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Зростаюче розповсюдження в навколиш-

ньому середовищі ксенобіотиків різноманітної 

природи викликає всесвітню занепокоєність 

щодо їх токсичного впливу на здоров’я люди-

ни [1]. Печінка та нирки є головними органами 

знешкодження та виведення ксенобіотиків з 

організму, тому вони є таргетними органами для 

багатьох токсичних речовин. Серед механізмів, 

які беруть участь у токсичних проявах ксенобіо-

тиків на ці органи, обмін заліза залишається 

найменш дослідженим. 

Порушений метаболізм заліза відіграє ва-

жливу роль у розвитку хронічних захворювань 

як печінки, так і нирок, та утворення ракових 

пухлин у цих органах [2, 3]. Однак, на сьогодні 

відсутня переконлива інформація щодо механі-

змів такого порушення регуляції та впливу ток-

сичних речовин на обмін заліза. З огляду на це, 

ми досліджували вплив гепатотоксиканту ді-(2-

етилгексил) фталат (DЕНР) та ниркового токси-

канту аристолохієвої кислоти (АА) на метабо-

лізм заліза в печінці та нирках щурів.  

Пластифікатор DEHP є хімічною сполу-

кою з родини фталатів, який використовується в 

промисловості для виготовлення виробів із пла-

стику. DEHP проявляє токсичний вплив на весь 

організм, проте DEHP є, перш за все, гепатоток-

сикантом і можливим гепатоканцерогеном [4]. 

Рослина хвилівник звичайний (Aristolochia 

clematitis) використовується у традиційній ки-

тайській медицині для лікування екземи та ра-

дикуліту. Вона містить токсичну речовину – 

аристолохієву кислоту. Метаболіз AA призво-

дить до утворення cyclic N-acylnitrenium ion, 

який формує аддукти з ДНК в нирках, печінці та 

інших органах [5]. АA також здатна викликати 

нефропатію, що збільшує ризик інтерстиціаль-

ного нефриту, ниркової недостатності та приз-

водить до розвитку раку нирок і сечовивідних 

шляхів [6].  

Ми показали, що гепатотоксикант DEHP 

викликав у щурів зміни в експресії генів, коду-

ючих білки обміну заліза, особливо зростання 

Ftl1 та зниження Hamp. Ці зміни супроводжува-

лися зростанням індикаторів пошкодження 

ДНК. Водночас DEHP не виявив токсичних 

проявів у нирках, як і жодних змін в обміні залі-

за. Нирковий токсикант АА, який показав вира-

жений токсичний вплив на нирки, також виявив 

зміни в експресії генів, які беруть участь в обмі-

ні заліза, і ці зміни відповідали таким в печінці 

за дії DEHР. 

 

Матеріали і методи 

Об’єкт дослідження. 

Дослідження проводилися на щурах-

самцях лінії Фішер 344, які були отримані з роз-

плідника Національного центру з токсикологіч-

них досліджень, у віці 6 тижнів. Тварин утриму-

вали в стандартних умовах віварію. Щурі отри-

мувала NIH-41 лабораторну дієту віварію з ві-

льним доступом до їжі та води. Тварини були 

розподілені на чотири групи (дві дослідні та дві 

контрольні), по 6 тварин у кожній групі. Дослі-

дні тварини першої групи отримували розчин 

AA 5 днів на тиждень, протягом 6 тижнів у дозі 

1 мг/кг маси тіла. Відповідна контрольна група 

отримувала 0,9 % сольовий розчин в еквівален-

тних кількостях. Дослідні тварини другої групи 

отримували DEHP, який змішували з кормом, у 

кінцевій концентрації 2,4 %. Щурів умертвляли 

шляхом розташування їх у камері з ізофлюрано-

вим газом. Для подальшого аналізу забирали 

печінку та нирки, які негайно заморожували в 

рідкому азоті і зберігали при -80
º
С. Всі експе-

риментальні процедури були виконані у відпо-

відності з протоколом досліджень тварин, за-

твердженим комітетом із догляду та викорис-

тання тварин національного центру з токсико-

логічних досліджень, Джефферсон, США. 
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Виділення загальної РНК, зворотна тран-

скрипція та кількісна полімеразна ланцюгова 

реакція.  

Виділення загальної РНК із тканин печін-

ки та нирок проводили з використанням 

miRNeasy Mini Kit (Qiagen, США) відповідно до 

протоколу-інструкції виробника. Зворотна тран-

скрипція проводилася з використанням набору 

Hight-Capacity cDNAReverse Transcription Kit 

(Applied Biosystems, США) відповідно до реко-

мендацій виробника. Оцінка експресії генів 

проводилася з використанням пресинтезованих 

TaqMan® Gene Expression Assay (Life Technolo-

gies, США) методом відносної експресії. Як 

референтний ген використовували ген β-актину. 

Відносну кількість кожного транскрипта мРНК 

визначали з використанням методу 2
-ΔΔCt

 [7]. 

Aналіз експресії мікроРНК.  

Рівень мікроРНК-122 (miR-122) і мік-

роРНК-34a (miR-34a) в тканинах печінки та 

нирок щурів визначали за допомогою qRT-PCR 

з використанням пресинтезованих TaqMan 

MicroRNA Assay (Life Technologies, США).  

Рівень експресії мікроРНК нормалізовано до 

U87 snRNA і представлено в умовних одиницях 

(2
-ΔΔCt

) [7]. 

Статистичний аналіз. 

Статистичні розрахунки та графічне пред-

ставлення результатів аналізу проводили за до-

помогу статистичної програми SigmaPlot 13.0. 

Результати представлені у вигляді середнього 

значення ± S.D, n=6. Статистичний аналіз про-

водили за допомогою t-тест і однофакторного 

дисперсійного аналізу ANOVA, парні порівнян-

ня проводилися за допомогою тесту Стьюден-

та-Ньюмена-Кейлса. Значення Р < 0,05 вважали 

достовірним. 

 

Результати та обговорення 

Дані літератури свідчать, що гепатотокси-

кант DЕНР в певних дозах може викликати не-

значні токсичні прояви в нирках [8]. Водночас 

АА, яка проявляє виражену ниркову токсич-

ність, у певних дозах може виявляти помірну 

гепатотоксичність [9]. Тому ми спочатку дослі-

дили органоспецифічність токсичних проявів 

DЕНР та АА за експресією miR-122 та маркер-

них генів, що кодують білки, які задіяні в меха-

нізмах печінкової токсичності – Cyp2e1 та 

Ddit3 та ниркової токсичності – Havcr1 (Kim1) 

та Spp1. Як видно з рис. 1, пероральне введення 

DEHP в дозі 2,4 % призвело до зниження екс-

пресії miR-122 більш ніж у 2 рази та 1,5 разово-

го збільшення експресії генів Cyp2e1 та Ddit3 в 

печінці щурів (рис. 1 А). Водночас АА виклика-

ла незначне підвищення експресії гена Cyp2e1 

(рис. 1 Б). 

Відомо, що miR-122 є біомаркером для 

токсичних уражень печінки, а її зниження спо-

стерігається при розвитку стеатогепатитів, фіб-

розу печінки та при гепатоклітинній карцино-

мі [10]. Ген Ddit3 кодує транскрипційний фак-

тор C/EBP гомологічний білок (CHOP) і є медіа-

тором гепатотоксичності, який активується за 

стресу ендоплазматичного ретикулума та спри-

яє апоптозу [11]. CYP2E1 є ключовим фермен-

том, задіяним у метаболізмі більшості ксенобіо-

тиків у печінці шляхом цитохром Р-450 залеж-

ного окислення [12]. Зростання експресії Cyp2e1 

та розширення ендоплазматичного ретикулума в 

печінці щурів, які отримували високі дози 

DEHP спостерігали також у роботі Parmar D. та 

ін., 1988 [13]. На противагу до печінки, ми не 

виявили змін в експресії генів-маркерів пошко-

дження в нирках за дії DЕНР (рис. 1 В). Водно-

час AA призвела до зростання експресії генів-

маркерів ниркової токсичності [14] Havcr1 та 

Spp1 в 15 та 5 разів, відповідно (рис. 1 Г). 

Havcr1 (Kim1) кодує клітинний рецептор вірусу 

гепатиту А 1, експресія якого зростає на повер-

хні епітеліальних клітин канальців у нирках 

після їх ішемічного або токсичного ураження. 

Підвищення експресії Spp1, який кодує остео-

понтин, спостерігав також Fuchs T.C. та ін., 

2014 [15], в нирках тварин, які отримували АА в 

дозі 1 мг/кг на протягом 12 днів.  

На наступному етапі ми дослідили вплив 

DЕНР та АА на експресію генів, що кодують 

основні білки, які підтримують гомеостаз заліза 

в печінці та нирках.  
Залізо посідає особливе місце серед неза-

мінних елементів за своєю участю у життєво 

важливих фізіологічних та метаболічних функ-

ціях [16]. Проте вільне залізо є високореакцій-

ним елементом, здатним призводити до генера-

ції активних форм кисню, пошкодження мем-

бран клітин, білків та нуклеїнових кислот. Тому 

системний гомеостаз заліза [17] включає добре 

координований механізм, який забезпечується 

більш ніж 30 білками. Ключовими білками в 

обміні заліза в печінці та нирках у людей і ссав-

ців є рецептор трансферину 1 (Tfrc), легкі (Ftl1) 

і важкі (Fth1) ланцюги феритину, феропортин 

(Slc40a1) та гепсидин (Hamp).  
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Рис. 1. Експресія генів-маркерів печінкової та ниркової токсичності за дії DEHP (А, В) і АА (Б, Г) у печі-

нці та нирках щурів 

 
Рис. 2. Експресія генів, що кодують білки гомеостазу заліза,Tfrc, Ftl1, Fth1, Slc40a1 і Hamp у печінці (А) 

та нирках (Б) щурів за дії DЕНР 
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У нашому дослідженні гепатотоксикант 

DEHP, як видно на рис. 2 А, призвів до збіль-

шення експресії Ftl1, Fth1, Slc40a1 у печінці 

щурів зокрема легкі ланцюги феритину зросли 

більш ніж в 2,6 рази. На противагу цьому, рі-

вень експресії Hamp знизився більш ніж в 1,5 

рази у щурів досліджуваної групи. Водночас, ми 

не спостерігали значних змін в експресії цих 

генів у нирках щурів, які отримували DEHP 

(рис. 2 Б). Винятком є Slc40a1, який кодує фе-

ропортин і експресія якого була знижена. На 

відміну від DЕНР, АА викликала зміни білків 

обміну заліза в нирках (рис. 3 Б) і ці зміни, 

окрім експресії Tfrc, корелювали з такими в 

печінці за дії DЕНР. Водночас АА не викликала 

в печінці змін в експресії генів, що кодують 

білки гомеостазу заліза, за винятком зниження 

експресії Slc40a1 та підвищення експресії Tfrc 

(рис. 3 А). 

Як відомо, феритин є білком системи де-

понування іонів заліза та найбільш інформатив-

ним індикатором запасу заліза в організмі. Мо-

лекула феритину складається із 24 субодиниць 

двох типів: H (heavy) та L (light), синтез яких 

детермінується Fth1 та Ftl1 генами. Декілька 

дослідженнь показали, що збільшення концент-

рації заліза в печінці та нирках є причиною під-

вищення експресії FTL та FTH [18]. В печінці 

вміст феритину змінюється при низці патологі-

чних процесів. Було показано, що легкі ланцюги 

феритину були раніше визначені в якості кан-

дидатів ниркових біомаркерів клітинної карци-

номи [19].  

Ген Slc40a1, експресія якого була підви-

щена в печінці за дії DЕНР (рис. 2 A) та в нир-

ках за дії АА (рис. 3 Б), кодує трансмембранний 

білок феропортин, який є єдиним експортером 

клітинного заліза в гепатоцитах печінки [20] та 

епітелію клубочків і проксимальних канальців у 

нирках [21]. Відомо, що його експресія може 

активуватися при збільшенні заліза з метою 

виведення надлишків заліза з клітин [22]. Збі-

льшення феропортину може бути зумовлене 

також зменшенням його інтерналізації та дегра-

дації іншим білком обміну заліза – гепсиди-

ном [23], порушення синтезу якого викликає 

розлади в обміні заліза. Гепсидин синтезується 

переважно у гепатоцитах, проте, дані останніх 

років свідчать, що він  не є специфічним тільки 

для печінки, а може також відігравати певну 

роль у нирках [24].  

 
Рис. 3. Рівень експресії генів, що кодують білки гомеостазу заліза, Tfrc, Ftl1, Fth1, Slc40a1 і Hamp у печі-

нці (А) та нирках (Б) щурів, які отримували АА 
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Експресія Tfrc була зменшена в нирках за 

дії ниркового токсиканту АА (рис. 3 Б). Відомо, 

що цей ген кодує рецептор трансферину 1 (TfR), 

який відповідає за надходження трансферинвмі-

сного заліза в більшість клітин [25]. У нирках 

TfR забезпечує реадсорбцію трансферину з фі-

льтрату, що може бути основним механізмом, за 

допомогою якого клітини канальців отримують 

залізо, яке вони потребують [25].  

Отже, за дії DЕНР та АА ми спостерігали 

зміни в експресії генів, що кодують основні 

білки, які підтримують гомеостаз заліза в печін-

ці та нирках. Відомо, що в цих органах пору-

шення гомеостазу заліза, як його накопичення 

так і дефіцит, [26] може призводити до оксида-

тивного стресу та пошкодження ДНК [27]. Тому 

ми дослідили стан пошкодження ДНК під впли-

вом DЕНР та АА в нирках та печінці (рис. 4). 

Для цього ми вибрали два загальноприйняті 

маркери на пошкодження ДНК – експресію гена 

Apex1 та miR-34a [27, 28]. В печінці DEHP приз-

вів до триразового збільшення в експресії гена 

Apex1 (рис. 4 А), що кодує ключовий фермент, 

який запускає механізм ексцизійної репарації 

основ BER [27]. На противагу до DЕНР, в нир-

ках АА не викликала змін в експресії Apex1 

(рис. 4 Б). Однак АА призвела до більш ніж 

4 кратного підвищення рівня miR-34а (рис. 4 Г). 

Відомо, що miR-34а активується в регенерую-

чих проксимальних ниркових канальцях за умов 

оксидативного стресу, викликаного дією заліза 

in vivo [29]. 

 

 
 
Рис. 4. Експресія генів-маркерів на стан пошкодження ДНК, Apex1 та miR-34a у печінці за дії DEHP (А, 

В) та нирках щурів, які отримували АА (Б, Г)  
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Висновки 
Результати нашого дослідження вказують 

на орган-специфічні зміни метаболізму заліза за 

дії гепатотоксиканту DEHP або ниркового ток-

сиканту АА в печінці та нирках щурів. Ці зміни 

супроводжуються зростанням маркерів на пош-

кодження ДНК – Apex1 в печінці за дії DEHP та 

miR-34а в нирках за дії АА. Подальші дослі-

дження необхідні для розкриття молекулярних 

механізмів, які викликають зміни обміну заліза 

в таргет органах, а також з’ясування ролі змін 

обміну заліза в канцерогенному ефекті дослі-

джених речовин.  
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EXPRESSION OF IRON METABOLISM GENES AS MARKERS OF ORGAN TOXICITY 

Aim. An increasing number of toxicants in the environment causes harmful effects on organism, resulting in broad 

range of metabolic disturbances, including iron metabolism. Perturbations in iron homeostasis may lead to the devel-

opment of various pathological states, including organ injury and carcinogenesis. In this study, we investigated the 

effect of liver toxicant, bis-(2-ethylhexyl) phtalete (DEHP), and kidney toxicant, aristolochic acid (AA), on tissue-

specific iron metabolism in rats. Methods. Gene expression in the livers and kidneys of Fischer 344 rats was determined 

by quantitative reverse transcription-PCR. Results. DEHP treatment increased the expression of liver toxicity and DNA 

damage marker genes, and iron-related genes, Ftl1, Fth1, Slc40a1, and decrease the expression of miR-122 and Hamp 

in the livers, but not in the kidneys. In contrast, AA increased the expression of kidney toxicity and DNA damage mark-

ers, and iron homeostasis genes, Ftl1, Fth1, Slc40a1 in the kidneys. Conclusions. Our results indicate an existence of 

organ-specific changes in the expression of iron metabolism genes in rats treated with DEHP and AA, respectively. 

These changes were accompanied by increasing of DNA damage and toxicity markers in the liver of DEHP-treated rats 

and in the kidneys of rats treated with AA. 

Keywords: Toxicity, iron metabolism, liver, kidney. 


