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Анотація 

Магістерська робота присвячена дослідженню ключових ланок метабо-

лізму амінокислот із розгалуженим боковим ланцюгом за умов дефіциту про-

теїну та надмірної кількості сахарози в харчовому раціоні: розподілу лейцину, 

ізолейцину та валіну в скелетних м’язах та плазмі крові; активностей транса-

міназ – лейцин-, ізолейцин- та валінамінотрансфераз у мітохондріальній фра-

кції м’язів, а також дегідрогеназ відповідних альфа-кетокислот із розгалуже-

ним ланцюгом у мітохондріях печінки щурів. 

Встановлено, що дисбаланс нутрієнтів у харчовому раціоні супроводжу-

ється порушенням процесів трансамінування амінокислот із розгалуженим бо-

ковим ланцюгом, що характеризується зменшенням вмісту лейцину, ізолей-

цину й валіну та зниженням активностей відповідних амінотрансфераз у міто-

хондріальній фракції скелетних м’язів щурів. 

Споживання надлишку сахарози незалежно від кількості харчового про-

теїну супроводжується порушенням функціонування дегідрогеназного ком-

плексу розгалужених альфа-кетокислот: активацією кетоізокапроатдекарбок-

силази на тлі зниження α-кето-β-метил-валеріатдекарбоксилази та α-кетоізо-

валеріатдекарбоксилази у мітохондріальній фракції печінки щурів. 

Надмірне споживання сахарози виступає ключовим чинником зни-

ження вмісту амінокислот із розгалуженим боковим ланцюгом у плазмі крові 

щурів, що можна розглядати як характеристику внутрішньоклітинного дефі-

циту даних амінокислот у м’язах. 

 

Ключові слова: лейцин, ізолейцин, валін, трансамінування, α-кетокислоти з 

розгалуженим ланцюгом, м’язи, аліментарна депривація протеїну, високоса-

харозний раціон 
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Annotation 

The master's thesis is devoted to the study of the key links of the metabolism 

of amino acids with a branched side chain under conditions of protein deficiency 

and excessive amounts of sucrose in the diet: the distribution of leucine, isoleucine 

and valine in skeletal muscles and blood plasma; activities of transaminases - 

leucine-, isoleucine- and valine aminotransferases in the mitochondrial fraction of 

muscles, as well as dehydrogenases of the corresponding alpha-ketoacids with a 

branched chain in the mitochondria of the liver of rats. 

It was established that the imbalance of nutrients in the diet is accompanied 

by a violation of the processes of transamination of amino acids with a branched side 

chain, which is characterized by a decrease in the content of leucine, isoleucine, and 

valine and a decrease in the activity of the corresponding aminotransferases in the 

mitochondrial fraction of skeletal muscles of rats. Consumption of excess sucrose, 

regardless of the amount of dietary protein, is accompanied by a malfunction of the 

dehydrogenase complex of branched alpha-keto acids: activation of ketoisocaproate 

decarboxylase against the background of a decrease in α-keto-β-methyl-valerate 

decarboxylase and α-ketoisovalerate decarboxylase in the mitochondrial fraction of 

rat liver. Excessive consumption of sucrose is a key factor in reducing the content 

of amino acids with a branched side chain in the blood plasma of rats, which can be 

considered as a characteristic of the intracellular deficiency of these amino acids in 

muscles. 

 

Key words: leucine, isoleucine, valine, transamination, branched-chain α-ketoacids, 

muscle, dietary protein deprivation, high-sucrose diet 

 

Кваліфікаційна робота містить результати власних досліджень. Викори-

стання ідей, результатів і текстів наукових досліджень інших авторів мають 

посилання на відповідне джерело. 

 

________________ Ю.В. Сандуляк 

(підпис) 
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ВСТУП 

Останні роки характеризуються стрімким збільшенням патологій гоме-

остатичних органів, які розвиваються на тлі нутрітивного дисбалансу харчо-

вих раціонів [1]. Аліментарна депривація протеїну навіть при надлишку над-

ходження енергетичних субстратів часто призводить до функціональної недо-

статності органів, що збільшує сприйнятливість до інфекцій та/або індукує жи-

рову інфільтрацію печінки [2, 3] 

Нині значна увага дослідників зосереджена на встановленні біохімічних 

механізмів метаболічної адаптації організму, що лежать в основі регулятивних 

каскадів через специфічні внутрішньоклітинні шляхи обміну есенціальних 

амінокислот (метіоніну та/або АРБЛ) завдяки координації системної відповіді 

активністю mTOR, що виступає основним модулятором синтезу протеїнів та 

передачі сигналів інсуліну [4]. 

Сигнальний шлях ТОR безпосередньо активується за дії факторів росту, 

доступності амінокислот, енергетичного стану клітини, доступності кисню, дії 

інших стресорів тощо. У відповідь на зміну умов шлях ТОR регулює процеси 

синтезу ліпідів та білків. Оскільки сигнальний шлях TOR чутливий до надхо-

дження поживних речовин, він також контролює процес клітинної відповіді на 

голодування – автофагію [5]. 

Амінокислотний дисбаланс – одна з характерних ознак значної кількості 

захворювань та токсичних впливів на організм. У зв’язку з цим дослідження 

закономірностей формування фонду вільних амінокислот за умов метаболіч-

ного дисбалансу залишається актуальним [3]. 

Серед внутрішньоклітинних перетворень вільних амінокислот ключова 

роль належить метаболізму амінокислот із розгалуженим боковим ланцюгом 

(АРБЛ) – валіну, лейцину та ізолейцину. На відміну від інших амінокислот, 

АРБЛ піддаються метаболічним перетворенням у м’язах, а не в печінці. На 

першому етапi катаболiзму реакції трансамiнування всiх трьох амiнокислот 

супроводжуються утворенням відповідних розгалужених α-кетокислот. 
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Останні за умов окисного декарбоксилювання в печінці перетворюються до 

ацил-КоА тiоефiрів. З цього моменту катаболiзм кожної амiнокислоти iде 

своїм специфiчним шляхом. Лейцин перетворюється на ацетоацетат i ацетил-

КоА, iзолейцин – на сукцинiл-КоА i ацетил-КоА, катаболiзм валiну призво-

дить до утворення сукцинiл-КоА [6]. 

Всі три амінокислоти функціонують як сигнальні молекули, що відпові-

дають за регуляцію метаболізму білків, жирів та вуглеводів у організмі: про-

дукт лейцину – 3-гідрокси-3-метилглутарил-КоА – слугує субстратом для си-

нтезу холестеролу; метаболічний продукт валіну – 3-гідроксиізобутират – 

сприяє накопиченню внутрішньом’язових ліпідів [7].  

Накопичення проміжних продуктів АРБЛ в тканинах та органах, а також 

тканиноспецифічна дисфункція ензимів перетворень даних амінокислот мо-

жуть слугувати своєрідними біомаркерами при метаболічних синдромах [5]. У 

літературі [8] зазначається, що інфузії АРБЛ в людей знижують чутливість до 

інсуліну, що можливе за умов споживання високовуглеводного та високожи-

рового раціонів.  

Враховуючи описане вище, метою роботи стало дослідження особливо-

стей метаболізму амінокислот із розгалуженим боковим ланцюгом у щурів за 

умов дисбалансу нутрієнтів у харчовому раціоні. 

Для досягнення даної мети були поставлені завдання: 

1. Дослідити розподіл лейцину, ізолейцину та валіну в скелетних м’язах, 

печінці та плазмі крові щурів за умов споживання надлишку сахарози на тлі 

дефіциту харчового протеїну. 

2. Дослідити активність ензимів трансамінування – лейцин-, ізолейцин-, 

валінамінотрансфераз в мітохондріальній фракції м’язів щурів за умов нутрі-

тивного дисбалансу. 

3. Дослідити активність дегідрогеназ альфа-кетокислот з розгалуженим ла-

нцюгом у мітохондріях печінки за умов дисбалансу нутрієнтів у харчовому 

раціоні. 
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РОЗДІЛ I. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

1.1. Характеристика амінокислот із розгалуженим боковим 

ланцюгом 

Дисбаланс нутрієнтів в харчовому раціоні нині залишається актуальною 

проблемою сьогодення. Відомо, що дефіцит харчових протеїнів супроводжу-

ється недостатнім надходженням амінокислот [8], насамперед есенціальних. 

Незамінними вважаються ті амінокислоти, вуглецевий скелет яких не може си-

нтезуватися de novo. До таких амінокислот належать: валін, лейцин, ізолейцин, 

лізин, метіонін, треонін, триптофан, фенілаланін, тирозин, аргінін, гістидин [9]. 

Центральним органом утилізації вільних амінокислот є печінка, що слу-

гує ензиматичним арсеналом для катаболізму всіх амінокислот. Однак здат-

ність до метаболізму амінокислот із розгалуженим боковим ланцюгом у да-

ному органі дещо обмежена [10]. Найбільшим резервуаром АРБЛ – лейцину, 

ізолейцину та валіну – є скелетні м’язи. Дані амінокислоти становлять 21 % 

від загального вмісту білка в людському організмі та 35-40 % від всієї кількості 

амінокислот у скелетних м'язах [11]. 

Лейцин, ізолейцин та валін належать до протеїногенних амінокислот, роз-

галужені ланцюги яких є гідрофобними. Саме ця особливість слугує ключовим 

фактором, що визначає роль даних амінокислот у формуванні тривимірних стру-

ктур мембранних та глобулярних білках. Наприклад, лейцинова блискавка (англ. 

leucine zipper) – тип білкової структури, білковий мотив, що часто зустрічається 

в ДНК-зв’язуючих факторах транскрипції. У лейциновій блискавці амінокислота 

лейцин знаходиться приблизно в кожному 8-му положенні альфа-спіралі, внаслі-

док чого лейцинові залишки виявляються на одній її стороні, утворюючи амфі-

патичну спіраль, в якій одна сторона має гідрофобні властивості.  

Валін, лейцин, ізолейцин, метіонін та фенілаланін складають внутрішню 

частину водорозчинних білків, їхні гідрофобні залишки утворюють неводне 

середовище, що є важливим для з’єднання молекули кисню з гемоглобіном та 

міоглобіном. 
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Лейцин, ізолейцин та валін задіяні в утворенні альфа-спіралей та бета-

листів у вторинних структурних елементах протеїнів, також всі три амінокис-

лоти присутні в різних спіралях білка, серед яких є кератин, міозин та фібри-

ноген. Однак, незважаючи на структурну схожість, кожній із амінокислот при-

таманна різна схильність до мотивів вторинної структури: в α-спіралях найча-

стіше зустрічається лейцин, в β-спіралях частка лейцину значно менша, вод-

ночас ізолейцину та валіну – мізерні кількості. Відмінності в структурі аміно-

кислот відображуються й в тому, що АРБЛ не завжди є взаємозамінними в 

протеїнах. Наприклад, заміна ізолейцину на валін у транс-тиретині призводить 

до розвитку кардіоміопатії, характеристикою якої є відкладання амілоїду в се-

рці. Водночас при заміні валіну на лейцин у рецепторі – активованому пролі-

фератором пероксисом, змінюється ліпідний профіль плазми і, навпаки, при 

заміні лейцину на валін у кальцієвому рецепторі протеїну відбувається пору-

шення, яке призводить до гіпокальціурії [11]. 

Незважаючи на дещо відмінні функції лейцину, ізолейцину та валіну, їх 

переамінування відбувається за подібним механізмом. Власне, потрапивши у 

цитоплазму лейцин, ізолейцин та валін транспортуються до мітохондрій двома 

шляхами. Перший спосіб постулює те, що АРБЛ можуть переаміновуватися в 

цитозолі специфічними цитозольними амінотрансферазами, після чого утво-

рені кетокислоти можуть транспортуватися через внутрішню мембрану міто-

хондрій специфічним білковим транспортером. І, навпаки, амінокислоти із ро-

згалуженим боковим ланцюгом можуть спочатку потрапляти до мітохондрій 

завдяки транспортерам, з подальшим їх перетворенням на альфа-кетокислоти 

за допомогою мітохондріальних амінотрансфераз. Таким чином, три аміноки-

слоти циркулюють в плазмі крові у вигляді вільних амінокислот, однак реаб-

сорбуються до тканин за допомогою переносників [12].  
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Специфічних транспортерів потребують всі вільні амінокислоти: сис-

тема A слугує транспортером для полярних й нейтральних амінокислот, сис-

тема ASC для серину, аланіну та цистеїну, транспортери групи N для гістидину 

та аспарагіну, а система L для гідрофобних амінокислот, зокрема, АРБЛ [13]. 

Дана система складається із чотирьох транспортерів: LAT1, LAT2, LAT3 

та LAT4. LAT1 – це незалежний від натрію транспортер, що здійснює траспор-

тування валіну, лейцину та ізолейцину а також тирозину, триптофану, гліцину, 

метіоніну, аспарагіну. Дана транспортна система не проявляє залежності від іон-

ного транспортного градієнта, однак потік амінокислот до клітини через даний 

переносник повинен поєднуватися із відтоком інших амінокислот із клітин [14].  

LAT3 – один із представників даної системи, який високо експресується 

в печінці й м'язах, під час голодуванння активність даного транспортера під-

вищуєтся в цих тканинах, що, ймовірно, вказує на домінуючу роль в метаболі-

чному циклі трьох амінокислот та їх кетокислот між обома органами. До при-

кладу, під час голодування, вивільнення розгалужених альфа-кетокислот збі-

льшується вдвічі. Як описано в літературі [15] підвищується й регуляція LAT3 

до плазматичної мембрани що, ймовірно, засвідчує домінуючу роль даного 

транспортера в перенесені АРБЛ та їх кетокислот із печінки та скелетних 

м’язів до органів, енергетичні запаси яких вичерпані. Наступна ізоформа L-

системи – LAT4, яка окрім валіну, лейцину та ізолейцину, транспортує до тка-

нин ще й метіонін та феніланін. Експресується даний транспортер в епітеліа-

льних клітинах тонкого кишечника та ниркових канальців [15].  

Отже, в клітиннах баланс між надходженням та відтоком АРБЛ підтри-

мується двома системами: A- та L-системою.  

 

1.2. Особливості метаболічних перетворень лейцину, ізолейцину та 

валіну 

Амінокислоти з розгалуженим боковим ланцюгом, що надходять в орга-

нізм із харчового раціону, спершу абсорбуються в кишечнику. Більша частина 
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з них транспортується до периферичних тканин й потрапляє в кровотік, щоб 

досягти основних місць катаболізму, зокрема, м’язів. Однак, незважаючи на 

те, що три амінокислоти обходять перший етап катаболізму в печінці, їх окис-

лювальне декарбоксилювання до відповідних α-кетокислот відбувається в да-

ному органі. Це встановлює міжорганне переміщення АРБЛ між скелетними 

м’язами та печінкою [16].  

Слід зазначити, що в печінці зареєстрована найвища активність супра-

молекулярного комплексу – дегідрогенази альфа-кетокислот з розгалуженим 

ланцюгом, який відповідає за другий етап перетворення розгалужених альфа-

кетокислот до кінцевих метаболітів. Проміжна активність даного комплексу 

зафіксована в нирках та серці, найнижчу активність ферментний комплекс ви-

являє у жировій тканині, скелетних м’язах, а також в мозку. 

Незначна активність дегідрогеназного комлексу в м’язах вказує на ємність 

м’язової тканини для дієвого перенесення азоту з трьох амінокислот на альфа-

кетоглутарат, а також, ймовірно, встановлює високе вивільнення метаболічних 

продуктів АРБЛ із тканини з метою подальшого їх перетворення в печінці. Дане 

співвідношення дозволяє майже повністю окисляти розгалужені альфа-кетокис-

лоти і підтримувати їх низький рівень в тканині скелетних мязів [17].  

Амінотрансферази – це родина піродоксальфосфат-залежних ензимів, 

які беруть участь в реакціях трансамінування між донорами амінокислот та 

кетокислотними акцепторними субстратами. Реакції трасамінування склада-

ють 50 % всіх піродоксальфосфат-залежних реакцій [18]. Трансамінази аміно-

кислот із розгалуженим боковим ланцюгом, у складі активного центру містять 

залишки цистеїну Cys315 і Cys318, що відповідають за регулювання субстра-

тної специфічності. В літературі [19] зазначається, що руйнування у мотиві 

цієї ділянки змінює орієнтацію субстратів альфа-кетокислот в м’язах, водно-

час, саме завдяки цьому окисно-відновлювальному центру вдбувається зворо-

тне переамінування амінокислот [19].  
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В багатьох клітинах ензими АРБЛ проявляють свою активність, коли 

концентрація субстрату й продукту локалізуються на рівні чи нижче їх Km. Це 

дозволяє ензимам швидко реагувати на зміну концентрацій субстратів у тка-

нинах й цим сами слугувати основним резервом як для синтезу азоту й глута-

мату, так і для синтезу вуглецевих скелетів. Проте саме транспорт переаміно-

ваних продуктів трьох амінокислот забезпечує передачу азоту, отриманого із 

амінокислот з розгалуженим боковим ланцюгом між тканинами та органами, 

альтернативно α-кетокислоти із розгалуженим боковим ланцюгом можуть під-

даатись окисненню всередені клітини [17].  

У літературі [20] зазначається, що за високих концентрацій АРБЛ в 

м’язах їхні ензими слугують своєрідними транспортерами альфа-кетокислот з 

розгалуженим боковим ланцюгом, які здійснюють їх транспорт із м’язів до 

плазми крові, а потім у печінку.  

Окисне декарбоксилювання альфа-кетокислот – другий етап катаболі-

зму амінокислот із розгалуженим ланцюгом. Супрамолекулярний комплекс 

дегідрогенази альфа-кетокислот з розгалуженим ланцюгом належить до висо-

консервативних ензимних комплексів, їх каталітична реакція є подібною, адже 

сприяє окислювальному декарбоксилюванню пірувату, альфа-кетоглутарату 

та, відповідно, α-кетокислот, утворюючи тіоефіри КоА [20]. 

Найбільшу активність даний ферментний комплекс проявляє в печінці, 

проміжну в нирках та серці й найнижчу активність у скелетних м’язах. Дегід-

рогеназа альфа-кетокислот з розгалуженим ланцюгом складається із трьох 

компонентів: розгалуженої гетеродимерної декарбоксилази α-кетокислот (E1 

α і β), дигіроліпоїлтрансациклази (E2) та гомодимерної дигідроліпоїлдегідро-

генази (E3). E1 субодиниця декарбоксилює відповідні альфа-кетокислоти до 

ацильних проміжних метаболітів, вивільняючи, при цьому CO2. Потім 

ацильна група з розгалуженим ланцюгом транспортується ліпоїльним доме-

ном, який є складовою Е2 субодиниці до ядра дегідрогеназного комплексу, де 

й відбувається саме приєднання ацильної групи розгалужених кетокислот до 
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коферменту А. Після цього відбувається утворення складного ефіру ацил-КоА 

з розгалуженим ланцюгом та ліпоату, який в процесі метаболічних реакцій 

трансформується в дигідроліпоєву кислоту. Опісля субодиниця E3 здійснює 

повторне окиснення дигідроліпоєвої кислоти за допомогою коферменту 

NAD+ з подальшим його перетворенням на NADH й ліпоєву кислоту. В літе-

ратурі [21] зазначається, що з усіх розгалужених кетокислот, альфа-кетоізова-

леріанова кислота виступає найкращим субстратом для цього комплексу [21].  

Водночас якщо розгалужені амінокислоти не надходять в людський ор-

ганізм із харчового раціону їх дефіцит сприятиме інгібуванню даного ферме-

нтативного коплексу. Регулювання активності даного комплексу відбувається 

шляхом фосфорилювання/дефосфорилювання на залишках Е1а. Так, фосфо-

рилювання альфа-кетокислот з розгалуженим ланцюгом відбувається за уча-

стю кінази дегідрогеназного комплексу альфа-кетокислот, яка фосфорилює 

Ser293/302 на залишки субодиниці E1a. Під час даного процесу здійснюється 

інгібування активності ферментативного комплексу, водночас інший компо-

нент даного комплексу – мітохондріальна фосфатаза (PP2Cm) дефосфорилює 

дегідрогеназу альфа-кетокислот на E1 залишках, що навпаки призводить до 

підвищення активності дегідрогенази [20].  

Аналіз літератури вказує на те, що найвища експресія мРНК кінази заре-

єстрована в тканині скелетних м’язів, а проміжна в нирках та мозку, найнижча 

активність спостерігається в печінці. Ймовірно, що висока концентрація да-

ного білка в м’язах, порівняно з іншими тканинами, відображає прямий вплив 

на активність дегідрогеназного комплексу розгалужених альфа-кетокислот в 

печінці. В літературі [22] зазначається, що накопичення розгалужених альфа-

кетокислот сприяє інгібуванню кінази дегідрогеназного комплексу в скелет-

них м’язах, активуючи при цьому дегідрогеназний комплекс, який проявляє 

найнижчу активність за нормальних умов у цій тканині. 

Таким чином за фізіологічних умов активність ензимів АРБЛ в скелет-

них м’язах до активності дегідрогеназного косплексу складає від 90% до 25% 
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з урахуванням потенційної активності цього комплексу в нефосфорильованій 

формі, оскільки більша частина цього комплексу в скелетних м’язах перебуває 

в неактивному/фосфорильованому стані, що й сприяє не тільки росту м’язів, а 

й синтезу м’язового білка [22].  

Катаболізм амінокислот із розгалуженим боковим ланцюгом відбувається 

в мітохондріях. У ході багатостадійного процесу утворюються проміжні мета-

боліти, що можуть використовуватись в циклі Кребса. Початкові етапи розпаду 

є спільними для трьох амінокислот та розпочинаються із реакцій трансаміну-

вання, що каталізуються специфічними амінотрансферазами по відношенню до 

АРБЛ. Під час трансамінування дані амінокислоти зворотно переаміновуються 

у відповідні альфа-кетокислоти: лейцин трансамінується в альфа-кетоізокап-

роат (4-метил-2-оксопентаноат), ізолейцин переаміновується в альфа-кето-

бета-метилвалеріат (3-метил-2-оксопентаноат), валін, в свою чергу, перетворю-

ється на альфа-кето-ізовалеріат (3-метил-2-оксобутаноат) [23]. Відомо, що в мо-

мент переамінування амінокислот до кетокислот альфа-кетоглутарат отримує 

аміногрупу від однієї з АРБЛ з подальшим утворенням глутамату. Реакція тра-

нсамінування супроводжується взаємоперетворенням піродоксальфасфату/пі-

ридоксамінфосфату, відновлюючи конформацію піродоксальфосфату.  

Як вже зазначено вище, другим етапом розпаду амінокислот є незворо-

тне окисне декарбоксилювання альфа-кетокислот із розгалуженим боковим 

ланцюгом у печінці. Відомо, що 5 % α-кетоізокапроату, утвореного в процесі 

переамінування лейцину в м’язах, транспортується в цитоплазму, де підда-

ється метаболізму до 3-гідрокси-3-метилбутирату диоксигеназою альфа-кето-

ізокапроату. Новоутворений продукт лейцину здатний проходити крізь плаз-

матичну мембрану в тканину скелетних м’язів, що може слугувати своєрідним 

біомаркером розпаду лейцину в м’язах [21]. Близько 90 % альфа-кетоізокапро-

ату окиснюється в печінці до ізовалеріїл-КoA, який, в свою чергу, перетворю-

ється на 3-метилкротоніл-КоА. Далі за дії ферменту 3-метилкротонілкарбоки-

слази відбувається генерування цієї кетокислоти до метилглютаконіл-КоА, що 
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трансформується в 3-гідрокси-3-метилглутарил-КоА за допомогою ензиму 3-

метилглютаконілгідратази. На третьому етапі катаболізму лейцину мітохонд-

ріальний ензим 3-гідрокси-3-метилглутарил-КоА-ліаза здійснює перетворення 

3-гідрокси-3-метилглутарил-КоА до ацетоацетату [21]. 

Останніми роками зростає інтерес до 3-метилглютаконіл-КоА-гідратази, 

порушення роботи якого призводить до числа вроджених помилок метаболі-

зму. Дефіцит даного ензиму сприяє 3-метилглютаконовій ацидурії типу I, яка 

відноситься до рідкісних вроджених помилок катаболізму лейцину. Нестача 

ферменту в організмі приводить до накопичення 3-метилглютаконіл-КоА в ма-

триксі мітохондрій, де й повинно відбуватися перетворення продукту на 3-ме-

тилглютаконову кислоту через гідролітичне розщеплення тіоефірного зв’язку 

КоА [24]. Підвищений вміст цієї амінокислоти є справжньою знахідкою, що 

слугує відмінною ознакою захворювань і досить часто володіє першочерговим 

значенням в лабораторній діагностиці. Зокрема, існують два основні патологі-

чні стани, пов’язані з даним ензимом – первинна та вторинна 3-метилглютако-

нова ацидурія. Первинні ацидурії виникають на фоні метаболічної нестачі 3-

гідрокси-3-метилглутарил-КоА [25]. Вторинна ацидурія є надзвичайно рідкіс-

ним захворюванням, яке пов’язане із мутаціями в гені HMGCL, що сприяє по-

рушеному синтезу кетонових тіл  й розпаду лейцину. Діагностують дані захво-

рювання шляхом аналізу виявлення органічних кислот в сечі [26].  

Ізолейцин є ще однією розгалуженою амінокислотою, що піддається поча-

тковому розпаду в скелетних м’язах. Перший етап катаболізму розпочинається із 

переамінування ізолейцину до альфа-кетометилвалеріат. Останній транспорту-

ється в гепатоцити за допомогою транспортерів системи L, де відбувається його 

незворотне окисне декарбоксилювання. За допомогою дегідрогеназного компле-

ксу α-кето-β-метилвалеріат перетворюється до 2-метилбутирил-КоА. В свою 

чергу, ацил-КоА дегідрогеназа здійснює перетворення метилбутирил-КоА в тиг-

лоїл-КоА, що перетворюється до 2-метил-3- гідроксибутирил-КоА невідомим ен-
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зимом. В подальшому 17-β-гідроксистероїддегідрогеназа перетворює 3-гідро-

кси-2-метилбутирил-КоА на 2-метилацетоацетил-КоА. Остання стадія перетво-

рень полягає в продукуванні за участю 3-кетотіолази пропіонілу, який перетво-

рюється до 2-метил-ацетоацетил-КоА та ацетил-КоА [21]. 

Порушений метаболізм однієї із кетокислот, як і в попередньому випадку, 

призводитиме до органічних ацидемій. До прикладу, через порушення метаболі-

зму ізолейцину в людей виникає нестача 2-метил-3-гідроксибутирил-КоА дегід-

рогенази, яке є вкрай рідкісним захворюванням, та пов’язане із накопиченням у 

рідинах організму 2-метил-3-гідроксимасляної кислоти. Клінічний прояв роз-

ладу вкрай неоднорідний, включаючи нейродегенеративний перебіг й кардіомі-

опатію [27]. Такі рідкісні захворювання як метилмалонова та пропіонова ациде-

мія вражають приблизно 1:240 000 новонароджених у США. Біля 90 % випадків 

синдрому пропіонової ацидемії діагностуються в ранньому віці. Загальні прояви 

хвороби діагностуються гіпотонією, затримкою розвитку та комою [28].  

У процесі перетворення валіну валінамінотрансфераза переміщує аміно-

групу амінокислоти на альфа-кетоглутарат з утворенням альфа-кетоізовалері-

ату. Потрапляючи в печінку дана кетокислота піддається, як і його поперед-

ники окислювальному декарбоксилюванню дегідрогеназим комплексом. Та-

ким чином альфа-кетоізовалеріат перетворюється на ізобутирил-КоА, який під 

дією ізобутирил-КоА дегідрогенази трансформується на метилакрил-КоА. За 

допомогою коротколанцюгової еноїл-КоА гідратази відбувається генерація до 

3-гідрокси-ізобутират-КоА. Даний метаболічний продукт під дією 3-гідрокси-

ізобутирил-КоА гідролази перетворюється на метилмалонатний альдегід. Кін-

цева стадія перетворень полягає в генеруванні метималонатного альдегіду під 

дією метилмалонатної напівальдегіддегідрогенази пропіоніл-КоА [21]. Це ос-

новний шлях катаболізму валіну до кінцевого продукту. Альтернативно про-

піоніл-КоА може перетворюватися на проміжний продукт із ЦТК – сукциніл-

КоА. Даний процес потребує коферментної форми вітаміну B6, рибофлавіну, 

ліпоату, вітаміну B12, тіаміну, рибофлавіну та біотину. 
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Під час перетворення валіну у двох взаємозалежних органах можуть ви-

никати певні порушення. Так, підвищений рівень ізобутирил-КоА в людей сві-

дчить про дефіцит мітохондріального ензиму ізобутирил-КоА-дегідрогенази 

[21]. Аналіз літератури [26] свідчить, що станом на сьогодні по всьому світі 

зареєстровані лише десятки людей із даним розладом. Перший випадок зареє-

стрований у 1998 році, з поширеністю 1:45 466 у південній Італії та 1:292 451 

у Каліфорнії. Даний розлад супроводжується анемією, м’язовою атрофією та 

затримкою розвитку [28].  

Підсумовуючи, слід зазначити, що отриманий з ізолейцину 2-метил-бу-

тирил-КоА в кінцевому результаті перетворюється на ацетил-КоА та сукциніл-

КоА, тоді як продукт валіну – ізобутирил-КоА дає пропіоніл-КоА, що генеру-

ється до сукциніл-КоА. Їх вуглецеві скелети можуть перетворюватися на глю-

козу в реакціях глюнеогенезу, що підтверджує приналежність валіну до глю-

когенних амінокислот, ізолейцину до глюкокетогенних, а кінцеві продукти 

лейцину дозволяють класифікувати дану амінокислоту як кетогенну [18].  

 

1.3. Роль амінокислот з розгалуженим боковим ланцюгом у 

розвитку патологічних станів печінки 

Доступність амінокислот для численних біохімічних перетворень визна-

чається швидкістю, з якою вони з’являються в плазмі та тканинах, а також ін-

тенсивністю використання в клітинному метаболізмі, утворюючи інші замінні 

амінокислоти; є джерелами енергії в результаті повного окиснення в ЦТК; ви-

водяться з організму з сечею або включаються до складу білків. 

Хоча рівень вільних амінокислот у плазмі може дати важливу інформацію 

про стан метаболічних процесів у організмі, оцінка реального потоку вільних амі-

нокислот на рівні всього організму, міжорганному рівні та в межах самої клітини 

є більш важливою. Однак уявлення про даний процес нині досить обмежені.  
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У літературі [29] описано, що в пацієнтів з прогресуючим цирозом печі-

нки концентрації АРБЛ у плазмі крові низькі, тоді як концентрації ароматич-

них амінокислот – фенілаланіну і тирозину підвищені, що також може мати 

безпосереднє відношення до прогресування печінкової енцефалопатії та нега-

тивного прогнозу у цих пацієнтів. 

Водночас недостатність харчування часто пов’язують із підвищеною 

смертністю пацієнтів при гострому та хронічному гепатиті. Більше того, маль-

нутріція впливає на когнітивні функції та проявляється дерматологічними по-

рушеннями. Адекватне використання харчових добавок, насичених есенціаль-

ними амінокислотами, зокрема АРБЛ, дозволяє уникнути подібних усклад-

нень при хронічному ураження печінки. Суміші, що сприяють збереженню 

стандартного позитивного азотистого балансу, окрім набору амінокислот, по-

винні містити додаткові кількості калію, фосфатів, магнію, цинку, тіаміну. 

При цьому кращим є ентеральний шлях введення нутрієнтів [30].  

Теми хронічних захворювань дедалі частіше цікавлять науковців, за їх 

підрахунками щорічно від даних хвороб помирають приблизно мільйони лю-

дей. Тільки в 2017 році більше двох мільйонів загинули через захворювання 

печінки. Останнім часом, хронічні захворювання стали найпоширенішими в 

усьому світі. Згідно даних, опублікованих в джерелі [15], більше восьми міль-

йонів людей нині страждають від хронічних патологій печінки, причому про-

блеми із харчуванням зафіксовано в 75–90 % пацієнтів.  

Прогресування патологій печінки супроводжується цирозом, ознаками 

якого виступають голодування та посилений глюконеогенез, який переключає 

метаболізм вільних амінокислот від інших метаболічних потреб. До прикладу, 

основним резервуаром амінокислот, й місцем зберігання молекул глюкози є 

скелетні м’язи. Ця властивість допомагає органам отримувати доступ до ене-

ргетичних субстратів в момент голодування. Тому взаємодія між печінкою та 

м’язами, перш за все, відповідає за підтримання енергетичного балансу в да-

них органах [28]. 
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Одним із найпоширеніших ускладнень цирозу печінки виступає сарко-

пенія, ознаками якої є втрата маси скелетних м’язів. В літературі [29] зазна-

чено, що саркопенією страждають близько 50–70 % пацієнтів, що хворіють 

цирозом печінки. Їх організм проявляє знижену здатність клітин печінки роз-

щеплювати глікоген, а, отже, й використовувати вуглеводи в якості джерела 

енергії [29].  

Такий стан пришвидшеної дії на голодування сприяє й виникненню сар-

копенії, адже поряд із цим підвищується використання амінокислот, зокрема, 

лейцину, ізолейцину та валіну для глюконеогенезу, що, в свою чергу, знижує 

рівень вищезазначених амінокислот в плазмі крові. Враховуючи те, що три 

амінокислоти виступають ключовим джерелом енергії для м’язів, їх низький 

рівень в крові й призводить до деградації тканини скелетних м’язів. 

Розвиток цирозу супроводжується порушенням функціональної здатно-

сті гепатоцитів, що призводить до зниження детоксикаційної функції печінки. 

Тому при патологіях цього органу м’язи виконують компенсаторну роль, зне-

шкоджуючи аміак в глутаматсинтетазній реакції. Так, при гіперамонемічних 

станах аміак в мітохондріях трансформується в глутамат за допомогою промі-

жного продукту циклу Кребсу – α-кетоглутарату. Даний інтермедіат, в свою 

чергу, трансформує глутамат до глутаміну в м’язах, вуглецевий скелет якого в 

подальшому використовується в зворотному переамінуванні лейцину, ізолей-

цину та валіну [30].  

Цікаво, що на відміну від інших ускладнень цирозу, які усуваються після 

трансплантації печінки, саркопенія не зменшується або в багатьох випадках 

погіршується після трансплантації. Незважаючи на те, що ці несприятливі на-

слідки не були спеціально оцінені щодо етіології захворювання печінки, за ви-

нятком гострого алкогольного гепатиту, саркопенія погіршує клінічні резуль-

тати у великої популяції пацієнтів без цирозу печінки, а також у пацієнтів пі-

сля трансплантації печінки [31]. 
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Існують дані, що свідчать про прямий вплив етанолу на м’язовий проте-

остаз і подальшу саркопенію, що найчастіше спостерігається при алкоголь-

ному цирозі печінки. Згодовування або вплив етанолу на тваринних моделях 

призводить до порушення синтезу білка. Дослідження білкового обміну в 

усьому організмі пацієнтів зі стабільним алкогольним цирозом показали пору-

шення синтезу білка в фазах після всмоктування та після прийому їжі, що сві-

дчить про стан «анаболічної резистентності» [32]. 

Анаболічна резистентність визначається як субоптимальна стимуляція 

синтезу білка, незважаючи на достатнє споживання макронутрієнтів, і сприяє 

зниженню синтезу м’язового білка. Однак, щоб відбулася втрата м’язової 

маси, недостатньо самого лише зниженого синтезу білка, необхідний посиле-

ний розпад або протеоліз білка. Протеасомний шлях убіквітину, який вважа-

ється основним механізмом протеолізу скелетних м’язів, або не змінюється, 

або знижується під дією етанолу за умов алкогольної хвороби печінки. Нато-

мість аутофагія скелетних м’язів посилюється та сприяє втраті м’язової маси. 

Незважаючи на те, що аутофагія є клітинною адаптивною реакцією на усу-

нення пошкоджених органел і цитотоксичних клітинних білків, нерегульована 

аутофагія з впливом етанолу сприяє втраті м’язів [33].  

Ці спостереження показують, що спричинене етанолом порушення біл-

кового гомеостазу або протеостазу через дисбаланс між синтезом білка та ау-

тофагічним протеолізом призводить до втрати м’язів. 

Отже, порушення роботи як печінки, так і скелетних м’язів мають взає-

мопов’язані наслідки. При цьому ключовим чинником патофізіологічних змін 

може виступати змінена концентрація амінокислот із розгалуженим боковим 

ланцюгом. 
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1.4. Амінокислоти з розгалуженим боковим ланцюгом як 

сигнальні молекули 

Амінокислоти, зокрема АРБЛ, відіграють важливу роль у регуляції сек-

реції гормонів та діють як внутрішньоклітинні сигнальні молекули. З’явля-

ється дедалі більше доказів, що амінокислоти виконують найважливіші регу-

ляторні функції в метаболізмі, причому лише на рівні всього організму. 

Показано, що окремі амінокислоти або їх комбінації мають унікальні фі-

зіологічні властивості, так, наприклад, АРБЛ регулюють транскрипцію та тра-

нсляцію генів. Сигнальні білки, такі як mTOR, діють як сенсори АРБЛ, в пе-

ршу чергу, лейцину, модулюючи анаболічну дію білкової їжі. Амінокислоти 

стимулюють біосинтез білка та інгібують розпад протеїнів у скелетних м’язах 

та печінці. Однак специфічна роль АРБЛ у регуляції синтезу та протеолізу ін-

дивідуальних білків або білків із загальними функціями залишається невивче-

ною, на відміну від найвідомішої функції амінокислот в організмі [34]. 

У експериментах на собаках показано, що при внутрішньовенному вве-

денні амінокислот найбільш виражена стимуляція секреції інсуліну спостері-

галася при введенні триптофану, лейцину та аспартату, тоді як валін, аланін та 

гістидин проявляли мінімальний ефект. Ці результати засвідчують, що дві амі-

нокислоти, які мають схожу структуру (лейцин і валін), можуть мати різні фі-

зіологічні ефекти. Навпаки, лейцин, ізолейцин і валін слабко впливали на сек-

рецію глюкагону, тоді як введення гліцину, аланіну, серину або аспартату сти-

мулювало секрецію глюкагону одночасно із мінімальним впливом на секрецію 

інсуліну. Ці дані показують, що лейцин та ізолейцин не тільки стимулюють 

вивільнення інсуліну з β-клітин, але також можуть інгібувати секрецію глюка-

гону. Недоліком цих експериментів є те, що всі амінокислоти вводили у одна-

ковій дозі – 1 ммоль. 

Функції вільних амінокислот можуть відрізнятися залежно від фізіоло-

гічного стану. Наприклад, у зрілому віці та при старінні змінюється здатність 

вільних амінокислот стимулювати секрецію гормонів. Показано, що лейцин 
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стимулюючи секрецію інсуліну в дітей, проявляє знижений ефект щодо даного 

процесу в дорослих. Оскільки циркулюючі концентрації гормону росту та його 

основного ефектора інсуліноподібного ростового фактору-1 з віком знижу-

ються, цілком імовірно, що активація амінокислотами синтезу і секреції цих 

гормонів із віком також зменшується [35]. 

У даний час серед індивідуальних амінокислот роль лейцину як регуля-

тора білкового обміну найбільш вивчена. Так показано, що внутрішньовенне 

введення лейцину людині призводить до зниження в плазмі крові концентра-

цій інших амінокислот. Ці зміни можуть бути результатом зниження розпаду 

білка, що зменшує швидкість вивільнення амінокислот у циркуляцію або під-

вищеного використання амінокислот для синтезу білка та метаболізму. При 

інфузії лейцину знижується як швидкість розпаду білка, і окиснення валіну. 

Більш того, баланс (відмінність між споживанням і вивільненням) таких неза-

мінних амінокислот, як валін, лізин та фенілаланін, стає більшою мірою пози-

тивним. Цей результат – зменшення швидкості вивільнення амінокислот із 

скелетних м'язів, гостро вказує на гальмування швидкості розпаду білка. У 

експерименті не зазначено підвищення швидкості синтезу білка у скелетних 

м’язах. Отже, основним механізмом, за яким знижуються рівні незамінних амі-

нокислот після інфузії лейцину, є саме зменшення протеолізу [36]. 

Показано, що АРБЛ проявляють специфічний стимулюючий ефект на 

сигнальні шляхи, які ініціюють трансляцію мРНК, що призводить до підви-

щення синтезу білка у тварин. Вплив окремих амінокислот на біосинтез білка 

в м’язах, ймовірно, запускається через внутрішньоклітинний сигнальний шлях 

mTOR та p70 S6-кіназу, яка бере участь у активації трансляції. Активація (фо-

сфорилювання) цих молекул має місце при пероральному чи внутрішньовен-

ному введенні амінокислот самкам, але, що цікаво, не відбувається при інфузії 

інсуліну щурам-самцям. Доведено, що АРБЛ діють як сигнальні молекули у 

ключових регуляторних точках, що контролюють транскрипцію та трансля-
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цію. У специфічних умовах, таких як депривація амінокислот, зниження кон-

центрацій незамінних амінокислот можуть змінювати експресію окремих ге-

нів, впливаючи на амінокислота-чутливі елементи [37]. 

mTOR є сенсором наявності амінокислот та ініціює інсулінозалежний 

каскад, регулюючи процес ініціації трансляції через ефектори, такі як p70 S6 

кіназу та еукаріотичні ініціюючі фактори. Регуляція за участю сигнального ка-

скаду mTOR більш чутлива до концентрацій внутрішньоклітинних амінокис-

лот, ніж до позаклітинних амінокислот, що ще раз доводить наявність у ком-

плексу сенсорних властивостей. Таким чином, ефект АРБЛ на стимуляцію бі-

осинтезу білка через сигнальний комплекс (шлях mTOR) може здійснюватися 

шляхом переважного впливу на гени-мішені. 
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РОЗДІЛ II. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ 

2.1. Об’єкти та методи досліджень 

Експериментальні дослідження проводили на білих безпородних щурах 

із масою 150–180 г віком та віком 3-4 місяці. Усі процедури над лаборатор-

ними тваринами здійснювались згідно до положень «Загальних етичних прин-

ципів експериментів на тваринах», що були ухвалені VII Національним кон-

гресом із біоетики (Київ, 2019) та відповідають загальним положенням «Євро-

пейської конвенції щодо захисту тварин, які використовують як в експериме-

нтальних, так й інших наукових цілях» (Страсбург, 1986) [38]. 

Лабораторних щурів під час експерименту утримували в пластмасових 

клітках із піщаною підстилкою, попередньо простерилізованою, та вільним 

доступом до їжі та води. Нормування раціону тварин проводили із урахуван-

ням вимог парного харчування, за умов якого тварини контрольної групи спо-

живали таку ж кількість раціону, як і дослідні щури. Протягом всього експе-

рименту спостерігали за зовнішніми морфологічними змінами тварин, а також 

щоденно контролювали кількість спожитого раціону та вагу щурів [39]. 

Відповідно до моделі дослідження тварин було поділено на 4 групи:  

 І група (К) – щури, які протягом всього експерименту споживала збалансова-

ний за всіма нутрієнтами напівсинтетичний раціон; 

 ІІ група (НПР) – тварини, які отримували дієту із низьким вмістом харчового 

протеїну;  

 ІІІ група (ВС) – щури, яких утримували на високосахарозній дієті;  

 IV група (НПР/ВС) – тварин отримувала дієту із високим вмістом сахарози й 

низьким вмістом протеїну. 

Напівсинтетичний раціон AIN-93, розроблений Американським інститу-

том харчування, який споживали тварини контрольної групи містив 14 % про-

теїнів (казеїну), 10 % жирів та 76 % вуглеводів (8 % сахарози та 68 % крох-
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малю) [40]. Тварини, які зазнавали аліментарної депривації протеїну, отриму-

вала раціон, що містив 4,7 % харчового протеїну, 85,3 % вуглеводів (77,3 % 

крохмалю та 8 % сахарози) й 10 % жирів [39].  

Тварини ІІІ групи отримували напівсинтетичний високосахарозний раціон, 

який містив 14 % білка, 10 % жирів, 76 % вуглеводів (32 % сахарози та 44 % 

крохмалю) [41]. 

Тварини IV групи споживали низькопротеїнову/високосахарозну дієту, до 

складу якої входили 4,7 % протеїнів, 10 % жирів, 85,3 % вуглеводів (32 % са-

харози та 53,3 % крохмалю). 

Цервікальну дислокацію здійснювали під легким ефірним наркозом на 

29 день експерименту згідно чинних рекомендацій та етичних норм щодо За-

кону України № 3447-IV «Про захист тварин від жорстокого поводження» від 

21 лютого 2006 р.). 

 

2.2. Виділення мітохондріальної фракції скелетних м’язів 

Мітохондріальну фракцію скелетних м’язів щурів отримували методом 

диференційного центрифугування в гомогенізуючому середовищі, до складу 

якого входили: 1 мM MgCl2, 0,05 M Трис-HCl, 0,1 М KCl, рН 7,4. Фрагменти 

клітин та ядер осаджували центрифугуванням при 9000 об/хв впродовж 10 

хвилин. Для видалення неповністю зруйнованих клітин та ядер супернатант 

повторно центрифугували при 2000 об/хв протягом 5 хвилин [42]. 

 

2.3. Отримання мітохондріальної фракції печінки 

Фракцію мітохондрій клітин печінки отримували шляхом препаратив-

ного диференційного центрифугування [43]. Усі необхідні маніпуляції прово-

дили за температури 0–4° С. Склад середовища для гомогенізації включав: 250 

мМ розчин сахарози, 1 мМ розчин ЕDТА, 10 мМ трис-НСl, рН 7,4. Гомогенат 

печінки фільтрували, використовуючи 4 марлеві шари. Ядра відділяли при 
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центрифугуванні за 1000 g впродовж 10 хв. Мітохондріальну фракцію із віді-

браного супернатанту осаджували, надаючи прискорення 12 000 g за часового 

проміжку 15 хв. Отриманий осад мітохондрій печінки промивали два рази, ви-

користовуючи середовище виділення даної фракції без додавання ЕDТА.  

 

2.4. Хроматографічний аналіз концентрації АРБЛ 

Вміст вільних амінокислот із розгалуженим боковим ланцюгом у печі-

нці, м’язах та плазмі крові визначали методом хроматографічного аналізу на 

амінокислотному аналізаторі Т 339 (Чехія) на базі Інституту біохімії імені О.В. 

Палладіна у рамках виконання угоди про співпрацю.  

Підготовку проб здійснювали попередньо на кафедрі біохімії та біотех-

нології навчально-наукового інституту біології, хімії та біоресурсів ЧНУ ім. 

Юрія Федьковича.  

М’язи та печінку гомогенізували в 0,1 М К-фосфатному буфері, pH 7.4. 

Гомогенат центрифугували при 8000 об/хв впродовж 10 хвилин. Для депотеї-

нізації до супернатанту додавали 30 % розчин сульфосаліцилової кислоти та 

повторно центрифугували впродовж 20 хвилин.  

Безбілковий фільтрат плазми крові отримували після додавання 3 % ро-

зчину сульфосаліцилової кислоти.  

У випадку колонкової іонообмінної хроматографії для поділу амінокис-

лот використовуються дрібнозернисті катіонообмінники (смоли), що предста-

вляють собою сополімер стиролу і дивінілбензолу  сферичної форми з функ-

ціональною групою - SO3
- , причому для скорочення тривалості аналізу необ-

хідні смоли з малим розміром зерен. У основі іонообмінної колонкової хрома-

тографії лежать амфотерні властивості амінокислот. Для того, щоб відбувся 

поділ суміші амінокислот на колонці, катіонообмінник попередньо врівнова-

жується буферним розчином цитрату натрію або цитрату літію. Функціональні 

групи приймають, відповідно,  вид: - SO3
-Nа+ або - SO3

- Li+. Далі відбувається 

елюція (вимивання) амінокислот у визначених умовах: на великій швидкості, 
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при підвищеному тиску і температурі та використанні п'ятьох етапів зміни 

елюентів.  

Для реєстрації амінокислот в елюатах використовується метод детекції 

нінгідрином.  

Принцип роботи полягає в тому, що елюант із ємкості за допомогою на-

сосу, що дозує, поганяється через хроматографічну колонку. На виході з коло-

нки до елюату мікронасосом безупинно підкачується нінгідриновий реактив у 

визначеному співвідношенні з елюатом. Суміш елюата і  нінгідринового реак-

тиву по капілярній трубці направляється в реактор, що нагрівається до темпе-

ратури 95–98° С і потім направляється в проточну кювету. Інтенсивність заба-

рвлення вимірюють на ФЕКу за допомогою фотоелементу, на який світло від 

джерела проходить через стінки кювети. Реєстрування сигналів фотоелемента 

здійснювали самописним потенціометром у вигляді хроматограми, площа пі-

ків яких, в подальшому, підраховується із площею піків вільних амінокислот 

із відомою концентрацією. При порівнянні двох площ здійснюються обчис-

лення абсолютного вмісту амінокислот у аналізованому зразку. 

На хроматограмі розраховують площу піка кожної амінокислоти (або 

висоту піка). Кількість мікромолей кожної амінокислоти (Х1) у досліджува-

ному розчині обчислювали за формулою:  

Х1 = S1 / S0 , де 

S1 – площа піку (або висота) амінокислоти в досліджуваному зразку,  

S0 – площа піка (або висота) цієї ж амінокислоти в розчині стандартної суміші 

амінокислот, що відповідає 1 мікромолю кількості кожної амінокислоти [44]. 

 

2.5. Визначення амінотрансферазних активностей АРБЛ 

Лейцинамінотрансферазну активність у мітохондріальній фракції скеле-

тних м’язів тварин визначали за кількістю α-кетоізокапроату на спектрофото-

метрі CARY60 (США) при довжині хвилі 440 нм [45]. Реакційне середовище 

містило: 0,08 мМ альфа-кетоглутарат, 0,15 мМ розчин лейцину, 0,8 М розчин 
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Na4P2O7 та мітохондріальну фракцію. Всі зразки інкубували впродовж 5 хви-

лин при температурі 37 °С, а потім вносили по 1 мл 2,4-динітрофенігідразину. 

Утворення гідразонів в отриманій суміші відбулося після 10 хвилинного інку-

бування при 25 °С.  

Реакційну суміш в усіх зразках екстрагували шляхом додавання 5 мл ци-

клогексану з інтенсивним перемішуванням впродовж 20 с та центрифугуван-

ням при 1500 об/хв протягом 2-3 хвилин.  

У чисті пробірки відбирали надосадову рідину та додавали по 1,5 мл 10% 

розчину Na2CO3. Всі проби повторно центрифугували впродовж 1 хвилини при 

1500 об/хв. Отриману карбонатну фазу відбирали та вносили по 2 мл 15 % ро-

зчину NaOH. 

Реакційна суміш для визначення активностей валін- та ізолейцинамін-

трансфераз складалась із попередніх реагентів, окрім лейцину, який заміню-

вали двома іншими субстратами – валіном та ізолейцином. Екстрагування ре-

акційної суміші здійснювали етилацетатом. Після відбирання органічної фази, 

замість 10 % розчину Na2CO3 додавали по 2 мл калій-сульфатного буферу (5,3 

г Na2CO3, 0,84 г NaHCO3, 200 г Na2SO4), рН 7,5. Після центрифугування у ко-

жну пробу вносили по 5 мл петролейного ефіру. До отриманої фазу вносили 

по 2 мл 15 % розчину NaOH. 

Активність ензимів визначали зі кількістю утвореного субстрату: α-ке-

тоізокапроату, α-кетоізовалеріату та кето-β-метил-валеріату, які утворюються 

в реакціях трансамінування лейцину, ізолейцину та валіну. 

 

2.6. Визначення активностей дегідрогеназ α-кетокислот із розгалу-

женим ланцюгом 

Активність дегідрогеназного комплексу α-кетокислот із розгалуженим 

боковим ланцюгом визначали спектрофотометрично за кількістю утвореного 

NADH при довжині хвилі 340 нм [46].  
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До складу реакційної суміші входили 30 мМ розчин K2HPO4, 2 мM 

MgSO4, 2 мМ дитіотреїтолу, 0, 1 мM тритон X-100, pH 7,5, 0,56 М розчин тіа-

мін пірофосфату, 0,56 М КоА, 0,56 моль NAD+ та мітохондріальна фракція та 

відповідні кетокислоти. 

 

Концентрацію протеїну визначали за методом Лоурі [47]. 

 

2.7. Статистичні методи 

Статистичне опрацювання отриманих результатів досліджень прово-

дили на персональному комп’ютері, використовуючи прикладну програму 

статистичного аналізу Microsoft Excel 2016. Оцінку міжгрупових відмінностей 

здійснювали за допомогою параметричного t-критерію Стьюдента, порівню-

ючи усі дослідні групи із контролем. Різницю між показниками вважали ста-

тистично вірогідною при p < 0,05. 
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РОЗДІЛ ІІІ. РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ 

Відомо, що амінокислотний гомеостаз у тканинах підтримується в осно-

вному за рахунок есенціальних амінокислот. Так, після споживання нутрієнтів 

у складі харчового раціону у внутрішньоклітинному гомеостазі амінокислот до-

мінуватимуть процеси ауторегуляції, що супроводжуватиметься катаболізмом 

надлишкових амінокислот у клітинах [48, 49].  

З іншого боку, депривація макронутрієнтів за умов недостатнього їх над-

ходження запускатиме протилежний процес – аутофагію, що призводитиме до 

активації транскрипційних факторів для підтримки врівноваженої концентрації 

амінокислот як в плазмі, так і в тканинах [50].  

Наприклад, зміни в метаболічних шляхах лейцину, ізолейцину та валіну 

індукують низку метаболічних функцій через активацію сигнального шляху 

mTOR. Дана протеїнкіназа виступає центральним регулятором різноманітних 

клітинних процесів, починаючи від синтезу білка, активації процесів аутофагії 

та закінчуючи підтриманням гомеостазу глюкози в тканинах та органах. З ін-

шого боку, порушене функціонування цього сигнального шляху призводитиме 

до прогресування деяких патологічних процесів, зокрема діабету [50].  

Широкомасштабний аналіз, описаний в літературі [51], засвідчує зміну 

концентрацій АРБЛ за умов прогресуванням деяких патологічних станів при 

введенні метаболітів лейцину, ізолейцину та валіну. Дослідники встановили, 

що ті захворювання, які супроводжувалися вираженим катаболічним станом, 

сприяли зниженій концентрації амінокислот із розгалуженим боковим лан-

цюгом у крові та тканинах м’язів.  

Відомо, що метаболічні перетворення амінокислот у тканинах скелетних 

м’язів переважно лімітують валін, лейцин та ізолейцин. Серед зазначених амі-

нокислот особлива роль належить лейцину, який задіяний у низці метаболічних 

процесів. За фізіологічних умов харчові білки майже повністю гідролізуються 

до амінокислот, які потім швидко абсорбуються у стінках кишечника. Актив-

ний транспорт амінокислот є енергозалежним процесом, який відбувається за 
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участю білків-транспортерів за допомогою Na+-залежного симпорту. Після на-

дходження по ворітній вені абсорбовані амінокислоти, не менше 20 % з яких 

АРБЛ, захоплюються у печінкою. Однак, вони проходять даний орган транзи-

том і використовуються в основному в скелетних м'язах [52]. 

Результати проведених досліджень показали зниження вмісту лейцину, 

ізолейцину та валіну в тканинах скелетних м’язів усіх дослідних груп порівняно 

із показниками контролю (рис. 3.1).  

 

 

Рис. 3.1. Вміст лейцину (а), ізолейцину (б) та валіну (в) у скелетних 

м’язах щурів за умов дисбалансу нутрієнтів у харчовому раціоні 

Примітка (тут і надалі):  

К – щури, які споживали повноцінний напівсинтетичний раціон; НПР –щури, які 

споживали низькопротеїновий раціон; ВС –щури, які споживали високосахарозний раціон; 

НПР/ВС –щури, які споживали низькопротеїновий/високосахарозний раціон; * – статис-

тично достовірна різниця порівняно з контролем, Р ≤ 0,05. 
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Очевидним є те, що зниження вмісту трьох есенціальних амінокислот – 

лейцину, ізолейцину та валіну – в групі протеїнодефіцитних щурів у 1,7 (рис. 

3.1, а), 1,4 (рис. 3.1, б) та 1,3 рази (рис. 3.1, в) відповідно порівняно зі значеннями 

контрольної групи тварин пов’язане із нестачею харчового протеїну в раціоні. 

З іншого боку, всі АРБЛ трансамінуються у м’язах до відповідних кетокислот, 

які «згодом утилізуються в реакціях глюконеогенезу в печінці, що може відбу-

ватися й за даних експериментальних умов та спрямоване для підтримання ене-

ргетичних ресурсів організму, оскільки їх рівень регулюється розподілом між 

біосинтезом протеїнів та окислювальним метаболізмом у мітохондріях» [53]. 

Щодо концентрації АРБЛ за умов споживання надлишку легкозасвою-

ваного вуглеводу – сахарози, то у скелетних м’язах груп ВС та НПР/ВС зареє-

стровано максимальне зниження рівня лейцину (рис. 3.1, а) та ізолейцину (рис. 

3.1, б), що дозволяє розглядати надміру кількість сахарози ключовим чинни-

ком даних змін. 

Особлива роль серед усіх АРБЛ належить лейцину, який, «на відміну від 

ізолейцину та валіну, ініціює біосинтез протеїнів у скелетних м’язах шляхом 

активації кіназного комплексу mTOR та характеризується найвищою реакцій-

ною здатністю до окислення» [53, 54]. 

За даними літератури [55], лейцин ініціює синтез м’язових білків у ске-

летних м’язах – тканині, що відповідає за утилізацію глюкози в організмі. У 

скелетних м’язах поглинання глюкози відбувається інсулінозалежним механі-

змом. Даний гормон на мембрані зв’язується із своїм рецептором (IR), що су-

проводжується активацією ензиму тирозинкінази, який фосфорилює власні 

субстрати (IRS-1 та IRS-2) за залишками амінокислоти тирозину. Зв’язування 

субстратів в подальшому сприяє активації фосфоінозитол-3-кінази (PI3K), яка 

призводить до функціонування фосфоінозитол-2-фосфату (PIP2) та фосфоіно-

зитол-3-фосфату (PIP3), що, в свою чергу, ініціюють сигнальний шлях через 

альфа-серинтреонінпротеїнкіназу, активація якого призводить до збільшення 
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транслокації GLUT4 до плазматичної мембрани і збільшення поглинання глю-

кози [56, 57]. 

За фізіологічних умов, лейцин «через активацію сигнальних шляхів ви-

кликає секрецію інсуліну, що сприяє поглинанню м’язами більше глюкози, тим 

самим знижуючи її рівень в крові» [53]. Таким чином, недостатність даної амі-

нокислоти за умов споживання надлишку сахарози можна розглядати як перед-

умову порушення гомеостазу глюкози. 

З іншого боку, «ця ж сама альфа-серинтреонінпротеїнкіназа може запу-

скати mTOR через який лейцин активує біосинтез протеїнів». Зокрема, в літе-

ратурі [58] з’являється дедалі більше припущень про те, що mTOR1 може фо-

сфорилювати субстрати інсуліну в м’язовій тканинні. Даний процес, в свою 

чергу, призводить до інгібування даного шляху, що супроводжується пору-

шенням транслокації GLUT4 – транспортера глюкози до мембрани клітин. 

Тому зниження вмісту лейцину (рис. 3.1, а) за умов споживання високосаха-

розного раціону може супроводжуватися пригніченням процесів синтезу 

м’язових білків.  

Зміни метаболізму в скелетних м'язах проявляють значний вплив на ме-

таболізм організму загалом. Скелетні м'язи споживають ~75%–80% глюкози і 

є основним органом, що визначає швидкість метаболізму. Втрата м'язової маси 

знижує загальне споживання глюкози в організмі, що сприяє розвитку гіперг-

лікемії та впливає на ступінь інсулінорезистентності [59, 60]. 

Аналогічна тенденція змін вмісту лейцину зареєстрована нами за умов 

абсолютного дисбалансу макронутрієнтів на прикладі споживання надмірного 

вмісту сахарози на тлі аліментарної депривації протеїну (група НПР/ВС) (рис. 

3.1, а). Тому «можна припустити, що доступність енергосубстратів за даних 

експериментальних умов стає обмеженою, що призводить до запуску глюко-

неогенезу та катаболічних перетворень амінокислот» [53, 61]. 
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Окрім цього лейцин ініціює синтез білка шляхом активування mTOR1, 

який в свою чергу активує транскрипційні фактори 4E-BP1 і p70S6K, ініціація 

яких призводить до пришвидшеної транскрипції протеїнів [57].  

Щодо ізолейцину, то в літературі [61] з’явилося перше повідомлення про 

те, що дана амінокислота стимулює поглинання глюкози скелетними м’язами 

in vivo та знижує концентрацію глюкози в крові у щурів без підвищення рівня 

інсуліну в плазмі. Таким чином, зниження рівня ізолейцину (рис. 3.1, б) за даних 

експериментальних умов узгоджується з попередньо встановленим науковою 

групою явищем гіперглікемії. Даний процес відбувається через активування 

протеїнкінази (AMPK), яка покращує поглинання глюкози шляхом підвищен-

ної експресії GLUT-4 й транслокації її до плазматичної мембрани [61]. 

М’язи є енергоємною тканиною, які для генерування молекул АТФ вико-

ристовують жирні кислоти та глюкозу. Проте дана тканина не може використо-

вувати обидва субстрати одночасно. Використання м’язовою тканиною одного 

із вищезазначених, субстратів у м’язах підпорядковується циклу Рендла, де ви-

користання молекул глюкози в якості джерела субстрату інгібуватиме окис-

лення ліпідів, й навпаки [62]. Так, за умов дисбалансу нутрієнтів у харчовому 

раціоні ініціація ліполізу в жировій тканині забезпечуватиме м’язи жирними ки-

слотами, які пригнічуюючи окислення глюкози в м’язах, перепрограмовують їх 

метаболізм в цьому органі й цим самим сприяють тому, що молекули глюкози 

використовуватимуться як джерело субстрату не м’язами, а мозком, який вико-

ристовує її майже виключно для своїх енергетичний потреб [60]. 

Зокрема, в літературі [59]зазначається, що за умов виникнення інсуліно-

резистентного стану, яке можливе за даних умов, окиснення глюкози в м’язах 

сповільнюється, що в свою, чергу сприятиме накопиченню триацилгліцеролів 

у цій тканинні. Валін за даних умов, транспортуватиме жирні кислоти із цир-

куляції до міофібрилів через капілярну стінку. Дослідники встановили [57, 61], 

що валін сприяючи поглинанню жирних кислот м’язами, сприяє накопиченню 
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ліпідів у цьому органі, що можна розглядати як передумову виникнення інсу-

лінорезитстентного стану.  

Аналогічна тенденція змін вмісту трьох амінокислот спостерігається у 

тварин, що утримувались на низькопротеїновому/високосахарозному раціоні 

(рис. 3.1). У літературі [62] показано, що АРБЛ модулюють метаболізм ліпідів 

в м’язовій тканині. До прикладу, ізолейцин сприяє збільшенню накопичення 

внутрішньом’язових ліпідів, пригнічуючи фосфорилювання АМФ-активова-

ної протеїнкінази α-ацетилкоензим А-карбоксилази, яка в свою чергу, активую 

стеароїл-КоА-десатурази, що відповідає за ліпогенез в м’язах.  

З іншого боку, лейцин та ізолейцин при надлишку сахарози в м’язах збіль-

шують експресію PPAR рецептора, який індукує UCP-3 – в м’язах. Надекспресія 

цього гену в даній тканинні сприяє поглинанню глюкози за рахунок підвищеного 

рекрутування переносника глюкози GLUT4 на клітинну поверхню [63].  

За даними літератури [63], валін та ізолейцин за даних умов активують 

фактор росту фібробластів (Fgf21) в скелетних м'язах, а також в печінці та жи-

ровій тканині. Даний гормон є одним із головних регуляторів енергетичного 

гомеостазу. Виходячи з цього, можна припустити, що індукування двома амі-

нокислотами Fgf21 призводить до збільшених витрат енергії. Таким чином по-

рушений метаболізм АРБЛ пригнічує дію інсуліну, що, в свою чергу, призво-

дить до накопичення неповністю окислених ліпідів в м’язах [64, 65].  

Отже, за умов дисбалансу нутрієнтів у харчовому раціоні у скелетних 

м’язах щурів спостерігається зниження вмісту АРРБЛ. Споживання надлишку 

сахарози незалежно від кількості харчового протеїну супроводжується макси-

мальним зменшенням рівня лейцину та ізолейцину, що можна розглядати як 

ключовий чинник встановлених змін.  

Враховуючи те, що ферменти, які задіяні в катаболізмі лейцину, ізолей-

цину та валіну володіють унікальним тканиноспецифічним розподілом, насту-

пним етапом нашої роботи стало дослідження активностей відповідних тран-

саміназ у мітохондріальній фракції скелетних м’язів щурів. 
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Відомо, що реакції трансамінування трьох амінокислот здебільшого 

протікають саме в м’язовій тканині. Перетворення розгалужених амінокислот 

відбувається шляхом перенесення аміногруп АРБЛ на альфа-кетоглутарат із 

утворенням глутамату та відповідних альфа-кетокислот. Це відіграє важливу 

роль в катаболізмі амінокислот, оскільки під час трансамінування відбувається 

перерозподіл азоту між есенціальними амінокислотами [66]. 

Окрім того, що процеси трансамінування допомагають перетворювати 

надлишкові амінокислоти на відповідні метаболічні продукти, що й сприяє нор-

малізуванню есенціальних амінокислот в тканинах та органах, трансамінування 

відіграє важливу роль у діагностиці, адже даний процес прогнозує патологічні 

захворювання. Враховуючи те, що амінотрансферази відносяться до внутрішньо-

клітинних ензимів, їх активність в сироватці крові підтримується в діапазоні ре-

ферентних значень [67].  

Нами встановлено, що в мітохондріальній фракції скелетних м’язів щу-

рів спостерігається зниження трансаміназ – лейцин-, ізолейцин- та валінаміно-

трансферази порівняно зі значеннями контролю (рис 3.2).  

Можна припустити, що в скелетних м’язах протеїнодефіцитних тварин 

зниження активності зазначених ензимів пов’язане зі зменшенням концентра-

ції амінокислот із розгалуженим боковим ланцюгом, які виступають субстра-

тами в реакціях трансамінування.  

Слід відмітити, що максимальне зниження лейцинамінотрансферази 

(рис. 3.2, а), ізолейцинамінотранферази (рис. 3.2, б) та валінамінотрансферази 

(рис. 3.2, в) в міхондріальній фракції скелетних м’язів щурів зареєстровано у 

групах ВС та НПР/ВС. Встановлений нами факт, ймовірно, «пов’язаний із тим, 

що за даних умов м’язи починають посилено використовувати глюкозу, що 

ймовірно, супроводжується запуском глюконеогенезу» [53]. 

За даних умов тканини скелетних м’язів використовують глюкозу як 

джерело енергетичного субстрату, що сприяє захопленню вуглецевого скелета 
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пірувату у вигляді аланіну за допомогою реакцій трансамінування,  викорис-

товуючи при цьому аміногрупу глутамату, що утворюється під час трансамі-

нування лейцину, ізолейцину та валіну.  

 

 

Рис. 3.2. Активність лейцинамінотрансферази (а), ізолейцинамінотранс-

ферази (б), валінамінотрансферази (в) у скелетних м’язах щурів за умов 

дисбалансу нутрієнтів у харчовому раціоні 

 

Враховуючи те, що акцептором аміногруп в реакціях трансамінування є 

альфа-кетоглутарат, то окрім новоутвореної альфа-кетокислоти вихідним про-

дуктом у цій реакції буде й глутамат, що в подальшому під час трансаміну-

вання з піруватом, перетворює дану сполуку на аланін з одночасним регенеру-
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ванням альфа-кетоглутарату – одного із метаболітів ЦТК. Зниження активно-

сті даних метаболітів за умов споживання надлишку сахарози, ймовірно, при-

зводитиме до виснаження рівня інтермедіатів у цій тканинні, що в свою чергу, 

можна розглядати як передумову порушеної активності ензимів АРБЛ в цій 

тканинні [68, 69]. 

Аналогічна тенденція змін щодо активностей амінотрансфераз спостері-

гається у щурів, які при надмірному споживанні сахарози отримували дефіцит 

харчового протеїну (рис. 3.2). Це можна пояснити тим, що катаболізм АРБЛ в 

скелетних м'язах частково регулюється дегідрогеназним комплексом. Встано-

влено, що «трансамінази та дегідрогенази α-кетокислот з розгалуженим боко-

вим ланцюгом тісно пов’язані та утворюють надмолекулярний комплекс, ві-

домий як «метаболон», функціонування якого відбувається скоординовано для 

врегулювання катаболізму АРБЛ. Це полегшує перенесення субстратів і під-

вищує ефективність реакцій» [53].  

Активність дегідрогеназного комплексу в м’язах незначна й становить 

лише 2 % від її загальної активності в печінці. Тому за нормальних фізіологіч-

них умов у тканинні скелетних м’язів даний комплекс майже не проявляє свою 

активність, що в свою чергу, сприяє синтезу білків, а утворені в реакціях тран-

самінування продукти трьох амінокислот із розгалуженим боковим ланцюгом 

стають доступними для окислювального декарбоксилювання даним комплек-

сом у печінці. Варто зазначити, що «в подальшому утворенні альфа-кетокис-

лоти за дії дегідрогеназ перетворюються до відповідних ацильованих похідних 

КоА, які в свою чергу, або метаболізуються в печінці або передають ацильний 

залишок на карнітин. Останні можуть транспортуватися для подальшого оки-

слення в інші тканини, зокрема, в м’язи. Цей механізм дозволяє регулювати 

структуру внутрішньомітохондріального пулу КоА, звільняючи KoASH, що 

має важливе значення для метаболізму» [53]. Тому порушення роботи такого 

комплексу за даних експериментальних умов, ймовірно, призводитиме до нако-

пичення альфа-кетокислот в плазмі крові [66].  
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Таким чином зниження активностей амінотрансфераз – лейцин-, ізолей-

цин- та валінамінотрансферази у скелетних м’язах щурів за умов дисбалансу 

нутрієнтів у харчовому раціоні пов’язано зі зниженням вмісту відповідних амі-

нокислот – субстратів даних реакцій. 

Проте процеси трансамінування лейцину, ізолейцину та валіну до відпо-

відних кетокислот є початковим етапом їх загального перетворення. Відомо, 

що ключовим етапом трансформування трьох амінокислот до кінцевих мета-

болітів є окисне декарбоксилювання, що здійснюється в печінці за допомогою 

дегідрогеназного комплексу альфа-кетокислот із розгалуженим боковим лан-

цюгом [68]. 

Тому нами досліджено активність декарбоксилаз розгалужених альфа-

кетокислот, що утворилися в реакціях трансамінування лейцину – α-кетоізока-

проат, ізолейцину – α-кето-β-метилвалеріат та валіну – α-кетоізовалеріат у мі-

тохондріальній фракції клітин печінки щурів за умов дисбалансу нутрієнтів у 

харчовому раціоні. 

Результати досліджень засвідчують різноспрямовану тенденцію змін 

щодо активностей декарбоксилаз розгалужених α-кетокислот (рис. 3.3). Так, 

нами встановлено, що в мітохондріальній фракції печінки щурів активність α-

кетоізокапроатдекарбоксилази суттєво зростає за умов споживання надлишку 

сахарози незалежно від кількості харового протеїну (групи ВС та НПР/ВС) 

(рис. 3.3, а).  

У літерататурі [70] описано, що продукт трансамінування лейцину – α-

кетоізокапроат викликав різку секреторну відповідь інсуліну в острівцях. Від-

повідь α-кетоізокапроату блокувалася метиллейцином або амінооксиацетатом 

– інгібіторами амінотрансфераз. 

Підвищена секреція інсуліну часто пов'язана з резистентністю до інсу-

ліну. Найпростішим поясненням є те, що нормальний рівень секреції інсуліну 

не здатний стимулювати нормальний кліренс глюкози. Таким чином залиш-

кова глюкоза викликає додаткову секрецію інсуліну. Гіперсекреція інсуліну не 
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завжди є компенсаторною реакцією на інсулінорезистентність, це може відбу-

ватися за відсутності резистентності до інсуліну, а в деяких випадках може 

являти собою первинний метаболічний дефект. 

 

 

Рис. 3.3. Активність α-кетоізокапроатдекарбоксилази (а), α-кето-β-ме-

тил-валеріатдекарбоксилази (б) та α-кетоізовалеріатдекарбоксилази (в)  

мітохондріальній фракції печінки щурів за умов дисбалансу нутрієнтів  

у харчовому раціоні  

 

На додаток до глюкози, амінокислоти, деякі з їхніх аналогів α-кетокис-

лот і субстрати мітохондріального метаболізму є потужними стимуляторами 

секреції інсуліну. Ці секретагоги відповідають за підтримку базальної секреції 
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інсуліну, на яку припадає ~50% усієї секреції інсуліну. α-Кетоізокапроат, про-

дукт трансамінування лейцину, стимулює секрецію інсуліну. 

α-Кетоізокапроат може бути окислений до ацетил-КоА та ацетоацетату, 

або він дає лейцин через трансамінування з глутаматом, утворюючи α-кетоглу-

тарат. Однак окислення лейцину не робить значного внеску в секрецію інсу-

ліну. Швидше вважається, що лейцин опосередковує його вплив через алосте-

ричну активацію глутаматдегідрогенази, ферменту, який каталізує окисне де-

замінування глутамату.  

Відомо, що активність дегідрогеназного комплексу строго контролю-

ється двома ензимами: кіназою дегідрогенази кетокислот із розгалуженим ла-

нцюгом (BCKDK), що відповідає за інактивацію даного комплексу шляхом 

фосфорилювання, що, в свою чергу призводить до зниження його активності 

в гепатоцитах, й протеїнфосфатазою (PP2Cm), яка виконує зворотну дію, й ві-

дповідає за активацію цього ж комплексу шляхом дефосфорилювання. Ймові-

рно, що за даних умов ген кінази, який відповідає за регуляцію транскрипції у 

відповідь на певні харчові чинники тканиноспецифічним способом стимулю-

ватиме дію протеїнфосфатази, що призводитиме до підвищення активності да-

ного ензимного комплексу [69].  

Водночас нами встановлено зниження активностей α-кето-β-метил-вале-

ріатдекарбоксилази (рис. 3.3, б) та α-кетоізовалеріатдекарбоксилази (рис. 3.3, 

в) порівняно зі значеннями контролю. 

Відомо, що печінка виступає ключовим органом, який піддається впливу 

високих концентрацій інсуліну, що надходить до неї через ворітну вену. Регу-

ляція метаболізму як глюкози, так і ліпідів спричинена інсуліном здійснюється 

через прямі, які ще називають печінкові, й непрямі або позапечінкові шляхи. 

Регулювання гормоном метаболізму ліпідів та глюкози здійснюється через ак-

тивацію SREBP – білка, що зв’язує елемент вуглеводної відповіді і ліпогенез 

de novo. У літературі [72] зазначається, що надмірне споживання вуглеводів 
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викликає накопичення триацилгліцеролів у печінці через активування інсулі-

ном цього транскрипційного фактора. Інсулін, стимулюючи активацію 

SREBP, сприянню фосфорилюванню серин/треонін кінази 2 (Akt2), яка підви-

щує експресію фактора транскрипції 1, що зв’язує регуляторний елемент сте-

ролу (SREBP1). Останній, в свою чергу, активує ліпогенні гени: синтазу жир-

них кислот (FASN) і стеароїл-КоА-десатуразу-1 (SCD1). При цьому інсулін 

сприяє відкладенню ліпідів у печінці, водночас, пригнічуючи процеси глюко-

неогенезу, які протікають в цьому ж органі через пригнічення передачі сигна-

лів серин/треонін кінази 2 (Akt2) в гепатоцитах.  

Згідно літературних даних, встановлено, що субстрати дегідрогеназного 

комплексу розгалужених α-кетокислот – α-кетоізовалеріат, α-кетоізокапроат – 

також впливають на метаболізм як глюкози, так й ліпідів в печінці, послаблю-

ючи передачу сигналів інсуліну через серин/треонін кіназу 2 (Akt2). На основі 

цих висновків було зроблено припущення, те що коли передача сигналів інсу-

ліну до Akt2 порушується до надзвичайної міри, даний орган демонструватиме 

резистентність до інсуліну, адже в цей момент, вищезазначений гормон не 

зможе зупинити глюконеогенез і не зможе сприяти ліпогенезу [73]. 

З іншого боку, існують непрямі механізми регулювання метаболізму 

глюкози та ліпідів в печінці. Як вже зазначалося активність дегідрогеназного 

комплексу розгалужених α-кетокислот регулюється шляхом фосфорилю-

вання/дефосфорилювання. Експресія протеїнфосфатази регулюється на рівні 

транскрипції у відповідь на стан поживних речовин. Ензимний комплекс роз-

галужених альфа-кетокислот складається з трьох компонентів (E1, E2 і E3), що 

здійснюють різні фази реакції, де α-кетокислоти з розгалуженим боковим ла-

нцюгом перетворюються на ацилкоензим A [75]. 

Таким чином протеїнфосфатаза при взаємодії із субодиницею E2 дегід-

рогеназного комплексу починає конкурувати з кіназою цього ж комплексу за 

спільний субстрат. В свою чергу, вчені у своїх дослідженнях [74] пов’язали 
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активацію транскрипційного фактора, який зв’язує елемент вуглеводної відпо-

віді (ChREBP), із підвищеною активність кінази даного комплексу та зниже-

ною активністю фосфатази цього ж комплексу, що й можливе за даних умов. 

Адже при активації протеїнфосфатази й змінюється загальна активність дегід-

рогеназного клмплексу, що й можливе за даних умов.  

Зокрема, в літературі [74] зазначено, що надмірне споживання сахарози 

індукуватиме експресію ChREBP-β, завдяки якому рівень кінази – складової 

частинки дегідрогеназного комплексу підвищується, а рівень протеїнфосфа-

тази (PP2Cm), навпаки, знижується, це призводить до зниження активності α-

дегідрогеназного комплексу розгалужених α-кетокислот [74]. 

Відомо, що загальним механізмом інсулінорезистентності є нездатність 

переходити від окислення жирів натще до окислення глюкози під час їжі. Тому 

знижену активність α-кето-β-метил-валеріатдекарбоксилази (рис. 3.3, б) та α-

кетоізовалеріатдекарбоксилази (рис. 3.3, в) у тварин, які утримувалися на ни-

зькопротеїновому/високосахарозному раціоні можна пов’язати із тим, що, 

ймовірно, за даних умов надлишок вільних жирних кислот конкуруватиме з 

розгалуженими кетокислотами за ті самі шляхи окислення, відповідно, проду-

кти їхнього розпаду – НАДН+Н+ та ацетил-КоА, можуть алостерично пригні-

чувати активність дегідрогеназного комплексу, ймовірно, через його структу-

рну схожість з піруватдегідрогеназою – ключовим гліколітичним ферментом. 

Згідно моделі Рендла побічні продукти окислення жирних кислот, такі як 

ацетил-КоА, НАДН, діятимуть як потужні алостеричні інгібітори гліколізу. Мо-

жна припустити, що за даних умов субстрати дегідрогеназного комплексу розга-

лужених α-кетокислот, ймовірно, впливатимуть на активність піруватдегідроге-

нази, в печінці, що призводить до помітного зниження поглинання глюкози та 

окислення, а також до зниження ферментного комплексу в даному органі [75].  

Таким чином, споживання надлишку сахарози незалежно від кількості 

харчового протеїну супроводжується порушенням функціонування дегідроге-
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назного комплексу розгалужених альфа-кетокислот: активацією-кетоізокапро-

атдекарбоксилази на тлі зниження α-кето-β-метил-валеріатдекарбоксилази та 

α-кетоізовалеріатдекарбоксилази у мітохондріальній фракції печінки щурів. 

Описано, що «одним з найбільш важливих показників проміжного об-

міну є вміст вільних амінокислот у крові, що відображає баланс між надхо-

дженням амінокислот із їжі та тканин внаслідок катаболізму легкомобілізова-

них протеїнів. Однак, метаболічна функція АРБЛ визначається більшою мі-

рою його внутрішньоклітинною концентрацією, а не рівнем в плазмі крові. 

Тому вміст у плазмі лише частково може бути характеристикою надлишку або 

дефіциту лейцину» [53]. 

Результати проведених нами досліджень показали зниження вмісту амі-

нокислот із розгалуженим боковим ланцюгом у плазмі крові усіх дослідних 

груп тварин порівняно із показниками контролю (рис. 3.4).  

Враховуючи, що АРБЛ є есенціальними амінокислотами, які не синтезу-

ються de novo в організмі, їх рівень в крові буде залежати від кількості спожи-

тої їжі та гідролізу харчового протеїну в тканинах [76]. Так, послідовне зни-

ження вмісту трьох амінокислот у сироватці крові за умов аліментарної депри-

вації протеїну активує механізм протеїнозберігаючого періоду, в момент якого 

мінімізуються витрати енергії та зменшується втрата азоту з сечею. Ймовірно, 

що зниження вмісту в крові розгалужених амінокислот через білкове голоду-

вання призводить й до зниження обміну білків м’язів, що в свою чергу, приз-

водить до зменшення рівня даних амінокислот у крові [77].  

Нами зареєстровано й зниження концентрації лейцину, ізолейцину та ва-

ліну в крові порівняно із показниками контролю у тварин, що споживали ви-

сокосахарозний раціон (рис. 3.4). В одній зі своїх публікацій Ньюгард разом з 

іншими дослідниками [77] показали, що рівень АРБЛ та їх метаболітів й аро-

матичних амінокислот корелює із чутливістю до інсуліну.  
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Рис. 3.4. Концентрація лейцину (а), ізолейцину (б) та валіну (в) у плазмі 

крові щурів за умов дисбалансу нутрієнтів у харчовому раціоні 

 

Транспортні системи ароматичних амінокислот та амінокислот із розга-

луженим боковим ланцюгом здатні виконувати роль не тільки транспортера, а 

й рецептора. Виконуючи, дану роль їх спільна транспортна система передає 

інформацію про надходження поживних речовин в тканину до комплексу 

mTOR1, який дозволяє клітинам певним чином реагувати на зміни рівнів амі-

нокислот у крові. Враховуючи те, що АРБЛ активують даний комплекс, який 

шляхом фосфорилювання субстрату рецептора інсуліну — IRS-1 сприяє рези-

стентності до інсуліну в тканинах [76], можна припустити, що за даних умов 
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інсулін реагуючи на гіперглікемію стимулюватиме транспортери АРБЛ до ін-

ших периферичних тканин з метою ініціації синтезу м’язових протеїнів, що в 

свою чергу, призводить до зниженого вмісту АРБЛ у сироватці крові [77].  

Водночас, транспортування ароматичних та розгалужених амінокислот 

до тканин та органів через єдиний спільний транспортер — LNAA призводить 

до виникнення між ними конкуренції. Таким чином, підвищений рівень аро-

матичних амінокислот призводитиме до зниження рівня трьох розгалужених 

амінокислот, що й можливе за даних умов [55]. 

Водночас нами зафіксовано зниження вмісту амінокислот із розгалуже-

ним боковим ланцюгом у сироватці крові щурів за умов надмірного спожи-

вання вуглеводів на тлі аліментарної депривації протеїну. В літературі [54] по-

відомляється про те, що посилений протеоліз та синтез білка в м’язах підвищує 

доступність АРБЛ для скелетних м’язів. За умов нестачі харчового протеїну 

три амінокислоти можуть виступати джерелом азоту для синтезу аланіну та 

глутаміну, що вивільняються в кровотік й в подальшому поглинаються вісце-

ральними тканинами, в якості глюкогенних субстратів. Ймовірно, що за даних 

умов частина азоту, яка виділяється під час розпаду аланіну й глутаміну вико-

ристовуватиметься для амінування розгалужених амінокислот, що призводи-

тиме до зниження рівнів трьох амінокислот крові [52].  

Отже, дисбаланс нутрієнтів у харчовому раціоні супроводжується пору-

шенням процесів трансамінування АРБЛ що характеризується зниженням ак-

тивності трансаміназ у мітохондріальній фракції скелетних м’язів, що, очеви-

дно, пов’язано зі зниженням вмісту лейцину, ізолейцину та валіну – субстратів 

даних реакцій.  

Надмірне споживання сахарози виступає ключовим чинником зниження 

вмісту АРБЛ у плазмі крові щурів, що можна розглядати як характеристику 

внутрішньоклітинного дефіциту даних амінокислот у м’язах. 
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ВИСНОВКИ 

1. Дисбаланс нутрієнтів у харчовому раціоні супроводжується порушенням про-

цесів трансамінування амінокислот із розгалуженим боковим ланцюгом, що 

характеризується зменшенням вмісту лейцину, ізолейцину й валіну та знижен-

ням активностей відповідних амінотрансфераз у мітохондріальній фракції ске-

летних м’язів щурів. 

2. Споживання надлишку сахарози незалежно від кількості харчового протеїну 

супроводжується порушенням функціонування дегідрогеназного комплексу 

розгалужених альфа-кетокислот: активацією кетоізокапроатдекарбоксилази 

на тлі зниження α-кето-β-метил-валеріатдекарбоксилази та α-кетоізовалеріат-

декарбоксилази у мітохондріальній фракції печінки щурів. 

3. Надмірне споживання сахарози виступає ключовим чинником зниження вмі-

сту амінокислот із розгалуженим боковим ланцюгом у плазмі крові щурів, що 

можна розглядати як характеристику внутрішньоклітинного дефіциту даних 

амінокислот у м’язах. 
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ДОДАТКИ 

Охорона праці та безпека в надзвичайних ситуаціях 

Правила безпеки передбачають проведення заходів, спрямованих на попе-

редження небезпеки, пов’язаної з особливостями роботи в лабораторії, а саме: 

 отруєння, алергізація, опіки та інші ураження, пов’язані із застосуванням 

отруйних і вогненебезпечних речовин, сильних кислот, лугів тощо; 

 вплив шкідливих чинників під час роботи з приладами, обладнанням і скля-

ним посудом. 

Обладнання біохімічної лабораторії 

До загального обладнання біохімічної лабораторії належать: термостати 

повітряні, фотоколориметри, спектрофотометри, центрифуги, шафи сушильні, 

гематологічні аналізатори, біохімічні аналізатори, мікроскопи, дозатори, авто-

клави, дистилятори тощо. 

Під час експлуатації апаратури та обладнання необхідно суворо дотри-

муватись вимог інструкцій та паспортів. Робота на несправних електроприла-

дах та електрообладнанні забороняється. 

Під час експлуатації центрифуг необхідно дотримуватись таких ви-

мог: 

 при завантаженні пробірками розташовувати їх суворо попарно для рівноваги; 

 перед включенням в електромережу перевірити, чи герметично до корпусу 

прилягає кришка; 

 вмикати в електромережу плавно, після вимкнення дати можливість ротору 

зупинитись, зупиняти рукою забороняється; 

 після роботи потрібно провести огляд приладу і протерти його. 

Під час експлуатації термостата необхідно дотримуватись вимог: 

 забороняється ставити в термостат речовини, що легко займаються; 

 захисні ковпаки від регулюючих пристроїв не можна знімати без електрика; 

 чистити можна тільки після відключення від електромережі. 
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При роботі з електрообладнанням забороняється: 

 працювати з незаземленим обладнанням; 

 торкатися частин обладнання, через які проходить струм; 

 перекладати з місця на місце апарати, які перебувають під напругою; 

 користуватись несправним обладнанням; 

 самостійно ремонтувати обладнання та замінювати стандартні запобіжники 

саморобними; 

 закріплювати електропровід мотузкою, цвяхами тощо; 

 працювати з обладнанням, що не пройшло чергової перевірки згідно з гра-

фіком; 

 працювати без засобів захисту; 

 залишати без догляду ввімкнене обладнання. 

 

Заходи надання першої допомоги 

1. При роботі в біохімічній лабораторії найбільш вірогідними випадками 

є пошкодження, пов'язані з необережним поводженням з хімічними реакти-

вами, вогнем і електронагрівальними приладами, скляним посудом, аваріями 

лабораторного обладнання. 

2. При опіках хімічними речовинами, особливо кислотами і лугами, ура-

жену ділянку шкіри швидко промивають великою кількістю води, а потім на 

обпечене місце накладають примочку: при опіках кислотою з 2 % розчином 

питної соди; при опіках лугами з 2 % розчином оцтової кислоти. 

3. При термічних опіках обпечене місце присипають двовуглекислим на-

трієм (питна сода), крохмалем або тальком, або прикладають примочки з 96% 

етилового спирту, 2 % свіжоприготованим розчином питної соди або 2 % роз-

чином перманганату калію. Потім змащують уражене місце маззю від опіків. 

При важких опіках потерпілого слід негайно відправити до медпункту. 
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4. При отруєнні парами шкідливих і отруйних речовин вивести по на чи-

сте повітря, при необхідності зробити штучне дихання, дати протиотруту (мо-

локо), викликати лікаря або відправити до медпункту. 

5. При отруєнні через стравохід дати потерпілому велику кількість 2 % 

розчину перманганату калію, дати протиотруту (молоко), викликати лікаря 

або відправити до медпункту. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


