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В настоящее время зафиксирован рост заболеваний, сопровождающихся метаболическим синдромом, включая неалкогольную жировую болезнь печени (НАЖБП), сопровождаемую избыточным накоплением жира в гепатоцитах. Несмотря на то, что прогрессирование НАЖБП при отсутствии надлежащей терапии может привести к летальному исходу, патогенез этого заболевания до конца не выяснен. Изучение аминокислотного метаболизма заболевания при анализе сывороток крови больных или культуральных сред при моделировании болезни in vitro является актуальной задачей, решение которой могло бы внести ясность в патогенез  НАЖБП. При этом, определение аминокислот в таких многокомпонентных и сложных системах, как культуральные среды и сыворотки крови зачастую затруднено из-за множества сопутствующих компонентов. 

Данное исследование посвящено разработке методики селективного определения аминокислот и молочной кислоты методом капиллярного электрофореза (КЭ) с введением ионов двухвалентной меди и производных β-циклодекстринов в фоновый электролит. (ФЭ) и применению предлагаемого подхода при изучении аминокислотного метаболизма с использованием клеточной модели НАЖБП in vitro. Данный метод позволяет селективно определять соединения, молекулы которых содержат две донорные группы в α-положении относительно друг друга. При этом большинство компонентов, не содержащих данные группировки детектироваться не будут, что является основным преимуществом данного подхода при анализе культуральных сред и сывороток крови. Проведена оценка влияния производных β-ЦД на эффективность и селективность разделения аминокислот. Установлено, что 2-гидроксипропил-β-ЦД позволяет добиться максимальной селективности при разделении ароматических α-аминокислот. Дальнейшая оптимизация условий электрофоретического разделения включала варьирование рН и концентрации ФЭ, а также содержание ионов Cu2+. Разработанная методика характеризуется широким линейным диапазоном и позволяет определять 19 аминокислот и молочную кислоту с низкими пределами обнаружения (1-2 мкг/мл).
Проведены электрофоретические эксперименты по изучению аминокислотного обмена НАЖБП с использованием клеточной модели болезни in vitro, полученной воздействием на клетки гепатокарциномы HepG2 пальмитиновой и олеиновой кислотами (0,75 мМ,1:2), коньюгированными с бычьим сывороточным альбумином (1,5%) (исследование проведено совместно с Институтом особо чистых биопрепаратов, Санкт-Петербург). Жирные кислоты вносили в культуральную среду клеток (DMEM, Биолот) – группа «стеатоз», контрольные группы клеток росли в среде DMEM. Выявляли изменение аминокислотного состава во времени.  Отмечены заметные различия в концентрационных профилях для аргинина, аланина, валина, лейцина, глутамина и глутаминовой кислоты у здоровых и больных клеток, что позволяет делать выводы о природе нарушения метаболизма больных клеток по сравнению со здоровыми.
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