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РЕЦЕПТОР, ПРОТЕЇНКІНАЗУ R ТА РИБОНУКЛЕАЗУ L В 

ІНТАКТНІЙ ТА РЕГЕНЕРУЮЧІЙ ПЕЧІНЦІ ЩУРІВ 

У статті досліджено роль α-інтерферону (ІФНа) та його мішеней у життєдіяльності клітини 
за відсутності вірусної інфекції. Використано дві моделі - печінку щурів після часткової гепатек-
томії (ЧГЕ) і лапаратомії, які імітують перехід до поділу високодиференційованої проліфератив-
но неактивної тканини та реакцію гострої фази. За допомогою зворотної транскрипції - полі-
меразної ланцюгової реакції - визначали відносний вміст РНК, які кодують ІФНа, рецептор до 
ІФНа (ІФНР), РНКазу L та протеїнкіназу R (PKR) в складі нефракціонованої РНК печінки через 
0,5, 1, 3, б, 12 год після операцій. Усі досліджувані РНК визначаються в інтактній печінці і за 
представленістю розташовуються в ряду мРНК ІФНР > мРНК PKR > мРНК РНКази L > мРНК 
ІФНа. Рівень експресії мРНК ІФНа в регенеруючій печінці має двохфазний характер зі зниженням 
на 50 % через 1 год після ЧГЕ і підвищенням на 25 % через З год після ЧГЕ порівняно з рівнем 
в інтактній печінці. У печінці після лапаратомії мРНК ІФНа не виявляється. Рівні інших мРНК 
тимчасово і незначно знюісуються через 0,5 год і істотно знижуються починаючи з 6-ї год після 
ЧГЕ. Висловлено припущення, що ІФНа виступає як негативний регулятор реакції гострої фази та 
процесів, пов 'язаних з G1/S переходом гепатоцитів, і як позитивний регулятор деяких невизначених 
процесів у пререплікативному періоді регенераційного процесу. 

Вступ 
Унаслідок поділу клітин печінки усіх типів від­
новлюються маса та функції органу. Цей процес 

Цю працю присвячено визначенню експресії передбачає злагоджену діяльність всіх клітин, 
α-інтерферону, його рецептора, протеїнкінази R яка забезпечується численними медіаторами, 
та рибонуклеази L в інтактній та регенеруючій зокрема тими, що продукуються клітинами пе-
печінці щурів. чінки.Відомо, що в процесі формування органів 

Після класичної операції видалення 2/3 пе- клітини мезенхімального походження за допо-
чінки у щурів відбувається вторинний розвиток могою медіаторів, які вони продукують, управ-
органу, який деякою мірою нагадує формування ляють ростом та диференціацією клітин епі-
органу під час внутрішньоутробного періоду, теліального походження [1]. У печінці клітини 
Високодиференційовані клітини, які в інтакт- епітеліального походження - це гепатоцити. До 
ній печінці тварин діляться рідко (мітотичний клітин мезенхімального походження належать 
індекс 1/1000), переходять із проліферативно синусоїдальні клітини, а саме клітини Купфера, 
неактивного стану в проліферативно активний. перисинусоїдальні клітини, осідлі лімфоцити 
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(Pit-клітини), ендотеліальні клітини. Численні 
цитокіни, ростові фактори, ейкосаноїди, реак­
ційні проміжні сполуки кисню та оксиду азоту 
здебільшого продукуються в печінці синусої­
дальними клітинами. У регенеруючій печінці 
щурів різні набори медіаторів функціонують на 
різних етапах відновлювального процесу [2]. 

Відомо, що після часткової гепатектомії 
(ЧГЕ) необхідною умовою для переходу гепа-
тоцитів із фази G0 в фазу G, є активація клітин 
Купфера і продукція ними медіаторів, зокрема 
ΦΗΠα, ΤΦΡ, 11-1 тощо [2]. Клітини Купфера здат­
ні продукувати ще один цитокін - α-інтерферон, 
а можливу його роль та роль α-інтерферон рес-
понсивних генів у регенераційному процесі не 
було досліджено. Дані, отримані раніше в нашій 
лабораторії, засвідчили підвищення активності 
2'-5'-олігоаденілат-синтетази на ранньому етапі 
регенерації [3; 4]. Цей фермент є специфічною 
мішенню для α-інтерферону [5]. Зважаючи на 
вищезазначене, а також на величезний перелік 
генів-мішеней для ІФНа, ми передбачаємо його 
важливу роль у відновлювальному процесі пе­
чінки. ІФНа має більше 100 респонсивних генів, 
найбільш відомими з яких є гени 2'-5'-оліго-
аденілат-синтетази, протеїнкінази R, рибону­
клеази L, білків р56, р204, головних комплексів 
гістосумісності. Маючи стільки мішеней, інтер­
ферон не діє сам по собі. Подібно до гормонів, 
ростових факторів та цитокінів, він зв'язується 
з рецептором на поверхні клітини і запускає 
каскад передачі сигналу, що зрештою досягає 
ядра (те, що зв'язується, називається лігандом). 
Відомо, що при збільшенні чи зменшенні кіль­
кості рецепторів на поверхні клітини при одна­
кових кількостях лігандів спостерігаються різні 
за інтенсивністю реакції. Тому було вирішено 
перевірити, чи змінюється, а якщо змінюється, 
то яким чином, рівень експресії α-інтерферону, 
його рецептора та двох мішеней, таких як про-
теїнкіназа R та рибонуклеаза L, в інтактній та 
регенеруючій печінці щурів. 

Щоб визначити рівень експресії генів, вико­
ристовується декілька методичних підходів. Ми 
обрали ПЛР з попередньою зворотною транс­
крипцією як найкращий з огляду чутливості та 
економічності. 

Нашим першочерговим завданням було пі­
дібрати праймери та оптимізувати умови ПЛР-
реакції для чотирьох молекул. Наступним за­
вданням було провести денситометрію і навести 
дані відносно одного з генів домашнього госпо­
дарства. 

Об'єкт та методи досліджень 

Об'єктом дослідження було обрано інтактну 
печінку та печінку після часткової гепатектомії 

(ЧГЕ) та лапаратомії. Дві третини печінки ви­
даляли за методом Хіггінса - Андерсона [6]. 
Дослідження проводили через 0,5, 1, 3, 6 та 12 
годин після операцій. Перфузію печінки прово­
дили in situ фізіологічним розчином. 

Метод виділення РНК з CsCl [7]. 400 мг 
тканини печінки розтирали в ступці з рід­
ким азотом, для лізису клітин додавали 4 мл 
4М ГТЦ-буфера (4М гуанідин ізотіоцианат, 
25 мМ Na-ацетат, рН 6,0, 1 % β-меркапто-
етанол). Лізат обробляли ультразвуком і про­
пускали крізь ін'єкційну голку діаметром 
0,7 мм для фрагментації ДНК. Гомогенат на­
шаровували на 5,7 Μ розчин CsCl у співвід­
ношенні 1:1, центрифугували в роторі SW-40 
протягом 26 годин зі швидкістю 24 тис. об./хв. 
Під час центрифугування РНК утворює осад 
на дні пробірок, а ДНК та білки залишаються 
в супернатанті. Супернатант обережно 
відбирали, а осад промивали 70-процентним 
етанолом, що усувало залишки CsCl. Осад 
розчиняли в ТЕ-буфері, рН 7,6, розчин перено­
сили в одну мікропробірку, для депротеїніза-
ції РНК додавали 1/10 об'єму 2М Na-ацетату, 
рівний об'єм фенолу і 1/2 об'єму хлороформу. 
Суміш струшували і центрифугували 15 хв 
при 10 000 g. Цей етап був потрібний для ос­
таточного очищення препарату РНК від біл­
ків. Супернатант відбирали, додавали рівний 
об'єм ізопропілового спирту і залишали на ніч 
при -20 °С. Після центрифугування впродовж 
20 хв при 10 000 g осад розчиняли в ТЕ-бу­
фері, рН 7,6. Концентрацію РНК визначали за 
оптичною густиною при λ = 260 нм, а чисто­
ту препарату - за співвідношеннями А260/А280 

та А260/А230. Щоб позбавитися залишків фено­
лу, до розчину РНК додавали 1/10 об'єму ЗМ 
Na-ацетату, З об'єми 96-процентного етанолу, 
залишали на ніч при -20 °С, а потім центри­
фугували при 10 000 g 10 хв. Осад розчиняли 
у ТЕ-буфері (Трис-ЕДТА), рН 7,6. Для того 
щоб протягом тривалого часу зберігати РНК, 
у розчин РНК додавали 1/10 об'єму ЗМ Na-
ацетату і 3 об'єми 96-процентного етанолу. 

Метод зворотної транскрипції. Зворотну 
транскрипцію (ЗТ) проводили в об'ємі 50 мкл. 
12,5 мкг РНК розчиняли у воді, яку перед тим 
було оброблено диетилпірокарбонатом (ДЕПК), 
додавали 2,5 мкл (0,2 мкг/мкл) випадкових гек-
самерних праймерів (Pharmacia) та інкубува-
ли при 70 °С протягом 5 хв для гібридизації 
праймерів. Додавали 5 мкл 10 мМ дезоксину-
клеозидтрифосфатів (МВІ Fermentas), 10 мкл 
п'ятикратного буферу (250 мМ Трис-НСІ, 
рН 8,3, 250 мМ КСІ, 250 мМ MgCI2, 50 мМ 
ДТТ) (МВІ Fermentas). Через 5 хв інкубації 
при 25 °С додавали 2,5 мкл M-MuLV зворотної 
транскриптази (200 од./мкл) (МВІ Fermentas) та 



інкубували 60 хв при 42 °С. Реакцію зупиняли 
охолодженням на льодяній бані. 

Полімеразна ланцюгова реакція. Реакційна 
суміш для полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) 
об'ємом 50 мкл містила 15 мкл розчину кДНК 
(для ампліфікації послідовності а-інтерферон-
специфічної кДНК) чи 5 мкл розчину кДНК (для 
ампліфікації послідовностей, специфічних до 
к ДНК рецептора до α/β- інтерферону, РНКази L, 
протеїнкінази R), чотири нуклеозидтрифосфати, 
0,2 мМ кожний (МВІ Fermentas, Литва), 20 пмоль 
кожного з праймерів (ЗАО Синтол, Росія) і 2,5 од. 
Taq полімерази в буфері 10 мМ трис-НСІ, рН 8,8, 
50 мМ КС1, 1,5 мМ MgCl2. Щоб запобігги випа­
ровуванню суміші, її покривали краплиною сте­
рильного мінерального масла. 

Реакції ампліфікації фрагментів кДНК скла­
далися з попередньої денатурації (94 °С, 4 хв), 
30 циклів ампліфікації та завершальної поліме­
ризації (72 °С, 7 хв). Температурні профілі повто­
рюваних циклів для фрагментів чотирьох типів 
були різні. Для а- інтерферону та S12-специфічних 
фрагментів цикл складався з денатурації при 
94 °С протягом 1 хв, гібридизації праймерів при 
54 °С 1 хв, синтезу при 72 °С 30 с; для РНКази 
L-специфічних фрагментів - з денатурації при 
94 °С протягом ЗО с, гібридизації праймерів 
при 52 °С 1 хв, синтезу при 72 °С 30 с; для 
протеїнкінази R-специфічного фрагмента -
з денатурації при 94 °С 1 хв, гібридизації 
праймерів при 57 °С 1 хв, синтезу при 72 °С 40 с; 
для фрагмента, специфічного до послідовності 
рецептора ІФНа, 1, - з денатурації при 94 °С 
1 хв, гібридизації праймерів при 50 °С 1 хв та 
синтезу - 72 °С 30 с 

Після завершення ПЛР проводили гель-
електрофорез в 2-процентному агарозному 
гелі та ТВЕ-буфері. Гель містив 1 мкг/мл 
етидіумброміду. Весь продукт ампліфікації 
ΙΦΗα-специфічного фрагмента осаджували 
етанолом, розчиняли і наносили на гель. Про­
дукти ампліфікації фрагментів інших трьох ти­
пів використовували для форезу в об'ємі 20 мкл 
реакційної суміші ПЛР. 

Рестрикція. Для визначення відповідності 
продукту ампліфікації очікуваному продукту 
проводили рестрикційний аналіз. Реакційна су­
міш об'ємом 25 мкл містила 15 мкл ПЛР-про-
дукту, 10 од. спеціально підібраної рестриктази 
та відповідний буфер. Рестрикцію проводили 
протягом 2-4 годин при 37 °С. Наступний елек­
трофорез проводили в 2-процентній агарозі та 
ТВЕ-буфері. 

Результати електрофорезу візуалізували 
на приладі Ultroscan і фотографували цифро­
вим фотоапаратом Canon PowerShot A75. 
Денситометрію електрофореграм проводили за 
допомогою програми GelPro. 

Результати та їх обговорення 

Для того щоб підібрати праймери для 
ампліфікації фрагментів кДНК, які кодують 
α-інтерферон, його рецептор, протеїнкіназу 
R та рибонуклеазу L, було проведено пошук 
відповідних послідовностей у базі даних NCBI. 

Знайдено п'ять послідовностей нуклеїнових 
кислот: послідовність за номером доступу 
Х00336, яка відповідає гену α-інтерферону 
1 щурів і була розшифрована авторами [8]. Ген 
α-інтерферону є одним з винятків серед генів 
еукаріот, оскільки не містить інтронів. Тому 
ДНК-послідовність гена α-інтерферону, так само 
як і кДНК, може бути використана для підбору 
праймерів; послідовність ХМ_213649, що 
відповідає кДНК рецептора до α-інтерферону. Це 
передбачена послідовність, яку було визначено 
програмою GNOMON на підставі існуючої бази 
даних щодо геному щура та розшифрованих 
послідовностей гена та мРНК, які кодують 
рецептор до α-інтерферону, в інших організмах; 
послідовність кДНК за номером ΝΜ_0182673, 
що кодує протеїнкіназу R, було подано авторами 
[9]; послідовність кДНК РНКази L за номером 
NM182673 було подано авторами [10]; 
послідовність кДНК рибосомального білка S12 
було встановлено авторами [11] і подано за 
номером NM_031709 у базі NCBI. 

Праймери для ампліфікації фрагментів отри­
маних послідовностей наведено в таблиці 1. За 
допомогою тієї ж програми Vector NTI всі прай­
мери було перевірено на здатність утворювати 
димери і шпильки. Специфічність праймерів 
визначали в програмі Blastn. Умови проведення 
ампліфікації фрагментів було підібрано в про­
грамі Vector NTI. 

Для того щоб визначити, чи є продукти ЗТ-
ПЛР специфічними, було використано рестрик­
ційний аналіз. За даними програми Vector NTI 
ампліфіковані послідовністі кДНК ІФНа, його 
рецептора, PKR та РНКази L мають сайти рест­
рикції, по яких відповідні рестриктази розрізають 
продукти на два фрагменти (див. табл.). 

Проведений рестрикційний аналіз показав, 
що за довжиною рестрикти кожного продукту 
ампліфікації відповідали очікуваним. 

Як приклад представлено електрофореграму 
продукту ампліфікації PKR-специфічної кДНК 
та його рестриктів (див. рис. 1). 

Для оцінки кількості як ампліфікованих про­
дуктів, так і вихідних РНК у складі нефракціо-
нованої клітинної РНК за кожною електрофоре-
грамою за допомогою програми GelPro визна­
чали інтегровану оптичну густину (ЮГ) смуг, 
які утворюють продукти реакції ЗТ-ПЛР, та ін­
тенсивність смуги, яку утворює фрагмент дов­
жиною 400 п. н. в доріжці GeneRuler™ 100 п.н. 
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Таблиця. Дані про праймери, довжину продуктів ампліфікації, специфічні рестриктази 
та довжину рестрикційних фрагментів 

Специфічність 
кДНК, що 

визначаються 

ІФНа 

Рецептор до ІФНа 

PKR 

РНКаза L 

Білок S12 

Послідовність праймерів 

(F)5'-ACCTATTTAAGACACATCCACACAG-3'; 
(R)5'-TCTTGTTCCTGAGGTTATGAGTATG-3'; 
(F)5'-TTTGAGAGGGTCTGTCTGGC-3'; 
(R) 5'- GTGCTTCCCAGCCATAACTC-3'; 
(F)5'-GGTCGGAGGGCGACGAGATTTTAG-3'; 
(R)5'-TTGGGAGTCGGGGTCACACAGTTC-3'; 
(F) 5'- CGGGATGTGGGAAATGAATC-3'; 
(R) 5'-TGGAGGCTGAGGAAAGTGTT-3'. 
(F)5'-GAAGGCATAGCTGCTGG-3'; 
(R)5'-CCTCGATGACATCCTTGG-3'. 

Продукти 
ампліфікації, 

п. н. 

209 

306 

473 

369 

368 

Специфічна 
рестриктаза 

Ncol 

Alul 

Bam Η Ι 

Hind III 

Довжина 
рестрикційних 

фрагментів 

102 та 107 

102 та 204 

393 та 80 

94 та 275 

F - прямий праймер; 
R - зворотний праймер. 

М 1 2 

Рис. 1. Електрофореграма продукту реакції ЗТ-ПЛР та його рес-
триктів, специфічних до протеїнкінази R 
Μ - маркер; 1 - продукт ампліфікації, специфічний до протеїнкі­
нази R, до його рестрикції; 2 - продукт ампліфікації, специфіч­
ний до протеїнкінази R, після рестрикції ферментом BamHl. 

(Fermentas, Литва). Відомо, що в 1 мкг сумарної 
ДНК доріжки міститься 65 нг фрагмента дов­
жиною 400 п. н. Оскільки на доріжку гелю на­
носили 2 мкг тотальної ДНК доріжки, то інтен­
сивність смуги цього фрагмента, яку приймають 
за одиницю, відповідала масі 130 нг. Подальші 
розрахунки було спрямовано нате, щоб визначи­
ти, яка кількість специфічного продукту реакції 
ЗТ-ПЛР утворюється на 1 мкг вихідної нефрак-
ціонованої клітинної РНК. При цьому врахову­
вали об'єм розчину, який наносили на доріжку 
гелю, об'єм реакційної суміші після зворотної 
транскрипції, який використовували для реак­
ції ПЛР, об'єм сумішей для проведення реакцій 
ЗТ та ПЛР, а також кількість вихідної клітинної 
РНК, яку брали для реакції ЗТ-ПЛР. 

У загальному вигляді масу специфічного 
продукту реакції ЗТ-ПЛР можна обчислити за 
формулою: 

А = 
IOГ смуги продукта -m-V2-V4 

IOГ смуги 400 п.н. -V^Vy M 
де V -об'єм реакційної суміші ЗТ-ПЛР, який 

наносили на доріжку; 
V2 - загальний об'єм реакційної суміші 

ЗТ-ПЛР; 
V3 - об'єм реакційної суміші ЗТ, який вико­

ристовували для реакції ПЛР; 
V4 - загальний об'єм реакційної суміші ЗТ; 
Μ - маса РНК, яку внесено в реакцію ЗТ 

(в мкг); 
т - маса ДНК на електрофореграмі в 

смузі, яка утворюється фрагментом доріжки 
GeneRuler™400n. н.; 

А - маса специфічного продукту реакції ЗТ-
ПЛР з 1 мкг нефракціонованої клітинної РНК. 

Оскільки продукти реакції ЗТ-ПЛР представ­
лено фрагментами певної довжини, то, викорис­
товуючи атомно-молекулярну масу фрагментів 
і число Авогадро, можна визначити кількість 
нанограмів, а, відповідно, і кількість вихідних 
молекул специфічної РНК у нефракціонованій 
клітинній РНК. 

Визначення кількості мРНК у складі 1 мкг 
нефракціонованої клітинної РНК інтактної пе­
чінки розглянемо на прикладі ІФНа-специфіч-
ної мРНК. Довжина ампліфікованого дволан-
цюгового фрагмента становить 209 п. н., його 
грам-молекулярна маса дорівнює 209 · 330 · 2 г, 
де 330 - середня маса нуклеотиду, а коефіцієнт 
2 враховує дволанцюгову природу продукту. 
Інтенсивність смуги, яку утворює ІФНа-спе-
цифічний продукт, в 1,4 раза перебільшує інтен­
сивність смуги, яку утворює фрагмент довжиною 
400 п.н. в доріжці GeneRuler™ 100 п. н. Якщо 
маса фрагмента доріжки в наших експериментах 
становила 130 нг, то маса ІФНа-специфічного 
продукту ЗТ-ПЛР становить 130 · 1,4 = 182 нг. 

Маса нефракціонованої РНК, яку брали 
в реакцію зворотної транскрипції, становила 
12,5 мкг на 50 мкл реакційної суміші. У реакцію 
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ПЛР об'ємом 50 мкл брали 15 мкл суміші після 
зворотної транскрипції. Всю кількість продукту, 
отриманого в 50 мкл полімеразної ланцюгової 
реакції, наносили на гель після його поперед­
нього осадження етанолом і розчинення у воді. 

Ампліфікацію цільового фрагмента в реакції 
ампліфікації описують формулою: у = χ • 2Ζ, де 
у - маса або кількість молекул специфічного 
продукту ПЛР, χ - вихідна маса або кількість 
молекул, z - кількість циклів ампліфікації. 
Ампліфікацію фрагментів проводили впродовж 
30 циклів, тобто 2:= 2 3 0 . 

Число молекул специфічної РНК в 1 мкг 
вихідної нефракціонованої клітинної РНК (X) 
описуватиметься формулою: 

Х=А * число Авогадро/230 · г-моль спец, фрагмента. 

Ці розрахунки дають уявлення про пред-
ставленість мРНК, які кодують α-інтерферон, 
його рецептор, протеїнкіназу R та рибонуклеазу 
L, в 1 мкг тотальної РНК в інтактній печінці 
та печінці після ЧГЕ та лапаратомії протягом 
перших 12 год регенерації. 

Автори чітко усвідомлюють, що метод ЗТ-
ПЛР не є кількісним. Наведені розрахунки 
базуються на декількох припущеннях: число 
циклів ампліфікації знаходиться в лінійній 
області накопичення продуктів ампліфікації; 
діапазон оптичної густини смуг охоплює 
знову ж таки інтервал лінійної залежності 
інтегральної оптичної густини смуг від кількості 
продукту ампліфікації; реакція ЗТ проходить 
із стовідсотковою ефективністю та ін. Отже, 
автори вважають, що такі розрахунки суттєво 
підвищують інформативність результатів, проте 
автори не наполягають на тому, що вони точно 
визначили кількість специфічних молекул мРНК 
в 1 мкг нефракціонованої РНК. 

Порівняння кількості молекул мРНК а-
інтерферону, його рецептора, протеїнкінази 
R та рибонуклеази L в 1 мкг тотальної РНК 
в інтактній печінці щурів показало, що 
найменше представлена мРНК інтерферону, 

а найбільше - мРНК рецептора до інтерферону. 
мРНК рибосомального білка S12 та протеїнкінази 
R перебувають на одному рівні. Рівні мРНК, 
які кодують α-інтерферон, РНКазу L, PKR, 
S12 та рецептор, розташовуються у висхідній 
послідовності. 

Щоб оцінити, як змінюється рівень досліджу­
ваних РНК в печінці після операцій, проводили 
нормалізацію показників інтегральної оптичної 
густини продуктів реакції ЗТ-ПЛР. 

Зазвичай для нормалізації даних використо­
вують одну із РНК, що кодує білки домашнього 
господарства. Рівень цієї РНК має бути досить 
стабільним. У такому разі кількість ампліфікова-
ного продукту, який утворюється на базі цієї РНК, 
корелюватиме з кількістю нефракціонованої 
РНК, яку було взято до реакції ЗТ-ПЛР. Для кож­
ного препарату нефракціонованої РНК ЮГ смуги 
цього продукту можна використати для нормалі­
зації показників, що досліджуються. Це дає змогу 
виключити відмінності, викликані можливою різ­
ницею в якості РНК, варіюванням ефективності 
зворотної транскрипції, похибками при кількіс­
ному оцінюванні чи піпетуванні. У нашому до­
слідженні використано продукт реакції ЗТ-ПЛР 
для мРНК, яка кодує рибосомальний білок S12. 

Рис. 3. Електрофореграма продуктів БИ-специфічної реакції 
ЗТ-ПЛР 
Μ - маркер. На доріжки нанесено продукти реакції ЗТ-ПЛР з 
РНК, виділеної з інтактної (доріжки 1, 2) та регенеруючої пе­
чінки через 0,5 год (доріжки 3, 4), 1 год (доріжки 5, 6), 3 год 
(доріжки 7, 8), 6 год (доріжки 9, 10) та 12 год (доріжки 11, 12) 
після ЧГЕ. 

мРНК α-інтерферону визначають в інтактній 
печінці. При прогресії відновлювального проце­
су її кількість змінюється, причому вона зростає 
через 3 год після операції. 

Рис. 2. Кількість мРНК копій в 1 мкг тотальної РНК інтактної 
печінки 

200 п. н 

Рис. 4. Електрофореграма продуктів інтерферон-специфічної 
реакції ЗТ-ПЛР при регенерації 
Μ - маркер. На доріжки нанесено продукти реакції ЗТ-ПЛР з 
РНК, виділеної з інтактної (доріжка 1) та регенеруючої печінки 
через 0,5 год (доріжка 2), 1 год (доріжка 3), 3 год (доріжка 4), 6 
год (доріжка 5) та 12 год (доріжка 6) після ЧГЕ. 
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При лапаратомії, коли щурам розрізають че­
ревну порожнину, торкаються печінки і зашива­
ють черевну порожнину, експресія гена α-інтер­
ферону не визначається. 

Μ 1 2 3 4 5 6 

200 п. н 

200 п. н. 

Рис. 5. Електрофореграма продуктів інтерферон-специфічної 
реакції ЗТ-ПЛР при лапаратомії 
Μ - маркер. На доріжки нанесено продукти реакції ЗТ-ПЛР з 
РНК, виділеної з інтактної печінки (доріжка 1) та печінки через 
0,5 год (доріжка 2), 1 год (доріжка 3), 3 год (доріжка 4), 6 год 
(доріжка 5) та 12 год (доріжка 6) після лапаратомії. 

Рівень мРНК гена рецептора до інтерферону 
майже не змінюється впродовж 12 год після ЧГЕ. 

Рис. 6. Рівень рецептор-специфічної мРНК, нормалізованої від­
носно 512-специфічної мРНК 

Що стосується двох інтерферон-індукованих 
генів, які кодують протеїнкіназу R та рибону­
клеазу L, то кількість їх мРНК коливається про­
тягом 12 год регенераційного процесу. 

Рис. 7. Рівень PKR-специфічної мРНК, нормалізованої віднос­
но 812-специфічної мРНК 

Рис. 8. Рівень РНКази L-специфічної мРНК, нормалізованої 
відносно 512-специфічної мРНК 

Через 0,5 год спостерігається зниження рівня 
мРНК порівняно з їх рівнем в інтактній печінці, 
а через 1-3 год - відновлення доопераційного 
рівня мРНК цих молекул. Перед синтетичною 
фазою у гепатоцитах, а саме через 12 год після 
ЧГЕ, їх кількість знову зменшується. 

Підсумовуючи отримані результати, можна 
стверджувати: усі досліджувані гени, які кодують 
IFNct, РНКазу L та PKR, експресуються, щонай­
менше на рівні мРНК, в інтактній печінці щурів. 

Рівень досліджуваних РНК у складі нефрак-
ціонованої РНК регенеруючої печінки дещо зни­
жується через 0,5 год після ЧГЕ та істотно зни­
жується через 12 год після операції. Інші зареєс­
тровані зміни мають більш диференційований 
характер. Відносний вміст РНК, яка кодує IFNa, 
наполовину зменшується через 1 год після ЧГЕ 
і на чверть підвищується через 3 год після ЧГЕ 
порівняно з відповідною величиною в інтактній 
печінці. Поступове зниження відносного вмісту 
всіх досліджуваних РНК, яке спостерігається від 
6-ї до 12-ї год, найбільшою мірою проявляється 
для РНК, яка кодує РНКазу L. Інші РНК відповід­
но до того, наскільки знижується їх відносний 
вміст у нефракціонованій РНК регенеруючої пе­
чінки, розташовуються в спадній послідовності 
мРНК PKR > мРНК IFNa > мРНК IFNR. 

Суттєвих змін зазнає експресія гена IFNa піс­
ля лапаратомії. За тих же умов реакції ЗТ-ПЛР, 
які використані в нашому дослідженні для виз­
начення мРНК IFNa в регенеруючій печінці, 
специфічний продукт ампліфікації не виявляєть­
ся через 0,5, 1, 3, 6 та 12 год після лапаратомії. 

При обговоренні результатів слід зазначити, 
що виявлена нами на рівні РНК експресія генів 
РНКази L, PKR та рецептора IFNa в інтактній 
печінці узгоджується з існуючими в літературі 
даними. Експресія РНКази L у ссавців відбу­
вається в різних тканинах, у тому числі печінці, 
та в клітинних лініях без попереднього введення 
тваринам інтерферону або обробки ним клітин 
[12]. Базальний рівень експресії відмічали для 
генів, які кодують PKR[ 13; 14; 15] та рецептор до 
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IFNa/β [16]. Про експресію IFNa в інтактній пе­
чінці свідчать не тільки наші дані про наявність 
IFNa-специфічної РНК у нефракціонованій 
РНК печінки, а й визначення IFNa-специфічної 
антивірусної активності в кислотостійкій фрак­
ції гомогенату печінки (неопубліковані дані). 
У миші продукція IFNa і, відповідно, активація 
макрофагів, які його продукують, відбувається 
в два етапи. На першому етапі, який називають 
праймуванням, будь-який специфічний чинник 
вперше індукує експресію гена на низькому рів­
ні. Макрофаги при цьому не набувають цитоток­
сичної активності. На другому етапі повторна 
дія специфічного чинника зумовлює виражену 
активацію експресії гена з набуттям макрофага­
ми цитотоксичності [17]. Щури, на відміну від 
мишей, мають видові особливості активації мак­
рофагів, їх макрофаги вже в ембріональному пе­
ріоді перебувають у стані праймування. Навіть 
макрофаги щурів спеціальної лінії, які не мають 
в організмі мікробів (germ-free), теж праймовані, 
тобто експресують IFNa [18]. 

Подальшого обговорення потребують два 
вкрай принципових результати. По-перше, це 
вражаюча відмінність між експресією IFNa 
в регенеруючій печінці та її повною відсутністю 
в печінці після лапаратомії. До речі, останнє під­
тверджується відсутністю антивірусної актив­
ності в кислотостійкій фракції гомогенату печін­
ки (неопубліковані дані). По-друге, це зменшен­
ня відносного вмісту досліджуваних РНК. Воно 
кількісно незначне і має скороминущий характер 
через 0,5 год після ЧГЕ і значне (від 40 до 80 %) 
через 12 год після ЧГЕ, починаючись за нашою 
часовою шкалою дослідження з 6 год після ЧГЕ. 
Процес відновлення маси і функції органу після 
ЧГЕ складний. Умовно реакції, які відбувають­
ся в органі, можна поділити на реакції гострої 
фази, місцеві та системні, та на компенсаторні 
реакції. Останні містять реакції підтримки фун­
кцій першорядного значення, реакції, пов'язані 
зі зміною фенотипу, який існував до операції, та 
реакції відновлення клітинної маси органу [3]. 
Лапаратомія в печінці зумовлює реакцію гострої 
фази. Отримані дані свідчать про те, що експресія 
IFNa виключається щонайменше в обраних нами 
часових пунктах реакції гострої фази. Водночас 
експресія α-інтерферону видається необхідною в 
пререплікативному періоді клітинного циклу пе­
чінки, яка регенерує. На сьогодні ми не знаємо, 
яка функція інтерферону є принципово важли­
вою для пререплікативного періоду і є несуміс­
ною з проходженням реакції гострої фази. 

Зменшення відносного вмісту досліджуваних 
РНК у нефракціонованій РНК печінки можна 
пов'язати з роллю α-інтерферону та його міше­
ней як негативних регуляторів деяких процесів. 
Незначне зменшення відносного вмісту дослід­

жуваних РНК, які кодують IFNa, PKR та РНКазу 
L, через 0,5 год після ЧГЕ можна пов'язати з пер­
винною адаптивною відповіддю органа на вида­
лення його двох третин, яке відбувається в цей 
час. Первинна відповідь полягає в активації чис­
ленних функцій органа в межах норми реакції 
і перевірки достатності цієї адаптивної відповіді 
для життєдіяльності організму [3]. α-інтерферон 
через активацію декотрих своїх мішеней здат­
ний блокувати білковий синтез. Протеїнкіназа R 
фосфорилює еукаріотичний фактор ініціації 
трансляції eIF-2, який у фосфорильованому стані 
блокує ініціацію трансляції. Продукт гена ISG56 
(інтерферон-стимульований ген 56) взаємодіє 
з субодиницею Р48 третього фактору ініціації 
трансляції eIF3, що, своєю чергою, також уне­
можливлює ініціацію трансляції. Продукт іншо­
го гена, транскрипція якого індукується α-інтер­
фероном, - білок Р204 з родини білків Р200 бло­
кує в ядерці транскрипцію рибосомальної РНК, 
оскільки зв'язується з транскрипційним фак­
тором UBP1 [19]. Крім того, частина клітинної 
РНКази L локалізується в мітохондріях, і її част­
ка зростає після обробки клітин α-інтерфероном. 
Рибонуклеаза L суттєво зменшує стабільність 
мітохондріальних РНК і таким чином порушує 
функцію мітохондрій. Це показано на прикладі 
РНК, які кодують цитохром Ь, АТФазу 6 та II су-
бодиницю цитохром оксидази [20], цитохром ок-
сидазу III та деякі інші білки ND5, ND4 і 4L [21]. 
Враховуючи такий характер дії α-інтерферону та 
його мішеней, а також припускаючи, що рівень 
досліджуваних нами РНК узгоджується з рівнем 
відповідних білків, можна дійти висновку, що 
первинна адаптивна реакція вимагає пригнічен­
ня експресії досліджуваних генів. 

Таким же чином можна пояснити зміни в рів­
ні досліджуваних РНК, які відбуваються з 6-ї 
по 12-ту годину після ЧГЕ. Цей етап відповідає 
пререплікативному періоду клітинного циклу 
гепатоцитів. Відомо, що α-інтерферон має анти-
проліферативну активність не тільки завдяки ви­
щезгаданій здатності блокувати білковий синтез 
і порушувати функцію мітохондрій, а й завдяки 
активації супресорів та інгібування активаторів 
клітинного циклу. В літературі є дані про актива­
цію α-інтерфероном супресора клітинного цик­
лу, р21 [22; 23; 24] та інактивацію циклінів D1 
та Ε [22]. 

Отримані нами дані свідчать про антипроліфе-
ративний ефект α-інтерферону та його мішеней. 

Питання про роль α-інтерферону в пререплі­
кативному періоді, про механізм його інактива­
ції на певних етапах пререплікативного періоду, 
а також впродовж певного періоду гострої фази 
залишається відкритим. Досліджувані й охарак­
теризовані нами моделі in vivo можуть бути при­
йнятними для з'ясування цих питань. 
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Висновки 

Гени, які кодують ІФНа, РНКазу L, PKR та 
рецептор до ІФНа, експресуються на рівні РНК 
в інтактній печінці щурів. 

Експресія на рівні РНК гена, який кодує ІФНа, 
необхідна для проходження пререплікативного періо­
ду клітинного циклу в регенеруючій печінці щурів і 
несумісна з початковим етапом реакції гострої фази, 
який є складовим компонентом регенераційного про­
цесу протягом пререплікативного періоду. 

Тимчасове незначне зниження експресії 
генів, які кодують ІФНа, РНКазу L, PKR та 
рецептор до ІФНа, через 0,5 год після ЧГЕ 
і більш виражене зниження експресії в інтер­
валі 6-12 год після ЧГЕ свідчать про роль ІФНа 
та досліджуваних його мішеней як негативних 
регуляторів неіндефікованих процесів у регене­
руючій печінці. Отже, впродовж пререплікатив­
ного періоду регенераційного процесу ІФНа 
виконує роль як позитивного, так і негативного 
регулятора. 
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EXPRESSION OF GENES THAT ENCODE INTERFERON ALPHA, 

ITS RECEPTOR, PROTEIN KINASE R A N D RIBONUCLEASE L 

IN THE INTACT AND REGENERATING RAT LIVER 

The goal of this research is to unravel the role of interferon alpha (IFNa), its receptor (IFNR) and its 
targets in cellular activity in the absence of viral infection. Two models were used - rat liver after partial 
hepatectomy (PHE) and after laparotomy, that imitate transition to cell division of highly specialized, pro-
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liferatively inactive tissue and acute phase response. With the help of reverse transcription -polymerase 
chain reaction the relative amount of RNAs, which encode IFNa, IFNR, ribonuclease L (RNase L) and pro­
tein kinase R (PKR) was determined in the nonfractionated liver RNA in 0,5, 1, 3, 6, 12h after operations. 
All studied RNAs are determined in intact liver and in terms of their abundance are arranged in the following 
line: IFNR mRNA >PKR mRNA >RNAse L mRNA >IFNa mRNA. The level of IFNa mRNA after PHE is 
downregulated at lh, upregulated at 3h and again downregulatedfrom 6 to 12h after PHE. mRNA of IFNa 
is not determined in the liver after laparatomy. The levels of the other mRNA temporarily and not durably 
decrease in 6h after PHE. We suggest that IFNa negatively regulates the acute phase response and Gl/ S 
transit and positively regulates not yet detected processes in prereplicative period of regenerative process. 


