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механізм індукованих глюкокортикоїдними гормонами порушень функції печінки за уча-
стю процесів вільнорадикального окислення біологічних молекул та їх регулювання  вітаміном D3 на 
сьогодні залишається недостатньо з’ясованим. Дослідження присвячено вивченню особливостей 
окисного метаболізму в печінці щурів і функціонального стану гепатоцитів за тривалого введення 
синтетичного глюкокортикоїду преднізолону та дії вітаміну D3. показано, що введення преднізолону 
в дозі 0,5 мг упродовж 30 діб призводить до зростання частки некротичних клітин серед ізольованих 
гепатоцитів. Індуковані глюкокортикоїдом порушення функції гепатоцитів супроводжуються по-
силенням генерування активних форм кисню (аФк), окисного пошкодження протеїнів (за вмістом 
карбонільних груп), накопиченням Тбк-активних продуктів ліпопероксидації та зниженням рівня 
вільних SH-груп низькомолекулярних сполук у печінці. продемонстровано зниження активності клю-
чових ензимів системи антиоксидантного захисту (сОД, каталази, глутатіонпероксидази), в той час 
як активність прооксидантних ензимів NAD(P)H-хінон-оксидоредуктази та семікарбазидчутливої 
аміноксидази зростає. Введення вітаміну D3 в дозі 100 мО (особливо в поєднанні з α-токоферолом) 
на фоні глюкокортикоїдної терапії сприяє зниженню рівня утворення аФк та окисного ушкоджен-
ня біомолекул, нормалізує стан системи антиоксидантного захисту в печінці та підвищує вижи-
вання гепатоцитів. Одержані дані свідчать про важливу роль вітаміну D3 в регулюванні окисного 
метаболізму за  дії преднізолону.

к л ю ч о в і  с л о в а: 25OHD3, преднізолон, активні форми кисню, пероксидне окислення біомолекул, 
про- і антиоксидантні ензими.

Г люкокортикоїди – високоефективні 
протизапальні та імунодепресантні 
засоби – широко застосовуються в 

медичній практиці [1]. Хоча протизапальна 
дія глюкокортикоїдів є добре вивченою, дані 
щодо можливого порушення функції печінки 
за хронічного введення цих гормонів є достат-
ньо суперечливими. Так, глюкокортикоїди, 
знижуючи утворення імунних комплексів, 
виявляють виражену протизапальну дію 
та анаболічний вплив на печінку, однак 
імуносупресорні ефекти кортикостероїдів мо-
жуть супроводжуватись гепатотоксичністю 
[1–3]. Зокрема, поряд із загальновідомими 
ускладненнями, спричиненими призначенням 
глюкокортикоїдів, такими як дистрофія над-
ниркових залоз, інсулінорезистентність, атрофія 
м’язів та остеопороз, у хворих на хронічні за-
хворювання печінки відмічається розвиток жи-

рового гепатозу, зростає ймовірність тромбозів 
варикознозмінених судин системи портальної 
вени, а також можливі тяжкі геморагічні не-
крози паренхіми печінки [4]. Виявлено, крім 
того, що в пацієнтів після застосування висо-
ких доз глюкокортикоїдних препаратів, зокре-
ма метилпреднізолону, для лікування захво-
рювань, за яких відбувається демієлінізація, 
спостерігалось посилене вивільнення ензимів 
печінки в сироватку крові, характерне для 
розвитку гострого гепатиту [5, 6]. Ушкоджен-
ня печінки внаслідок розвитку холестазу та 
жовчнокам’яної хвороби також можуть бути ре-
зультатом побічної дії глюкокортикоїдів [7].

Оксидативний стрес, обумовлений посилен-
ням генерування активних форм кисню (АФК) та 
зниженням ефективності системи антиоксидант-
ного захисту, вважається одним з універсальних 
механізмів виникнення деструктивних змін у 
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різних тканинах та органах [8]. Індуковані АФК 
ушкодження на клітинному рівні за патології 
печінки та дії гепатотоксикантів включають по-
рушення функціонування мітохондрій і апоп-
тоз клітин, посилення накопичення ліпідів і 
катаболізму протеїнів, запальні реакції в тканині 
із залученням про- та антизапальних цитокінів, 
модулювання імунної відповіді, формування 
фіброзу і цирозу печінки [9]. Можливість залу-
чення прооксидантного компонента в розвиток 
гепатотоксичності, пов’язаної саме із система-
тичним надходженням глюкокортикоїдів, на 
сьогодні залишається дискусійним питанням.

Крім загальновідомої участі вітаміну D3 
в регулюванні метаболізму кальцію, фосфо-
ру та пов’язаної з цими ефектами ролі холе-
кальциферолу в процесах ремоделювання 
кісткової тканини, також відомо, що вітамін D3 
виявляє імуномодуляторну, протизапальну, 
антипроліферативну дію та здатен попере-
джувати пухлинну трансформацію клітин 
[10]. Молекулярні механізми, які забезпечу-
ють цитопротекторні властивості вітаміну D3 
можуть реалізовуватись як через геномну 
регуляцію, механізм якої здебільшого відповідає 
дії стероїдних гормонів, так і через негеномні 
ефекти, включаючи регуляторний вплив його 
на експресію сигнальних протеїнів, клітинний 
метаболізм, запальні процеси та оксидатив-
ний стрес [11–13]. На сьогодні в дослідженнях, 
присвячених вивченню ефектів вітаміну D3 
в клітинах як біологічного антиоксиданту, 
механізм його дії розглядається в контексті 
структурної подібності з холестеролом і ерго-
стеролом, а відтак пов’язується зі спроможністю 
холекальциферолу безпосередньо модифікувати 
фізико-хімічний стан біологічних мембран 
[14]. Класичним природним неензимним анти-
оксидантом є вітамін Е (α-токоферол), який 
локалізується в клітинних мембранах та захищає 
їх від пероксидного окислення ліпідів (ПОЛ), а 
також безпосередньо взаємодіє з вільними ради-
калами [15].

Метою роботи було з’ясування ролі 
вітаміну D3, а також його поєднаного застосу-
вання з вітаміном Е в регуляції інтенсивності 
утворення АФК, процесів окисної модифікації 
біомолекул, стану ензимної системи антиокси-
дантного захисту (АОЗ) печінки щурів та вижи-
вання гепатоцитів за тривалого застосування  
глюкокортикоїду преднізолону.

матеріали і методи

Дослідження проводили на щурах-самицях 
лінії Wistar масою 100 ± 5 г. Щурів, яких утри-
мували на дієті віварію, було розділено на групи: 
1 – контроль; 2 – тварини, яким щодоби вводили 
преднізолон по 0,5 мг протягом 30 діб за допомо-
гою зонда у вигляді водної суспензії; 3 – твари-
ни, яким вводили вітамін D3 (100 МО, per os) на 
фоні дії преднізолону; 4 – тварини, яким вводили 
вітамін D3 (100 МО, per os) та вітамін Е (5 мг/кг 
маси тіла, per os) на фоні дії преднізолону. Усі 
маніпуляції із тваринами проводили під лег-
ким ефірним наркозом та без порушень норм 
гуманного поводження з лабораторними тва-
ринами у відповідності до «Загальних етичних 
принципів проведення експериментів на твари-
нах» (Україна, 2001 р.).

Гепатоцити ізолювали після перфузії 
печінки фізіологічним розчином через пор-
тальну вену. Промиту печінку подрібнювали 
на тонкі фрагменти, які інкубували з колаге-
назою при 37 °С упродовж години з подаль-
шим відмиванням фосфатно-сольовим буфе-
ром, що містив 0,146 M NaCl та (мМ): 5,4 KCl; 
0,8 MgSO4·7H2O; 2 CaCl2; 0,7 Na2HPO4·12H2O; 
0,7 KH2PO4, 1% альбуміну, рН 7,4 [16]. Чистоту 
фракції гепатоцитів визначали цитохімічним 
методом після їх фарбування гематоксиліном 
Бомера. Кількість клітин підраховували в камері 
Горяєва. 

Вміст 25-гідрокси вітаміну D3 (25OHD3) 
в сироватці крові визначали методом 
імуноензимного аналізу (набір 25-Hydroxy 
Vitamin D3 EIA, IDS, США).

Флуоресцентне визначення вмісту 
АФК та азоту проводили з DCFН-DA 
(2′,7′-дихлордигідрофлуоресцеїн діацетатом) 
[17]. До 100 мкл суспензії ізольованих 
гепатоцитів щурів (0,5·106 клітин) додавали 
1 мкл розчину DCFH-DA (2,5 мМ) та інкубували 
15 хв при 37 °С в темряві. Проби центифугу-
вали при 1,5 тис. об./хв 10 хв та промивали 2 
рази фосфатним буферним розчином (PBS, 
pH = 7,4). Остаточний осад гепатоцитів ресу-
спендували у 0,5 мл PBS. Одразу після при-
готування проби аналізували на протоковому 
цитофлуориметрі COULTER® EPICSTM XLTM. 
Флуоресценцію окисленої форми DCFH-DA – 
DCF (2′,7′-дихлорфлуоресцеїн діацетату) 
вимірювали при λзб = 488 та λем = 540 нм.

ЕКСПЕриМЕНТАЛьНІ рОБОТи
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Оцінку загибелі гепатоцитів проводили 
на протоковому цитофлуориметрі за кількістю 
клітин, здатних акумулювати пропідій йодид 
[18].

Ступінь окисної модифікації протеїнів 
(ОМП) оцінювали за вмістом карбонільних 
похідних протеїнів (кетон-2,4-динітро-
фенілгідразонів) у присутності донорів 
електронів і металів змінної валентності, на-
самперед іонів заліза або міді. Зміни абсорбції 
реєстрували за допомогою автоматичного 
мікроспектрофотометра μQuant (Biotek, США) 
[19]. Визначення вмісту продуктів ПОЛ проводи-
ли за реакцією з тіобарбітуровою кислотою [20], 
а вмісту вільних SH-груп низькомолекулярних 
сполук – за реакцією з о-фталієвим альдегідом 
[21] у гомогенатах печінки.

Активність антиоксидантних ензимів 
супероксиддисмутази (СОД), каталази та 
глутатіонпероксидази визначали згідно з описа-
ними раніше методами [22–24].

Активність NAD(P)H-хінон-оксидо-
редуктази встановлювали в гомогенатах печінки 
в реакційній суміші, що містила NADPH-
генеруючу глюкозо-6-фосфатдегідрогеназну 
систему, менадіон (2-метил-1,4-нафтохінон) 
та МТТ [3-(4,5-диметилтіазо-2-їл)-2,5-
дифенілтетразолій бромід]. NAD(P)H-хінон-
оксидоредуктаза каталізує NADPH-залежне 
відновлення менадіону в менадіол. Наступне ут-
ворення формазану внаслідок неензиматичного 
відновлення MTT за дії менадіолу детектували 
на мікропланшетному рідері в діапазоні довжи-
ни хвиль 550–640 нм [25].

Активність семікарбазидчутливої 
аміноксидази (САО) визначали в реакції окис-
ного деамінування метиламіну за утворенням 
пероксиду гідрогену, який детектували флуо-
риметрично (λзб = 360 нм, λем = 460 нм) [26], а 
активність NAD(P)H-оксидази в гомогенатах 
печінки – спектрофотометрично за швидкістю 
окислення NADPH в NADP+ в паралельних про-
бах без додавання та з додаванням специфічного 
інгібітора NAD(P)H-оксидази апоциніну 
(10 мкМ) [27].

Одержані дані аналізували статистичними 
методами з використанням t-критерію Стьюден-
та [28].

результати та обговорення

Порушення нормального перебігу окислю-
вальних процесів внаслідок переважання про-
оксидантних процесів над антиоксидантними 
призводить до оксидативного стресу, який є од-
ним з універсальних неспецифічних механізмів 
розвитку численних морфофункціональних змін 
в організмі [8, 29]. Для з’ясування ролі кисень-
залежних процесів у механізмі індукованих 
тривалим введенням глюкокортикоїдів пору-
шень функцій печінки на першому етапі вив-
чали рівень утворення вільнорадикальних спо-
лук, стан окисної модифікації біомолекул та 
ефективність функціонування системи АОЗ в 
тканині печінки.

За даними протокової цитофлуориметрії 
з використанням чутливого до утворення 
вільнорадикальних форм кисню та азоту зонда 
DCFH-DA встановлено, що пролонговане вве-
дення преднізолону стимулює утворення актив-
них кисневих метаболітів в ізольованих гепато-
цитах, підвищуючи інтенсивність флуоресценції 
зонда на 60% (Р < 0,05) порівняно з контрольни-
ми тваринами (рис. 1).

Як відомо, надмірне утворення актив-
них кисневих метаболітів є одним із ключо-
вих механізмів, що призводить до порушення 
функцій та загибелі клітин. Цитотоксична та 
мутагенна дія АФК обумовлюється посилен-
ням процесів вільнорадикального (пероксид-
ного) окислення фізіологічно важливих макро-
молекул. результати біохімічного аналізу змін 
інтегральних маркерних показників 
вільнорадикального окислення біомолекул 
свідчать про істотну інтенсифікацію цього 
процесу за введення преднізолону. Зокрема, 
це стосується вмісту ТБК-активних продуктів, 
які є кінцевими продуктами ПОЛ – токсични-
ми альдегідами, що спричинюють пошкоджен-
ня біомембран, протеїнів і нуклеїнових кислот 
[29–31]. Встановлено, що рівень ТБК-активних 
продуктів в 1,94 раза перевищує відповідний по-
казник у щурів контрольної групи (табл. 1). 

Показано, що за преднізолонового наванта-
ження АФК спричинюють окисну деструкцію 
не тільки ліпідів, але й протеїнів. Прийнято вва-
жати, що окисна модифікація протеїнів відіграє 
ключову роль у молекулярних механізмах 

І. О. ШиМАНСьКий, А. В. ХОМЕНКО, О. О. ЛІСАКОВСьКА та ін. 
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Рис. 1. Цитофлуорограми (а) утворення DCF-чутливих активних форм кисню в ізольованих ге-
патоцитах (тут і на рис. 2: count – кількість подій; FL1 LOG – інтенсивність флуоресценції) та 
кількісний аналіз цитофлуорограм (б). 1 – контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3; 
4 – преднізолон + вітаміни D3 та е (м ± m, n = 6). Тут і на рис. 2–3: *різниця порівняно з контролем 
вірогідна (Р < 0,05),  # різниця порівняно з дією преднізолону вірогідна (Р < 0,05)
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оксидативного стресу і може бути пусковим 
механізмом пошкодження інших біомолекул 
(ліпідів, ДНК) клітини [32, 33]. Ступінь окисної 
модифікації протеїнів оцінювали за вмістом 
карбонільних груп (>С=О), які утворюються в 
протеїнових молекулах в основному за рахунок 
прямого окислення вільними радикалами дея-
ких залишків амінокислот (особливо Pro, Arg, 
Lys, Trh), а також внаслідок взаємодії із продук-
тами ПОЛ або редукуючими цукрами. Оскільки 
амінокислотні залишки в нормі містять дуже 
невелику кількість карбонільних груп, будь-
яке, навіть незначне, їх зростання на одиницю 
протеїну може розглядатись як результат окси-
дативного стресу, що виникає у разі дисбалансу 
АФК-генеруючих та утилізуючих механізмів. 
Більше того, визначення рівня карбонільних 
груп у протеїнах має значні переваги порівняно 
з детекцією продуктів ліпопероксидації з огляду 
на відносну стійкість окислених протеїнів та їх 
утворення вже на початкових стадіях розвитку 
оксидативного стресу [32].

Встановлено, що вміст карбонільних 
груп у досліджуваних зразках печінки у 
1,97 раза перевищує відповідний показник 
тварин контрольної групи (табл. 1). Серед 
різноманітних типів пошкоджень макромо-
лекул саме окисна модифікація клітинних 
протеїнів часто призводить до втрати їхніх 
функцій, і такі молекули підлягають вибірковій 
деградації. Незважаючи на те, що помірна окис-
на модифікація робить протеїни, за рідким ви-
ключенням, доступнішими для дії багатьох 
протеїназ та відіграє важливу роль в їх нор-
мальному перетворенні в клітині, підвищення 

стаціонарного рівня окислених протеїнів зі 
зміненими властивостями (особливо ензимів) 
за умов оксидативного стресу може порушу-
вати клітинний метаболізм і спричинювати 
дисфункцію клітин.

Важливим компонентом підтримання окис-
лювального гомеостазу в клітинах і тканинах 
є тіол-дисульфідна система. До неї належать 
низькомолекулярні тіоли, зокрема глутатіон, SH- 
та S-S-групи протеїнів, рівень яких регулюється 
ензимами глутатіонового циклу [34]. Циклічне 
окислення–відновлення тіолових груп залишків 
амінокислот слугує своєрідною пасткою, що 
перехоплює АФК, захищаючи такі протеїни від 
глибших необоротних окисних модифікацій. 
Зміни в редокс-стані GSH/GSSG здатні регулю-
вати оборотне утворення змішаних дисульфідів 
між тіоловими групами протеїнів та відновленим 
глутатіоном. Однак у разі зниження рівня 
вільних SH-груп за патології і різних форм стре-
су утворення змішаних дисульфідів протеїнів 
може переважати над процесом їх відновлення 
та призводити до збільшення кількості 
дисульфідних зв’язків і підвищення жорсткості 
конформаційних структур протеїну, що змінює 
стан клітинних мембран, їхню проникність та 
адгезивні властивості, негативно впливає на 
активність ензимів, енергозабезпеченність і 
виживання клітин [32, 34]. За дії преднізолону 
відбуваються порушення в тіол-дисульфідній 
системі, що простежується у зниженні рівня 
вільних SH-груп низькомолекулярних сполук у 
печінці на 33,2% (Р < 0,05) порівняно з контро-
лем (табл. 1). Це свідчить про значне пригнічення 
адаптивних механізмів АОЗ. За розвитку окси-

Т а б л и ц я  1. Вміст продуктів вільнорадикального окислення та SH- груп низькомолекулярних сполук 
у печінці щурів (M ± m, n = 9)

Тут і в табл. 2 *різниця порівняно з контролем вірогідна (Р < 0,05); # різниця порівняно з дією преднізолону 
вірогідна (Р < 0,05)

Досліджувані показники Контроль Преднізолон Преднізолон 
+ вітамін D3

Преднізолон + 
вітаміни D3 та Е

ТБК-активні продукти, 
мкмоль/г тканини 0,17 ± 0,01 0,33 ± 0,03* 0,22 ± 0,02# 0,20 ± 0,02#

Протеїнові карбонільні 
групи, нмоль/мг протеїну 0,47 ± 0,04 0,93 ± 0,08* 0,61 ± 0,04# 0,40 ± 0,03#

Вільні SH-групи 
низькомолекулярних 
сполук, нмоль/мг протеїну 5,54 ± 0,06 3,70 ± 0,22* 4,73 ± 0,04# 5,45 ± 0,05#
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дативного стресу зрушення в системі SH/S-S у 
напрямку зменшення вільних сульфгідрильних 
груп сприяє подальшому накопиченню 
продуктів ліпопероксидації та окисного по-
шкодження протеїнів і може бути додатковим 
чинником ще більшого посилення оксидатив-
ного стресу. Не виключено, що значну роль у 
порушенні функцій тіол-дисульфідної системи 
печінки за дії преднізолону може відігравати 
зниження рівня відновленого глутатіону 
внаслідок його посиленого використання для 
утворення кон’югатів глутатіону із продуктами 
катаболізму глюкокортикоїду [33, 35].

Висока біологічна активність АФК 
та продуктів пероксидного окислення 
біомолекул обумовлює необхідність постійного 
функціонування в клітинах організму 
спеціальних механізмів АОЗ, важливими  компо-
нентами якої є антиоксидантні ензими. Останні, 
поряд із неензиматичними антиоксидантами, 
виконують цитопротекторну функцію, надійно 
обмежуючи прооксидантний процес на всіх 
його етапах, починаючи від стадії утворення 
АФК. Послаблення будь-якої ланки АОЗ через 
взаємозалежність всіх її компонентів чи пору-
шення компенсаторних механізмів може сприя-
ти розвитку оксидативного стресу [8, 29, 30, 35]. 
Встановлена активація прооксидантних процесів 
за дії глюкокортикоїду може бути результатом 

порушення функціонування узгодженої системи 
ензимних і неензимних механізмів контролю за 
вмістом активних форм кисню і молекулярних 
продуктів вільнорадикального окислення. 

Дослідження антиоксидантного ста-
тусу клітин печінки щурів, яким вводили 
преднізолон, дозволяє відмітити пригнічення 
активності ензимної ланки системи АОЗ. Зо-
крема, спостерігається зниження активності су-
пероксиддисмутази на 41% (Р < 0,05) відносно 
аналогічного показника інтактних щурів 
(табл. 2). Цей ензим, як відомо, регулює проце-
си пероксидації на стадії ініціації, каталізуючи 
реакцію дисмутації супероксидних аніон-
радикалів з утворенням пероксиду гідрогену 
та молекулярного кисню. Вивчення активності 
каталази, яка спряжено функціонує із СОД, 
запобігаючи накопиченню в клітинах перок-
сиду гідрогену і утворенню найтоксичніших 
гідроксильних радикалів, показало зниження 
активності ензиму на 48% (Р < 0,05) порівняно 
з контролем (табл. 2). Важливу роль в ензимній 
ланці АОЗ організму, що забезпечує захист від 
пошкоджуючої дії пероксидів різної природи, 
також відіграє глутатіонпероксидаза. Вста-
новлено зниження активності цього ензиму на 
24% (Р < 0,05) за дії преднізолону порівняно з 
контрольними тваринами (табл. 2). Одним з 

Т а б л и ц я  2. активність про- та антиоксидантних ензимів у печінці щурів за дії преднізолону та у 
разі введення вітамінів D3 і е (M ± m, n = 9)

Досліджувані показники Контроль Преднізолон Преднізолон 
+ вітамін D3

Преднізолон + 
вітаміни D3 та Е

Супероксиддисмутаза, 
од./мг протеїну 308 ± 28 182 ± 17* 267 ± 23# 317 ± 30#

Каталаза, мкмоль Н2О2/
хв∙мг протеїну 820 ± 73 424 ± 32* 485 ± 28# 539 ± 48#

Глутатіонпероксидаза, 
нмоль GSH/хв∙мг протеїну 140 ± 12 107 ± 10* 128 ± 13 170 ± 15#

NADPH-хіноноксидоредуктаза, 
нмоль відновленого 
МТТ/хв∙мг протеїну 25,3 ± 1,8 35,7 ± 2,8* 27,5 ± 1,8# 25,1 ± 1,7#

Семікарбазидчутлива 
аміноксидаза, нмоль 
Н2О2/хв∙мг протеїну 331 ± 26 467 ± 35* 315 ± 23# 256 ± 18#

NADPH-оксидаза, нмоль 
NADPH/хв∙мг протеїну 3,54 ± 0,23 1,59 ± 0,13* 2,28 ± 0,18# 2,86 ± 0,19#
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механізмів розвитку порушень ензимної ланки 
за введення преднізолону може бути індукована 
інтенсифікацією вільнорадикальних та перок-
сидних процесів пряма інактивація ензимів АОЗ 
[33].

Отже, підвищення рівня утворення АФК, 
вмісту продуктів пероксидного окислення 
протеїнів і ліпідів та зниження активності клю-
чових ензимів системи АОЗ і антиоксидантного 
потенціалу тіолів у тканині печінки щурів є дока-
зом розвитку оксидативного стресу за тривалого 
застосування преднізолону. Основними джере-
лами утворення АФК за дії глюкокортикоїдів 
може бути система цитохрому р450 та дихаль-
ний ланцюг мітохондрій, функціонування яких 
зазнає значних змін. Підтвердженням цього 
є дані літератури, які, з одного боку, свідчать 
про те, що глюкокортикоїди як первинні ефек-
тори в механізмі стресової відповіді є потуж-
ними індукторами синтезу низки ізоформ 
цитохрому р450, що прискорюють перетво-
рення як гепатотоксичних ксенобіотиків, так і 
ендогенних субстратів з утворенням вільних 
радикалів та електрофільних інтермедіатів 
[36]. З іншого боку, показано, що надмірний 
рівень глюкокортикоїдних гормонів може 
підвищувати окисне пошкодження біомолекул 
через інгібування активності мітохондріального 
комплексу I, а також ключового антиоксидант-
ного ензиму – СОД [33].

Тривале застосування глюкокортикоїдів 
у високих дозах може сприяти порушенню 
сигналювання через їхні рецептори та спри-
чинювати різноманітні метаболічні зміни, зо-
крема розвиток оксидативного стресу [2]. Так, 
стимулювання кортикостероїдами ліполізу в 
адипоцитах призводить до підвищення рівня 
поліненасичених жирних кислот та посиленого 
утворення ліпопротеїнів дуже низької щільності 
[37]. Відомо, що основним субстратом ПОЛ є 
саме поліненасичені ланцюги жирних кислот, 
що входять до складу клітинних мембран, а та-
кож ліпопротеїнів. Глюкокортикоїди, крім того, 
здатні спричинювати інсулінорезистентність і 
проглюконеогенну метаболічну відповідь, що 
виявляється у підвищенні концентрації глюко-
зи в крові та значному накопиченні глікогену в 
гепатоцитах [2, 38]. Підвищення концентрації 
редукуючих моноцукрів, зокрема глюкози, є од-
ним із факторів розвитку карбонільного стресу. 
В контексті побічних ефектів глюкокортикоїдної 

терапії потрібно також враховувати потенційно 
гепатотоксичні властивості дезоксихолевої 
кислоти, рівень якої значно зростає за дії цих 
гормонів [39].

Враховуючи, що окисне пошкоджен-
ня біомолекул та клітинних структур знач-
ною мірою визначає цитотоксичні ефекти 
вільнорадикальних форм кисню та азоту в умо-
вах їх надмірного утворення, важливим було 
дослідити залежність між інтенсифікацією 
прооксидантних процесів та функціональною 
активністю і виживанням гепатоцитів за дії 
глюкокортикоїдів. розвиток оксидативного 
стресу в тканині печінки, як однієї із ключо-
вих індукованих  гормональною терапією змін, 
може спричинити дисфункцію мітохондрій з 
наступною ініціацією пошкодження та загибелі 
гепатоцитів. Було виявлено, що інтенсифікація 
вільнорадикальних процесів корелювала зі зро-
станням частки загиблих (некротичних) клітин 
серед ізольованих гепатоцитів до 12,8% за дії 
преднізолону порівняно з 8% у контролі (Р < 0,05, 
рис. 2). Ці результати узгоджуються з поперед-
ньо одержаними нами гісто- та цитохімічними 
даними, які засвідчують зниження кількості 
гепатоцитів та істотні порушення їхньої структу-
ри і цілісності за введення глюкокортикоїду [40]. 
Деструкція паренхіматозних клітин печінки, 
ймовірно, може бути тригером активації інших 
клітинних популяцій, які здатні ініціювати 
запальну реакцію та/або адаптивну імунну 
відповідь і гальмувати регенерацію печінки.

Індуковані глюкокортикоїдами зміни 
структурної організації та функціонального 
стану гепатоцитів можуть бути пов’язані з 
порушеннями в системах біотрансформації 
ксенобіотиків та ендогенних сполук, зокрема 
процесів їх ензиматичного окислення. Най-
менш вивченими механізмами біотрансформації 
ксенобіотиків є такі, що відбуваються за участю 
NAD(P)H-хінон-оксидоредуктази (Хр). Відомо, 
що розвиток оксидативного стресу в умовах ток-
сичного впливу на організм ксенобіотиків нега-
тивно позначається на функції фосфорилюючої 
системи мітохондрій. Гідрофільні хінони за цих 
умов можуть відігравати роль факторів, які част-
ково протидіють негативному ефекту. Зокрема, 
у разі блокування комплексу І дихального лан-
цюга мітохондрій та пов’язаного з цим накопи-
чення NADH, ефективний спосіб нормалізації 
роботи дихального ланцюга полягає в тому, що 
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гідрофільні хінони за дії Хр та у присутності 
NADH відновлюються до гідрохінонів і далі, 
окислюючись в комплексі ІІІ дихального лан-
цюга, утворюють шунт, який забезпечує обхід 
комплексу І [41, 42]. 

В умовах тривалого навантаження 
преднізолоном було встановлено істотне, більш 
ніж в 1,4 раза підвищення активності Хр в 
печінці щурів (табл. 2), експресія якої, за даними 
літератури, різко зростає у відповідь на оксида-
тивний стрес і дію ксенобіотиків. Ці результати 
є свідченням того, що індуковане преднізолоном 
посилення двоелектронного відновлення хінонів 
до дигідрохінонів за дії Хр може використову-
ватись для переносу електронів у дихальному 

ланцюзі для відновлення функції клітин за дії 
ксенобіотика. Хоча Хр як індуцибельний анти-
оксидантний ензим запобігає утворенню АФК, 
утворювані дигідрохінони самі можуть бути 
додатковим джерелом АФК, як це показано в 
роботі Watanabe N. та співавторів [43]. Отже, ви-
явлене посилення вільнорадикальних процесів у 
разі введення преднізолону частково може пояс-
нюватись зростанням активності цього ензиму.

Порушення ензиматичних систем 
біотрансформації метаболітів спряжене з на-
копиченням токсичних продуктів розпаду, які 
можуть різко посилювати процеси оксидатив-
ного стресу і, відповідно, порушувати функції 
клітин. З цієї точки зору актуальним є вивчен-

Рис. 2. Цитофлуорограми загибелі гепатоцитів за акумулюванням пропідію йодиду (а) та кількісний 
аналіз цитофлуорограм (б). 1 – контроль; 2 – преднізолон; 3 – преднізолон + вітамін D3 (м ± m, n = 6)
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ня активності САО печінки, яка бере участь 
в окисленні як ксенобіотиків, включаючи 
лікарські препарати, так і ендогенних токсич-
них сполук. Відомо, що САО метаболізує низ-
ку ендогенних амінів із вторинним утворенням 
високотоксичних альдегідів і пероксиду водню 
[44]. Нами показано зростання активності САО в 
печінці тварин, що отримували преднізолон, на 
41,0% (Р < 0,05) порівняно з контролем (табл. 2). 
Можна припустити, що підвищення активності 
САО за патологічних умов буде супроводжува-
тись накопиченням вторинних токсичних спо-
лук, що варто розглядати як додатковий фактор 
посилення оксидативного стресу та зниження 
репаративних процесів у тканині печінки.

Відомо, що функціонування ланцюга 
біоантиоксидантів і системи антиоксидантних 
ензимів залежить від фонду NADPH у клітинах. 
Зокрема, взаємозалежні окисно-відновні пе-
ретворення таких важливих антиоксидантів 
як глутатіон і аскорбінова кислота (остан-
ня відновлює радикали токоферолу та різних 
поліфенолів) відбуваються за рахунок відновних 
еквівалентів NADPH. Виявлене в роботі знижен-
ня антиоксидантного потенціалу клітин печінки 
могло би бути наслідком посиленого конку-
рентного використання NADрH у реакції, що 
каталізується NAD(P)H-оксидазою. Цей багато-
компонентний оксидазний комплекс забезпечує 
генерування АФК переважно у фагоцитуючих 
клітинах крові та в резидентних макрофагах пе-
риферичних тканин, зокрема, відіграє ключову 
роль у розвитку запального процесу в печінці 
за участю клітин Купфера [45]. Основним про-
дуктом функціонування NAD(P)H-оксидази є 
супероксидний аніон-радикал, який виявляє 
бактерицидну дію та є одним із найважливіших 
компонентів неспецифічного протиінфекційного 
захисту організму. Крім того, NAD(P)H-оксидаза 
експресується в гепатоцитах та зірчастих 
клітинах печінки [46, 47]. Незважаючи на важ-
ливу роль NAD(P)H-оксидази в генеруванні 
вільнорадикальних форм кисню, одержані ре-
зультати дослідження показали, що активність 
ензиму в гомогенаті печінки не тільки не зростає, 
але навіть знижується на 55% (Р < 0,05) за дії 
преднізолону порівняно з контролем (табл. 2). 
Можливо інактивація NAD(P)H-оксидази є за-
хисним механізмом, що убезпечує від тяжкого 
ураження печінки внаслідок пролонгованої дії 
преднізолону. Ці дані узгоджуються з відомою 

властивістю глюкокортикоїдів гальмувати 
здатність фагоцитів продукувати вільні радика-
ли та пригнічувати неспецифічний імунний за-
хист і вказують на те, що NAD(P)H-оксидаза не є 
джерелом посиленого утворення АФК у тканині 
печінки у разі введення преднізолону. Однак не 
виключено, що активація ензиму також може 
мати місце в окремих клітинних популяціях 
печінки, передусім саме в гепатоцитах.

Усі встановлені в роботі порушення за 
введення преднізолону спостерігались на фоні 
дефіциту вітаміну D3 в організмі щурів, про що 
свідчить більше, ніж триразове зниження рівня 
в сироватці крові щурів маркера забезпеченості 
цим вітаміном – 25ОНD3 – порівняно з контро-
лем (рис. 3). Однією із причин зниження ступеня 
забезпеченості організму холекальциферолом в 
умовах навантаження глюкокортикоїдами може 
бути встановлене раніше інгібування активності 
та вмісту вітамін D3 25-гідроксилазних ензимів 
за дії преднізолону [48]. Ці результати вказують 
на зміни метаболізму вітаміну D3 і дають змогу 
припустити, що підвищення прооксидантного 
статусу печінки може бути пов’язане з дефіцитом 
вітаміну D3 у разі тривалої дії преднізолону. У 
свою чергу, селективне фармакологічне поси-
лення обміну холекальциферолу може стати 
важливим терапевтичним засобом протидії ге-
патотоксичним ефектам глюкокортикоїдів. 

Дослідження біохімічних маркерів 
вільнорадикального процесу і вмісту продуктів 
ПОЛ та окисної модифікації протеїнів у печінці 
за поєднаного застосування преднізолону і 
вітаміну D3 виявило зниження інтенсивності 

Рис. 3. Вміст 25ОнD3 у сироватці крові. 1 – 
контроль; 2 –  преднізолон; 3 – преднізолон + 
вітамін D3; 4 – преднізолон + вітаміни D3 та е 
(м ± m, n = 10)
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DCF-чутливого утворення вільнорадикальних 
форм кисню та азоту (рис. 1), концентрації ТБК-
активних сполук та вмісту карбонільних груп 
протеїнів і підвищення вмісту тіолових спо-
лук порівняно з показниками тварин, які от-
римували лише преднізолон (табл. 1). Ці зміни 
відбувались на тлі часткової нормалізації рівня 
25ОНD3 у сироватці крові щурів (рис 3). Галь-
мування процесів пероксидної модифікації 
ліпідів і протеїнів та підвищення антиоксидант-
ного потенціалу тіолів за введення холекаль-
циферолу корелювало з частковою або повною 
нормалізацією активності ензимів детоксикації, 
здатних посилювати прооксидантні процеси. 
Під час введення вітаміну D3 активність Хр і 
САО знижувалась на 23,0 і 32,5% відповідно, в 
той час як активність NADPH-оксидази зростала 
на 43,0% порівняно з тваринами, яким вводили 
преднізолон (Р < 0,05; табл. 2). При цьому рівень 
активності антиоксидантних ензимів – СОД, ка-
талази та глутатіонпероксидази – підвищувався 
відповідно на 47,0, 14,0 і 19,0% порівняно з 
аналогічними показниками в щурів, які от-
римували глюкокортикоїд (Р < 0,05; табл. 3). 
Було встановлено, що введення вітаміну D3 
істотно підвищує виживання гепатоцитів, 
знижуючи відсоток загиблих клітин, що 
може бути обумовлено гальмуванням утво-
рення вільнорадикальних сполук та окисної 
модифікації біомолекул (рис. 3). Це дозволяє 
дійти висновку, що сумісне застосування 
преднізолону і вітаміну D3 знижує розвиток ок-
сидативного стресу в тканині печінки та заги-
бель гепатоцитів, що необхідно враховувати під 
час розробки схем терапії глюкокортикоїдних 
ускладнень.

За дослідження ролі оксидативного стре-
су в розвитку різних патологічних станів ши-
роко використовуються сполуки з переважан-
ням прямої антиоксидантної дії. Відомо, що 
висока ефективність вітаміну Е, як природного 
біоантиоксиданту, полягає в його здатності за-
хищати клітинні структури від пошкодження 
вільнорадикальними формами кисню та ре-
активними продуктами ПОЛ, що в разі його 
сумісного застосування з вітаміном D3 могло б 
посилювати ефекти останнього [49]. В цілому, 
як свідчать одержані результати, поєднане 
введення вітаміну D3 з α-токоферолом вияви-
лось ефективнішим у нормалізації порушеного 
окисного метаболізму порівняно з дією тільки 

холекальциферолу. Однак відсутність значної 
адитивності за одночасного застосування цих 
двох сполук на прооксидантно/антиоксидантну 
рівновагу в тканині печінки вказує на вираже-
ну антиоксидантну дію самого холекальцифе-
ролу, яка може бути співрозмірною з ефектами 
вітаміну Е, що підтверджується також даними 
інших авторів [50].

Таким чином, вітамін D3 протидіє розвит-
ку оксидативного стресу в клітинах печінки, 
індукованого тривалим введенням преднізолону. 
Антиоксидантні ефекти вітаміну D3, в першу 
чергу, можуть опосередковуватись біологічно 
активним метаболітом холекальциферолу – 
1,25(OH)2D3, який, зв’язуючись із рецепто-
ром вітаміну D3, посилює передачу сигналу та 
ефективно контролює інтенсивність утворення 
вільних радикалів у клітинах печінки щурів 
[10, 51]. Однак існують дані літератури, які 
свідчать про значну антиоксидантну дію хо-
лекальциферолу в зрілих еритроцитах, що не 
містять ядра. Ці дані підтверджують наявність 
антиоксидантної активності, притаманної самій 
молекулі вітаміну D3 [11, 12, 14, 52]. Припуска-
ють, що холекальциферол може діяти як мем-
бранний антиоксидант, стабілізуючи мембрани 
та захищаючи їх від ПОЛ через взаємодію з їх 
гідрофобними ділянками [14].

Дані щодо антиоксидантної активності 
холекальциферолу узгоджуться з результата-
ми, одержаними в низці робіт, в яких  показа-
но, що вітамін D3 здатен гальмувати процес 
ПОЛ та підвищувати активність СОД у тканині 
печінки та інших органів щурів [50, 51, 53]. 
Крім того, продемонстровано здатність холе-
кальциферолу захищати немалігновані клітини 
простати від індукованої оксидативним стре-
сом загибелі через гальмування пошкоджень 
клітин, що пов’язано з підвищеним утворенням 
АФК [54]. За даними літератури, кальцитріол 
(гормональна форма вітаміну D3) може поси-
лювати шлях елімінації реактивних форм кис-
ню і азоту, збільшуючи внутрішньоклітинний 
пул відновленого глутатіону [55]. Це корелює зі 
встановленим у цій роботі фактом підвищення 
вмісту низькомолекулярних тіолів у печінці за 
дії холекальциферолу, переважну частину яких 
становить власне глутатіон. Крім того, ефек-
ти вітаміну можуть опосередковуватись його 
протизапальною дією, зокрема інгібуванням 
спричиненої гідроксильними радикалами 

ЕКСПЕриМЕНТАЛьНІ рОБОТи



ISSN 0201 — 8470. Ukr. Biochem. J., 2014, Vol. 86, N 5 121

активації NF-kB-залежної транскрипції генів 
численних прозапальних цитокінів [56, 57].

З іншого боку, у дослідженнях на моделях 
неопластичних клітин, було виявлено, навпаки, 
прооксидантні ефекти вітаміну D3 [58]. Показано 
також, що застосування кальцитріолу призво-
дить до рецепторопосередкованого посилення 
утворення і секреції пероксиду водню моноци-
тами людини [59]. У культурі клітин кальцитріол 
відновлює здатність стимульованих моноцитів 
утворювати супероксидні аніон-радикали та 
підвищувати оксидативні процеси у порівнянні 
з нестимульованими моноцитами [60]. На дода-
ток, метаболіти вітаміну D3 індукують експресію 
мрНК ліпоксигенази, підвищують активність 
цього ензиму та утворення АФК у клітинних 
лініях кісткової тканини людини [61].

Така багатогранна регуляція окисного 
метаболізму за участю вітаміну D3 обумовлена 
складною  взаємодією між кількома ядерними 
коактиваторами або корепресорами, які опо-
середковують регулювання транскрипції генів 
на рівні їх взаємодії з рецепторами гормональ-
но активних форм холекальциферолу (VDR) 
[13, 51]. Крім того, здатність холекальциферолу 
інгібувати прооксидантні процеси, зумовлені 
тривалим введенням преднізолону, може вка-
зувати на відмінності механізмів дії стероїдних 
гормонів та гормонально активних метаболітів 
вітаміну D3 на ті самі гени-мішені. Одержані 
дані свідчать про перспективність застосування 
вітаміну D3 для лікування ускладнень, пов’язаних 
із тривалим введенням глюкокортикоїдів.

Таким чином, аналіз одержаних експери-
ментальних даних засвідчує, що в розвитку 
преднізолоніндукованого порушення окисного 
метаболізму та в посиленні загибелі гепатоцитів 
провідне значення посідає оксидативний стрес, 
обумовлений інтенсивним утворенням АФК, 
активізуванням прооксидантних та інгібуванням 
антиоксидантних ензимів.  Сумісне введення 
вітаміну D3 на тлі преднізолону гальмує утво-
рення активних форм кисню та азоту в гепатоци-
тах, нормалізує метаболічну та детоксикаційну 
функцію клітин печінки і забезпечує їх краще ви-
живання. Встановлено, що рівень забезпеченості 
організму вітаміном D3 (за вмістом 25ОНD3 
у сироватці крові) є істотним фактором у 
нормалізації структурно-функціональних пору-
шень гепатоцитів, обу мовлених тривалою дією  
преднізолону.

АФК-генерирующАя 
и АнтиоКсидАнтнАя системы 
печени Крыс при действии 
преднизолонА и витАминА D3

и. а. Шиманский, а. В. Хоменко, 
О. а. Лисаковская, Д. О. Лабудзинский, 
Л. и. апуховская, н. н. Великий 
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Механизм индуцированных глюкокортико-
идными гормонами нарушений функций печени 
с участием процессов свободнорадикального 
окисления биологических молекул и их регуля-
ция витамином D3 на сегодня остаются недоста-
точно выясненными. исследование посвящено 
изучению особенностей окислительного мета-
болизма в печени крыс и функционального со-
стояния гепатоцитов при длительном введении 
синтетического глюкокортикоида преднизоло-
на, а также гепатопротекторного действия вита-
мина D3. Показано, что введение преднизолона в 
дозе 0,5 мг в течение 30 суток приводит к росту 
количества некротических клеток среди изоли-
рованных гепатоцитов. индуцированные гормо-
ном нарушения функции гепатоцитов сопрово-
ждаются усилением генерации активных форм 
кислорода (АФК), накоплением ТБК-активных 
продуктов липопероксидации и окислительного 
повреждения протеинов (по содержанию кар-
бонильных групп), а также снижением уровня 
свободных SH-групп низкомолекулярных сое-
динений в печени. Продемонстрировано сни-
жение активности ключевых энзимов системы 
антиоксидантной защиты (СОД, каталазы, глу-
татионпероксидазы), в то время как активность 
прооксидантных энзимов NAD(P)H-хинон-
оксидоредуктазы и семикарбазидчувствитель-
ной аминоксидазы увеличивалась. Введение 
витамина D3 в дозе 100 МЕ (и в большей мере 
при сочетании с α-токоферолом) на фоне глюко-
кортикоидной терапии способствует снижению 
уровня образования АФК, окислительного по-
вреждения биомолекул, нормализации активно-
сти системы антиоксидантной защиты в печени 
и повышению выживания гепатоцитов. Полу-
ченные данные свидетельствуют о важной роли 
витамина D3 в регулировании окислительного 
метаболизма при действии преднизолона.
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К л ю ч е в ы е  с л о в а: 25OHD3, преднизо-
лон, активные формы кислорода, пероксидное 
окисление биомолекул, про- и антиоксидантные 
энзимы. 
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The mechanisms of glucocorticoid-induced 
disturbances of liver function is currently not fully 
clarified. Vitamin D3 was previously shown to play 
an important role in the regulation of impaired oxi-
dative metabolism and detoxification function of 
the liver associated with the effects of hepatotoxic 
compounds. The study was undertaken to define the 
intensity of oxidative metabolism in the rat liver and 
survival of hepatocytes after prolonged prednisolone 
administration and to assess whether vitamin D3 is 
capable to counter glucocorticoid-induced changes. 
It has been shown that prednisolone (0.5 mg per 
animal for 30 days) leads to 1.6-fold increase in the 
percentage of necrotic cells among isolated hepato-
cytes as compared with the control. The glucocor-
ticoid-induced impairment of hepatocellular func-
tion was accompanied by enhanced generation of 
reactive oxygen species (ROS), accumulation of 
TBA-active products and carbonylated proteins but 
reduced levels  of free SH-groups of low molecular 
weight compounds. It was demonstrated a decrease 
in the activities of key enzymes of antioxidant sys-
tem (SOD, catalase, glutathione peroxidase), where-
as the activities of pro-oxidant enzymes NAD(P)
H-quinone oxidoreductase and semicarbazide-sen-
sitive amine oxidase were shown to be increased. 
Vitamin D3 (and to greater extent in combination 
with α-tocopherol) administration (100 IU) on the 
background of glucocorticoid therapy caused nor-
malizing effects on the level of ROS formation, oxi-
dative modification of biomolecules and activity of 
antioxidant enzymes resulting in better survival of 
hepatocytes. These data suggest a potential role of 
vitamin D3 in the regulation of oxidative metabolism 

alterations related to hepatotoxic action of glucocor-
ticoids.

K e y  w o r d s: 25OHD3, prednisolone, reactive 
oxygen species, peroxide oxidation of biomolecules, 
pro- and antioxidant enzymes.
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