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ІНГІБУВАННЯ КОМПЛЕКСОМ ПОЛІФЕНОЛІВ 
ВИНОГРАДУ АКТИВНОСТІ JNKfКІНАЗ В ІЗОЛЬОВАНИХ 
ГЕПАТОЦИТАХ ЩУРІВ

Активація JNK-кіназ, які залучені до сигнальних механізмів, що регулюють ріст, диференціювання клі-

тин і процес апоптозу спостерігаються при токсичному ураженні клітин печінки, неалкогольному стеа-

тозі, цирозі та інших захворюваннях печінки. Рослинні поліфеноли можуть пригнічувати активність JNK-

кіназ у клітинах печінки. Метою цієї роботи було порівняльне вивчення впливу кверцетину та комплексу 

поліфенолів винограду на вміст ліпідів і активність JNK-кіназ в ізольованих гепатоцитах щурів. Інкубація 

ізольованих гепатоцитів у присутності ацетамінофену – активатора JNK супроводжується збільшенням 

активності АЛТ і АСТ в інкубаційному середовищі гепатоцитів, у клітинах печінки спостерігалося підви-

щення вмісту триацилгліцеринів, жирних кислот та зниження рівня фосфоліпідів. Поліфеноли винограду 

та кверцетин значно нормалізували ці показники. Ацетамінофен підвищує рівень р-JNK, що підтверджує 

її активацію. Внесення в середовище інкубації кверцетину або концентрату поліфенолів винограду значно 

знижує вміст р-JNK, що свідчить про інактивацію JNK-кінази.
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ВСТУП
JNK – це група серин-треонінових кіназ, які на-

лежать до родини МАР-кіназ, залучених до сигналь-

них механізмів, що регулюють ріст, диференціюван-

ня клітин і процес апоптозу [10]. Активація JNK спо-

стерігається при токсичному ураженні клітин печін-

ки, неалкогольному стеатозі, цирозі, широкому спект-

рі онкологічних захворювань печінки [8]. Тому по-

шук інгібіторів JNK є надзвичайно актуальною про-

блемою. Проте існуючі синтетичні інгібітори JNK дуже 

токсичні, отже, метою нашої роботи був пошук ре-

човин природного походження, які можуть виявля-

ти активність у відношенні JNK.

Кверцетин – натуральний флавоноїд, потужний 

антиоксидант, як і всі біофлавоноїди стабілізує клі-

тинні мембрани, захищає стінки судин та модулює 

імунну функцію. Крім того, кверцетин здатний галь-

мувати запальний процес шляхом активації тирози-

нових кіназ Src і p38 [11]. Останнім часом з’явилися 

дані про те, що кверцетин пригнічує індукований іона-

ми плюмбуму каскад сигнальних PI3K/Akt і IRE1/JNK 

кіназ [5]. Однак точний механізм дії рослинних полі-

фенолів залишається до кінця не з’ясованим. Бага-

тим джерелом природних поліфенолів, у тому числі 

кверцетину, є кримський виноград і продукти його 

переробки. Тому їх вивчення може бути перспектив-

ним у напрямку використання для терапії захворю-

вань печінки.

Метою цієї роботи було порівняльне вивчення 

впливу кверцетину та комплексу поліфенолів вино-

граду на вміст ліпідів і активність JNK-кіназ в ізольо-

ваних гепатоцитах щурів.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ
Досліди проводили на білих щурах-самцях ран-

домбредних масою 180-220 г, які утримувалися на 

стандартному раціоні віварію НФаУ. При виконанні 

експериментів дотримувалися «Загальних етичних 

принципів експериментів на тваринах» (Україна, 2001), 

гармонізованих із «Європейською конвенцією про захист 

хребетних тварин, які використовуються для експери-

ментальних та інших наукових цілей» (Страсбург, 1985).

Виділення гепатоцитів проводили за модифіко-

ваним методом Seglen [9]. Печінку подрібнювали, 

суспензію з фрагментами печінки інкубували впро-

довж 1-2 хв, клітини фільтрували через нейлоновий 

сітчастий фільтр з діаметром пор 100 μм. Гепатоци-

ти витримували на льоду протягом усього процесу. 

Остаточний осад клітин переважно містить 90 % 

гепатоцитів. Далі клітини інкубували в середовищі 

Кребса-Хенселейта впродовж 20 годин при 37°С. 

Середовище інкубації гепатоцитів містило акти-

ватор JNK-кіназ ацетамінофен (2,5 мМ), кверцетин 
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(100 мкМ) та концентрат поліфенолів, отриманих з 

насіння винограду (100 мкМ у перерахунку на полі-

феноли). В інкубаційному середовищі визначали ак-

тивність аланінамінотрансферази (АЛТ) та аспартат-

амінотрансферази (АСТ). У клітинах печінки визнача-

ли вміст триацилгліцеринів (ТГ), фосфоліпідів (ФЛ), 

вільних жирних кислот (СЖК), загальних ліпідів (ЗЛ). 

Дані показники визначали з використанням стандарт-

них наборів реактивів фірми «Філісіт-Діагностика», 

(Дніпропетровськ, Україна) та фірми «Lachema», (Че-

хія). Для визначення рівня загальної JNK використо-

вували набір реактивів Total JNK Pan Specific DuoSet 

IC ELISA (R&D Systems, Inc., USA), для фосфорильо-

ваної JNK (р-JNK) використовували набір реактивів 

[pThr183/Tyr185] JNK1/2 EIA kit (Enzo Life Sciencies).

Статистичну обробку отриманих даних прово-

дили за допомогою програми STATISTICA (StatSoft 

Inc., США, версія 6.0). Значущість міжгрупових від-

мінностей оцінювали за t-критерієм Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
Отримані результати показали, що інкубація ізо-

льованих гепатоцитів у присутності ацетамінофену 

супроводжується збільшенням активності АЛТ і АСТ 

в інкубаційному середовищі гепатоцитів в 1,46 і 1,54 ра-

зи відповідно (табл.). При цьому в клітинах печінки 

спостерігалося підвищення вмісту ТГ, ВЖК та зни-

ження вмісту ФЛ. Відомо, що токсична дія ацетамі-

нофену на гепатоцити опосередкована активацією 

JNK-кінази, генерацією активних форм кисню та роз-

витком оксидативного стресу [3, 7]. Фрагментація 

ДНК, нітрозильний стрес та ушкодження плазматич-

них мембран супроводжуються вивільненням у плаз-

му крові ферментів – маркерів цитолізу гепатоцитів 

АЛТ та АСТ. У нашому експерименті ми спостерігали 

підвищення активності цих ферментів у середови-

щі інкубації гепатоцитів (табл.). Внесення до інку-

баційного середовища кверцетину або концентрату 

поліфенолів винограду в значній мірі нормалізува-

ло негативні ефекти ацетамінофену, знижуючи ак-

тивність ферментів в інкубаційному середовищі, а 

також відміняючи накопичення ТГ в ізольованих клі-

тинах. При цьому слід зазначити, що ці ефекти мо-

жуть бути пов’язані як з високою антиоксидантною 

активністю кверцетину та концентрату поліфенолів 

винограду, так і з їх здатністю впливати на актив-

ність сигнальних кіназ. 

Достатньо широко відомо, що кверцетин та інші 

поліфенольні сполуки винограду виявляють анти-

оксидантну активність [1]. Проте останнім часом з’яв-

ляються дані, які свідчать про те, що поліфенольні 

сполуки з винограду можуть не тільки виявляти ан-

тиоксидантну активність, але й регулювати різні сиг-

нальні шляхи у клітинах, зокрема ФІ3-кіназа/Akt, 

p38 MAPK і JNK шляхи [2, 6].

Так, ми показали, що ацетамінофен не змінює 

загальний рівень JNK�кінази у клітинах печінки 

(рис. 1), проте він викликає її активацію, про що 

свідчить підвищення рівня р-JNK (рис. 2). Внесення 

до середовища інкубації кверцетину або концен-

трату поліфенолів винограду значно знижує вміст 

р-JNK, що свідчить про інактивацію JNK�кінази. Слід 

зазначити, що при внесенні комплексу поліфенолів 

у складі концентрату поліфенолів винограду знижен-

ня рівня р-JNK було більш виразним, ніж при окре-

мому внесенні кверцетину. Отримані дані можуть 

Таблиця

ВПЛИВ КВЕРЦЕТИНУ ТА КОНЦЕНТРАТУ ПОЛІФЕНОЛІВ ВИНОГРАДУ НА ВМІСТ ЗЛ, ФЛ, ТГ, ВЖК 
В ІЗОЛЬОВАНИХ ГЕПАТОЦИТАХ ТА АКТИВНІСТЬ МАРКЕРНИХ ФЕРМЕНТІВ 

У СЕРЕДОВИЩІ ІНКУБАЦІЇ КЛІТИН WM±m, n=6Z

Показник Інтакт Кверцетин

Концентрат 

поліфенолів 

винограду

Ацетамінофен
Ацетамінофен 

+ Кверцетин

Ацетамінофен 

+ Концентрат 

поліфенолів 

винограду

Гепатоцити

ЗЛ, ммоль на 

7,8•106 клітин

5,33±

0,32

5,49±

0,27

5,41±

0,22

5,66±

0,34

5,46±

0,23

5,51±

0,19

ТГ, ммоль на 

7,8•106 клітин

1,547±

0,025

1,491±

0,031

1,585±

0,054

2,301±

0,028†

1,781±

0,149 ††

1,585±

0,054 ††

ФЛ, ммоль на 

7,8•106 клітин

3,72±

0,14

3,67±

0,17

3,89±

0,09

1,92±

0,11 †

2,43±

0,12 ††

2,98±

0,14 ††

ВЖК, ммоль на 

7,8•106 клітин

1,24±
0,04

1,27±
0,05

1,19±
0,08

1,49±
0,09 †

1,31±
0,05 ††

1,32±
0,04 ††

Інкубаційне середовище

Активність АЛТ,

мкмоль/(ч×мл)

0,0389±

0,0024

0,0373±

0,0017

0,0369±

0,0014

0,0567±

0,0043†

0,0475±

0,0051††

0,0393±

0,0026††

Активність АСТ,

мкмоль/(ч×мл)

0,0311±

0,0024

0,0332±

0,0018

0,0327±

0,0018

0,478±

0,0013†

0,391±

0,0021††

0,0375±

0,0012††

Примітки: † – відхилення вірогідне відносно інтакту (р≤0,05), †† – відхилення вірогідне відносно ацетамінофену (р≤0,05).
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свідчити про те, що до складу концентрату поліфе-

нолів винограду, окрім кверцетину, входять полі-

феноли, які також можуть впливати на активність 

JNK6кінази [2, 4].

ВИСНОВКИ
1. Ацетамінофен підвищує рівень р-JNK в ізольо-

ваних гепатоцитах щурів. Дія ацетамінофену 

супроводжується збільшенням вмісту ТГ та ви-

вільненням ферментів – маркерів цитолізу з 

клітин.

2. Кверцетин та концентрат поліфенолів виногра-

ду знижували рівень  р-JNK в ізольованих гепа-

тоцитах щурів, що супроводжувалося нормалі-

зацією вмісту ТГ, ФЛ, та знижували активність 

АЛТ та АСТ.

3. Комплекс поліфенолів винограду проявляв більш 

виразну інгібуючу дію по відношенню до JNK по-

рівняно з індивідуальним кверцетином.
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А. Л. Загайко, О. А. Красильникова, А. Б. Кравченко, Ю. И. Кочубей
ИНГИБИРОВАНИЕ КОМПЛЕКСОМ ПОЛИФЕНОЛОВ ВИНОГРАДА АКТИВНОСТИ JNK КИНАЗ 
В ИЗОЛИРОВАННЫХ ГЕПАТОЦИТАХ КРЫС

Активация JNK киназ, которые вовлечены в сигнальные механизмы, которые регулируют рост, 

дифференцировку клеток и процесс апоптоза, наблюдается при токсичном поражении кле-

ток печенки, неалкогольном стеатозе, циррозе и других заболеваниях печени. Растительные 

полифенолы могут подавлять активность JNK киназ в клетках печени. Целью этой работы 

было сравнительное изучение влияния кверцетина и комплекса полифенолов винограда на 

содержание липидов и активность JNK- киназ в изолированных гепатоцитах крыс. Инкубация 

изолированных гепатоцитов в присутствии ацетаминофена – активатора JNK сопровождает-

ся увеличением активности аминотрансфераз в инкубационной среде гепатоцитов, в клетках 

печени наблюдалось повышение содержания триацилглицеринов, жирных кислот и сниже-

ние уровня фосфолипидов. Полифенолы винограда и кверцетин значительно нормализовали 

эти показатели. Ацетаминофен повышает уровень р-JNK, тогда как внесение в среду инку-

бации кверцетина или концентрата полифенолов винограда значительно снижает уровень 

р-JNK, что свидетельствует об ингибировании JNK.

Ключевые слова: гепатоциты; кверцетин; полифенолы винограда; JNK; ацетаминофен; ала-

нинаминотрансфераза; триацилглицерины
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INHIBITION BY GRAPE POLYPHENOLS COMPLEX JNK KINASE ACTIVITY IN THE ISOLATED HEPATOCYTES 
OF RATS

Activation of JNK kinases that are involved in signaling pathways that regulate growth, cell differentia-

tion and apoptosis was observed in toxic lesion of liver, non-alcoholic steatosis, cirrhosis and other 

liver diseases. Plant polyphenols can inhibit the activity of JNK kinase in the liver cells. The aim of this 

work was a comparative study of the effect of quercetin and grape polyphenols complex on lipids 

level and activity of JNK-kinase in isolated rat hepatocytes. Incubation of isolated hepatocytes in the 

presence of acetaminophen (JNK activator), accompanied by the increase of transaminases activity 

in the hepatocytes incubation medium, the increase of triacylglycerols, free fatty acids content and 

phospholipids level decrease. Grape polyphenols and quercetin normalized these indicators. Acet-

aminophen stimulates p-JNK formation, while introducing into the incubation medium quercetin or 

grape polyphenol concentrate what signiEicantly reduces the level of p-JNK and suggesting inhibition 

of JNK. 

Key words: hepatocytes; quercetin; grape polyphenols; JNK; acetaminophen; alaninaminotransphe-

raze; triacylglycerin
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