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Резюме

Цель исследования заключалась в изучении изменения транскрипционной активности генов GSTM, GSTP и GSTT-
при остром токсическом гепатите, вызванном парацетамолом и на фоне предварительного введения лекарствен-
ных препаратов (гептор, мексидол, оксиметилурацил).

Материал и методы: моделирование острого токсического гепатита производилось на самцах белых беспородных 
крыс массой 180–200 грамм, разделенных на 5 групп (контрольная группа, введение парацетамола без лечения, 
введение парацетамола с предварительным введением лекарственного препарата (гептора, мексидола и оксимети-
лурацила). Через 24 и 72 часа после введения парацетамола крыс эвтаназировали и исследовали уровни мРНК генов 
GSTM, GSTP и GSTT в гомогенате печени. Лекарственные препараты вводили за час до введения парацетамола.

Результаты: Установлено, что после 24 часового воздействия парацетамола кратность экспрессии гена GSTMувели-
чивалась от значения –0.37 в контрольной группе до 1.03 в группе без лечения. После 72 часового воздействии ток-
сиканта она была повышенной по сравнению с группой контроля во всех группах (парацетамол без лечения — 0.77; 
гептор — 1.74; мексидол — 1.51; ОМУ — 1.62). Анализ представленности транскриптов гена GSTТ после 72 часового 
воздействия показал скачкообразное повышение и понижение уровня экспрессии в изучаемых группах. Экспрес-
сия гена GSTР после 24 часового эксперимента была понижена и колебалась в диапазоне от –0.3 до –1.51. (F=2.916; 
р=0.038), а после 72 часового воздействия парацетамола результаты были противоположными. Статистически 
достоверные значения (р=0.032) были получены при сравнении группы, затравленной парацетамолом без лечения 
и при использовании в качестве лекарственного препарата ОМУ.

Заключение: полученные результаты могут указывать на участие исследуемых генов в метаболизме парацетамола 
в клетках печени. Было установлено, что ОМУ является гепатопротектором, отвечающим за восстановление системы 
антиоксидантной защиты.

Ключевые слова: токсический гепатит; парацетамол; гептор; мексидол; оксиметилурацил; экспрессия

Summary

The aim of the study was to study the changes in the transcriptional activity of the GSTM, GSTP and GSTT genes in acute 
toxic hepatitis caused by paracetamol and against the background of preliminary administration of drugs (heptor, mexidol, 
oxymethyluracil).

Material and methods: Toxic hepatitis was modulated in male albino mongrel rats assigned to fi ve groups (control group, 
primed with paracetamol without subsequent administration of the drug, with the administration of heptor, mexidol and 
oxymethyluracil). After 24 and 72 hours of paracetamol administration, the rats were anesthetized and the mRNA levels 
of the GSTM, GSTP and GSTT genes in the liver homogenate were examined. Drugs were administered one hour before 
paracetamol administration.

Results: It has been shown that with 24-hour exposure to paracetamol, the expression ratio of the GSTM gene increased 
from –0.37 in the control group to 1.03 in the untreated group. After 72 hours of exposure to the toxicant, it was elevated 
compared with the control group in all groups (paracetamol without treatment — 0.77; heptor — 1.74; mexidol — 1.51; 
OMU — 1.62). An analysis of the representation of GSTT gene transcripts after 72 hours of exposure showed a stepwise 
increase and decrease in the expression level in the groups studied. The expression of the GSTP gene with the 24-hour 
experiment was reduced and ranged from –0.3 to –1.51. (F = 2.916; p = 0.038), and with 72 hours of exposure to parac-
etamol, the results were opposite. Statistically signifi cant values (p = 0.032) were obtained by comparing the group with 
paracetamol without treatment and when used as the OMU drug.

Conclusion: the results obtained may indicate the involvement of the given genes in paracetamol metabolism in liver cells. 
It was found that OMU is a hepatoprotector responsible for restoring the antioxidant defense system.

Keywords: toxic hepatitis; paracetamol; heptor; mexidol; oxymethyluracil; expression

Введение

Заболевания печени являются наиболее серьезны-
ми заболеваниями и возникают в основном из-за 
токсичных химических веществ (чрезмерное по-
требление алкоголя, высокие дозы парацетамола, 
четырех х лористый у глерод, х имиотерапевтиче-
ские средства, перекисное масло и  др.) [1].Среди 

всех токсических поражений печени важное место 
занимают именно лекарственные гепатиты, поэ-
тому лекарственное повреждение следует всегда 
иметь в виду при установлении этиологии любо-
го хронического и  острого заболевания печени 
[2]. Лекарственные поражения печени (ЛПП) – это 



123

Транскрипционная активность генов системы глутатионов при токсическом гепатите | Transcriptional activity of glutathione system genes in toxic hepatitis

функциональные и морфологические изменения 
печеночной т ка ни, вызва нные п риемом мед и-
ка ментов или их непра вильной дозировкой [3]. 
В  базе данных VigiBase о  предполагаемых небла-
гоприятных реакциях на лекарственные средства 
Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ) 
на 2016 г. содержится 13 208 000 отчетов о  похо-
жи х сл у ча я х. Только в  течение 2015–16 гг. этот 
показатель у величился на 18%. В  России острые 
лекарственные поражения печени регистрируют-
ся у 2,7% больных. Как правило, эти отравления 
связаны с применением антибактериальных пре-
паратов, противотуберкулезных, гормональных, 
анальгетиков, цитостатических, антиаритмиче-
ски х и  гипотензивны х средств. Лекарственные 
поражения печени составляют около 10% от всех 
отравлений, связанных с применением фармако-
логических препаратов [4].

Пара це та мол (aceta minophen) – это ненарко-
т и чес к и й а на л ьге т и к-а н т и п и р е т и к, п р оизвод-
ное пара-аминофенола – N-ацетил-раминофенол 
(N-acet yl-p-a minophenol, 4 -hyd rox yaceta ni lide). 
Белый или с кремовым оттенком порошок, который 
не растворяется в воде, легко растворяется в спир-
те, хорошо растворяется в  жира х. Используется 
в  качестве анальгетического, а  также жаропони-
жающего средства, который обладает слабой про-
тивовоспалительной активностью.

Отравление парацетамолом представляет собой 
очень серьезную проблему. Так, в Великобритании 
в  1968  год у было зарегистрировано 150 сл у чаев 
отравлений, 7 из них закончились смертельными 
исходами, в 1973 году отравились 7000 и погибли 
66, а в 1977 году было уже 144 смерти в результа-
те отравления парацетамолом. В  США за десять 
лет зарегистрировано 11195 слу чаев отравления. 
Значительное увеличение числа данных отравле-
ний отмечено за последние 10–20 лет в Норвегии, 
во Франции, в Дании и в других странах Европы. 
Пара цета мол в  мировой пра ктике явл яется ос-
новной причиной отравлений гепатотропными 

ядами [5–10]. Минимальной токсической дозой при 
разовом приеме является 4 грамма, минимальной 
летальной для взрослых – 8 грамм. При дозе препа-
рата 250 мг/кг у 50% больных наблюдается тяжелое 
поражение печени, при дозе 350 мг/кг – у 100% [11].

Большая часть отравлений парацетамолом свя-
зана широким применением и  большой дост у п-
ностью данного препарата. В России отравления 
данным препаратом до последнего времени оста-
ются сравнительно редкими. По данным различ-
ных токсикологических центров известно лишь об 
единичных слу чаях отравлений [12].

Глутатион-S-трансферазы (GSTs) – это семейство 
метаболических изоферментов прокариотической 
и эукариотической фазы II, которые наиболее из-
вестны своей способностью с целью детоксикации 
ката лизировать конъюга цию восста новленной 
формы глутатиона (GSH) к ксенобиотическим суб-
стратам [13]. Семейство GST включает в себя три 
надсемейства: цитозольный, митохондриальный 
и микросомальный [14]. GSTs является ключевым 
компонентом второй фазы детоксикации ксено-
биотиков. Су ществует несколько изоформ гл у-
татион-S-трансфераз (А1, М1, Р1, Т1 и  др.). Гены, 
кодиру ющие белки глу татион-S-трансферазной 
активности (GSTT, GTTP и GSTM), известны как 
энзимы 2-й фазы детоксика ции ксенобиотиков 
[15]. Гены GSTT, GSTM и GSTP кодиру ют различ-
ные типы глу татион-S-трансфераз – Т1, М1 и  Р1. 
Глу татион-S-трансферазы принимают активное 
участие в детоксикации ряда ксенобиотиков путем 
их связывания с глутатионом и играют основную 
роль в обеспечении устойчивости клеток к пере-
к исном у ок ислению липидов, а лк илирова нию 
белков, свободным радикалам и мутациям ДНК.

Целью настоящей работы яви лось исследо-
вание выра женности транскрипции геновGSTT, 
GTTP и GSTM в печени крыс в норме, при остром 
токсическом гепатите вызванном парацетамолом 
и определение эффективного профилактического 
средства при контакте с гепатотоксикантами.

Материал и методы

Токсический гепатит у  са мцов белы х беспород-
ных крыс с массой 200–250 грамм вызывали путем 
внутрижелудочного (в/ж) введения парацетамола 
в  кра х мальной слизи в  дозе 1 г/кг массы живот-
ного. За час до введения парацетамола в качестве 
лекарственных препаратов вводили гептор в дозе 
0,09  мг/кг, мексидол в  дозе 1  мг/кг и  оксимети-
лу рацил (ОМУ) в  дозе 50  мг/кг (дозы вводимых 
гепатопротекторов высчитывались исходя из ин-
струкций к данным препаратам). Гептор отвечает 
за коррекцию мембраноповреждающего действия, 
а именно, за стабилизацию мембран за счет метабо-
лического (антиоксидантного) эффекта. Мексидол 
оказывает влияние на энергетическое обеспече-
ние гепатоцита. ОМУ – на процессы свободно-
ра дикального окисления (ПОЛ и  др.) и  систем у 
антиоксидантной защиты. Исходя из этого, для 
определения гепатопротектора в зависимости от 
направления коррекции были выбраны данные 
препараты. Введение лекарственных препаратов 

за час до введения гепатотоксиканта производили 
с профилактической целью и ориентировались на 
скорость всасыва ни я и  ма ксима льн у ю концен-
трацию препарата в  сыворотке крови (согласно 
инстру кции и  клиническим испытаниям препа-
рата). Контрольной гру ппе животных вместо па-
рацетамола вводили кра хмальную слизь. Печень 
декапитированных крыс подвергали исследова-
нию спустя 24 и 72 часа после затравки. Животные 
были разделены на 9 групп по 7 особей в каждой. 
Животные I гру ппы сл у жили позитивным кон-
тролем (инта ктные ж ивотные), II и  III г ру ппы 
полу чали только парацетамол (негативный кон-
троль), IV и V группы в качестве лекарственного 
препарата полу чали мексидол, VI и VII гру ппы – 
гептор, VIII и IX – ОМУ. Крыс с I, II, IV, VI и VIII 
г ру пп забива ли через 24 часа, с  III, V, VII и  I X 
групп – через 72 часа после затравки. При у ходе за 
животными, питании и проведении экспериментов 
ру ководствова лись ба зисными нормативными 
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документами с соблюдением международных прин-
ципов Хельсинской декларации о гуманном отно-
шении к животным и требований «Правил прове-
дения работ с использованием экспериментальных 
животных» (Приложение к  приказу Минздрава 
СССР от 12.08.1977 № 755 и приказ МЗ РФ № 267 
от 19.06.2003). Перед декапитацией животных ли-
шали корма на 12 часов, затравку изабор материала 
проводили в утренние часы. Кусочки печени сразу 
после декапитации и  вскрытия животных замо-
раживали жидким азотом и заливали ExtractRNA 
(ЗАО Евроген). Для определения функционального 
состояния печенибыло применено определенное 
количество методик: экстракция тотальной РНК 
тризоловым ме тодом, обратна я тра нскрипция 
и  ПЦР-амплификация в  режиме реального вре-
мени на приборе RotorGene (QIAGEN). Изу чение 
экспрессии генов в  печени крыс в  норме и  при 

ТГ проводили методом ПЦР в режиме реального 
времени с  использованием олигону клеотидных 
специфичных праймеров фирмы «Евроген», содер-
жащего интеркалирующий краситель SYBR Green. 
В качестве гена домашнего хозяйства был исполь-
зованген GAPDH. Статистическая обработка дан-
ных исследования проводилась с использованием 
прикладных программ Microsoft  Excel и Statistica 
6.0. Нулевую гипотезу об отсутствии статистически 
значимых различий между изу чаемыми группами 
определяли с помощью критерия (t) Стьюдента, по-
скольку кратность экспрессии была представлена 
количественными данными с нормальным распре-
делением. Проверку распределения выборки на от-
сутствие различий с гипотетическим нормальным 
распределением осуществляли с помощью крите-
рия Колмогорова-Смирнова. Различия считали 
статистически значимыми при р<0,05.

Результаты

 Установлено, что при 24 часовом воздействии пара-
цетамола кратность экспрессии гена GSTM увели-
чивалась от значения –0.37 в контрольной группе 
до 1.03 в гру ппе без лечения (рису нок 1). При ис-
пользовании в качестве лекарственного препарата 
гептора она несколько понизилась и  была равна 
0.4. Введение мексидола практически не показало 
изменений по сра внению с  интактной гру ппой 
(–0.35 и –0.37, соответственно). Транскрипционная 
активность была значительно увеличена и достигла 
значения 1.08 при использовании в качестве гепа-
топротектора ОМУ.   При 72 часовом воздействии 
токсиканта экспрессия изу чаемого гена была по-
вышенной по сравнению с  гру ппой контроля во 
всех исследуемых группах и достигла следующих 
значений: парацетамол без лечения – 0.77; гептор – 
1.74; мексидол – 1.51; ОМУ – 1.62.

Однофакторный дисперсионный ана лиз при 
24 часовом воздействии не показал статистически 
достоверных различий  (F=1.615, р=0.196), а при 72 
часовом эксперименте различия межд у гру ппа-
ми достигли у ровня cтатистической значимости 
(F=6.209, р=0.001). Интересные и статистически до-
стоверные результаты полу чились при сравнении 
контрольной группы с группами с лечением. При 
сравнении интактной группы с группой, в которой 
в  качестве лекарственного препарата использо-
вался гептор, уровень статистической значимости 
был равен 0.002; 0.008 и 0.004 при использовании 
мексидола и ОМУ, соответственно.

  Анализ представленности транскриптов гена 
GSTТ при введении парацетамола показал следую-
щие результаты (рисунок 2). При 24 часовом воздей-
ствии кратность экспрессии колебалась в диапазо-
не от –0.02 до –0.79 (F=0.631; р=0.644).   Изменение 
кратности экспрессии было не значительно во всех 

исслед уемы х гру ппа х, за иск лючением гру ппы 
с использованием ОМУ в качестве лекарственного 
препарата. В данной группе экспрессия была пони-
жена и достигала значения –0.79.

  При 72 часовом воздействии парацетамола на-
блюдалось скачкообразное повышение и пониже-
ние уровня экспрессии в изучаемых группах. В кон-
трольной группе ее значение было равно (–0.086). 
В группе без лечения –(–0.068). При введении геп-
тора – 0.49. Уровень транскрипционной активности, 
равный значению (0.25) был достигну т в  гру ппе 
с  ОМУ. Ма ксим у м экспрессии наблюда лся при 
использовании в качестве гепатопротектора мек-
сидола и показал значение 0.62 (F=0.691, р=0.604).

Как видно на данном рисунке (рисунок 3),  экс-
прессия гена GSTР при 24 часовом эксперимен-
те была понижена во всех исследуемых гру ппа х. 
Кратность экспрессии колебалась в диапазоне от 

–0.3 до –1.51. (F=2.916; р=0.038).
  Противоположные результаты полу чились при 

анализе кратности экспрессии того же гена при 
72 часовом воздействии парацетамола. Здесь она 
была равна значению –0.11 в  интактной гру ппе. 
В группе с парацетамолом без лечения наблюдался 
максимум экспрессии среди исследуемых гру пп 
(1.03; F=3.212; р=0.027). Так же повышенным оста-
вался ее уровень и при использовании в качестве 
лекарственных препаратов гептора и  мексидола 
(0.38 и 0.93, соответственно). Минимального зна-
чения транскрипционная активность данного гена 
достигла в группе с ОМУ и была равна –0.8.   При 
множественны х сра внени я х статистическ и до-
стоверные значения (р=0.032) были полу чены при 
сравнении группы, затравленной парацетамолом 
без лечения и  при использовании в  качестве ле-
карственного препарата ОМУ.

Обсуждение

Гл у татион-S-трансферазы игра ют ва жн у ю роль 
в биотрансформации парацетамола. Метаболизм 
парацетамола в печени начинаетсяс его окисления 

п у тем с вязы ва н и я с  фермен т а м и с ис тем ы ц и-
тох рома Р- 450, лока л изу ющейся в  гла д кой эн-
доп ла змат и че с кой с е т и (ЭПС) к ле ток печен и. 



125

Транскрипционная активность генов системы глутатионов при токсическом гепатите | Transcriptional activity of glutathione system genes in toxic hepatitis

Рисунок 3.
Кратность экспрессии гена 
GSTР при 24 и 72 часовых 
воздействиях парацета-
молом и использованием 
в качестве лекарственных 
препаратов гептора, мекси-
дола и оксиметилурацила

Figure 3.
Fold changes in the GSTP 
gene expression aft er 24- and 
72-hour paracetamol exposure 
and using heptor, mexidol and 
oxymethyluracil as drugs

Рисунок 1.
Кратность экспрессии гена 
GSTМ при 24 и 72 часовых 
воздействиях парацета-
молом и использованием 
в качестве лекарственных 
препаратов гептора, мекси-
дола и оксиметилурацила

Figure 1.
Fold changes in the GSTM 
gene expression aft er 24- and 
72-hour paracetamol exposure 
and using heptor, mexidol and 
oxymethyluracil as drugs

Рисунок 2.
Кратность экспрессии гена 
GSTТ при 24 и 72 часовых 
воздействиях парацета-
молом и использованием 
в качестве лекарственных 
препаратов гептора, мекси-
дола и оксиметилурацила

Figure 2.
Fold changes in the GSTT 
gene expression aft er 24- and 
72-hour paracetamol exposure 
and using heptor, mexidol and 
oxymethyluracil as drugs

Лекарственные препараты окисляются цитохро-
мом Р-450 с  образованием метаболита N-ацетил-
p-бензохинонимина (N-acetyl-p-benzohinoneimine 
(NAPQI)), который в норме полностью инактиви-
руется восстановленным глу татионом, с образова-
нием водорастворимых метаболитов [16–17]. При 
многократном попа да нии пара цета мола в  орга-
низм, печень, из-за повышенной нагрузки, выде-
ляет в общий кровоток большее количество неиз-
мененного парацетамола и значительно меньшее 

количество вырабатываемых метаболитов. В то же 
время, печень насыщена продуктами конъюгации 
с  глюку роновой кислотой и  с ульфгидрильными 
гру ппа ми. Образование промеж у точны х токси-
ческих соединений, продуцирующихся в большом 
количестве, приводит к изменению метаболизма. 
Недостаточный синтез или истощение за пасов 
гл у татиона приводит к  у величению количества 
N-а це т и л-р-бензох инони м ина . В  гепатотокс и-
ческом значении, который связа н с  эффекта ми 
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повреждения макромолекул и  влиянием метабо-
литов на гепатоцит, можно выделить несколько 
эта пов. Да нны й п роцесс нач и нае тся с  обра зо-
ва ни я кова лент ны х с вязей меж д у а к т и вны м и 
метаболита мии белка ми мембра н гепатоцитов, 
который сопровождается денату рацией этих бел-
ков. Да лее происходит дегра дация мембранных 
липидов, веду ща я к повреждению мембран гепа-
тоцитов, что приводит к  нару шению кальциево-
го гомеостаза, активиру ющего цитолитические 
ферменты [18–19].

В  результате происходит ра звитие центроло-
булярных некрозов печени, которые обусла вли-
ва ют ма ксима льн у ю концентра цию цитох рома 
Р-450 в  у казанной зоне. Высокие концентрации 
восстановленного гл у татиона мог у т приводить 
к снижению токсического эффекта лекарственных 
препаратов, в частности парацетамола. Также ток-
сические эффекты парацетамола снижаются при 
предварительном приеме веществ, которые содер-
жат свободные или высвобождаемые SH-гру ппы. 
Поскольку гл у татион-S-трансферазы играют ре-
ша ющ у ю роль в  де токсика ции ксенобиотиков, 
и х ингибирова ние или инд у к ци я мог у т значи-
тельно вли ять на метаболизм и  биологическ ие 
эффекты многи х лекарственны х средств, в  том 

числе и  пара цета мола. Увеличение а ктивности 
глутатион-S-трансфераз через их индукцию может 
за щитить печень от токсического воздействи я 
парацетамола [20]. Так, применение флавоноидов 
в  качестве за щитны х а гентов против пара цета-
мол-инд у цирова нной гепатотоксичности было 
проверено в  нескольких исследованиях [21–23].

Ме х а н и з м г е п ат о т окс и ч ног о д е йс т ви я п а-
ра це та мола с вяза н с  особеннос тя м и его ме та-
болизма, который на 97% происходит в  печени. 
Значительна я дол я пара цета мола подвергается 
окислению изоферментами цитохрома Р-450 с об-
разованиемNAPQI, который связыва ясь с  глу та-
тионом превращается в  нетоксичный конъюгат 
меркапту ровой кислоты, выводящийся почками. 
Недостаток глу татиона приводит к  значительно-
м у у величению концентрации  NAPQI, который 
связываясь с клеточными белками образует ацета-
минофен белковые соединения. Данные соедине-
ния вызывают митохондриальный оксидативный 
стресс, приводящий к гибели гепатоцитов [24–25]. 
Специфическа я терапия парацетамолового гепа-
тита направлена на восстановление запасов глу-
татиона. Но все же единственным эффективным 
способом лечения парацетамолового гепатита яв-
ляется трансплантация печени.

Заключение

Полученные данные указывают на участие данных 
генов в метаболизме парацетамола в клетках пече-
ни. В результате статистической обработки полу-
ченных результатов достоверные значения были 
полу чены при сравнении гру ппы, затравленной 
парацетамолом без лечения и при использовании 
в качестве лекарственного препарата ОМУ.
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грантов Республики Башкортостан молодым у че-
ным»
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