрес-
сии α-ПДГ (рис.  4,  в), что свидетельствует о 
пропорциональном изменении обоих параме-
тров без изменения уровня фосфорилирования 
белка. Таким образом, ингибирование  ПДГ, 
изменяющее ацетилирование и сукцинилиро-
вание белков мозга  (рис.  2  и  3), не вызывает 
компенсаторного повышения активности ПДГ 
посредством дефосфорилирования фермен-
та (рис. 4).

Корреляционный анализ уровня ацетили-
рования белков головного мозга и экспрессии 
субъединицы α-ПДГ (скорость-лимитирующе-
го компонента ПДГ-комплекса), определенных 
у животных всех исследованных групп, пока-
зал, что экспрессия α-ПДГ коррелирует поло-
жительно с ацетилированием белков массой 
50  кДа и отрицательно  – с  ацетилированием 
белков массой около 30 кДа (табл. 2). Такой ре-
зультат корреляционного анализа соответствует 
противоположным изменениям средних уров-
ней ацетилирования этих белков при действии 
ингибиторов ПДГ (рис.  2). Уровень фосфори-
лированной α-ПДГ (α-ПДГ-Ф) положительно 

Таблица 1. Корреляции Спирмена между ацилированием 
различных белков и экспрессией SIRT3 и SIRT5

Белки
SIRT3 SIRT5

Rs p Rs p

Aц-K Общее 0,45 0,04 0,15 0,51

Aц-K 15 кДа 0,55 0,01 0,03 0,90

Aц-K 29 кДа –0,02 0,92 –0,26 0,24

Aц-K 31 кДа –0,11 0,63 –0,35 0,11

Aц-K 50 кДа –0,02 0,92 0,21 0,34

Сук-K Общее 0,12 0,6 –0,33 0,13

Сук-K 50 кДа –0,03 0,89 –0,5 0,02

Сук-K 40 кДа 0,30 0,18 –0,37 0,09

Сук-K 37 кДа 0,20 0,36 –0,67 0,00

Сук-K 30 кДа 0,39 0,07 –0,21 0,34

Сук-K 21 кДа 0,11 0,62 0,05 0,84

Сук-K 15 кДа –0,18 0,43 0,17 0,44

Примечание. Корреляции определены с использова-
нием параметров исследованных животных всех групп 
(n  =  22). Ац-К  – Ацетилированные лизиновые остатки 
белков; Сук-К  – сукцинилированные лизиновые остат-
ки белков; Rs  – коэффициент корреляции; SIRT3  – ми-
тохондриальная деацетилаза; и SIRT5  – десукцинилаза; 
p  – значимость корреляции. Статистически значимые 
(p < 0,05) положительные или отрицательные корреляции 
окрашены в красный или синий цвета соответственно и 
выделены жирным шрифтом; тенденции (0,05 < p < 0,1) 
выделены жирным курсивом.
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Рис. 4. Регуляция экспрессии и фосфорилирования α-ПДГ в гомогенатах коры головного мозга при введении ин-
гибиторов ПДГ. а – Уровень альфа-субъединицы ПДГ (α-ПДГ); б – уровень α-ПДГ, фосфорилированной по Ser293 
(α-ПДГ-Ф); в – отношение между фосфорилированной и общей α-ПДГ. α-ПДГ и ее фосфорилирование определя-
ли по Вестерн-блотам, показанным под графиками. Интенсивность каждой полосы нормализована на общий белок 
дорожки и представлена в % от среднего значения нормализованной на белок интенсивности в контрольной группе 
крыс (см. раздел «Материалы и методы»). В случае статистической значимости фактора обработки согласно анализу 
ANOVA, характеристические p- и F-значения приведены под графиками

Таблица 2. Корреляции Спирмена между ацетилированием или сукцинилированием белков и экспрессией α-ПДГ, 
ее фосфорилированием по Ser293 и отношением фосфорилированной формы к общей экспрессии α-ПДГ

Белки
α-ПДГ α-ПДГ-Ф α-ПДГ-Ф/α-ПДГ

Rs p Rs p Rs p

Aц-K Общее 0,11 0,64 0,03 0,90 0,04 0,87

Aц-K 15 кДа 0,03 0,88 0,02 0,92 0,01 0,96

Aц-K 29 кДа –0,60 0,00 –0,01 0,95 0,30 0,18

Aц-K 31 кДа –0,52 0,01 –0,17 0,46 0,15 0,52

Aц-K 50 кДа 0,58 0,00 0,01 0,97 –0,21 0,35

Сук-K Общее –0,02 0,91 0,47 0,03 0,25 0,26

Сук-K 50 кДа –0,02 0,94 0,50 0,02 0,26 0,23

Сук-K 40 кДа 0,06 0,77 0,44 0,04 0,24 0,29

Сук-K 37 кДа 0,03 0,89 0,54 0,01 0,34 0,12

Сук-K 30 кДа –0,14 0,53 0,27 0,22 0,13 0,56

Сук-K 21 кДа 0,14 0,54 0,14 0,53 –0,10 0,67

Сук-K 15 кДа 0,01 0,96 0,15 0,52 –0,10 0,64

Примечание. Уровни белковой экспрессии и ацилирования определяли с помощью Вестерн-блоттинга, как описано 
в разделе «Материалы и методы». Ац-К – Ацетилирование; Сук-К – сукцинилированные лизиновые остатки белков; 
α-ПДГ-Ф – фосфорилирование субъединицы по Ser293; Rs – коэффициент корреляции Спирмена; p – статистическая 
значимость корреляций. Статистически значимые (p < 0,05) положительные или отрицательные корреляции выделе-
ны жирным шрифтом и окрашены в красный или синий цвета соответственно.
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Рис. 5. Параметры поведения и ЭКГ через 24 ч после введения ингибиторов ПДГ. Время замирания, время грумин-
га, количество актов груминга, стоек и локомоции определены в тесте «Открытое поле», как описано в «Материалах 
и методах». Длина интервала R-R (мс), стандартное отклонение средних значений интервала R-R (SD, мс), показатель 
вариабельности сердечного ритма dX, парасимпатический (релаксационный) RMSSD индекс и стресс-индекс симпа-
тической регуляции определены по ЭКГ, как описано в разделе «Материалы и методы»

коррелирует с уровнем сукцинилирования ме-
таболических белков (табл. 2; Сук-К 37–50 кДа). 
Таким образом, когда активность ПДГ-ком-
плекса снижена в результате ее фосфорили-
рования или действия ингибитора АцФМе 
(рис. 2, б–в; нижняя часть), сукцинилирование 
метаболических белков увеличивается.

Физиологические параметры эксперимен-
тальных животных не изменяются под действием 
ингибиторов  ПДГ. Для определения потенци-
альных эффектов ингибиторов ПДГ на физио-
логическое состояние оценивали поведение 
животных в тесте «Открытое поле» (рис.  5, 
верхняя часть) и параметры неинвазивной 
ЭКГ (рис.  5, нижняя часть). Отсутствие су-
щественных изменений данных параметров у 
животных после введения АцМеФ или АцФМе 
по сравнению с контрольной группой пока-
зывает, что биохимические изменения в мозге 
отражают адаптационный ответ, поддерживаю-
щий постоянство физиологических параметров 

экспериментальных животных на контрольном 
уровне. Однако следует отметить, что при от-
сутствии существенных изменений в средних 
по выборке значениях физиологических па-
раметров внутригрупповые различия между 
отдельными животными могут значительно 
изменяться под действием ингибиторов  ПДГ. 
Например, у крыс, получавших сильный ингиби-
тор ПДГ АцМеФ, наблюдается сни жение вариа-
бельности такого параметра как продолжитель-
ность замирания, а вариабельность параметров 
ЭКГ возрастает по сравнению с контрольными 
крысами, тогда как слабый ингибитор АцФМе 
не оказывает такого действия (рис. 5).

Важность изученных компонентов систе-
мы ацилирования мозга для физиологии оче-
видна из ряда значимых корреляций с параме-
трами поведения (табл. 3) и ЭКГ (табл. 4). Так, 
экспрессия SIRT5 демонстрирует положи-
тельную корреляцию со временем замирания; 
количество стоек положительно коррелирует 
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Таблица 3. Корреляции Спирмена между компонентами системы ацилирования мозга и параметрами поведения

Компоненты

Длительность 
замирания

Длительность 
груминга

Акты груминга Стойки Локомоция

Rs p Rs p Rs p Rs p Rs p

SIRT3 –0,05 0,83 –0,29 0,18 –0,20 0,37 0,01 0,98 –0,22 0,33

SIRT5 0,41 0,06 0,22 0,33 0,11 0,61 –0,17 0,44 0,20 0,37

Aц-K Общее 0,12 0,58 –0,06 0,79 –0,49 0,02 –0,03 0,90 –0,26 0,24

Aц-K 15 кДа –0,02 0,94 –0,22 0,33 –0,38 0,08 0,01 0,97 –0,37 0,09

Aц-K 29 кДа 0,07 0,75 0,14 0,54 0,05 0,81 0,19 0,39 0,24 0,29

Aц-K 31 кДа –0,03 0,88 –0,01 0,97 –0,07 0,76 0,10 0,67 0,09 0,69

Aц-K 50 кДа 0,12 0,58 0,29 0,19 –0,26 0,24 –0,16 0,47 –0,16 0,47

Сук-K Общее –0,13 0,56 –0,30 0,18 0,07 0,76 0,43 0,05 –0,01 0,97

Сук-K 50 кДа –0,17 0,46 –0,17 0,44 0,15 0,50 0,31 0,17 –0,04 0,87

Сук-K 40 кДа –0,10 0,67 –0,33 0,13 –0,13 0,55 0,38 0,08 0,01 0,96

Сук-K 37 кДа –0,25 0,27 –0,35 0,11 –0,03 0,89 0,30 0,18 –0,18 0,42

Сук-K 30 кДа –0,04 0,85 –0,12 0,59 0,07 0,77 0,37 0,09 –0,01 0,96

Сук-K 21 кДа –0,27 0,23 –0,29 0,20 0,11 0,62 0,41 0,06 0,06 0,79

Сук-K 15 кДа –0,14 0,52 –0,04 0,87 0,37 0,09 0,15 0,50 0,09 0,68

α-ПДГ –0,14 0,55 0,09 0,69 –0,40 0,07 –0,01 0,95 –0,41 0,06

α-ПДГ-Ф –0,12 0,61 –0,14 0,52 0,07 0,75 0,00 0,98 –0,16 0,47

α-ПДГ-Ф/ α-ПДГ 0,05 0,84 –0,21 0,35 0,11 0,61 0,04 0,87 0,11 0,62

МДГ –0,02 0,94 0,19 0,40 0,44 0,04 0,08 0,74 0,39 0,07

Примечание. Rs – Коэффициенты корреляций Спирмена; p – статистическая значимость корреляций. Статистически 
значимые (p < 0,05) положительные или отрицательные корреляции окрашены в красный или синий цвета соответ-
ственно и выделены жирным шрифтом; тенденции (0,05 < p < 0,1) выделены жирным курсивом. Принятые сокраще-
ния даны в Примечании к табл. 2.

с  сукцинилированием белков мозга, в то вре-
мя как количество актов груминга и в меньшей 
степени локомоторная активность связаны с 
ацетилированием белков мозга и экспрессией 
α-ПДГ (табл. 3).

Среди компонентов системы ацилирова-
ния мозга, коррелирующих с параметрами ЭКГ, 
ацетилирование белков с молекулярной массой 
29  кДа демонстрирует сильную положитель-
ную корреляцию с частотой сердечных сокра-
щений и вариабельностью сердечного ритма, 
коррелируя отрицательно со стресс-индексом, 
характеризующим симпатическую активность. 
Индекс парасимпатической (релаксационной) 

активности (RMSSD) имеет тенденцию к от-
рицательной корреляции с уровнем деацети-
лазы  SIRT3 (табл.  4). Таким образом, получе-
ны взаимодополняющие результаты о том, что 
релаксация падает с ростом деацетилирования 
митохондриальных белков, а стресс падает с 
ростом ацетилирования белков 29 кДа.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

При помощи фармакологического ингиби-
рования ПДГ фосфинатным и фосфонатным 
аналогами пирувата мы определили связь между 
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Таблица 4. Корреляции Спирмена между компонентами системы ацилирования головного мозга и параметрами ЭКГ

Компоненты

Интервалы R-R SD dX RMSSD Стресс-индекс

Rs p Rs p Rs p Rs p Rs p

SIRT3 –0,06 0,79 –0,27 0,23 –0,04 0,87 –0,36 0,10 0,20 0,38

SIRT5 –0,07 0,76 –0,03 0,91 –0,12 0,60 –0,06 0,79 0,12 0,60

Aц-K Общее 0,10 0,65 0,00 0,99 0,14 0,54 –0,09 0,68 –0,08 0,73

Aц-K 15 кДа 0,06 0,77 –0,12 0,58 0,07 0,77 –0,20 0,38 0,02 0,92

Aц-K 29 кДа 0,58 0,00 0,49 0,02 0,46 0,03 0,25 0,27 –0,50 0,02

Aц-K 31 кДа 0,29 0,18 0,29 0,20 0,17 0,44 0,11 0,63 –0,30 0,18

Aц-K 50 кДа –0,29 0,19 –0,11 0,63 –0,19 0,40 0,02 0,94 0,19 0,40

Сук-K Общее 0,05 0,84 –0,06 0,79 0,25 0,27 0,02 0,91 –0,01 0,97

Сук-K 50 кДа 0,05 0,84 –0,04 0,87 0,16 0,48 0,05 0,84 0,00 0,99

Сук-K 40 кДа 0,10 0,67 –0,12 0,60 0,18 0,41 –0,11 0,64 0,03 0,89

Сук-K 37 кДа –0,05 0,84 –0,29 0,19 –0,02 0,94 –0,18 0,43 0,19 0,39

Сук-K 30 кДа 0,21 0,35 –0,02 0,92 0,34 0,12 0,05 0,84 –0,07 0,77

Сук-K 21 кДа –0,17 0,44 –0,27 0,23 –0,02 0,92 –0,15 0,49 0,23 0,30

Сук-K 15 кДа –0,13 0,55 –0,01 0,95 0,14 0,55 0,12 0,60 0,03 0,89

α-ПДГ –0,34 0,12 –0,24 0,27 –0,21 0,34 –0,22 0,33 0,25 0,26

α-ПДГ-Ф –0,08 0,73 –0,03 0,90 0,12 0,60 0,24 0,29 –0,03 0,90

α-ПДГ-Ф/α-ПДГ 0,01 0,97 0,03 0,89 0,08 0,73 0,20 0,38 –0,10 0,66

МДГ –0,03 0,90 0,12 0,58 0,10 0,67 –0,11 0,63 –0,07 0,75

Примечание. Расшифровка параметров ЭКГ приводится в подписи к  рис.  5 и в разделе «Материалы и методы». 
Rs  – Коэффициенты корреляций Спирмена; p  – статистическая значимость корреляций. Статистически значимые 
(p  <  0,05) положительные или отрицательные корреляции окрашены в красный или синий цвета соответственно и 
выделены жирным шрифтом; тенденции (0,05  < p  <  0,1) выделены жирным курсивом. Принятые сокращения даны 
в Примечании к табл. 2.

катализируемой ПДГ реакцией и ацилировани-
ем белков мозга. Согласно охарактеризованной 
ранее [23–25] эффективности действия данных 
ингибиторов  ПДГ, введение животным одной 
и той же дозы АцМеФ и АцФМе должно при-
водить к различным уровням ингибирования 
фермента in  vivo. Определенная нами иерар-
хичность ответа системы ацилирования мозга 
на введение этих ингибиторов ПДГ хорошо со-
гласуется с разными уровнями ингибирования 
фермента  (рис.  6). При умеренном уровне ин-
гибирования  ПДГ (рис.  6,  а) ацетилирование 
значимо уменьшается только для белков мас-
сой 31 кДа, но значительно растет сукцинили-

рование белков головного мозга. При сильном 
ингибировании  ПДГ  (рис.  6,  б) значительно 
уменьшается ацетилирование основной полосы 
белкового ацетилирования, молекулярная мас-
са которой (15 кДа) соответствует массе гисто-
нов, а сукцинилирование этих белков увеличи-
вается. Для белков с другими молекулярными 
массами при сильном ингибировании ПДГ на-
блюдается как уменьшение (29 и 31 кДа), так и 
увеличение (50 кДа) ацетилирования. При этом 
уровень сукцинилирования этих негистоновых 
белков не меняется, а экспрессия десукцини-
лазы  SIRT5 растет  (рис.  3). Наблюдаемые из-
менения системы ацилирования мозга в ответ 
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на ингибирование  ПДГ согласуются с ядерной 
локализацией гистонов  (15  кДа), вовлекаемых 
в транскрипционную регуляцию при сильном 
ингибировании  ПДГ и митохондриальной/ци-
топлазматической локализацией других белков 
(30–50  кДа), реагирующих на умеренный уро-
вень ингибирования  ПДГ  (рис.  6). Примеча-
тельно, что в независимом исследовании с ис-
пользованием специфических антител к белкам 
разной внутриклеточной локализации и инги-
бирования ПДГ за счет нарушенного липоили-
рования ПДГ-комплекса были также показаны 
различия в изменении ацетилирования белков 
в зависимости от их локализации [40].

Повышенное сукцинилирование белков го-
ловного мозга с кажущейся молекулярной мас-
сой, соответствующей гистонам (15–20  кДа) 
(рис.  2,  б), совпадает с повышенной экспрес-
сией десукцинилазы  SIRT5 (рис.  3,  б). Такие 
cопряженные изменения могут быть следстви-
ем ожидаемой активации транскрипции при 
сукцинилировании гистонов, меняющим заряд 
лизиновых остатков гистонов с положительно-
го на отрицательный. Тот факт, что повышен-
ная экспрессия десукцинилазы метаболических 
белков  (SIRT5) уменьшает сукцинилирование 
негистоновых белков (30–50 кДа, рис. 2), но не 
белков массой 15 кДа, свидетельствует в пользу 

локализации этих белков вне и внутри ядра со-
ответственно, поскольку SIRT5 предназначен 
для десукцинилировании негистоновых белков, 
тогда как деацилазы гистонов являются фер-
ментами другого типа.

Результаты данного исследования указы-
вают на отсутствие однонаправленного от-
вета ацетилирования всех белков мозга на 
изменения функций ПДГ (продуцента аце-
тильных остатков) и SIRT3 (деацетилазы). 
В  частности, повышенное ацетилирование 
белков головного мозга с кажущейся молеку-
лярной массой, соответствующей массе гис-
тонов (15  кДа), положительно коррелирует 
с уровнями митохондриального  SIRT3, что 
может свидетельствовать о вкладе ацетили-
рования митохондриальных белков в ретро-
градную передачу сигнала от митохондрий 
к ядру (рис. 6). Напротив, экспрессия α-ПДГ 
положительно коррелирует с уровнем аце-
тилирования негистоновых белков, молеку-
лярная масса которых (50 кДа) соответствует 
массе тубулина. С  другой стороны, ацетили-
рование белков с массой около 30 кДа с уров-
нем α-ПДГ коррелирует отрицательно. Таким 
образом, наши данные свидетельствуют о том, 
что функция  ПДГ по-разному контролирует 
ацетилирование конкретных бел ков мозга.

Рис. 6. Схема предполагаемых механизмов адаптационной перестройки метаболизма мозга через ацилирование белков, 
изменяющееся под действием ингибиторов ПДГ АцФМе (а) и АцМеФ (б). Указаны известные локализации полифер-
ментных комплексов пируватдегидрогеназы (ПДГ) и 2-оксоглутаратдегидрогеназы (ОГДГ) в митохондриях и ядре
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Одной из особенностей этой сложной си-
стемы является сильная взаимозависимость 
различных типов ацилирования белка. Резуль-
таты протеомных исследований, хранящиеся в 
базах данных (например, PhosphoSite [41]), по-
казывают, что во многих случаях одни и те же 
остатки лизина могут подвергаться различным 
типам ацилирования. Вероятная конкуренция 
различных типов ацилирования за реакцион-
носпособные белковые остатки лизина может 
приводить к тому, что сукцинилирование неко-
торых остатков увеличивается, когда их ацети-
лирование – уменьшается. Такая конкуренция 
может объяснять наблюдаемую нами положи-
тельную корреляцию сукцинилирования белков 
массой 30 кДа с уровнем деацетилазы SIRT3 в 
мозге  (табл.  1) и аналогичные результаты не-
давнего масс-спектрометрического исследо-
вания белкового ацилирования на крысиной 
модели эпилепсии [15]. Конкуренция комплек-
сов ПДГ и ОГДГ за их субстрат КoA, который 
является предшественником ацилирующих 
белки производных КоА, может также вносить 
вклад в конкуренцию между разными типами 
ацилирований белков. Так, повышение доступ-
ности свободного КоА за счет уменьшения вы-
работки ацетил-КоА заингибированным ком-
плексом ПДГ может стимулировать выработку 
сукцинил-КоА комплексом ОГДГ.

С другой стороны, как в данной рабо-
те  (табл.  1), так и в недавнем исследовании 
модели эпилепсии у крыс  [15] уровни ацети-
лирования белков коррелируют с уровнями 
деацетилаз  SIRT3 и  SIRT2 положительно. Это 
указывает на отсутствие прямого контроля со-
стояния ацетилирования клеточных белков за 
счет экспрессии деацетилаз. Возможно, взаим-
ные отношения между деацетилазами и уровнем 
белкового ацетилирования неоднозначны из-за 
различных источников и мишеней ацетилиро-
вания белков. Напротив, сукцинилирование не-
гистоновых белков коррелирует с экспрессией 
десукцинилазы метаболических белков  (SIRT5) 
отрицательно, что соответствует непосредствен-
ному контролю уровня сукцинилирования с по-
мощью экспрессии десукцинилазы. Таким об-
разом, факторы конкуренции и специфическая 
регуляция источников и мишеней ацилирова-
ния могут обусловить наблюдаемые взаимные 
влияния процессов ацетилирования и сукцини-
лирования белков мозга, продемонстрирован-
ные при специфическом ингибировании ПДГ.

Фосфорилирование α-ПДГ не претерпе-
вает существенных изменений в ответ на крат-
ковременное действие ингибиторов ПДГ. Дей-
ствительно, известно, что фосфорилирование 
α-ПДГ реагирует на гормональный фон  [42–

45], который, по-видимому, не нарушен в на-
ших экспериментальных условиях. В результа-
те адаптационный ответ на кратковременное 
ингибирование  ПДГ поддерживается взаимо-
связанными реакциями ацилирования, а не фос-
форилированием α-ПДГ. Тем не менее уровень 
фосфорилированной (неактивной) α-ПДГ по-
ложительно коррелирует с сукцинилировани-
ем негистоновых белков  (табл.  2), что хорошо 
соответствует росту сукцинилирования при 
фармакологическом ингибировании  ПДГ. Кор-
реляция может отражать известное участие фос-
форилирования α-ПДГ в метаболическом пе-
реключении потоков субстратов между циклом 
трикарбоновых кислот, генерирующим сук-
цинил-КоА, и гликолизом  [46–48]. Механизм 
такого переключения может включать образо-
вание комплекса между фосфорилированной 
α-ПДГ и пируваткиназой  2M, выступающего 
в качестве регулятора транскрипции [44]. Схо-
жее транскрипционное действие известно для 
ОГДГ в комплексе с ацетил-КоА-ацилтранс-
феразой 2, связывание которой с ДНК контро-
лирует ацилирование гистонов  [12]. Исследо-
вания ацилирования белков мозга указывают, 
что формирование памяти и ее возрастные или 
патологические нарушения зависят не только 
от давно известного ацетилирования  [17, 49–
51], но и от сукцинилирования гистонов  [12]. 
Нарушение сукцинилирования негистоновых 
белков головного мозга является характерной 
чертой мозга пациентов с болезнью Альцгей-
мера [21], для которого давно известно сниже-
ние активности комплекса ОГДГ – продуцента 
сукцинил-КоА [20].

Наши результаты показывают иерархию 
изменений ацетилирования и сукцинилиро-
вания белков, направленных на поддержание 
стабильности физиологических параметров в 
условиях метаболического стресса. Умеренный 
ингибитор ПДГ АцФМе изменяет ацилирова-
ние белков массой 30–50 кДа, а ацилирование 
белков массой 15–20 кДа изменяется под дей-
ствием сильного ингибитора АцМеФ  (рис.  2). 
Мы предполагаем, что такая последователь-
ность событий указывает на два уровня си-
стемного ответа мозга на ингибирование ПДГ. 
В первую очередь реагирует система ацилиро-
вания метаболических белков, а далее наблю-
дается регуляция транскрипции за счет ацили-
рования гистонов (рис. 6).

Корреляции между различными компо-
нентами системы ацилирования белков голов-
ного мозга и физиологическими параметра-
ми (табл. 3 и 4) раскрывают физиологическое 
значение ацилирования белков  – тему, кото-
рая еще очень мало разработана. В частности, 
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отрицательные корреляции между SIRT3 в моз-
ге и RMSSD ЭКГ, а также между уровнем аце-
тилирования белков 29 кДа мозга и стресс-ин-
дексом ЭКГ  (табл.  4) указывают на связь 
баланса парасимпатической (релаксационной) 
и симпатической (стрессорной) вегетативной 
регуляции с уровнем ацетилирования белков 
головного мозга. Эта взаимосвязь может быть 
обусловлена тем фактом, что более высокий 
«потенциал ацетилирования» может отражать 
повышенный биосинтез ацетил-КоА, который 
является субстратом для биосинтеза нейроме-
диатора парасимпатической нервной системы 
ацетилхолина. Известно, что баланс контроли-
рующих стресс симпатической и парасимпа-
тической систем находится в сложной взаимо-
связи с формированием памяти  [52], причем 
при определенных условиях стресс может 
улучшать память [53]. В этой связи обнаружен-
ные нами корреляции между активностью па-
расимпатической системы и ацетилированием 
белков мозга могут указывать на зависимость 
памяти и когнитивных функций от ацилирова-
ния белков мозга. Дальнейшая идентификация 
специфических белков в составе белковых по-
лос, ацилирование которых изменяется в ответ 
на ингибиторы ПДГ и коррелирует с физиоло-
гическими параметрами, может способство-
вать определению специфических компонен-
тов системы ацилирования мозга, важных для 
контролируемых ацилированием белков мозга 
физиологических процессов. Эти компоненты 
могут участвовать и в нарушениях регуляции 
системы ацилирования при заболеваниях.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Усиление ингибирования комплекса ПДГ 
в головном мозге уменьшает ацетилирование 
и увеличивает сукцинилирование белков мас-
сой 15 кДа, в то время как влияние ингибиторов 
ПДГ на ацилирование белков головного мозга 

массой 30–50  кДа неоднозначно. В  отличие от 
ацилирования белков мозга, фосфорилиро-
вание  ПДГ существенно не изменяется после 
24-часового воздействия ингибиторов ПДГ. Та-
ким образом, изменение ацилирования белков 
головного мозга представляет собой кратковре-
менный ответ на ингибирование ПДГ, который 
может обеспечивать адаптацию организма к ме-
таболическому стрессу и участвовать в механиз-
мах развития патологий.
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ACYLATION OF THE RAT BRAIN PROTEINS IS AFFECTED 
BY THE INHIBITION OF PYRUVATE DEHYDROGENASE in vivo
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Organism adaptation to metabolic challenges requires coupling of metabolism to gene expression. In this 
regard, acylations of histones and metabolic proteins acquire significant interest. We hypothesize that 
adaptive response to inhibition of a key metabolic process, catalyzed by the acetyl-CoA-generating pyruvate 
dehydrogenase (PDH) complex, is mediated by changes in the protein acylations. The hypothesis is tested 
by intranasal administration to animals of PDH-specific inhibitors acetyl(methyl)phosphinate (AcMeP) or 
acetylphosphonate methyl ester (AcPMe), followed by the assessment of physiological parameters, brain 
protein acylation, and expression/phosphorylation of PDHA subunit. At the same dose, AcMeP, but not 
AcPMe, decreases acetylation and increases succinylation of the brain proteins with apparent molecular 
masses of 15-20 kDa. Regarding the proteins of 30-50 kDa, a strong inhibitor AcMeP affects acetylation 
only, while a less efficient AcPMe mostly increases succinylation. The unchanged succinylation of the 
30-50  kDa proteins after the administration of AcMeP coincides with the upregulation of desuccinylase 
SIRT5. No significant differences between the levels of brain PDHA expression, PDHA phosphorylation, 
parameters of behavior or ECG are observed in the studied animal groups. The data indicate that the short-
term inhibition of brain PDH affects acetylation and/or succinylation of the brain proteins, that depends on 
the inhibitor potency, protein molecular mass, and acylation type. The homeostatic nature of these changes 
is implied by the stability of physiological parameters after the PDH inhibition.

Keywords: brain protein acetylation, brain protein succinylation, phosphonate/phosphinate analog of pyruvate, 
pyruvate dehydrogenase, sirtuin
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