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Робота присвячена вивченню ізоцитратдегідрогеназної, α-кетоглутаратдегідрогеназної, малатдегідрогеназ-

ної реакцій циклу Кребса та співвідношенню NAD
+
/NADН у мітохондріальній фракції печінки щурів за умов аліме-

нтарної депривації протеїну. Дослідження проведені на білих безпородних щурах масою 90 – 100 г, віком 2 – 2,5 

місяці, поділених в залежності від кількості білка у раціоні на 2 групи: І група – щурі, які перебували на повноцін-

ному напівсинтетичному раціоні, збалансованому за усіма нутрієнами; ІІ група – щурі, які перебували на напівси-

нтетичному низькопротеїновому раціоні. Визначення активності NAD
+
-залежних дегідрогеназ циклу Кребса 

проводили спектрофотометрично. Ферментативну активність NAD
+
-залежної ізоцитратдегідрогенази реєст-

рували за накопиченням NADН при перетворенні ізоцитрату до α-кетоглутарату, активність NAD
+
-залежної 

малатдегідрогенази – за накопиченням NADН при окисленні малату при λ=340 нм. Активність NAD
+
-залежної α-

кетоглутаратдегідрогенази визначали спектрофотометрично за інтенсивністю окиснення α-кетоглутарату 

при λ=417 нм. Визначення ферментативних активностей проводили у мітохондріальній фракції печінки щурів, 

отриманій методом диференційного центрифугування. Встановлено, що у тварин, які утримувались за умов алі-

ментарної депривації протеїну, не спостерігається достовірних змін ізоцитратдегідрогеназної та малатдегід-

рогеназної активностей порівняно із показниками контрольної групи тварин. Водночас у мітохондріальній фрак-

ції печінки дослідних тварин α-кетоглутаратдегідрогеназна активність знижується у 2,2 рази. Окрім того, по-

казано, що за даних експериментальних умов спостерігається тенденція до підвищення співвідношення 

NAD
+
/NADН, що є важливим показником енергетичного стану клітини та ключовим регулятором енергетичного 

метаболізму, оскільки визначає швидкість і напрям реакцій енергозабезпечення та контролює функціонування за-

гальних метаболічних шляхів у клітині. Співвідношення між окисленою та відновленою формами нікотинамідих 

коферментів (NAD
+
/NADН) визначали за константою рівноваги малатдегідрогеназної реакції. Наслідком вста-

новлених змін, ймовірно, буде порушення надходження субстратів для І комплексу електронотранспортного лан-

цюга мітохондрій. Зроблено висновок, що виражене гальмування α-кетоглутаратдегідрогеназної активності та 

підвищення співвідношення NAD
+
/NADН у мітохондріальній фракції печінки щурів за умов аліментарної деприва-

ції протеїну свідчить про порушення постачання інтермедіатів для роботи дихального ланцюга мітохондрій, та 

може розглядатися як один із механізмів дисбалансу роботи системи біотрансформації енергії у мітохондріях за 

умов недостатності білка у раціоні. 
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Вступ. За умов обмеженого надходження біл-

ків та енергії метаболічна адаптація спрямована 

на забезпечення органів та тканин організму ене-

ргією і структурними субстратами за рахунок 

утилізації власних запасів, що супроводжується 

розвитком стану гіперкатаболізму (Антонов и 

др., 2006, Харченко и др., 2012). Синдром гіпер-

катаболізму характеризується різким збільшен-

ням потреби у донаторах енергії та пластичному 

матеріалі, результатом чого є переважання ката-

болічного типу реакцій перетворення основних 

макромолекул організму (Дундаров, Майоров, 

2009). Загальна реакція організму за умов білко-

вого голодування зводиться до поетапного відк-

лючення ряду енергозалежних процесів, спрямо-

ваного на мобілізацію наявних енергетичних ре-

сурсів для виконання життєво важливих функцій 

(Кашуров и др., 2010). Цей стан лежить в основі 

численних функціональних та метаболічних по-

рушень, проте послідовність біохімічних реак-

цій, які визначають розвиток та реалізацію енер-

гетичного дисбалансу в організмі за умов нестачі 

протеїну в раціоні, залишається відкритим пи-

танням та потребує детального вивчення. З одно-

го боку, визначальними у порушенні функціону-

вання системи біотрансформації енергії можуть 

бути зміни на рівні структурно-функціональної 

організації ферментативних комплексів дихаль-

ного ланцюга мітохондрій, а з іншого – дефіцит 

субстратів окислення. Тому метою нашої роботи 

було визначення активності NAD
+
-залежних фе-

рментів циклу Кребса – ізоцитратдегідрогенази, 

α-кетоглутарат-дегідрогенази та малатдегідроге-

нази і співвідношення NAD
+
/NADН у мітохонд-
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ріальній фракції печінки щурів за умов алімента-

рної депривації протеїну.    

Матеріали і методи. Дослідження проводи-

лись на білих безпородних щурах масою 90 – 100 

г, віком 2 – 2,5 місяці. Всі маніпуляції з тварина-

ми проводили відповідно до вимог міжнародної 

конвенції про захист хребетних тварин, які вико-

ристовуються для експериментальних та інших 

цілей. Модель дослідження передбачала поділ 

тварин на групи: І група – щурі, які перебували 

на повноцінному напівсинтетичному раціоні (К); 

ІІ група – щурі, які перебували на напівсинтети-

чному низькопротеїновому раціоні (НПР) 

(Reeves, 1993). Нормування добового раціону 

здійснювали з урахуванням принципу парного 

харчування. Тривалість експерименту становила 

28 днів. Цервікальну дислокацію тварин прово-

дили під легким ефірним наркозом.  

Мітохондріальну фракцію з гомогенату печі-

нки отримували методом диференційного 

центрифугування (Максимчук та ін., 2010). Ви-

значення активності дегідрогеназ циклу Кребса у 

мітохондріальній фракції проводили спектрофо-

тометрично. Активність NAD
+
-залежної ізоцит-

ратдегідрогенази реєстрували за накопиченням 

НАДН при перетворенні ізоцитрату до α-

кетоглутарату (Андреещева и др., 2006), а актив-

ність NAD
+
-залежної малатдегідрогенази – за на-

копиченням NADН при окисленні малату (Cetica, 

2003) при λ=340 нм. Активність NAD
+
-залежної 

α-кетоглутаратдегідрогенази визначали спектро-

фотометрично за інтенсивністю окиснення α-

кетоглутарату при λ=417 нм та виражали у 

нмоль/хв∙мг білка (Kiss, 2013). Вміст білка ви-

значали за методом Лоурі (Lowri, 1951). Співвід-

ношення між окисленою та відновленою форма-

ми нікотинамідих коферментів (NAD
+
/NADН) 

визначали за константою рівноваги малатдегід-

рогеназної реакції (Jang, 2012).  

Статистичну обробку результатів досліджень 

проводили за допомогою програми Microsoft 

Excel, використовуючи t-критерій Стьюдента. 

Вірогідними вважали відмінності між групами 

при р ≤ 0,05. 

Результати та обговорення. Результати про-

ведених досліджень показали, що у тварин, які 

утримувались за умов аліментарної депривації 

протеїну, не спостерігається достовірних змін 

ізоцитратдегідрогеназної та малатдегідрогеназ-

ної активностей   порівняно із показниками кон-

трольної групи тварин (рис. 1, 2). Враховуючи, 

що ізоцитратдегідрогеназна реакція є лімітую-

чою у циклі Кребса (Chang et al., 2011), то підт-

римання досліджуваної ферментативної активно-

сті на рівні контролю за умов білкової недостат-

ності, імовірно, відображає збереження функціо-

нальної активності основного метаболічного 

шляху клітини за даних експериментальних 

умов. Водночас підтримання активності мітохо-

ндріальної малатдегідрогенази, що каталізує те-

рмінальну реакцію циклу Кребса (Shi, 2008), на 

рівні значень контролю, може бути пов’язано з 

посиленим надходженням у мітохондрії із цито-

золю малату за участі малат-аспартатного шунта 

або фумарату із орнітинового циклу. Водночас у 

мітохондріальній фракції печінки дослідних тва-

рин α-кетоглутаратдегідрогеназна активність 

знижується у 2,2 рази (рис. 3). Зниження α-

кетоглутаратдегідрогеназної активності за умов 

аліментарної депривації протеїну, з одного боку, 

може бути пов’язане із посиленим потоком α-

кетоглутарату на використання у метаболічних 

шляхах перетворення амінокислот (McCammon 

et al., 2003). 
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Рис. 1. Ізоцитратдегідрогеназна активність за умов 

аліментарної депривації протеїну. 

Рис. 2. Малатдегідрогеназна активність за умов 

аліментарної депривації протеїну. 

Fig. 1. Isocytrate dehydrogenase activity under 

conditions of nutritional deprivation of protein. 

Fig. 2. Malate dehydrogenase activity under conditions 

of nutritional deprivation of protein. 
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Рис. 3. α -Кетоглутаратдегідрогеназна активність 

за умов аліментарної депривації протеїну. 

Рис. 4. Співвідношення NAD
+
/NADН за умов аліме-

нтарної депривації протеїну. 

Fig. 3. α-Ketoglutarate dehydrogenase activity under 

conditions of nutritional deprivation of protein. 

Fig. 4. NAD
+
/NADН ratio under conditions of 

nutritional deprivation of protein. 

 

З іншого боку, зниження досліджуваної фер-

ментативної активності може бути зумовлене по-

рушеннями функціональної активності безпосе-

редньо α-кетоглутаратдегідрогеназного комплек-

су, оскільки відомо (Starkov et al., 2004), що цей 

ферментний комплекс є продуцентом активних 

форм кисню і сам може інактивуватися за їх дії.     

Враховуючи, що продуктом ізоцитратдегідро-

геназної, α-кетоглутаратдегідрогеназної та мала-

тдегідрогеназної реакцій є NADН, біологічна 

роль якого полягає у постачанні протонів та еле-

ктронів для роботи дихального ланцюга мітохо-

ндрій, то надалі актуальним було визначення 

співвідношення NAD
+
/NADН у мітохондріях, що 

є важливим показником енергетичного стану 

клітини та ключовим регулятором енергетичного 

метаболізму, оскільки визначає швидкість і на-

прям реакцій енергозабезпечення та контролює 

функціонування загальних метаболічних шляхів 

у клітині (Stein, Imai, 2012). Зміна співвідношен-

ня окислених та відновлених форм нікотинамід-

них коферментів пов’язана з порушеннями окис-

но-відновних реакцій у циклі трикарбонових ки-

слот і спряженого з ним окисного фосфорилю-

вання, та є патогенетичною основою ряду пато-

логічних станів (Третьякова, 2003). 

Результати наших досліджень показали, що за 

умов аліментарної депривації протеїну спостері-

гається тенденція до підвищення співвідношення 

NAD
+
/NADН (рис. 4). Встановлений факт вказує 

на підвищення рівня NAD
+
 або зниження вмісту 

NADН у мітохондріях печінки за умов недостат-

ності білка у раціоні. Наслідком встановлених 

змін, ймовірно, буде порушення надходження 

субстратів для І комплексу електронотранспорт-

ного ланцюга мітохондрій. 

Висновки. Отже, за умов аліментарної депри-

вації протеїну не спостерігається достовірних 

змін ізоцитратдегідрогеназної та малатдегідроге-

назної активностей на фоні гальмування α-

кетоглутаратдегідрогеназної активності. Водночас 

спостерігається тенденція до підвищення співвід-

ношення NAD
+
/NADН, що, імовірно, свідчить про 

порушення постачання інтермедіатів для роботи 

дихального ланцюга мітохондрій, та може розгля-

датися як один із механізмів порушення роботи 

системи біотрансформації енергії у мітохондріях 

за умов аліментарної депривації протеїну.  
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THE ACTIVITY OF KREBS CYCLE NAD
+
-DEPENDENT DEHYDROGENASES UNDER 

CONDITIONS OF PROTEIN ALIMENTARY DEPRIVATION 
 

O. M. Voloshchuk, G. P. Kopylchuk, O. M. Kominko 
 

The work is devoted to study of the isocitrate dehydrogenase, α-ketoglutarate dehydrogenase and malate dehydroge-

nase reactions of the Krebs cycle and the NAD
+
/NADН ratio in the mitochondrial fraction of the rats’ liver under the con-

ditions of the alimentary deprivation of protein. Research was carried out on non-linear white rats in weight 90-100 g, at 

the  age 2-2.5 months, divided into 2 groups according to quantity of the protein in a ration: I group – rats maintained on 

the full value semisynthetic ration, balanced by all nutrients; II group rats maintained on the low-protein semisynthetic ra-

tion. Activity of the NAD
+
-dependent dehydrogenases of the Krebs cycle was determined spectrophotometrically. Enzymat-

ic activity of the NAD
+
-dependent isocitrate dehydrogenase was measured by the accumulation of NADН during the con-

verting of isocitrate to α-ketoglutarate, NAD
+
-dependent malate dehydrogenase  - by the accumulation of NADН during 

the oxaidation of malate at λ=340 nm. Activity of NAD
+
-dependent α-ketoglutarate dehydrogenase was determined spec-

trophotometrically by the intensity of the oxidation of α-ketoglutarate at λ=417 nm. Determination of the enzymatic activi-

ties was carried out in the mitochondrial fraction of the rats’ liver, received by the differential centrifugation method. It is 

estimated that in animals, maintained under the conditions of the alimentary deprivation of protein, the significant changes 

of isocitrate dehydrogenase and malate dehydrogenase activities aren’t observed comparing to control group. At the same 

time α-ketoglutarate dehydrogenase activity in the mitochondrial fraction of rats’ liver decreases by 2.2 times. Moreover, 

it is indicated that under the given experimental conditions the tendency to increase of the NAD
+
/NADН ratio is seen, be-

ing the important index of the energetic state of cell and key regulator of the energetic metabolism, because it determines 

the rate and direction of the energy supply reactions and controls the functioning of the general metabolic pathways in the 

cell. Ratio between oxidized and reduced forms of the nicotinamide coenzymes (NAD
+
/NADН) was determined by the 

equilibrium constant of the malate dehydrogenase reaction. The result of the observed changes, probably, will be the dis-

turbance of the supply of substrates for I complex of the electron transport chain of mitochondria. The conclusion is made 

that significant inhibition of the α-ketoglutarate dehydrogenase activity and increase of the NAD
+
/NADН ratio in the mito-

chondrial fraction of the rats’ liver under the conditions of the alimentary deprivation of protein evidences the distur-

bances of the intermediates supply for the respiratory chain of mitochondria, and can be considered as one of the mechan-

isms of imbalance in the functioning of the energy biotransformation system in mitochondria under the conditions of the 

deficiency of protein in ration. 

Key words: liver, isocitrate dehydrogenase, α-ketoglutarate dehydrogenase, malate dehydrogenase, the 

NAD
+
/NADН ratio, alimentary deprivation of protein 
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