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Показано, що iндукцiя експресiї плюрипотентного прозапального iнтерлейкiну 6 (IL-6)
у печiнцi на фонi цукрового дiабету супроводжується посиленням експресiї остеопонти-
ну (OPN) — молекулярного регулятора синтезу прозапальних цитокiнiв. Змiни експресiї
OPN та IL-6 корелюють зi значним дефiцитом вiтамiну D3 в органiзмi. Нормалiзацiя
рiвня вiтамiну D3 приводить до iстотного зменшення рiвня експресiї мРНК як OPN,
так i IL-6, що свiдчить про цитопротекторний вплив холекальциферолу у разi дiабет-
iндукованих пошкоджень печiнки.
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Цукровий дiабет 1 типу (ЦД1) є мультифакторним, органоспецифiчним та генетично об-
умовленим аутоiмунним захворюванням, яке характеризується прогресуючою втратою iн-
сулiнпродукувальних β-клiтин пiдшлункової залози [1]. Iнфiльтрованi в острiвцях Лангер-
ганса аутореактивнi Т-лiмфоцити видiляють значну кiлькiсть прозапальних цитокiнiв, та-
ких як IL-1, IL-6, TNF i INF γ, посилюючи залучення iнших субпопуляцiй iмунних клiтин
до паренхiми пiдшлункової залози iз подальшим аутоiмунним руйнуванням β-клiтин [2].
Як наслiдок, розвивається хронiчна гiперглiкемiя, яка разом з iмунними порушеннями,
що супроводжуються генералiзацiєю прооксидантних i прозапальних процесiв в органiзмi,
призводить до тяжких i поширених ускладнень цукрового дiабету (ангiопатiй, нейропатiй,
остеопорозу, iндукованих дiабетом уражень печiнки тощо) [3].
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Пов’язана з розвитком дiабету активацiя прозапальних процесiв особливо чiтко просте-
жується в печiнцi, обумовлюючи структурно-функцiональнi змiни гепатоцитiв [4]. Значна
частина протеїнiв гострої фази запалення в плазмi кровi, таких як IL-1, IL-6 та TNF-α, є са-
ме печiнкового походження i їх вмiст залежать вiд протеїнсинтезувальної здатностi цього
органа [5]. Слiд зауважити, що IL-6 є цитокiном iз плейотропними властивостями, який
вважається ключовим у регулюваннi iмунних i неiмунних процесiв у бiльшостi типiв клiтин
i тканин поза iмунною системою [6]. За даними великої кiлькостi епiдемiологiчних, гене-
тичних, експериментальних робiт, цей iнтерлейкiн вiдiграє визначальну роль у патогенезi
дiабету 1 i 2 типiв, ожирiння, iнсулiнорезистентностi та клiтинної загибелi.

Як показали останнi дослiдження, остеопонтин (OPN), крiм його добре вiдомої ролi
в метаболiзмi кiсткової тканини, зокрема бiомiнералiзацiї i заякорюваннi остеокластiв у то-
чках резорбцiї кiсткового матриксу, є молекулярним тригером багатьох метаболiчних та
прозапальних процесiв в органiзмi. Зокрема, одним iз бiохiмiчних ефектiв його взаємо-
дiї з рецепторами iнтегрину αvβ3 є iндукцiя експресiї IL-6 [7]. Вiдомо, що в промоторi
гена OPN мiстяться специфiчнi дiлянки зв’язування, зокрема для рецепторiв глюкокор-
тикоїдiв (GR) та вiтамiну D3 (VDR). Наявнiсть таких локусiв може вiдкривати перспе-
ктиви для регуляцiї OPN-залежних генiв цими бiологiчно активними регуляторними спо-
луками.

Крiм загальновiдомої участi вiтамiну D3 у регулюваннi мiнерального обмiну, мiнералi-
зацiї та ремоделювання кiсткової тканини iз залученням остеобластiв i остеокластiв, що
вiдiграють ключову роль у процесах формування i резорбцiї кiсткової тканини, холекаль-
циферол та його гормонально активнi форми також виявляють iмуномодуляторну, проти-
запальну, антипролiферативну дiю та можуть сприяти запобiганню розвитку аутоiмунних
захворювань [8, 9]. Бiльшiсть молекулярних ефектiв, якi забезпечують цитопротекторнi
властивостi вiтамiну D3, переважно реалiзуються через геномну регуляцiю за участю VDR,
механiзм якої здебiльшого вiдповiдає дiї стероїдних гормонiв.

У зв’язку з вищесказаним метою роботи було з’ясування ролi вiтамiну D3 в OPN-опо-
середкованому регулюваннi експресiї IL-6 у печiнцi мишей з експериментальним цукровим
дiабетом.

Дослiдження проводилися на самцях мишей лiнiї C56Bl/J6 масою 21± 3 г. Дiабет 1 ти-
пу (ЦД1) викликали 5-разовим введенням стрептозотоцину (STZ, “Sigma-Aldrich”, США)
у дозi 40 мг/кг маси тiла тварини. У дослiдженнi використовували тварин пiсля 3 тижнiв
розвитку дiабету з рiвнем глюкози кровi 20,5 ± 4,1 ммоль/л. Пiсля розвитку стiйкої гi-
перглiкемiї мишам вводили препарат вiтамiну D3 (DSM, Нiдерланди) протягом 2,5 мiсяцiв
у виглядi водної суспензiї (800 МО/кг маси тiла, per os). Пiдбiр тварин та формування груп
здiйснювали за методом “випадкових чисел”. Дослiди проведенi з додержанням “Загальних
етичних принципiв експериментiв на тваринах” (Україна, 2001).

Забезпеченiсть органiзму мишей вiтамiном D3 оцiнювали за рiвнем 25ОНD3 (попередни-
ком гормонально активних форм вiтамiну D3) сироватки кровi, який визначали iмуноен-
зимним методом (набiр ELISA, “Immunodiagnostic Systems Ltd.”, США).

Тотальну РНК видiляли з тканини печiнки, використовуючи TRIzol (“Sigma-Aldrich”)
згiдно з iнструкцiями виробника. кДНК синтезували з 1 мкг тотальної РНК, застосо-
вуючи random-праймери та зворотну транскриптазу вiрусу лейкозу мишей Молонi (“Life
Technologies”, Великобританiя) [10]. Полiмеразну ланцюгову реакцiю у реальному часi про-
водили за допомогою набору Mx3005P Real-Time PCR System (“Stratagene”, США). Для
кожної проби дослiдження виконували в триплетному повторi. Експресiю цiльових генiв
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Рис. 1. Рiвень експресiї мРНК IL-6 у печiнцi мишей з експериментальним цукровим дiабетом та при введеннi
вiтамiну D3. ∗ — p < 0,05 порiвняно з контролем; # — p < 0,05 порiвняно з групою “Дiабет” (M ±m, n = 6)

порiвнювали з експресiєю референтного гена 18S субодиницi рибосоми. Отриманi данi iн-
терпретували як спiввiдношення мiж експресiєю цiльових генiв та референтного.

Статистичну обробку даних здiйснювали з використанням t-критерiю Стьюдента та од-
нофакторного дисперсiйного тесту Аnova. Критичний рiвень значущостi < 0,05.

Показано, що середнiй рiвень глюкози у мишей iз експериментальним ЦД1 становив
22,1±4,4 ммоль/л, у контролi — 5,7±1,1 ммоль/л (табл. 1). На фонi хронiчної гiперглiкемiї
нами було виявлено значне (у 2,9 раза) зростання експресiї мРНК IL-6 у печiнцi (рис. 1)
порiвняно з контрольними тваринами (p < 0,05), що може як вiдображати прозапальнi про-
цеси, так i сприяти подальшому ураженню печiнки та мати дiагностичне значення у разi
дiабету. Синтезуючись переважно клiтинами печiнки, IL-6 залучається як у аутокринну, так
i в паракринну регуляцiю функцiй широкого кола iнших клiтин органiзму [5]. Встановлено,
що надекспресiя мРНК IL-6 корелювала зi значним (в 1,8 раза) зростанням експресiї мРНК
OPN у печiнцi (рис. 2) порiвняно з контролем (p < 0,05). Як було показано в дослiдженнях
iз культурою первинних хондроцитiв, отриманих вiд пацiєнтiв iз остеоартритом [11], при iн-
кубуваннi клiтин iз рекомбiнантним OPN спостерiгалася дозозалежна надекспресiя мРНК
IL-6 i IL-8. Враховуючи зазначене, можна дiйти висновку, що збiльшення експресiї OPN
iндукувало надекспресiю мРНК IL-6 i у разi метаболiчних порушень у печiнцi, пов’язаних
з розвитком дiабету. Iмовiрний механiзм дiї OPN полягає у зв’язуваннi з αvβ3 рецепторами
iнтегрину печiнкових макрофагiв та iнших лiмфоцитiв, iз наступною стимуляцiєю транс-
дукцiї прозапального сигналiнгу в цих клiтинах та подальшої надекспресiї прозапальних
цитокiнiв, зокрема IL-6 [7].

Таблиця 1. Вмiст 25OHD3 та глюкози у сироватцi мишей з експериментальним цукровим дiабетом 1 типу
та при введеннi вiтамiну D3, M ±m, n = 6

Експериментальна
група

Вмiст 25OHD3 Концентрацiя
глюкози, ммоль/лнмоль/л нг/мл

Контроль 81,7± 4,12 32,68± 1,65 5,5± 1,2
Дiабет 37,9± 2,12∗ 15,16± 0,85∗ 22,1± 4,4∗

Дiабет + D3 77,3± 5,48# 30,92± 2,19# 15,2± 3,3

∗ Рiзниця порiвняно з контролем вiрогiдна (p < 0,05). # Рiзниця порiвняно з групою “Дiабет” вiрогiдна
(p < 0,05).
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Рис. 2. Рiвень експресiї мРНК OPN у печiнцi мишей з експериментальним цукровим дiабетом та при введеннi
вiтамiну D3. ∗ — p < 0,05 порiвняно з контролем; # — p < 0,05 порiвняно з групою “Дiабет” (M ±m, n = 6)

Важливо пiдкреслити, що виявленi змiни вiдбувалися на фонi значного дефiциту вiтамi-
ну D3 в органiзмi. Так, рiвень 25OHD3 у сироватцi дiабетичних мишей знижувався в 2,2 ра-
за (див. табл. 1) порiвняно з контрольними тваринами (p < 0,05). На сьогоднi достатньо
вивчено участь гормонально активної форми вiтамiну D3 — 1,25(OH)2D3 у регулюваннi
транскрипцiї багатьох остеокiнiв, i зокрема OPN, у рiзних типах клiтин кiсткової ткани-
ни [7, 12]. Крiм кiсткової тканини iнтенсивно дослiджується регуляторний вплив вiтамiну
D3 на OPN-опосередкованi процеси метаболiзму в iнших тканинах з метою пошуку нових
терапевтичних пiдходiв у лiкуваннi рiзних хронiчних захворювань [13]).

За умов тривалого введення вiтамiну D3 дiабетичним тваринам спостерiгалася нормалi-
зацiя рiвня 25OHD 3 (див. табл. 1) у сироватцi до контрольних значень (p < 0,05). На фонi
вiдновлення забезпеченостi органiзму дiабетичних мишей вiтамiном D3 мало мiсце досто-
вiрне зниження (в 1,4 раза) експресiї мРНК OPN у печiнцi тварин (див. рис. 2) порiвняно
з дiабетичною групою (p < 0,05). Було показано, що рiвень мРНК IL-6 у тканинi печiнки
також знижувався, в 1,6 раза (див. рис. 1) порiвняно зi значеннями у дiабетичних тварин
(p < 0,05). Такi змiни свiдчать про важливу роль вiтамiну D3 у OPN-опосередкованому
регулюваннi рiвня експресiї IL-6 i, як наслiдок, гальмування прозапальних процесiв, зумов-
лених iндукованими дiабетом пошкодженнями печiнки. Механiзм такої регуляцiї полягає
у зв’язуваннi 1,25(OH)2D3 iз VDR рецепторами та подальшою транслокацiєю активного
комплексу 1,25(OH)2D3–VDR до ядра. У ядрi цей комплекс взаємодiє з VDR-зв’язувальною
дiлянкою промотору гена OPN, таким чином регулюючи рiвень експресiї цього гена [14].
Одним iз iмовiрних механiзмiв регуляцiї холекальциферолом експресiї мРНК IL-6 може бути
шлях, опосередкований регуляторним впливом 1,25(OH)2D3 на функцiонування гена OPN.

Таким чином, на пiдставi результатiв дослiдження приходимо до висновку, що дефi-
цит вiтамiну D3, який виникає на фонi цукрового дiабету, призводить до iнтенсифiка-
цiї прозапальних процесiв i запускає механiзм подальших ушкоджень печiнки, шляхом
OPN-опосередкованої надекспресiї мРНК IL-6. Введення вiтамiну D3 сприяє нормалiзацiї
рiвня 25OHD3 у сироватцi кровi, як показника оптимальної забезпеченостi органiзму вiта-
мiном D3, та зниженню експресiї генiв обох прозапальних факторiв. Отриманi результати
свiдчать про регуляторне значення холекальциферолу в гальмуваннi прозапальних проце-
сiв у печiнцi, спричинених цукровим дiабетом.
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Регуляторный эффект витамина D3 на провоспалительные процессы
в печени мышей при экспериментальном сахарном диабете

Показано, что индукция экспрессии плюрипотентного провоспалительного интерлейкина 6
(IL-6) в печени при сахарном диабете сопровождается усилением экспрессии остеопонтина
(OPN) — молекулярного регулятора синтеза провоспалительных цитокинов. Изменения эк-
спрессии OPN и IL-6 коррелируют со значительным дефицитом витамина D3 в организме.
Нормализация уровня витамина D3 приводит к существенному уменьшению уровня экс-
прессии мРНК как OPN, так и IL-6, что свидетельствует о цитопротекторном влиянии
холекальциферола при диабетиндуцированных повреждениях печени.

Ключевые слова: витамин D3, диабет, цитокины.
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Regulatory effect of vitamin D3 on proinflammatory processes in liver of
diabetic mice

It is shown that the induction of pluripotent proinflammatory interleukin 6 (IL-6) in liver in diabetes
is accompanied by increased expression of osteopontin (OPN) — molecular regulator of the synthesis
of proinflammatory cytokines. Changes in the OPN and IL-6 expression correlate with a significant
deficiency of vitamin D3 in organism. Normalization of the vitamin D3 level leads to a substantial
reduction of the expression level of both OPN and IL-6 mRNA, showing the cytoprotective effect
of cholecalciferol in diabetes-induced liver disorders.

Keywords: vitamin D3, diabetes mellitus, cytokines.
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