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Дослiджено глутатiон S-трансферазну активнiсть у клiтинах печiнки мишей за умов
вiдсутностi запасiв ретиноїдiв. Показано, що в мiкросомнiй фракцiї печiнки тварин при
дефiцитi вiтамiну А, викликаному алiментарною депривацiєю надходження цього есен-
цiального фактора, спостерiгається зниження ензиматичної активностi глутатiон
S-трансферази. Аналогiчна тенденцiя вiдзначається в мiкросомнiй фракцiї нокаутних
мишей. У постмiкросомнiй фракцiї клiтин печiнки тварин, якi перебували на вiтамiн
А-дефiцитнiй дiєтi, вiдбувається пiдвищення глутатiон S-трансферазної активностi
та вмiсту вiдновленого глутатiону. Водночас, при використаннi трансгенного пiдхо-
ду у моделюваннi вiдсутностi запасiв ретиноїдiв, показники ензиматичної активностi
глутатiон S-трансферази та вмiсту вiдновленого глутатiону в групi нокаутних тва-
рин не виявляли достовiрних вiдмiнностей вiдносно контролю.

Глутатiон S-трансферази (GST, ЕС 2.5.1.18) — родина ензимiв, якi каталiзують нуклео-
фiльне приєднання непротеїнового тiолу глутатiону до електрофiльних молекул ксенобiо-
тикiв [1, 2]. Утворення глутатiонових кон’югатiв призводить до зниження токсичностi чужо-
рiдних сполук i полегшує виведення їх з клiтини за допомогою спецiальних АТР-залежних
транспортних систем [2, 3].

Останнiм часом [4, 5] широко обговорюються питання про здатнiсть ретиноїдiв змiню-
вати експресiю генiв ключових ензимiв другої фази детоксикацiї ксенобiотикiв у печiнцi —
GST, якi беруть участь у зв’язуваннi й транспортi гiдрофобних молекул [1, 2], модуляцiї
внутрiшньоклiтинної передачi сигналу шляхом взаємодiї ензиму з кiназами й адапторни-
ми протеїнами сигнальних шляхiв [6] та каталiзi iзомеризацiї 13-цис-ретиноєвої кислоти
в транс-ретиноєву [4, 5]; за допомогою вiдновленого глутатiону здiйснюють регенерацiю лi-
попероксидiв у мембранах без попереднього фосфолiпазного гiдролiзу, знижуючи наслiдки
оксидативного стресу й ендогенної iнтоксикацiї [2, 3].

Мета даної роботи — дослiдити рiвень глутатiон S-трансферазної активностi, вмiст вiд-
новленого глутатiону в мiкросомнiй i постмiкросомнiй фракцiях клiтин печiнки нокаутних
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мишей (Lrat−/−) та за умов класичної моделi алiментарної депривацiї з використанням
напiвсинтетичної дiєти з рiзною насиченiстю ретиноїдами.

Матерiали та методи дослiдження. Дослiдження проводили на мишах лiнiї С57 ма-
сою 25–30 г, вiком 2,5–3,0 мiс. Утримання тварин i манiпуляцiї з ними проводили, згiдно
з положеннями “Європейської конвенцiї про захист хребетних тварин, що використовуються
для дослiдних та наукових цiлей” (Страсбург, 1986), “Загальних етичних принципiв експе-
риментiв на тваринах”, ухвалених Першим нацiональним конгресом з бiоетики (Київ, 2001).

Для створення стану вiдсутностi запасiв ретиноїдiв в органiзмi при вивченнi GST актив-
ностi було використано два методичнi пiдходи, якi полягали в алiментарнiй депривацiї над-
ходження вiтамiну А та нокаутi ключового ензиму, що призводить до вiдсутностi запасiв
ретиноїдiв у печiнцi.

У ходi дослiду тварини були подiленi на три групи:
I — контрольна — тварини, якi утримувалися на напiвсинтетичному рацiонi, збалан-

сованому за всiма нутрiєнтами (в тому числi 30 м. о. (мiжнародна одиниця) вiтамiну А
у формi ретинiлацетату).

II — А-дефiцитна (вiтамiн А) — тварини, якi впродовж 6 тижнiв до початку експе-
рименту отримували напiвсинтетичний рацiон, збалансований за всiма нутрiєнтами, але
позбавлений вiтамiну А [7]. Наявнiсть маргiнального авiтамiнозу за вiтамiном А у тварин
цiєї групи визначали за морфологiчними та бiохiмiчними параметрами [8].

III — нокаути (Lrat−/−) — тварини, якi утримувалися на напiвсинтетичному рацiонi,
збалансованому за всiма нутрiєнтами (в тому числi 30 м. о. вiтамiну А у формi ретинiл-
ацетату), якi при збереженнi нормальної секрецiї ретинолу до екстрагепатних тканин не-
здатнi синтезувати ретинiлефiри в печiнцi внаслiдок вiдсутностi гена ензиму лецитин-рети-
нол-ацилтрансферази (LRAT, ЕС 2.3.1.135) i тому повнiстю позбавленi запасiв ретиноїдiв.

Експериментальнi тварини знаходились по однiй у пластмасових клiтках iз пiщаною
пiдстилкою, вода та їжа були доступнi ad libitum. Нормування добового рацiону розрахо-
вували з урахуванням принципу парного харчування. Евтаназiю тварин здiйснювали пiд
легким ефiрним наркозом.

Мiкросомну фракцiю клiтин печiнки отримували методом, описаним в публiкацiї [9].
Ступiнь забрудненостi мiкросомної фракцiї мембранами iнших клiтинних компартментiв
контролювали шляхом порiвняльного визначення 5′-нуклеотидазної активностi як специ-
фiчного марке́ра плазматичних мембран та сукцинатдегiдрогеназної активностi як марке́ра
внутрiшньої мембрани мiтохондрiй.

GST активнiсть реєстрували пiд час ензиматичного утворення глутатiон S-2,4-динiтро-
бензолу в реакцiї вiдновленого глутатiону з 1-хлор-2,4-динiтробензолом та виражали в мiк-
ромолях продукту за 1 хвилину на 1 мiлiграм протеїну [10].

Вмiст вiдновленого глутатiону (GSH) визначали за перебiгом реакцiї з 5,5′-дитiо-бiс-2-
нiтробензойною кислотою та виражали в мiкромолях на мiлiграм протеїну [11]. Концентра-
цiю протеїну встановлювали методом Lowry (1951).

Статистичну обробку експериментальних результатiв проводили з використанням паке-
та аналiзу даних у Microsoft Excel. Для визначення вiрогiдних вiдмiнностей мiж середнi-
ми величинами використовували t-критерiй Стьюдента. Рiзницi вважали вiрогiдними при
p 6 0,05.

Результати та їх обговорення. Нами встановлено, що в мiкросомнiй фракцiї клiтин
печiнки мишей, яких утримували на рацiонi, дефiцитному за вiтамiном А, спостерiгається
зниження GST активностi порiвняно з показником контрольної групи тварин (рис. 1, а).
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Рис. 1. Глутатiон-S-трансферазна активнiсть у мiкросомнiй (а) i постмiкросомнiй (б ) фракцiях клiтин пе-
чiнки мишей за умов дефiциту вiтамiну А (M ±m, n = 10).

Тут i на рис. 2 : I — контроль; II — вiтамiн А-дефiцитнi тварини; III — мишi, нокаутнi за геном Lrat
−/−.

∗ — Статистично вiрогiдна рiзниця порiвняно з показниками контролю, p 6 0,05

При проведеннi дослiдiв з використанням експериментальних дiєт досить важко роз-
межовувати прямий вплив вiдсутностi ретиноїдiв у печiнцi вiд неспецифiчних наслiдкiв їх
алiментарної депривацiї. Наприклад, через вiдсутнiсть вiтамiну А у тканинах органiзму як
антиоксиданта посилюються прооксидантнi процеси.

З цим припущенням узгоджуються результати попереднiх дослiдiв, в яких автори об-
грунтовують зниження активностi мiкросомних монооксигеназ як наслiдок пероксидного
окиснення компонент лiпiдного оточення цитохрому Р-450, переходом його в неактивну
форму при окисненнi бiлкових груп ензиму [12], а не з позицiй механiзмiв впливу вiтамiну
А на дослiджуванi активностi.

Цiлком вiрогiдно, що зниження ензиматичної активностi GST за умов А авiтамiнозу, вiд-
бувається за рахунок зниження активностi компонентiв I групи клiтинної системи детокси-
кацiї печiнки, оскiльки мембранозв’язанi GST безпосередньо отримують гiдроксильований
субстрат вiд монооксигеназ ендоплазматичного ретикулуму.

З метою нiвелювання можливого впливу неспецифiчних реакцiй на дослiджуванi по-
казники, в тому числi i прооксидантних, викликаних споживанням вiтамiн А-дефiцитного
рацiону в експериментальних тварин, нами були використанi трансгеннi мишi, що нокаутнi
за геном Lrat. Бiлковий продукт цього гена є ензимом етерифiкацiї ретинолу ацильними
залишками, якi походять з положення sn-1 фосфатидилхолiнiв. Вказанi тварини при збе-
реженнi нормального фенотипу позбавленi здатностi синтезувати ретинiлефiри в печiнцi,
i тому повнiстю позбавленi запасiв ретиноїдiв в даному органi. Показано, що у мiкросомнiй
фракцiї клiтин печiнки нокаутних мишей спостерiгається аналогiчна тенденцiя до знижен-
ня GST активностi.

Наступним бар’єром, який перешкоджає взаємодiї реакцiйноздатних метаболiтiв iз най-
важливiшими системами клiтини, є цитозольнi GST, якi забезпечують найповнiшу деток-
сикацiю метаболiтiв [1, 2]. Крiм того, узгоджена дiя компонентiв глутатiонової системи
сприяє встановленню оптимального рiвня пероксидних сполук i збереженню антиоксидант-
ного гомеостазу.

Нами вiдзначено, що в постмiкросомнiй фракцiї клiтин печiнки мишей (рис. 1, б ), якi
знаходилися на А-дефiцитнiй дiєтi, спостерiгається протилежна тенденцiя, дослiднi значен-
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Рис. 2. Вмiст вiдновленого глутатiону в постмiкросомнiй фракцiї клiтин печiнки мишей за умов дефiциту
вiтамiну А

ня в 1,6 раза перевищують показники контрольної групи тварин. Пiдвищення ензиматичної
активностi GST може свiдчити про активацiю процесiв знешкодження продуктiв пероксид-
ного окиснення лiпiдiв та є компенсаторним процесом, спрямованим на iнактивацiю реак-
цiйних метаболiтiв ендогенної природи [2, 13], швидкiсть утворення яких за умов нестачi
ретиноїдiв може збiльшуватися.

Глутатiонтрансфераза, використовуючи GSН, який запобiгає токсичнiй дiї радикаль-
них форм кисню та електрофiльних метаболiтiв [2, 3], забезпечує значну частину реакцiй
кон’югацiї.

В органiзмi мишей, якi перебували на вiтамiн А-дефiцитнiй дiєтi, спостерiгається збiль-
шенням вмiсту GSН в цитозольнiй фракцiї (рис. 2) клiтин печiнки, що в 1,3 раза перевищує
показники контролю. З одного боку, збiльшення його вмiсту може бути наслiдком зростан-
ня швидкостi утворення глутатiону в γ-глутамiновому циклi, а з iншого — зниженням його
утилiзацiї. Пiдвищення вмiсту GSН, ймовiрно, зумовлене зниженням iнтенсивностi процесiв,
у яких GSH самостiйно або як кофактор низки ензимiв виступає вiдновником лiпоперокси-
дiв i перехоплювачем ОН-радикалiв [1, 3].

У клiтинах печiнки нокаутних мишей показники вмiсту GSH не виявляли достовiрних
вiдмiнностей порiвняно зi значеннями контролю. Iмовiрно, даний факт пояснюється тим,
що рiвень GSН у клiтинах печiнки пiдтримується як синтезом de novo, так i вiдновленням
його окисненої форми в спряженiй системi NADPH-глутатiонредуктази [2, 6], зниження
вмiсту якого iнгiбує цитохром Р-450 i швидкiсть продукцiї метаболiтiв у першому типi,
пiдтримуючи його на рiвнi другого типу бiотрансформацiї [14].

Отже, за умов вiдсутностi запасiв ретиноїдiв у мiкросомнiй фракцiї клiтин печiнки
нокаутних мишей спостерiгається зниження GSТ активностi, в той час коли показники вмiс-
ту вiдновленого глутатiону не виявляли достовiрних вiдмiнностей порiвняно з контролем.

Автори висловлюють щиру подяку професору В.С. Бленеру (Колумбiйський унiверситет,
США) за люб’язно наданi лiнiї трансгенних мишей при проведеннi дослiджень.
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М.М. Марченко, Г. П. Копыльчук, И. А. Шмараков, И.М. Бучковская

Глутатион S-трансферазная активность в клетках печени мышей

при отсутствии запасов ретиноидов

Исследовали глутатион S-трансферазную активность в клетках печени мышей в условиях
отсутствия запасов ретиноидов. Показано, что в микросомальной фракции печени жи-
вотных при дефиците витамина А, вызванном алиментарной депривацией поступления
этого эссенциального фактора, наблюдается снижение энзиматической активности глу-
татион S-трансферазы. Аналогичная тенденция наблюдается в микросомальной фракции
нокаутных мышей. В постмикросомальной фракции клеток печени животных, находящих-
ся на витамин А-дефицитной диете, происходит повышение глутатион S-трансферазной
активности и содержания восстановленного глутатиона. Одновременно, при использова-
нии трансгенного подхода в моделировании отсутствия запасов ретиноидов, показатели
энзиматической активности глутатион S-трансферазы и содержания восстановленного
глутатиона в группе нокаутных животных достоверно не отличались от контрольных
величин.
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Glutathione S-transferase activity of liver cells under condition of the

absence of retinoid stores

The paper deals with the glutathione S-transferase activity studied in mouse liver cells under condi-
tions of retinoid stores deprivation. The decrease of glutathione S-transferase activity is shown in
the liver microsomal fraction of animals nutritionally deprived with vitamin A and knockout animals
as well. In the postmicrosomal fraction of liver cells of animals kept on vitamin A deficient diet, the
increase of the glutathione S-transferase activity and the level of reduced glutathione is observed.
At the same time, using a transgenic approach, no differences in the glutathione S-transferase
activities and the levels of reduced glutathione as compared to those in the control group are shown.
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