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Дослiджено роль рецепторiв ретиноєвої кислоти та канонiчної сигналiзацiї ретиноїдiв
у регенерацiї печiнки. З використанням моделi клiтинно-специфiчної абляцiї рецепто-
рiв ретиноєвої кислоти шляхом активацiї домiнантної негативної iзоформи (RARαDN)
показано, що необхiдною умовою для повноцiнної регенерацiї печiнки, викликаної частко-
вою гепатектомiєю, є реалiзацiя ретиноєвою кислотою її сигнальної функцiї, опосеред-
кованої взаємодiєю зi специфiчними ядерними рецепторами, як складова регенеративної
вiдповiдi. Функцiонування ретиноїдзалежного сигнального шляху за участю канонiчних
ядерних рецепторiв ретиноєвої кислоти життєво важливе як для печiнки при її гост-
рому ураженнi, так i для органiзму в цiлому.

Зростаючий попит на новi стратегiї у регенеративнiй медицинi та попередженнi раку по-
требує грунтовного розумiння молекулярних механiзмiв, якi контролюють тканинно-специ-
фiчну клiтинну пролiферацiю. Регенеруюча печiнка — унiкальна модель, що дозволяє ви-
користовувати бiохiмiчнi, генетичнi та бiотехнологiчнi засоби для розкриття молекулярних
механiзмiв i вдосконалення стратегiї метаболiчної корекцiї патологiй печiнки [1–3]. Визна-
чальна роль у повноцiннiй трансдукцiї сигналу вiдводиться ядерним рецепторам — пред-
ставникам суперродини бiлкових транскрипцiйних регуляторiв, що включає лiгандозалежнi
рецептори ретиноєвих кислот, стероїдних i тиреоїдних гормонiв, вiтамiну D3 та iнших лi-
пофiльних лiгандiв. Вказанi бiлковi фактори залученi в передачу внутрiшньоклiтинного
сигналу, необхiдного для ембрiогенезу, органогенезу, клiтинної пролiферацiї, диференцiацiї
та гомеостазу [4]. Численнi представники ядерних рецепторiв, як i гени, що мiстять респон-
сивнi елементи для їх гомо- та гетеродимерiв, експресуються в печiнцi [4].

Особливу увагу в метаболiчному контролi функцiонування печiнки та органiзму при-
вертають ретиноїди (вiтамiн А та його метаболiти). Ретиноєва кислота (РК) — основний
транскрипцiйно активний ретиноїд — залучена у регуляцiю бiльш нiж 500 генiв [5]. Пов-
нiстю-транс- та 9-цис-iзомери РК регулюють транскрипцiю шляхом зв’язування з одним
iз шести ядерних рецепторiв — рецепторами РК (RAR α, β, γ) та ретиноїд X рецепторами
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(RXR α, β, γ). Основна частина ретиноїдiв (до 70%) локалiзована в печiнцi, де депонується
у виглядi ретинiлефiрiв у спецiалiзованих лiпiдних краплях стелатних клiтин, на якi при-
падає до 80% запасiв ретиноїдiв печiнки [6]. Цiлком очевидно, що така висока концентрацiя
ретиноїдiв у печiнцi зумовлена необхiднiстю виконання цими бiоактивними метаболiтами
важливих функцiй, особливо у випадку гострого чи хронiчного ураження органа, що потре-
бує миттєвої регенеративної вiдповiдi та пiдтримки метаболiчного гомеостазу органiзму [7].
Водночас процеси гострого та хронiчного ураження печiнки (цироз, фiброз, неалкогольне
ожирiння, гепатоклiтинний рак) супроводжуються масивною втратою запасiв ретиноїдiв та
поглиблюються при їх нестачi, що свiдчить про безпосередню участь метаболiтiв вiтамiну
А в процесах регульованого вiдновлення тканини печiнки [7].

У свiтлi розкриття сигнальної та метаболiчної ролi ядерних рецепторiв у функцiонуван-
нi тканин i органiв залишається вiдкритим питання залучення цих бiлкових регуляторiв
у розвиток патологiчних процесiв та можливостей їх використання в метаболiчнiй корек-
цiї патологiй. Мета роботи — встановити роль рецепторiв РК та канонiчної сигналiзацiї
ретиноїдiв у регенерацiї печiнки.

Дослiдження проводили на мишах масою 25–30 г та вiком 2,5–3 мiс., якi знаходилися на
стандартному рацiонi вiварiю. Тварини були люб’язно наданi лабораторiєю бiологiї ретиної-
дiв Колумбiйського унiверситету мiста Нью-Йорк, США. Утримання тварин та манiпуляцiї
з ними проводили згiдно з положеннями “Європейської конвенцiї про захист хребетних
тварин, що використовуються для дослiдних та наукових цiлей” (Страсбург, 1986) та “За-
гальних етичних принципiв експериментiв на тваринах”, ухвалених Першим нацiональним
конгресом з бiоетики (Київ, 2001).

Використанi в експериментальних дослiдженнях тварини були трансгенними i мiстили
у геномi ген домiнантної негативної форми α iзоформи рецептора РК (RarαDN). Оскiль-
ки повноцiнна сигналiзацiя ретиноїдiв, яка опосередковується через канонiчнi рецептори,
необхiдна в процесах ембрiонального та постембрiонального розвитку, промоторна дiлянка
трансгена домiнантної негативної форми екранувалася термiнуючою послiдовнiстю, вiдме-
жованою loxP-cайтом, що унеможливлювало транскрипцiю вказаного трансгена. З метою
селективної тканиноспецифiчної активацiї транскрипцiї гена домiнантної негативної фор-
ми тварин-носiїв цього гена схрещували з носiями трансгена рекомбiнази Cre, зчепленої
з промотором гена альбумiну. Оскiльки ген альбумiну експресується тiльки в печiнцi, яка
є єдиним джерелом сироваткового альбумiну, експресiя трансгена рекомбiнази Cre, зче-
пленого з альбумiновим промотором, вiдбувається виключно в печiнцi. У результатi про-
веденого схрещування двох лiнiй трансгенних мишей отримали потомство з активованим
у гепатоцитах геном домiнантної негативної α iзоформи рецептора РК, не впливаючи на
сигналiзацiю ретиноїдiв в iнших (у тому числi ембрiональних) екстрагепатних тканинах (I
група, дослiдна, RarαDNflox/flox; Alb-Cre+/+). Контрольну групу складали мишi, отрима-
нi в результатi схрещування тварин з геном RarαDN i тварин без гена Cre-рекомбiнази (II
група, контрольна, RarαDNflox/flox; Alb-Cre−/−).

Бiлковий продукт гена домiнантної негативної α iзоформи рецептора РК iнгiбує функ-
цiональну активнiсть всiх iзоформ RAR, викликаючи їх абляцiю, шляхом конкурентного
незворотного зв’язування з респонсивними елементами (RARE) ретиноїдзалежних генiв [8].
У результатi зникнення вiльних мiсць для зв’язування повноцiннi рецептори елiмiнуються
шляхом протеолiзу, а утворена РК, як сигнальна молекула, не може виконувати свою ме-
сенджерну функцiю внаслiдок вiдсутностi лiгандзв’язуючого домена в мутантного рецеп-
тора [8, 9].
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Рис. 1. Електрофореграма розподiлу специфiчних продуктiв амплiфiкацiї трансгенiв RarαDN (а) та Cre (б ):

1, 2 — результати генотипування тварин контрольної (RarαDN
flox/flox; Alb-Cre

−/−) та дослiдної

(RarαDN
flox/flox; Alb-Cre

+/+) груп вiдповiдно; M — маркерний препарат Gene Ruler™ DNA Ladder Мiх

Генотипування трансгенних тварин проводили методом полiмеразної ланцюгової реакцiї
(ПЛР) з використанням специфiчних праймерiв. Тварини кожної групи мiстили фланко-
ваний ген RarαDN , що пiдтверджувалося появою амплiкона розмiром 214 п. н. (рис. 1).
Водночас геномна ДНК лише тварин дослiдної групи давала позитивну ПЛР з появою ам-
плiкона розмiром 400 п. н., що свiдчило про наявнiсть гена рекомбiнази Cre, необхiдної для
активацiї домiнантної негативної α iзоформи рецептора РК (див. рис. 1). Тварин дослiдної
i контрольної груп пiддавали частковiй гепатектомiї (ЧГЕ), яку проводили в ранковi го-
дини в умовах анестезiї за методом С. Mitchell, Н. Willenbring [10]. Евтаназiю тварин (5–6
тварин на кожну групу) здiйснювали пiд легким ефiрним наркозом на 0, 12-ту, 24-ту, 36-ту,
48-му, 72-гу год та 7-му добу (168 год) пiсля проведення ЧГЕ. Тварин зважували, видаляли
регенеровану частину печiнки, яку використовували для подальшого аналiзу.

Сироватку отримували шляхом центрифугування кровi при 8000 g протягом 15 хв. Сту-
пiнь гострого ураження тканини печiнки оцiнювали за ферментативною активнiстю ала-
нiнамiнотрансферази в сироватцi кровi, яку визначали за допомогою стандартного набору
(“Фелiсiт Дiагностика”, Днiпропетровськ) вiдповiдно до iнструкцiї виробника i виражали
в МО/л. Рiвень глюкози визначали глюкозооксидазним методом за допомогою стандар-
тного набору (“Фелiсiт Дiагностика”, Днiпропетровськ) вiдповiдно до iнструкцiї виробника
i виражали в мг/дкл. Cтупiнь фрагментацiї ядерної ДНК клiтин печiнки оцiнювали мето-
дом мiкроелектрофорезу ДНК iндивiдуальних клiтин (метод “ДНК-комет”) [11]. Для макси-
мально об’єктивної оцiнки пошкодженостi ядерної ДНК розраховували показник “моменту
хвоста” з використанням програми TriTek CometScore TM . Статистичну обробку результа-
тiв проводили з використанням t-критерiю Стьюдента. Вiрогiдною вважали рiзницю при
P < 0,05.

Результати дослiджень показали, що сигналiзацiя ретиноїдiв через канонiчнi рецептори
РК необхiдна для повноцiнної регенеративної вiдповiдi ураженої тканини печiнки. Аналiз
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Рис. 2. Кумулятивна крива виживання тварин дослiдної (RarαDN
flox/flox; Alb-Cre

+/+) i контрольної

(RarαDN
flox/flox; Alb-Cre

−/−) груп пiсля часткової гепатектомiї

експериментальних даних засвiдчив, що за умови 100% постоперацiйного виживання тварин
обох груп вже на 12-ту год рiвень летальностi тварин дослiдної групи становив 20%, дося-
гаючи бiльше 50% через 2 доби (48 год). На противагу цьому виживання тварин контрольної
групи знаходилось у межах експериментальної похибки та становило бiльше 95% (рис. 2).

Враховуючи високий рiвень летальностi тварин дослiдної групи, в подальших дослiд-
женнях ми сконцентрувалися на аналiзi показникiв, отриманих у першi 2 доби пiсля ЧГЕ,
оскiльки повнота метаболiчної вiдповiдi на гостре ураження печiнки саме в цей перiод вияв-
ляється життєво важливою для органiзму. Реалiзацiя первинного регенерацiйного сигналу
спрямована передусiм на активацiю пролiферативних процесiв у частцi печiнки, що зали-
шилася неушкодженою [3]. У результатi синхронного подiлу кiлькiсть гепатоцитiв протягом
перших дiб пiсля гепатектомiї повинна досягти величини, що вiдповiдала б метаболiчним
потребам органiзму, а печiнка — вiдновити порушений гомеостаз.

За даними аналiзу постгепатектомiйного вiдновлення паренхiми печiнки встановлено
зниження темпiв її регенерацiї у тварин з порушеною канонiчною сигналiзацiєю ретиноїдiв
вже починаючи з 24-ї год. Водночас рiвень вiдновлення паренхiми печiнки тварин кон-
трольної групи досягав вихiдних величин (94%) вже на 72-гу год, у тварин з RARαDN

цей показник був нижчий на 26% i становив лише 60% дооперацiйної величини (рис. 3).
Гiстологiчний аналiз регенеруючої печiнки тварин дослiдної групи показав наявнiсть зон
вогнищевого некрозу вже через 24 год пiсля ЧГЕ та значне статистично достовiрне збiль-
шення аланiнамiнотрансферазної активностi в сироватцi кровi, що вказувало на глибокi
порушення паренхiми. Аналiз ступеня фрагментацiї ядерної ДНК виявив ознаки її де-
градацiї в клiтинах печiнки тварин з активованою домiнантною негативною формою α

iзоформи рецептора РК, що виражалося в появi набору безладних фрагментiв розмiра-
ми вiд 20 до 2,5 т. п. н. Водночас переважання комет С3 i С4 типу при проведеннi мi-
кроелектрофорезу ДНК гепатоцитiв пiдтверджувало некротичний тип загибелi клiтин ре-
генеруючої печiнки тварин з домiнантною негативною α iзоформою RAR. У цiй групi
вже з 12-ї год пiсля гепатектомiї виявлялися комети з величиною моменту хвоста бiль-
ше 50 мкм, а на 48-му год для бiльшої частини комет цей показник знаходився в дiапазонi
100–200 мкм.
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Рис. 3. Вiдновлення маси печiнки у тварин дослiдної (RarαDN
flox/flox; Alb-Cre

+/+) i контрольної

(RarαDN
flox/flox; Alb-Cre

−/−) груп пiсля часткової гепатектомiї.
Величини з буквеними iндексами a–g — статистично достовiрно вiдрiзняються, P < 0,05

Рис. 4. Рiвень глюкози в сироватцi кровi мишей пiсля гепатектомiї.
Величини з буквеними iндексами a, b, c статистично достовiрно вiдрiзняються, P < 0,05

Виявлене порушення регенерацiйних процесiв супроводжувалося одночасним порушен-
ням метаболiчних функцiй печiнки. Характерною ознакою постоперацiйних метаболiчних
змiн є розвиток енергетичної недостатностi органiзму, що супроводжується гiпоглiкемiєю
вже у першi години пiсля гепатектомiї (рис. 4). Оскiльки запаси глiкогену пiсля резекцiї 70%
паренхiми печiнки є обмеженими, значне навантаження лягає на глюконеогенез. Проте цей
метаболiчний шлях виявляється iнгiбованим, враховуючи пряму залежнiсть експресiї клю-
чового ензиму глюконеогенезу фосфоенолпiруваткарбоксикiнази вiд транскрипцiйної регу-
ляцiї за прямою участю ретиноїдiв [12]. Якщо у тварин контрольної групи рiвень глюко-
зи кровi знижувався не бiльш нiж на 30% i повертався до вихiдних значень через 48 год
(див. рис. 4), у мишей з активованою домiнантною негативною формою RAR цей показник
зменшувався в три рази i не досягав навiть 50% дооперацiйної величини.
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Отже, необхiдною умовою для повноцiнної регенерацiї печiнки, викликаної ЧГЕ, є реа-
лiзацiя РК її сигнальної функцiї, опосередкованої взаємодiєю зi специфiчними ядерними ре-
цепторами, як складова регенеративної вiдповiдi. Функцiонування ретиноїдзалежного сиг-
нального шляху за участю канонiчних ядерних рецепторiв РК є життєво важливим як для
печiнки при її гострому ураженнi, так i для органiзму в цiлому.
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И.А. Шмараков, Ю.Д. Морозевич, В.С. Бленер, М. М. Марченко

Биохимические аспекты сигнальной функции ретиноидов

при регенерации печени

Исследована роль рецепторов ретиноевой кислоты и канонической сигнализации ретиноидов
в регенерации печени. С использованием модели клеточно-специфической абляции рецепто-
ров ретиноевой кислоты путем активации доминантной негативной изоформы (RARαDN)
показано, что необходимым условием для полноценной регенерации печени, вызванной час-
тичной гепатэктомией, является реализация ретиноевой кислотой ее сигнальной функции,
опосредованной взаимодействием со специфическими ядерными рецепторами, как составная
регенеративного ответа. Функционирование ретиноидзависимого сигнального пути с учас-
тием канонических ядерных рецепторов ретиноевой кислоты жизненно важно как для пе-
чени при ее остром поражении, так и для организма в целом.
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Biochemical aspects of retinoid signaling function during liver

regeneration

The work is devoted to the role of retinoic acid receptors and retinoid canonical signaling in liver
regeneration. Using a model of cell-specific ablation of retinoic acid receptors by activation of domi-
nant negative isoform (RARαDN), it is shown that an essential condition for a full liver regenera-
tion caused by partial hepatectomy is the realization of retinoic acid signaling functions mediated
by interaction with specific nuclear receptors as a component of regenerative response. Retinoid-
dependent signaling pathway functioning, involving canonical nuclear retinoic acid receptors, is
vital for the liver during its acute injury and organism as a whole.
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