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(73) Твердохліб Ігор Володимирович, Шпонька Ігор 
Станіславович, Козлов Володимир Олексійович, 
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(57) Спосіб оцінки рівня енергетичного метаболіз-
му міокарда шляхом дослідження біохімічних вла-
стивостей тканини міокарда in vivo, що включає 

спектрофотометричну реєстрацію утворення від-
новленої форми нікотинаміддинуклеотиду в інку-
баційному середовищі, який відрізняється тим, 
що після гомогенізації взірця проводять паралель-
не визначення активності цитоплазматичної і міто-
хондріальної фракцій лактатдегідрогенази (КФ 
1.1.1.27), піруватдегідрогенази (КФ 1.2.4.1), НАД-
залежної малатдегідрогенази (КФ 1.1.1.37), алані-
намінотрансферази (КФ 2.6.1.2), аспартатамінот-
рансферази (КФ 2.6.1.1), глюкозо-6-
фосфатдегідрогенази (КФ 1.1.1.49), 6-
фосфоглюконатдегідрогенази (КФ 1.1.1.44), сукци-
натдегідрогенази (КФ 1.3.99.1), концентрації зага-
льного білка цитоплазми і мітохондрій, пірувату і 
малату і за величиною показників активності фер-
ментів оцінюють рівень метаболізму міокарда. 

 
 

 
 

Корисна модель відноситься до медицини, зо-
крема до діагностики, наприклад до визначення 
вимірювань чи реєстрації, дослідження чи аналізу 
матеріалів шляхом визначення їх біохімічних влас-
тивостей та може бути використаною в кардіології. 

Відомий спосіб дослідження метаболізму міо-
карда [1], оснований на інфузії серця тварин суб-
стратом з наступним вимірюванням його концент-
рації в артеріальній і венозній крові. Недолік 
технічного рішення цього способу зумовлений 
трудомісткістю і тривалістю терміну проведення, а 
також обмеженою інформативністю і точністю, 
зумовлених тим, що в ході одного експерименту 
досліджується тільки один із числених біохімічних 
показників метаболізму міокарда. 

Відомий спосіб визначення складу креатинина, 
креатина і саркозина в біологічних рідинах [2], що 
включає інкубацію проби з реагентом, який містить 
буферні речовини і інші інгредієнти, з наступним 
вимірюванням інтенсивності фарбування отрима-
ної суміші з стандартним взірцем при довжині 
хфилі 546нм. 

Недоліком об'єкта також є низька точність кін-
цевого результату, що зумовлене неможливістю 

вивчення біологічних тканин і органів, а також зна-
чними витратами біологічних рідин (3-5мл). 

В основі способу визначення активності дегід-
рогеназ пентозофосфатного шляху [3] покладене 
фракціонування гомогената досліджуваного взірця 
(шматочка тканини масою 1-5г) методом дифере-
нціального центрифугування у соляному буфері, 
який містить 0,15М KCL і 0,02М КНСО3 і отриманні 
цитоплазматичної і мітохондріальної фракцій. Ви-
значення ферментативної активності глюкозо-
бфосфатдегідрогенази (КФ 1.1.1.49) і 6-
фосфоглюконатдегідрогенази (КФ 1.1.1.44) в 
отриманих фракціях проводять в інкубаційному 
середовищі (обсягом 3,0мл), що містить 5мкМ трис 
HCL буфер, 50 MKMgCL2, 5мкМ субстрата (глюко-
зо-6-фосфат (натрієва сіль) або 6-фосфоглюконат 
(натрієва сіль). В кювету спектрофотометра дода-
ють 3мл інкубаційного середовища, 0,1мл гомоге-
ната і починають реакцію шляхом додавання 
0,1мл 5мкм розчину НАДФ. Вивчення оптичної 
щільності розчину в ході дегідрогенізованої реакції 
реєструють шляхом спектрофометрії протягом 5хв 
з інтервалом 1хв. Розрахунок активності фермен-
тів проводять за формулою: 
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А=3000 Е/6,22 а, 

де а-вміст білка в досліджуваній пробі, мг; Е - 
зміна оптичної щільності розчину в середньому за 
1хв. Вміст білка визначають за методом Bradford 
[4]. Для цього 0,1мл мітохондріальної або плазма-
тичної фракцій взірця вносять в 5мл 0,01% розчи-
ну Кумассі G-250, який містить 4,7% етанолу і 8,5% 
ортофосфорної кислоти. Через 2хв вимірюють 
оптичну щільність розчину за допомогою спектро-
фотометра при довжині хвилі 595нм. Вміст білка 
визначають по калібровочній кривій, отрманій при 
використанні відомих концентрацій альбуміну. 

Як і вищезазначене сімейство аналогів, цей 
спосіб теж характеризується замалою точністю, 
внаслідок неможливості одночасного визначення 
активності ферменту і відповідного субстрату в 
одному взірці (ділянці тканини), значними витра-
тами біологічного матеріалу, що не дозволяє про-
водити визначення ферментативної активності в 
обсязі тканини масою менше 1г, а також замалою 
інформативністю дослідження, зумовленою немо-
жливістю паралельного визначення і співставлен-
ня активності деяких ферментів із різних циклів 
енергетичного метаболізму. 

В основу корисної моделі поставлено задачу 
розробити такий спосіб ооцінки рівня енергетично-
го метаболізму міокарда шляхом дослідження біо-
хімічних властивостей тканини міокарда in vivo, 
який шляхом спектрофометричної реєстрації 
утворення відновленої форми нікотинаміддинук-
леотида в інкубаційному середовищі, в якому за 
рахунок паралельного визначення активності ци-
топлазматичної і мітохондріальної фракцій різних 
ферментів енергетичного метаболізму забезпечу-
ється можливість проведення кількісного співстав-
лення інтенсивності різних метаболічних циклів в 
одному взірці міокарда, у тому числі на обмеженій 
кількості тканини (біопсійний матеріал при діагнос-
тичних операціях в клініці; малі лабораторні тва-
рини, ембріональне серце), забезпечує підвищен-
ня точності та зниження тривалості дослідження 
при використанні. 

Вищезазначений технічний результат, досяга-
ється тим, що у відомому способі оцінки рівня ене-
ргетичного метаболізму міокарда шляхом дослі-
дження біохімічних властивостей тканини міокарда 
in vivo, що включає спектрофотометричну реєст-
рацію утворення відновленої форми нікотинамід-
динуклеотиду в інкубаційному середовищі, у від-
повідності з корисною моделлю, додатково після 
гомогенізації взірця проводять паралельне визна-
чення активності цитоплазматичної і мітохондріа-
льної фракцій лактатдегідрогенази (КФ 1.1.1.27), 
піруватдегідрогенази (КФ 1.2.4.1), НАД-залежної 
малатдегідрогенази (КФ 1.1.1.37), аланінамінотра-
нсферази (КФ 2.6.1.2), аспартатамінотрансферази 
(КФ 2.6.1.1), глюкозо-6-фосфатдегідрогенази (КФ 
1.1.1.49). 6-фосфоглюконатдегідрогенази (КФ 
1.1.1.44), сукцинатдегідрогенази (КФ 1.3.99.1), 
концентрації загального білка цитоплазми і міто-
хондрій, пірувату і малату, і за величиною показ-
ників активності ферментів оцінюють рівень мета-
болізму міокарда. 

За умов відтворення способу, саме паралель-
не визначення активності цитоплазматичної і міто-
хондріальної фракцій лактатдегідрогенази (КФ 

1.1.1.27), піруватдегідрогенази (КФ 1.2.4.1), НАД-
залежної малатдегідрогенази (КФ 1.1.1.37), алані-
намінотрансферази (КФ 2.6.1.2), аспартатамінот-
рансферази (КФ 2.6.1.1), глюкозо-6-
фосфатдегідрогенази (КФ 1.1.1.49), 6-
фосфоглюконатдегідрогенази (КФ 1.1.1.44), сукци-
натдегідрогенази (КФ 1.3.99.1), концентрації зага-
льного білка цитоплазми і мітохондрій, пірувату і 
малату, компенсують наслідки низької точності, 
зумовленої неможливістю одночасного визначен-
ня активності ферменту і відповідного субстрату в 
одному взірці (ділянці тканини), значними витра-
тами біологічного матеріалу, що не дозволяє про-
водити визначення ферментативної активності в 
обсязі тканини масою менше 1г, а також замалої 
інформативності дослідження, зумовленої немож-
ливістю паралельного визначення і співставлення 
активності деяких ферментів із різних циклів енер-
гетичного метаболізму, а від того, забезпечують 
покращення точності ооцінки рівня енергетичного 
метаболізму міокарда шляхом дослідження біохі-
мічних властивостей тканини міокарда in vivo. По-
рівняння заявленого технічного рішення з прото-
типом дозволило встановити його відповідність 
критерію «новизна», а сукупність відокремлюючих 
ознак корисної моделі є суттєвою, бо має причин-
но-наслідковий зв'язок з вирішенням поставленої 
задачі. Об'єкт групи відповідає умові «винахідни-
цький рівень», оскільки явним чином не випливає з 
рівня техніки, що встановлений заявником. 

Відомості, які підтверджують можливість відт-
ворення способу ооцінки рівня енергетичного ме-
таболізму міокарда шляхом дослідження біохіміч-
них властивостей тканини міокарда in vivo, з 
досягненням вищезазначеного технічного резуль-
тату полягають у наступному. 

Із 150мг тканини міокарда біопсійного матері-
алу отримують 5% тканинний гомогенат. Із 3мл 
приготованого на холоді гомогенату відбирають 
1,6мл для визначення концентрації лактату, мала-
ту, пірувату, а решту частини 1,4мл підпорядкову-
ють диференціальному центрифугуванню для ви-
значення активності цитоплазматичної і 
мітохондріальних фракцій лактатдегідрогенази (КФ 
1.1.1.27), піруватдегідрогенази (КФ 1.2.4.1), НАД-
залежної малатдегідрогенази (КФ 1.1.1.37), алані-
намінотрансферази (КФ 2.6.1.2), аспартатамінот-
рансферази (КФ 2.6.1.1), глюкозо-6-
фосфатдегідрогенази (КФ 1.1.1.49), 6-
фосфоглюконатдегідрогенази (КФ 1.1.1.44), сукци-
натдегідрогенази (КФ 1.3.99.1), концентрації зага-
льного білка цитоплазми і мітохондрій за методом 
Bradford [4]. 

Пропонований спосіб оцінки рівня енергетич-
ного метаболізму міокарда шляхом дослідження 
біохімічних властивостей тканини міокарда in vivo 
забезпечує підвищення точності діагностики на 
20% та скорочує тривалість останньої у 1,5 рази у 
порівнянні з прототипом, переважно за рахунок 
паралельного визначення активності цитоплазма-
тичної і мітохондріальної фракцій лактатдегідроге-
нази (КФ 1.1.1.27), піруватдегідрогенази (КФ 
1.2.4.1), НАД-залежної малатдегідрогенази (КФ 
1.1.1.37), аланінамінотрансферази (КФ 2.6.1.2). 
аспартатамінотрансферази (КФ 2.6.1.1), глюкозо-
6-фосфатдегідрогенази (КФ 1.1.1.49), 6-
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фосфоглюконатдегідрогенази (КФ 1.1.1.44), сукци-
натдегідрогенази (КФ 1.3.99.1), концентрації зага-
льного білка цитоплазми і мітохондрій, пірувату і 
малату. 

Приклад. Під час проведення хірургічного 
втручання з приводу атеросклеротичної серцево-
судинної хвороби серця у хворого чоловіка 43 ро-
ків були вилучені два шматочки біопсійного мате-
ріалу із лівого шлуночка: один із зони ішемії, дру-
гий - із патологічно не зміненої зони. Із 150мг 
тканини міокарда біопсійного матеріалу відповідно 
кожного взірця отримали 5% тканинний гомогенат. 
Із 3мл приготованого на холоді гомогенату відби-
рали 1,6мл для визначення концентрації лактату, 
манату, пірувату, а решту частини 1,4мл підпоряд-
ковували диференціальному центрифугуванню 

для визначення активності цитоплазматичної і 
мітохондріальних фракцій лактатдегідрогенази (КФ 
1.1.1.27), піруватдегідрогенази (КФ 1.2.4.1), НАД-
залежної малатдегідрогенази (КФ 1.1.1.37), алані-
намінотрансферази (КФ 2.6.1.2), аспартатамінот-
рансферази (КФ 2.6.1.1), глюкозо-6-
фосфатдегідрогенази (КФ 1.1.1.49), 6-
фосфоглюконатдегідрогенази (КФ 1.1.1.44), сукци-
натдегідрогенази (КФ 1.3.99.1), концентрації зага-
льного білка цитоплазми і мітохондрій за методом 
Bradford [4]. Результати вимірювань змін біохіміч-
них показників визначили відмінність рівня енерге-
тичного метаболізма міокарда в патологічно не 
зміненій зоні ділянки міокарда лівого шлуночка і в 
зоні ішемії ділянки міокарда лівого шлуночка хво-
рого, що наведене в таблиці. 

 
Таблиця 

 
Показники концентрації біохімічних ферментів в патологічно не зміненій зоні ділянки міокарда лівого шлу-

ночка і в зоні ішемії ділянки міокарда лівого шлуночка хворого 
 

№ 
з/п 

Біохімічні ферменти та їх 
активність 

Концентрація ферментів в патологічно 
не зміненій зоні ділянки міокарда лівого 

шлуночка 

Концентрація ферментів в зоні 
ішемії ділянки міокарда лівого 

шлуночка 

1 Лактат 2,04мкмоль/г 0,23мкмоль/г 

2 Піруват 0,14мкмоль/г 0,01мкмоль/г 

3 Малат 0,36 0,02 

4 
Білок в мітохондріальній 
фракції 

53,6мг/г 23,3мг/г 

5 
Білок в цитоплазматичній 
фракції 

18,3мг/г 08,1мг/г 

6 
Активність ЛДГ в мітохонд-
ріальній фракції 

0,39мкмоль НАД/хв на 1мг білка 0,02мкмоль НАД/хв на 1мг білка 

7 
Активність ЛДГ в цитоплаз-
матичній фракції 

1,68мкмоль НАД/хв на 1мг білка 0,52мкмоль НАД/хв на 1мг білка 

8 
Активність ПДГ в мітохонд-
ріальній фракції 

23,8мкмоль НАД/хв на 1мг білка 8,97мкмоль НАД/хв на 1мг білка 

9 
Активність ПДГ в цитоплаз-
матичній фракції 

12,3мкмоль НАД/хв на 1мг білка 3,64мкмоль НАД/хв на 1мг білка 

10 
Активність НАД-МДГ в міто-
хондріальній фракції 

1,24мкмоль НАД/хв на 1мг білка 0,15мкмоль НАД/хв на 1мг білка 

11 
Активність НАД-МДГ в цито-
плазматичній фракції 

2,11мкмоль НАД/хв на 1мг білка 0,08мкмоль НАД/хв на 1мг білка 

12 
Активність трансамінази 
АлАТ 

0,346мкмоль пірувата/г тканини за год. 
0,063мкмоль пірувата/г тканини 

за год. 

13 
Активність трансамінази 
АсАТ 

0,633 мкмоль пірувата/г тканини за год. 
0,137 мкмоль пірувата/г тканини 

за год. 

14 
Активність Г6ФДГ в мітохон-
дріальній фракції 

6,14нмоль НАД/хв на 1мг білка 1,53нмоль НАД/хв на 1мг білка 

15 
Активність Г6ФДГ в цито-
плазматичній фракції 

2,43нмоль НАД/хв на 1мг білка 0,23нмоль НАД/хв на 1мг білка 

16 
Активність 6ФГДГ в мітохон-
дріальній фракції 

3,87нмоль НАД/хв на 1мг білка 0,78нмоль НАД/хв на 1мг білка 

17 
Активність 6ФГДГ в цито-
плазматичній фракції 

1,22нмоль НАД/хв на 1мг білка 0,11нмоль НАД/хв на 1мг білка 

18 Активність СДГ 12,4нмоль сукцината/хв на 1мг білка 
2,21нмоль сукцината/хв на 1мг 

білка 

Таким чином, як видно із прикладу конкретного 
випадку, пропонований спосіб дозволяє провести 
кількісне співставлення інтенсивності різних мета-
болічних циклів по одному взірцю біопсійного ма-
теріалу (за рахунок паралельного визначення ак-
тивності ферментів циклу трикарбонових кислот, 

окислювального фосфорилювання, трансаміну-
вання, пентозо-фосфатного шунта), тобто - визна-
чити рівень енергетичного метаболізму в патологі-
чно зміненій зоні ділянки міокарда, що дозволяє 
підвищити точність дослідження, обмежити обсяг 
хірургічного втручання. 
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