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Метою даної роботи було дослідження NAD+-залежних ензимів циклу Кребса нирок у щурів за умов різної 

забезпеченості раціону сахарозою та харчовим протеїном. Активність ізоцитратдегідрогенази реєстрували за 

накопиченням NADН у реакції перетворення ізоцитрату в α-кетоглутарат, активність малатдегідрогенази – 

за накопиченням NADН у реакції окислення малату при λ = 340 нм. Активність α-кетоглутаратдегідрогенази 

визначали спектрофотометрично за інтенсивністю окислення α-кетоглутарату при λ = 417 нм. Дослідження 

проводили на 4 групах тварин: І група – інтактні тварини (К); ІІ група – щурі, які перебували на низькопротеїно-

вому раціоні (НПР); ІІІ група – щурі, які перебували на високосахарозному раціоні (ВС); ІІІ група – щури, які 

отримували низькопротеїновий/ високосахарозний раціон (НПР/ВС). Показано, що у тварин за умов споживання 

низькопротеїнового раціону спостерігається підвищення ізоцитратдегідрогеназної активності на тлі збере-

ження на рівні показників контролю α-кетоглутаратдегідрогеназної та малатдегідрогеназної активностей. 

Аналогічна тенденція характерна для тварин, які споживали низькопротеїновий/високосахарозний раціон. 

Водночас максимально виражене підвищення ізоцитратдегідрогеназної, α-кетоглутаратдегідрогеназної та 

малатдегідрогеназної активностей характерне для тварин, які споживали високосахарозний раціон. Отримані 

результати дозволяють зробити висновок, що активація NAD+-залежних дегідрогеназ циклу Кребса за умов 

споживання високосахарозного раціону може розглядатися як одна з можливих ланок механізму ушкодження 

нирок та дозволить біохімічно обгрунтувати підходи до корекції нефротичних ускладнень за нутрієнтного 

дисбалансу. 
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Вступ. Нині питання механізмів формування 

метаболічних порушень у нирках за умов алімен-

тарного дисбалансу залишається відкритим (Mise 

et al., 2020; Engeham et al., 2012). Показано, що 

наслідком хронічного споживання низькопротеїно-

вого раціону може бути зниження маси нирок, 

порушення фільтраційної здатності клубочків, 

запалення ниркових канальців (Fotheringham et al., 

2021). Водночас надмірне споживання сахарози 

індукує розвиток та прогресування хронічної нир-

кової недостатності (Mahajan et al., 2020), триге-

ром виникнення якої є окисно-відновний дисба-

ланс та внутрішньониркове запалення (Amorim et 

al., 2019).  

Гомеостатична функція нирок забезпечується 

низкою процесів, які потребують значних витрат 

АТФ – підтримання балансу електролітів і кис-

лотно-лужного стану, виведення токсичних ре-

човин, реабсорбція поживних речовин (Hallan, 

Sharma, 2016). Ключову роль у забезпеченні фу-

нкціональної активності нирок, органу з високи-

ми потребами в енергії, відіграють мітохондрії 

(Liu et al., 2020). За кількістю мітохондрій та 

інтенсивністю споживання кисню нирки займа-

ють друге місце після серця (Galvan et al., 2017). 

При цьому метаболічна активність мітохондрій є 

визначальною для підтримання функціонування 

нирок (Clark, Parik, 2021). 

Показано, що дисфункція мітохондрій, що ви-

никає внаслідок порушення регуляції роботи 

дихального ланцюга, зниження мембранного 

потенціалу, супроводжується зменшенням вмісту 

АТФ та інтенсифікацією генерації АФК, що 

сприяє пошкодженню нирок (Bhatia et al., 2020; 

Ruiz-Ramírez et al., 2020).  У нормі в нирках біля 

90 % АТФ, необхідної для реабсорбції глюкози, 

іонів та метаболітів, утворюється шляхом окис-

ного фосфорилювання (Braga, et al., 2022), при 

цьому дисбаланс процесів енергоутворення в 

першу чергу буде супроводжуватися порушен-

ням реабсорбційної та фільтраційної здатності 

нирок. Слід відмітити, що ниркові клубочки як 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2589004221012773#!
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енергетичний субстрат переважно використову-

ють глюкозу, тоді як ниркові канальці – жирні 

кислоти. При цьому принаймні 50 % утвореної у 

нирках АТФ за фізіологічних умов використову-

ється для роботи Na+/K+-АТФ-ази, що необхідно 

для транспорту розчинених речовин (Liu et al., 

2020). 

Важливими показниками стану системи енер-

гозабезпечення нирок є активність NAD+-

залежних ензимів циклу Кребса (Forbes, 2016). 

Показано, що за умов незбалансованого харчу-

вання відбуваються значні перебудови мітохонд-

ріальних метаболічних шляхів, зокрема циклу 

трикарбонових кислот, який є фундаментальним 

у процесах забезпечення клітини енергією та 

перетворенні органічних речовин. У той же час 

розуміння механізмів регуляції енергетичного 

метаболізму нині розглядається як багатообіця-

юча стратегія затримки прогресування патологій 

нирок (Liu et al., 2020). Тому для встановлення 

ключових ланок порушення функції нирок за 

умов нутрієнтного дисбалансу, зокрема дефіциту 

протеїну та надлишку сахарози в раціоні, важли-

вим є вивчення активності NAD+-залежних ен-

зимів циклу Кребса.  

Мета роботи – дослідження ізоцитратдегід-

рогеназної, α-кетоглутаратдегідрогеназної та 

малатдегідрогеназної активностей у мітохондрі-

ях нирок щурів за умов різної забезпеченості 

раціону протеїном та сахарозою. 

Матеріали та методи. Дослідження проводили 

на статевозрілих білих безпородних щурах масою 

130-140 г. Маніпуляції з тваринами відповідали 

положенням «Європейської конвенції про захист 

хребетних тварин, що використовуються для до-

слідних та наукових цілей» і «Загальних етичних 

принципів експериментів на тваринах», ухвалених 

Першим національним конгресом з біоетики. Щу-

рів утримували в пластикових клітках з піщаною 

підстилкою, доступом до води ad libitum. 

Модель дослідження передбачала поділ тварин 

на групи: І група – щури, які перебували на повно-

цінному напівсинтетичному раціоні (К); ІІ група – 

щури, які перебували на низькопротеїновому раці-

оні; ІІІ група – щури, які перебували на високоса-

харозному раціоні (ВС); IV група – тварини, які 

перебували на низькопротеїново-

му/високосахарозному раціоні (НПР/ВС). Тварини 

І групи отримували раціон, що містив 14 % протеї-

ну (у вигляді казеїну), 10 % жирів, 76 % вуглеводів 

(10% сахарози), збалансований за всіма нутрієнта-

ми. Тварини ІІ групи отримували ізоенергетич-

ний раціон, що містив 4,7% протеїну, 10% жирів 

та 85,3% вуглеводів. Тварин ІІІ групи утримували 

на раціоні, що містив 40 % сахарози та був збалан-

сований за всіма іншими нутрієнтами. Тварини ІV 

групи отримували раціон, що містив 4,7 % протеї-

ну, 40 % сахарози та збалансоване співвідношення 

інших нутрієнтів. Тривалість експерименту стано-

вила 28 діб. Цервікальну дислокацію тварин про-

водили під легким ефірним наркозом на 29-ту добу 

експерименту (Voloshchuk, Kopylchuk, 2020). 

Мітохондріальну фракцію нирок виділяли ме-

тодом диференційного центрифугування в сере-

довищі, що містило 250 ммоль/л сахарозу, 1 

ммоль/л ЕДТА, 10 ммоль/л трис-НСl; рН 7,4 (Itoh 

et al., 2002). 

Активність NAD+-залежних дегідрогеназ цик-

лу Кребса у мітохондріях нирок щурів визначали 

спектрофотометрично. Активність ізоцитрат-

дегідрогенази реєстрували за накопиченням 

NADН у реакції перетворення ізоцитрату в α-

кетоглутарат (Huang et al., 2000), активність ма-

латдегідрогенази – за накопиченням NADН у 

реакції окислення малату при λ = 340 нм (Cetica 

et al., 2003). Активність α-

кетоглутаратдегідрогенази визначали спектрофо-

тометрично за інтенсивністю окислення α-

кетоглутарату при λ = 417 нм (Kiss et al., 2013).  

Для статичного опрацювання даних кількісні 

показники обробляли математичними методами, 

що використовуються в біології, на персональному 

комп’ютері з використанням пакета аналізу даних 

Microsoft Excel. Оцінювали середнє значення (М) 

та стандартну похибку середнього (m). Для пара-

метричних даних використовували t-критерій Сть-

юдента. Результати вважали достовірними при p ≤ 

0,05. 

Результати та їх обговорення. Результати 

проведених досліджень показали достовірне під-

вищення ізоцитратдегідрогеназної активності в 

мітохондріях нирок тварин, яких утримували на 

низькопротеїновому раціоні (рис. 1). Водночас α-

кетоглутаратдегідрогеназна та малатдегідрогена-

зна активності за досліджуваних умов зберіга-

ються на рівні показників контролю (рис. 2, рис. 

3). Аналогічна тенденція характерна для тварин, 

які споживали низькопротеїно-

вий/високосахарозний раціон. Враховуючи, що 

підвищення ізоцитратдегідрогеназної активності 

не супроводжується активацією інших NAD+-

залежних ензимів циклу Кребса, ймовірно, ця 

реакція спрямована не на поповнення пулу 

NADH, а на утворення α-кетоглутарату. Цікаво, 

що утворений у ізоцитратдегідрогеназній реакції 

α-кетоглутарат не використовується для синтезу 

замінних амінокислот, а метаболізується до цит-

рату, щоб забезпечити утворення попередників 

для макромолекулярного синтезу та поповнити 

пул інтермедіатів циклу Кребса (Wu et al., 2016; 

Mullen et al., 2011). При цьому мітохнодріальний 

цитрат, транспортований SLC25A1, може додат-

https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=57702623100
https://www.scopus.com/authid/detail.uri?authorId=57215003557
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ково генерувати ацетил-КоА, який пригнічує 

аутофагію (Marino et al., 2014). Окрім того пока-

зано, що у нирках α-кетоглутарат переважно бере 

участь у підтримці кислотно-лужного балансу 

(Tokonami et al., 2013), а також проявляє антиок-

сидатні властивості, мінімізуючи таким чином 

прояви ушкодження нирок (Guo et al., 2022). От-

же, підвищення ізоцитратдегідрогеназної актив-

ності можна розглядати як компенсаторну реак-

цію, спрямовану на підтримання фукціональної 

активності мітохондрій нирок за умов білкової 

недостатності. 
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Рис. 1. Ізоцитратдегідрогеназна активність у 

мітохондріях нирок щурів за різної забезпеченості 

раціону сахарозою та протеїном 

Fig. 1. The isocitrate dehydrogenase activity in kidney 

mitochondria from rats that received diets with different 

contents of sucrose and protein 

Примітка: К – щури, які перебували на повноцінному напівсинтетичному раціоні; НПР – щури, які перебували 

на низькопротеїновому раціоні; ВС – щури, які перебували на високосахарозному раціоні; НПР/ВС – тварини, 

які перебували на низькопротеїновому/високосахарозному раціоні; * – статистично достовірна різниця порів-

няно з контролем, Р ≤ 0,05; ** – статистично достовірна різниця порівняно з тваринами, які споживали висо-

косахарозний раціон, Р ≤ 0,05. 
 

Note (hereinafter): K – animals that received a complete diet; LPD – animals kept on a low protein diet; HSD – 

animals kept on a high-sugar diet; LPD/HSD – animals that were on a low protein/high sugar diet; * – significant 

difference with control group, Р ≤ 0,05; ** – statistically significant difference compared with animals that consumed a 

high-sucrose diet, P ≤ 0,05 
 

Слід відмітити, що у тварин, яких утримували 

на високосахарозному раціоні, спостерігається 

достовірне підвищення активності усіх дослі-

джуваних NAD+-залежних дегідрогеназ циклу 

Кребса у нирках (рис. 1 – 3). При цьому актив-

ність ізоцитратдегідрогенази підвищується у 

понад 2,5 рази (рис. 1), тоді як активність α-

кетоглутаратдегідрогенази і малатдегідрогенази 

зростає приблизно у 1,5 рази (рис. 2, рис. 3). У 

літературі показано, що за умов гіперглікемії 

виникає підвищена потреба в АТФ, необхідної 

для реабсорбції глюкози у проксимальних кана-

льцях нирок, тому для задоволення енергетичних 

потреб активується цикл Кребса (Hasegawa et al., 

2020). Надмірне споживання глюкози призводить 

до збільшення кількості енергозалежних SGLT 

транспортерів, які відповідають за реабсорцію 

глюкози у нирках. Кількість глюкози, що фільт-

рується нирками, лінійно підвищується зі збіль-

шенням її концентрації у плазмі, при цьому нир-

кова реабсорбція глюкози зростає до досягнення 

певної концентрації глюкози у крові (Wilding, 

2014). При цьому посилене надходження глюко-

зи у клітини нирок та активація циклу Кребса 

буде супроводжуватися активацією утворення 

відновних еквівалентів, проте не обов’язково 

спостерігатиметься активація окисного фосфо-

рилювання. Показано, що процес окисного фос-

форилювання регулюється біодоступністю АДФ, 

тому підвищення постачання електронів до ди-

хального ланцюга не вимагає пропорційного 

збільшення продукування АТФ. Тому коли над-

ходження електронів у Q-цикл перевищує потре-

би у синтезі АТФ, відбувається посилений вихід 

електронів через утворення супероксид аніон 

радикалу та надалі пероксиду водню (Muoio, 

2014; Smith et al., 2018), що розглядається як 

один із основних механізмів ушкодження нирок 

за умов надлишкового споживання сахарози.  

Отже, для забезпечення енергетичних потреб 

нирок за умов надмірного надходження сахарози 

зростає активність NAD+-залежних дегідрогеназ 

циклу Кребса. У літературі показано, що за умов 

гіперглікемії спостерігається посилення експресії 

мРНК ізоцитратдегідрогенази, що каталізує лімі-

туючу реакцію цикла Кребса (Sas et al., 2016). 

Окрім того, виявлено збільшення оборотів циклу 

Кребса у нирках, проте залишається не зрозумі-

лим, чи збільшення потоку субстратів через цей 

цикл є причиною чи наслідком мітохондріальної 
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дисфункції. Припускають, що інтенсифікація 

вільнорадикальних процесів з наступним ушко-

дженням комплексів дихального ланцюга та по-

рушенням його функціонування за умов гіперг-

лікемії призводить до менш ефективного вироб-

ництва АТФ і компенсаторного збільшення ме-

таболічного потоку глюкози з активацією ензи-

мів циклу Кребса, що розглядається як основна 

метаболічна аномалія в корі нирок при цукрово-

му діабеті (Sas et al., 2016). При цьому таке мета-

болічне перепрограмування може призвести до 

специфічних змін функціонування мітохондрій 

та сприяти прогресуванню захворювань нирок. 

Як можливі механізми дисметаболічних пору-

шень у нирках за таках умов розглядають підви-

щене утворення інтермедіатів циклу Кребса, зо-

крема сукцинату та фумарату, які, зв’язуючись з 

відповідними рецепторами, здатні індукувати 

каскади перетворень, наслідком яких будуть 

ушкодження нирок (Lee et al., 2013; You et al., 

2016). Окрім того, за гіперглікемії спостерігаєть-

ся посилене фосфорилювання фактора транскри-

пції FoxO3 та ацетилювання ензимів циклу Кре-

бса, що у свою чергу призводить до їх активації 

(Kosanam et al., 2014). 
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Рис. 2. α-кетоглутаратдегідрогеназна активність 

у мітохондріях нирок щурів за різної забезпечено-

сті раціону сахарозою та протеїном 

Fig. 2. The α-ketoglutarate dehydrogenase activity in 

kidney cell mitochondria from rats that received diets 

with different contents of sucrose and protein  
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Рис. 3. Малатдегідрогеназна активність у мітохон-

дріях нирок щурів за різної забезпеченості раціону 

сахарозою та протеїном 

Fig. 3. The malate dehydrogenase activity in kidney cell 

mitochondria from rats that received diets with 

different contents of sucrose and protein 
 

 

Отже, отримані результати дозволяють зроби-

ти висновок, що активація NAD+-залежних дегі-

дрогеназ циклу Кребса за умов споживання ви-

сокосахарозного раціону може розглядатися як 

одна з можливих ланок механізму ушкодження 

нирок та надалі дозволить біохімічно обгрунту-

вати підходи до корекції нефротичних усклад-

нень за нутрієнтного дисбалансу. 
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ACTIVITY OF KIDNEY MITOCHONDRIAL NAD+-DEPENDENT DEHYDROGENASES IN RATS 

UNDER CONDITIONS OF DIFFERENT NUTRIENT SUPPLY 
 

O. M. Voloshchuk, A. S. Boychuk 
 

The aim of this work was to evaluate the activity NAD+-dependent dehydrogenases of Krebs cycle in kidney of rats 

under the conditions of different sucrose and protein content in a diet. The activity of isocitrate dehydrogenase was 

evaluated based on the amount of accumulated NADН during conversion of isocitrate to α-ketoglutarate. The activity of 

malate dehydrogenase was determined from NADH accumulation in reaction of malate oxidation, at λ = 340 nm. The 

activity of α-ketoglutarate dehydrogenase was measured by intensity of α-ketoglutarate oxidation, spectrophotometri-

cally at λ = 417 nm. The animals were divided into the following experimental groups: I – control group (C); II – ani-

mals receiving low-protein ration (LP); III – animals receiving high-sucrose diet (HS); IV – animals receiving low-

protein high-sucrose diet (LP/HS). It has been shown, that by rats group kept on a low-protein diet isocitrate dehydro-

genase activity was increased, without any significantly compared changes in α-ketoglutarate dehydrogenase and mal-

ate dehydrogenase activities. A similar tendence is typical for animals maintained on a low-protein/high-sucrose diet. 

At the same time isocitrate dehydrogenase, α-ketoglutarate dehydrogenase and malate dehydrogenase activities ex-

ceeded control values in group of animals feeded by high-sucrose diet the most. From results we got, it can be conclud-

ed, that activation of NAD+-dependent dehydrogenases of Krebs cycle in mitochondrial kidney fraction of rats received 

a high-sucrose diet can be considered as one of possible links in mechanism of kidney injury progression. Our finding 

allows to substantiate the approaches for kidney complications treatment biochemically under nutrient imbalance.  

 

Keywords: nutrients, kidney, mitochondria, isocitrate dehydrogenase, α-ketoglutarate dehydrogenase, malate 

dehydrogenase. 
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