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Ф армакотерапія і профілактика тубер�
кульозу вимагають своєчасного та ак�

тивного застосування найбільш ефективних і
безпечних лікарських засобів [1]. Сучасна те�
рапія даного захворювання включає викорис�
тання протитуберкульозних лікарських засобів
(ПТЛЗ) І ряду, які поєднують високу ан�
тимікробну активність щодо Micobacterium
tuberculosis та помірну токсичність. Однак,
тривале застосування даних препаратів може
викликати розвиток ряду побічних реакцій,
механізми яких досліджені недостатньо [2, 3]. 

Метою даної роботи було дослідження ролі
І фази біотрансформації та антиоксидантного
статусу у формуванні гепатотоксичної дії
комбінації ПТЛЗ у щурів.

Матеріали та методи
Субстанції етамбутолу, піразинаміду, ізоніази�

ду та рифампіцину були надані ЗАТ НВЦ "Бор�
щагівський хіміко�фармацевтичний завод".

У дослідженнях використані щури�самці
лінії Вістар масою тіла 150�170 г. Дві групи
щурів (не менше 5 в кожній) формували за ме�
тодом рандомізації з попередньою аклімати�
зацією протягом 10 днів: 1�а група —
внутрішньошлункове сумісне введення ПТЛЗ в
1% крохмальному гелі; 2�а — контроль
(внутрішньошлункове введення 1% крохмаль�
ного гелю).  ПТЛЗ  вводили в дозах, що застосо�
вують у клініці для короткотермінової комбіно�
ваної терапії туберкульозу з урахуванням ко�

ефіцієнта видової чутливості: етамбутол — 155
мг/кг,  рифампіцин — 74,4 мг/кг, ізоніазид —
62 мг/кг, піразинамід — 217 мг/кг протягом 
60 днів [4, 5]. Через 24 години після останньо�
го введення ПТЛЗ тварин знеживлювали мето�
дом цервікальної дислокації під легким
ефірним наркозом. 

У сироватці крові на біохімічному аналіза�
торі Prestige 24i (Японія) досліджували ак�
тивність лужної фосфатази (ЛФ), а також вміст
загального білірубіну, використовуючи біотес�
ти виробництва фірми "P. Z. Cormay", Польща.

Експресію мРНК цитохромів Р�450 2Е1
(CYP2E1), 2С23 (CYP2C23) (ортолог CYP2С19
та CYP2С9) та 3А2 (CYP3A2) (ортолог
CYP3А4) у печінці визначали методом зво�
ротньо�транскриптазної полімеразної ланцю�
гової реакції з використанням специфічних
праймерів, як це було описано раніше [6].
Ампліфікацію проводили на  термоциклері
MyCycler виробництва BioRaD, США.

Електрофорез нуклеїнових кислот проводи�
ли в 2 % агарозному гелі та фарбували розчи�
ном бромового етидію, візуалізували в УФ�
світлі, фотографували за допомогою  системи
GelDoc, виробництва BioRaD, США та
аналізували в системі Quantity One BioRad
System (США).

З метою виділення постмітохондріальної та
мікросомної фракцій печінку відмивали через
воротну вену охолодженим 0,15 М розчином
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КСІ, гомогенізували та піддавали  центрифугу�
ванню у градієнті солей [7]. Усі процедури ви�
конували з дотриманням холодового режиму
(4 0C). 

У фракції мікросом печінки визначали за�
гальний вміст цитохромів Р�450, п�нітрофе�
нолгідроксилазну активність, а також вміст
відновленого глутатіону у печінці, як це було
описано раніше [6]. Швидкість НАДФН�за�
лежного утворення продуктів реакції з
тіобарбітуровою кислотою (ТБК�реактанти)
визначали за методом І.Д. Стальної та Т.Г Га�
ришвілі [8]. У постмітохондріальній фракції
печінки досліджували глутатіон�S�трансфе�
разну та глутатіонредуктазну активності [9].
Активність каталази в гомогенаті печінки виз�
начали за методом М.А. Королюк та співавт.
[10]. Білок визначали за методом O.H. Lowry та
співавт. [11].

Статистичний аналіз результатів експери�
менту проводили з використанням t�критерію
Стьюдента. Дані представляли як середнє
арифметичне значення та похибку середнього
арифметичного (M±m). Різницю між

досліджуваними показниками вважали статис�
тично достовірною при значенні р<0,05.

Результати та обговорення
Вивчення біохімічних показників сироват�

ки крові щурів�самців за умов сумісного вве�
дення ПТЛЗ виявило  зростання вмісту загаль�
ного білірубіну у 4,6 раза та активності лужної
фосфатази у 1,6 раза у порівнянні з контролем
(табл.1). Ці дані свідчать про здатність проти�
туберкульозних засобів спричиняти лікарсь�
кий гепатит за холестатичним типом, який, як
відомо,  характеризується затримкою жовчі в
гепатоцитах та жовчних шляхах [12]. 

Одночасно було досліджено вплив
комбінації ПТЛЗ на рівень експресії цитох�
ромів CYP2E1, CYP3A2 та CYP2C23 в печінці
щурів (рис. 2) та деякі показники функціону�
вання системи цитохрому Р�450  (табл. 2). 

Показано, що введення комбінації туберку�
лостатиків призводило до зростання експресії
мРНК цитохромів Р�450 2Е1 та 3А2 в печінці
піддослідних щурів у 2,4 і 1,8 раза відповідно,
тоді як рівень експресії цитохрому Р�450 2С23
знижувався в 4 рази порівняно з контролем.

Показники

Експериментальні групи

Контроль
(крохмальний гель)

Комбінація ПТЛЗ

Загальний білірубін, мг/дл 1,50±0,15 6,96±1,36*

ЛФ, МО/л 132,43±12,06 207,76±21,25*

Примітка: тут і далі * — зміни достовірні порівняно з контролем

Таблиця 1 

Вміст загального білірубіну та активності лужної фосфатази в сироватці крові самців щурів за умов сумісного
введення етамбутолу, ізоніазиду, піразинаміду та рифампіцину протягом 60 днів (M±m, n>5)

Рис.1. Відносний рівень
експресії ізоформ

CYP2Е1, CYP3А2 та
CYP2С23 у печінці щурів

(б) та
електрофореграми, що
відображають рівень її

експресії ізоформ (а) за
умов сумісного введення
етамбутолу, ізоніазиду,

піразинаміду та
рифампіцину протягом

60 дніва

б
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Отримані нами результати узгоджуються з да�
ними літератури, які свідчать, що такі складові
комбінації ПТЛЗ як рифампіцин є індуктором
ізоформ СYP2Е1, CYP3А та CYP2С [13];
ізоніазид здатен індукувати СYP2Е1 [14] та
інгібувати ізоформи CYP3А та CYP2С [15], а
піразинамід у високих дозах — індуктор
CYP2Е1 [16]. Отже, в даному випадку можна
припустити наявність індукуючої дії ізоніазиду
та піразинаміду на ізоформу CYP2Е1, ри�
фампіцину — на ізоформи CYP2Е1, CYP3А2 та
CYP2С23, а також інгібування активності ізо�
форм CYP3А2 та CYP2С23 ізоніазидом. Слід
зазначити, що зростання експресії мРНК СYР
2Е1 у печінці було прямопропорційним актив�
ності п�нітрофенолгідроксилази, як маркера
CYP2Е1, яка в групі піддослідних тварин була
вищою у 4 рази порівняно з контролем. Отри�
мані дані щодо індукції CYP2Е1 є важливими з
огляду на визначну роль даної ізоформи в ме�
ханізмах розвитку гепатотоксичності ксе�
нобіотиків [17].

Одночасно у мікросомах печінки дослідних
тварин за умов сумісного введення ПТЛЗ на
20% збільшувався загальний вміст цитохрому
Р�450, що можна віднести на рахунок індукції
CYP 2E1 та CYP 3A2.

Відомо, що в результаті активації ферментів
монооксигеназної системи в ході біотрансфор�

мації лікарських засобів за участі системи ци�
тохрому Р�450, можуть утворюватись токсичні
метаболіти та активні форми кисню [18].
Дійсно, нами було показано, що за умов
сумісного введення ізоніазиду, рифампіцину,
піразинаміду та етамбутолу швидкість
НАДФН�залежного утворення ТБК реактантів
у мікросомах печінки щурів зростала на 40% у
порівнянні з контролем (табл. 2.), що свідчить
про активацію ліпопереокислення [19].

У випадку дії на організм ксенобіотиків,
найбільш надійними критеріями стану систе�
ми детоксикації можуть слугувати активність
глутатіонзалежних ферментів та рівень віднов�
леного глутатіону [20]. Нами було зареєстрова�
но модуляцію тіолового статусу печінки, а саме
— введення щурам комбінації ПТЛЗ виклика�
ло тенденцію зростання глутатіон�S�трансфе�
разної активності, збільшення вмісту віднов�
леного глутатіону та глутатіонредуктазної ак�
тивності в печінці на 39% та 40% відповідно
(табл. 3), що  можна розглядати як компенса�
торний ефект, спрямований на знешкодження
активних форм кисню та продуктів вільнора�
дикального окиснення [21]. 

За даних умов експерименту каталазна ак�
тивність у печінці щурів дослідної групи зрос�
тала вдвічі порівняно з контрольною групою
(табл. 3).

Показники
Експериментальні групи

Контроль
(крохмальний гель)

Комбінація ПТЛЗ

Загальний вміст цитохрому Р�450,

нмоль/мг білка
0,63±0,02 0,76±0,05*

Активність п�нітрофенол�гідроксилази, 

нмоль/хв х мг білка
0,25±0,02 1,02±0,12*

НАДФН�залежне ПОЛ, нмоль/хв х мг білка 0,157±0,022 0,224±0,07*

Таблиця 2

Деякі показники функціонування системи цитохрому Р2450 в мікросомах печінки щурів за умов сумісного
введення етамбутолу, ізоніазиду, піразинаміду та рифампіцину протягом 60 днів (M±m, n>5)

Показники
Експериментальні групи

Контроль
(крохмальний гель)

Комбінація ПТЛЗ

Вміст глутатіону,

нмоль/мг білка
13,0 ±1,32 18,04±2,01*

Активність глутатіон�редуктази, 

нмоль/хв х мг білка
0,15±0,004 0,21±0,010*

Активність глутатіон�трансферази, 

нмоль/хв х мг білка
359,49±55,32 1,99±0,23*

Активність каталази, нмоль/хв х мг білка 359,49 ± 55,32 637,52 ± 96,13*

Таблиця 3

Показники, що характеризують каталазну активність та тіоловий статус печінки щурів за умов сумісного
введення етамбутолу, ізоніазиду, піразинаміду та рифампіцину протягом 60 днів  (M±m, n>5)
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Це цілком узгоджується з даними інших ав�
торів, які на клітинах HepG2 показали, що за
умов надмірної експресії цитохрому Р�450 2Е1
у 2 рази збільшується активність каталази та
відбувається індукція альфа� та глутатіон�S�
трансфераз мікросом, що, на думку авторів, є
адаптивною відповіддю на ініційований
CYP2Е1 оксидативний стрес [22]. Активація
ПОЛ одночасно стимулює антиоксидантну
систему, спрямовану на підтримку про� та ан�
тиоксидантного гомеостазу в клітині [23]. 

Висновок
Сумісне введення етамбутолу, ізоніазиду,

піразинаміду та рифампіцину у терапевтичних
дозах призводить до збільшення вмісту загаль�
ного білірубіну та активності лужної фосфата�
зи в сироватці крові щурів, що свідчить про
пошкодження печінки за холестатичним ти�

пом. Виявлена модуляція експресії ізоформ
цитохрому Р�450,  а саме — індукція ізоформ
CYP2Е1 та CYP3А2 при одночасному інгібу�
ванні ізоформи CYP2С23 у печінці. Збільшен�
ня каталазної активності паралельно з акти�
вацією ферментативного ПОЛ та порушенням
глутатіонової системи може свідчити про акти�
вацію антиоксидантної системи, спрямованої
на підтримку рівноваги прооксидантно�анти�
оксидатного статусу печінки. 

Отримані дані сприяють розумінню ме�
ханізмів токсичного впливу ПТЛЗ на печінку
за умов їх сумісного застосування та є обгрун�
туванням розробки гепатопротекторних за�
собів, здатних впливати на метаболічні проце�
си, пов'язані з функціонуванням системи ци�
тохрому Р�450. 




