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У роботі досліджувались співвідношення редокс-форм нікотинамідних коензимів і ензи-
матична активність І та ІІ комплексів дихального ланцюга мітохондрій клітин печінки щурів з 
ацетоамінофеніндукованим гепатитом за аліментарної нестачі протеїну. Встановлено, що за умов 
гепатиту, індукованого ацетоамінофеном після попереднього 4-тижневого утримання щурів на 
низькопротеїновій дієті, в мітохондріальній фракції клітин печінки спостерігається статистично 
вірогідне зниження величин активності NADH-убіхінонредуктази та сукцинатдегідрогенази з одно-
часним підвищенням співвідношення редокс-форм нікотинамідних коензимів (NAD+/NADH) порівняно 
з аналогічними показниками в клітинах печінки тварин з експериментальним гепатитом, які от-
римували харчовий раціон, збалансований за всіма нутрієнтами. Результати досліджень можуть 
стати базовими для біохімічного обґрунтування підходів до корекції й усунення порушень енергетич-
ного обміну за токсичного гепатиту, індукованого ацетоамінофеном на фоні аліментарної нестачі 
протеїну.

К л ю ч о в і  с л о в а: аліментарна нестача протеїну, ацетоамінофеніндуковане пошкодження 
печінки, NADH-убіхінонредуктаза, співвідношення редокс-форм нікотин
амідних коензимів, сукцинатдегідрогеназа.

З а умов обмеженого надходження протеїну 
метаболічна адаптація спрямована на за-
безпечення органів і тканин енергією 

та структурними субстратами за рахунок 
утилізації власних запасів, що супроводжується 
розвитком стану гіперкатаболізму [1, 2]. Син-
дром гіперкатаболізму характеризується різким 
збільшенням потреби в донаторах енергії 
та пластичному матеріалі, наслідком чого є 
дисрегуляторні зміни метаболічних процесів, 
переважання катаболічного типу реакцій пере-
творення основних макромолекул організму [3]. 
Загальна реакція організму за умов аліментарної 
депривації протеїну зводиться до поетапного 
відключення низки енергозалежних процесів, 
спрямованих на мобілізацію наявних енер-
гетичних ресурсів [4]. Проблема біохімічних 
механізмів формування дисбалансу систе-
ми біотрансформації енергії в умовах нестачі 

есенціальних нутрієнтів на сьогодні залишається 
відкритою і потребує детального дослідження 
[5, 6]. Для розгляду біохімічних механізмів дис-
балансу мітохондріальної системи енергозабез-
печення у разі токсичного ураження печінки 
тварин, утримуваних на харчовому раціоні з 
різним забезпеченням протеїном, актуальним є 
визначення ланок, що лімітують її можливості. 
З одного боку, вирішальним у порушенні 
функціонування системи біотрансформації 
енергії можуть бути зміни на рівні структурно-
функціональної організації ензиматичних 
комплексів дихального ланцюга мітохондрій, а з 
іншого – дефіцит субстратів окислення. 

Мета роботи – дослідження актив
ності NADH-убіхінонредуктази (1.6.5.3), 
сукцинатдегідрогенази (1.3.5.1) та 
співвідношення редокс-форм нікотинамідних 
коензимів (NAD+/NADH) у мітохондріальній 
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фракції клітин печінки щурів із токсичним ге-
патитом, індукованим ацетоамінофеном на фоні 
аліментарної нестачі протеїну.

Матеріали і методи

Дослідження проводили на білих без-
породних щурах масою 90–100 г, віком 2–2,5 
місяці. Всі маніпуляції із тваринами проводили 
відповідно до вимог міжнародної конвенції про 
захист хребетних тварин, які використовуються 
для експериментальних та інших цілей. 

Щурів утримували по одному в пластмасо-
вих клітках із піщаною підстилкою, доступ до 
води ad libitum. Нормування добового раціону 
здійснювали з урахуванням принципу парного 
харчування. 

Модель дослідження передбача-
ла поділ тварин на групи: І група – 
щури, які перебували на повноцінному 
напівсинтетичному раціоні (К); ІІ група – щури з 
ацетоамінофеніндукованим ураженням печінки, 
які перебували на повноцінному раціоні (Г); 
ІІІ – щури з ацетоамінофеніндукованим ура-
женням печінки, які попередньо перебували на 
напівсинтетичному низькопротеїновому раціоні 
(НПР+Г). 

Тварини І та ІІ групи отримували раціон, 
що містив 14% протеїну (у вигляді казеїну), 
10% жирів, 76% вуглеводів, збалансований за 
всіма нутрієнтами. Тварини ІІІ групи отриму-
вали ізоенергетичний раціон, що містив 4,7% 
протеїну, 10% жирів та 85,3% вуглеводів, роз-
рахований згідно з рекомендаціями American 
Institute of Nutrition [6, 7]. 

Після чотиритижневого утримання тва-
рин на експериментальній дієті моделюван-
ня ацетоамінофеніндукованого ураження 
печінки здійснювали шляхом введення per os 
ацетоамінофену в дозі 1 г/кг маси тварин у 2%-й 
крохмальній суспензії протягом 2 діб через 
24 год за допомогою спеціального зонда [8].

Цервікальну дислокацію тварин проводили 
під легким ефірним наркозом на 31-шу добу екс
перименту. 

Виділення мітохондріальної фракції 
здійснювали методом диференційного центри-
фугування в середовищі гомогенізації: 250 мМ 
сахароза, 1 мМ ЕДТА, 10 мМ трис-НСl, рН 7,4 
при 0–3 °С [9].

Активність NADH-убіхінонредуктази 
визначали спектрофотометрично і розра-

ховували з використанням коефіцієнта мо-
лярного поглинання 6,22∙103 М-1∙см-1 [10]. 
Активність NADН: фериціанідредуктази виз-
начали фериціанідним методом за швидкістю 
відновлення гексаціаноферату калію [11]; 
сукцинатдегідрогенази – за інтенсивністю 
відновлення фериціаніду калію [12]; вміст 
протеїну – за методом Лоурі [13].

Співвідношення між окисленою та 
відновленою формами нікотинамідних 
коензимів NAD+/NADН розраховували за кон-
стантою рівноваги малатдегідрогеназної реакції 
[14]:

[NAD+]/[NADH+H+] = 
= (1/2,78×10-5) × [оксалоацетат]/[малат].
Концентрацію оксалоацетату встановлюва-

ли колориметричним методом, який базується 
на взаємодії оксалоацетату з n-нітроаналіном 
з утворенням NN′-біс-(n-нітрофеніл)-С-
оксалілформазану, максимум поглинання якого 
λ = 450 нм [15], а концентрацію малату – спек-
трофотометричним методом за накопиченням 
NADH, еквімолярного кількості окисленого ма-
лату, при λ = 340 нм [16].

Одержані дані статистично обробляли за 
допомогою комп’ютерної програми «Microsoft 
Excel». Результати представляли як середнє зна-
чення 9 незалежних визначень ± похибка серед-
нього. Статистичну значимість різниці середніх 
показників оцінювали, використовуючи стан-
дартний t-критерій Стьюдента.

Результати та обговорення

Результатами наших досліджень вста-
новлено зниження активності NADH-
убіхінонредуктази мітохондріальної фракції 
печінки щурів з ацетоамінофеніндукованим 
гепатитом вдвічі порівняно з показниками 
контролю. Ймовірно, причиною встановлено-
го факту може бути порушення структурно-
функціональної організації комплексу І ди-
хального ланцюга в цих експериментальних 
умовах. Cлід відмітити, що одним із механізмів 
гепатотоксичної дії ацетоамінофену є 
зв’язування його метаболіту  – N-ацетил-п-
бензохіноніміну (NAPQI), утворюваного за 
участю цитохрому Р450, – із протеїнами ди-
хального ланцюга через залишки цистеїну. 
Враховуючи, що структурними компонента-
ми NADH-убіхінонредуктазного комплексу є 
залізо-сірчані кластери, збагачені залишками 

експериментальні роботи
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цистеїну, ймовірно, одним із механізмів порушен-
ня функціональної активності досліджуваного 
ензиму є утворення комплексів NAPQI–
протеїн. На сьогодні утворення ковалент-
них комплексів метаболітів ацетоамінофену з 
мітохондріальними протеїнами розглядається як 
тригер первинної мітохондріальної дисфункції, 
що визначає дисбаланс процесів енергозабезпе-
чення [17, 18]. 

Водночас слід зазначити, що в щурів з 
гепатопатологією в умовах аліментарної нестачі 
протеїну спостерігається тенденція до подаль-
шого зниження активності досліджуваного ен-
зиму (рис. 1). Оскільки структурними компо-
нентами NADH-убіхінонредуктази є субодиниці 
мітохондріального кодування ND1-ND6 та 
ND4L, то, ймовірно, за нестачі протеїну в харчо-
вому раціоні спостерігається порушення синте-
зу зазначених субодиниць.

Ще одним маркером функціональної 
активності комплексу І вважається NADH-
фериціанідредуктазна реакція. Використання 
штучного акцептора електронів – фериціаніду, 
здатного взаємодіяти з гідрофільною части-
ною комплексу І дихального ланцюга і ефек-
тивно перехоплювати електрони [10], дозволяє 
визначити критичні ділянки в його роботі. Ре-
зультати проведених досліджень показали, 
що в щурів з ацетоамінофеніндукованим ге-
патитом спостерігається зниження активності 
NADH:фериціанідредуктази в 3 рази порівняно з 
показниками контрольної групи тварин (рис. 2). 

Встановлений факт свідчить, що за токсич-
ного ураження печінки відбувається порушен-
ня транспорту електронів у дихальний ланцюг 
від NADH-залежних субстратів. Враховуючи, 
що фериціанідредуктазна активність властива 
лише для невеликого фрагмента комплексу І, до 
якого входять 3 субодиниці, два залізо-сірчані 
кластери [19], а також FMN – первинний акцеп-
тор електронів від NADH, то, вірогідно, встанов-
лений нами факт зниження активності NADH-
убіхінонредуктази значною мірою пов’язаний 
з порушенням функціональної здатності саме 
цього фрагмента досліджуваного ензиматично-
го комплексу. 

Водночас у групах тварин з ацето
амінофеніндукованим ураженням печінки, які 
утримувалися за різних режимів протеїнового 
харчування, вірогідних відмінностей рівня 
активності NADH:фериціанідредуктази не вста-
новлено. 

Дослідження мітохондріального спів
відношення окислених і відновлених форм 
нікотинамідних коензимів, розрахова-
них з урахуванням константи рівноваги 
малатдегідрогеназної активності показа-
ло, що в мітохондріях клітин печінки щурів 
з ацетоамінофеніндукованим гепатитом 
вірогідної різниці досліджуваного показни-
ка порівняно з контролем не спостерігається 
(рис. 3). 

Одержані результати вказують, що зни-
ження активності NADH-убіхінонредуктази за 
ацетоамінофеніндукованого гепатиту спричи-
нене порушенням структурно-функціональної 
організації комплексу І дихального ланцюга, а не 
дефіцитом субстрату для його роботи. Водночас 
у мітохондріальній фракції печінки щурів із ток-
сичним гепатитом, що утримувалися в умовах 

Рис. 1. Активність NADH-убіхінонредуктази 
мітохондріальної фракції печінки щурів 
за токсичного гепатиту, індукованого 
ацетоамінофеном на фоні аліментарної нестачі 
протеїну. Тут і на рис. 2–4: К – контроль; Г – 
щурі з ацетоамінофеніндукованим ураженням 
печінки, які перебували на повноцінному раціоні; 
НПР+Г – щури з ацетоамінофеніндукованим 
ураженням печінки, які перебували на 
напівсинтетичному низькопротеїновому раціо
ні. * Різниця порівняно з контролем вірогідна 
(n = 9, Р < 0,05); ** різниця порівняно з твари-
нами з ацетоамінофеніндукованим ураженням 
печінки, які перебували на повноцінному раціоні, 
вірогідна (n = 9, Р < 0,05)
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Рис. 2. Активність NADH:фериціанідредуктази 
в мітохондріальній фракції печінки щурів за 
ацетоамінофеніндукованого гепатиту на фоні 
аліментарної нестачі протеїну

Рис. 3. Співвідношення NAD+/NADH у 
мітохондріальній фракції печінки щурів за 
ацетоамінофеніндукованого гепатиту на фоні 
аліментарної нестачі протеїну
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Рис. 4. Активність сукцинатдегідрогенази 
в мітохондріальній фракції печінки щурів за 
ацетоамінофеніндукованого гепатиту на фоні 
аліментарної нестачі протеїну

Групи
К                             Г                       НПР+Г

30

25
20

15

10
5
0

К Г НПР+Г

35

45

40

50

Групи
К                             Г                       НПР+Г

нм
ол

ь 
су

кц
ин

ат
у/

хв
∙м

г п
ро

те
їн

у

4,0

3,5

3,0

2,5

2,0

1,5

0

К Г НПР+Г
4,5

0,5

1,0

аліментарної нестачі протеїну, зареєстровано 
підвищення співвідношення NAD+/NADH 
більше ніж у 2 рази. Наслідком встановлених 
змін, ймовірно, буде порушення постачання 
інтермедіатів для роботи комплексу І електро-
нотранспортного ланцюга. Враховуючи, що 
співвідношення NAD+/NADН у мітохондріях є 
показником енергетичного стану клітини та клю-
човим регулятором енергетичного метаболізму, 
визначаючи швидкість і напрям реакцій енер-
гозабезпечення та контроль функціонування 
загальних метаболічних шляхів у клітині 
[20], відхилення співвідношення NAD+/NADН 
від контролю може розглядатися як один із 
механізмів порушення клітинної біоенергетики 
в умовах аліментарної нестачі протеїну.

Слід зазначити, що за токсичного гепа-
титу, індукованого ацетоамінофеном на фоні 
аліментарної нестачі протеїну, в мітохондріях 
печінки щурів спостерігається зниження 
активності сукцинатдегідрогенази  – ключо-
вого ензиму комплексу ІІ дихального лан-
цюга, що виконує роль посередника між 
FAD-залежними субстратами і електронотран-
спортним ланцюгом [21]. Результати наших 
досліджень засвідчили зниження активності 
сукцинатдегідрогенази у 2,4 раза порівняно з 
контролем і в 1,5 раза порівняно з показниками 
в тварин із токсичним гепатитом, що утримува-
лись на повноцінному харчовому раціоні (рис. 4). 

Отже, встановлене зниження NADH-
убіхінонредуктазної і сукцинатдегідрогеназної 
активності відповідно І і ІІ комплексів дихаль-
ного ланцюга та підвищення співвідношення 
редокс-форм нікотинамідних коензимів у 
мітохондріях печінки щурів можуть роз-
глядатися як один із механізмів порушен-
ня роботи біотрансформації енергії за 
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ацетоамінофеніндукованого гепатиту на фоні 
аліментарної нестачі протеїну.

Результати досліджень можуть стати базо-
вими для біохімічного обґрунтування підходів 
до корекції та усунення наслідків порушен-
ня енергетичного обміну за токсичного гепа-
титу, індукованого ацетоамінофеном на фоні 
дефіциту харчового протеїну.

Активность NADH-
убихинонредуктазы и 
сукцинатдегидрогеназы 
печени крыс при токсическом 
гепатите, индуцированном 
ацетаминофеном на 
фоне алиментарной 
недостаточности протеина 

Г. П. Копыльчук, О. Н. Волощук

Черновицкий национальный университет 
имени Юрия Федьковича, Институт 

биологии, химии и биоресурсов, Украина;
e-mail: kopilchuk@gmail.com

В работе исследовано соотношение редокс-
форм никотинамидных коэнзимов наряду с 
ключевой энзиматической активностью І и ІІ 
комплексов дыхательной цепи митохондрий 
клеток печени крыс с ацетаминофениндуци-
рованным гепатитом в условиях алиментарной 
депривации протеина. Установлено, что в ус-
ловиях гепатита, индуцированного ацетамино-
феном, после предварительного 4-недельного 
содержания крыс на низкопротеиновой диете, 
в митохондриальной фракции клеток печени 
наблюдается статистически достоверное сниже-
ние NADH-убихинонредуктазной и сукцинат-
дегидрогеназной активности с одновременным 
увеличением соотношения редокс-форм нико-
тинамидных коэнзимов (NAD+/NADH) по срав-
нению с аналогичными показателями в клетках 
печени животных с экспериментальным гепа-
титом, содержавшихся на сбалансированном по 
всем нутриентам пищевом рационе. Результаты 
исследований могут стать базовыми для биохи-
мического обоснования подходов к коррекции и 
устранению последствий нарушения энергети-
ческого обмена при токсическом гепатите, инду-
цированном на фоне алиментарной протеиновой 
недостаточности.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: алиментарная 
депривация протеина, ацетаминофенинду-
цированное повреждение печени, NADH-
убихинонредуктаза, соотношение редокс-форм 
никотинамидных коэнзимов, сукцинатдегидро-
геназа.

NADH:ubiquinone reductase 
and succinate dehydrogenase 
activity in the liver of 
rats with acetaminophen-
induced toxic hepatitis on the 
background of alimentary 
protein deficiency

G. P. Kopylchuk, O. M. Voloshchuk

Yuriy Fedkovych Chernivtsi National University,
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e-mail: kopilchuk@gmail.com

The ratio between the redox forms of the nico-
tinamide coenzymes and key enzymatic activity of 
the I and II respiratory chain complexes in the liver 
cells mitochondria of rats with acetaminophen-in-
duced hepatitis under the conditions of alimentary 
deprivation of protein was studied. It was estimated, 
that under the conditions of acute acetaminophen-
induced hepatitis of rats kept on a low-protein 
diet during 4 weeks a significant decrease of the 
NADH:ubiquinone reductase and succinate dehy-
drogenase activity with simultaneous increase of the 
ratio between redox forms of the nicotinamide co-
enzymes (NAD+/NADН) is observed compared to 
the same indices in the liver cells of animals with 
experimental hepatitis kept on the ration balanced 
by all nutrients. Results of research may become 
basic ones for the biochemical rationale for the ap-
proaches directed to the correction and elimination 
of the consequences of energy exchange in the toxic 
hepatitis, induced on the background of protein de-
ficiency.

K e y  w o r d s: alimentary deprivation 
of protein, acetaminophen-induced hepatitis, 
NADH:ubiquinone reductase, the ratio between the 
redox forms of the nicotinamide coenzymes, succi-
nate dehydrogenase.
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