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Исследования, проведенные в течение нескольких десятилетий, в области патофизиологических механизмов ми-
тохондрий гепатоцитов, обычно были направлены на функциональные исследования изолированных митохонд-
рий при отсутствии АДФ. Во многих случаях исследователи использовали данные для расчета параметров, вклю-
чая коэффициент дыхательного контроля или количество потребляемой АДФ на каждое количество используемо-
го кислорода. Однако до настоящего времени мало известно о том, как вирус может выжить в сильно окислите-
льной среде, учитывая то, что окислительный стресс является важным клиническим признаком, связанным с ин-
фицированием вирусом гепатита С. По нашему мнению, адаптация к окислительному стрессу - это патофизиоло-
гический механизм к выживанию вируса. Цель работы заключается в исследовании механизмов нарушения энер-
госнабжения, как механизма повреждения клеток, у пациентов с хроническим вирусным гепатитом С. В данное 
исследование было включено 62 пациента с наличием HCV-инфекции - основная группа, и 24 условно-здоровых 
пациента, не имевших в анамнезе заболеваний печени - группа контроля. Пациентов отбирали на основании их 
стабильного клинического состояния в течение последних 3 месяцев. У больных основной группы, HCV-инфекция 
была диагностирована положительно анти-HCV и HCV-РНК в течение не менее 6 месяцев. Митохондриальную це-
лостность оценивали путем высвобождения цитохрома С с использованием коммерческого набора (цитохром C 
оксидазный Kit Sigma-Aldrich, USA), который указывает на наличие 96% интактных митохондрий. Внутренняя 
флуоресценция NADH была отслежена в изолированных митохондриях как маркер миохондриального окислите-
льно-активного состояния NADH. Митохондриальное деление является ключевым патогенетическим механизмом 
контроля целостности митохондрий, при адаптации к клеточному патофизиологическому ответу вирус гепатита С 
модулирует ключевые процессы, связанные с инфицированием, для содействия сохранению вируса. Митохондри-
альное деление не всегда связано с разрушением клеток, также оно может защищать клетки от смерти, вызван-
ной оксидативным стрессом и Ca2+ зависимыми апоптотическими стимуляторами. Механизм, с помощью которого 
ферменты энергетического обмена подавляют репликацию вируса гепатита С, не совсем понятен, но, вероятно, 
он включает кальций и диссоциацию комплекса репликации вируса из мембран. Детальное понимание механиз-
ма, с помощью которого ферменты энергетического обмена подавляют репликацию HCV-инфекции, требуют до-
полнительных исследований. 
Ключевые слова: гепатит С, NAD/NADH2, деление митохондрий. 

Вступ 
Вірусний гепатит С, що спостерігається у 3% сві-

тового населення, викликає клінічно важливе захво-
рювання [1, 2]. Вірус гепатиту C визнаний найважли-
вішим чинником розвитку фіброзу та цирозу печінки. 
Паренхіматозне ушкодження клітинних мембран гепа-
ктоцитів, може призвести до порушень метаболізму, 
що відіграє важливу роль у формуванні фіброзу печі-
нки при вірусному гепатиті С [2-3].  

Дослідження, що проведені протягом декількох деся-
тилітть, в галузі патофізіологічних механізмів мітохонд-
рій гепатоцитів, зазвичай було спрямовано на функціо-

нальних дослідженнях ізольованих мітохондрій за відсу-
тності АДФ [1–3]. У багатьох випадках дослідники вико-
ристовували дані для розрахунку параметрів, включаю-
чи коефіцієнт дихального контролю або кількість спожи-
ваної АДФ на кожну кількість використовуваного кисню 
[1]. Такі дослідження широко застосовуються для опису 
мітохондріальної функції, на яку впливає безліч фізіоло-
гічних або патофізіологічних станів. 

Компоненти метаболічної функції гепатоцитів: мі-
тохондріальна функція, стан дихального ланцюга та 
ендогенна інтоксикація в минулому оцінювалися різ-
ними методами. До них відносяться застосування 
креатину, креатинкинази [2-4], АТФази з наявності 
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надлишку АДФ [2, 5-7], а також  співвідношення 
NAD+/NADH2, глюкози / гексокінази [4, 8]. 

Більшість цих досліджень були спрямовані на ви-
вчення мітохондрії печінки, вірусний гепатит С вста-
новлює хронічну інфекцію в умовах активної імунної 
відповіді та окисної оборони організму людини. Однак 
до теперішнього часу мало відомо про те, як вірус 
може вижити у сильно окисному середовищі, з огляду 
на те, що окислювальний стрес є такою видатною клі-
нічною ознакою, що пов'язана з інфікуванням вірусом 
гепатиту С [6-12]. На нашу думку, адаптація до окис-
ного стресу – є патофізіологічним механізмом до ви-
живання вірусу. 

Мета роботи полягає в дослідженні механізмів по-
рушення енергопостачання гепатоцитів, як фактору 
пошкодження клітин у пацієнтів з хронічним вірусним 
гепатитом С. 

Матеріали та методи дослідження 
У даному дослідженні було включено 62 пацієнти 

із наявністю HCV-інфекції – основна група, та 24 умо-
вно-здорових пацієнта, що не мали в анамнезі захво-
рювань печінки - група контроля. Пацієнтів відбирали 
на підставі їх стабільного клінічного стану протягом 
останніх 3 місяців. У хворих основної групи, HCV-
інфекція була діагностована позитивністю анти-HCV і 
HCV-РНК протягом як мінімум 6 місяців. 

Протокол дослідження було проведено у відповід-
ності до Гельсінської декларації, переглянутої у 1989 
році. Всі пацієнти були поінформовані про досліджен-
ня, і письмова згода була отримана у кожною з них. 

Критеріями виключення з дослідження були наступні 
фактори:  зловживання алкоголем, звичка палііння, вагі-
тність та застосування антиоксидантів, риб'ячої олії або 
препарати заліза протягом останього місяця, отримува-
ня антивірусної та/або інтерфероно терапії, неконтро-
льованє підвищеним артеріального тиска, сумарні рівні 
білірубіну в сироватці вище 2 мг/дл, хронічний гепатит В 
або інші відомі захворювання печінки, аутоімунні розла-
ди та різні інфекційні стани печінки, інфекція вірусу іму-
нодефіциту людини, цукровий діабет, хронічна дихальна 
недостатність, ревматоїдний артрит, цироз печінки або 
злоякісна пухлина. 

Вірусологічне дослідження – встановлювали на пі-
дставі виявлення реплікативної активності в сироватці 
крові RNAHCV якісним та кількісним методом поліме-
разної ланцюгової реакції (ПЛР) із використанням на-
бору тест-систем ELISA kit виробництва США, згідно з 
інструкцією виробника на ПЛР-аналізаторі BIO-
RadCFX96 Touch™ (США). 

Підготовка мітохондрій еритроцитів. Еритроцити 
двічі промивали фосфатно-буферним ізотонічним ро-
зчином (145мМ NaCl, 5мМ NaPi та 1мМ EDTA, рН 7,4), 
а білі клітини видаляли фільтруванням через целюло-
зу [9]. Мітохондрії еритроцитів були підготовлені ди-
ференційним центрифугуванням та очищені за допо-
могою Percoll [10]. Мітохондріальну цілісність оціню-
вали шляхом вивільнення цитохрому С із використан-
ням комерційного набору (цитохром C Оксидазний 
аналіз, Kit Sigma-Aldrich, США).  

Дослідження співвідношення АДФ/АТФ за допомо-
гою набору ADP/ATP Ratio Assay становить собою 
просту і пряму процедуру для вимірювання рівнів АДФ 
та АТФ у клітинах для визначення апоптозу, некрозу 
та проліферації клітин. Аналіз включає в себе два 
етапи. На першому етапі робочий реагент лізує кліти-
ни для вивільнення АТФ та АДФ. При наявності лю-
циферази АТФ негайно реагує з субстратом D-
люциферин для отримання світла. Інтенсивність світ-

ла є прямим показником внутрішньоклітинної концен-
трації АТФ. 

Люцифераза 
ATP + D-люциферин + O2 ----------> оксилюцифе-

рин + AMP + PPi + CO2 + світло 
На другому етапі АДФ перетворюється на АТФ 

шляхом ферментної реакції. Щойно сформований 
АТФ реагує з D-люциферином, як і на першому етапі. 
Інтенсивність світла на другому етапі відображає за-
гальну концентрацію АДФ та АТФ у препараті. 

Реєстрація продукції Н2О2 мітохондріями. Вироб-
лення Н2О2 оцінювали за продукцією АТФ, за мето-
дом Ю. Лі [14]. Була виміряна флуоресценція і прове-
дена кількісна оцінка [13]. Всього в пробі, що містить 
1,5 мМ цитохрому С або феррицитохрому С, додава-
ли 0,5 мл виділених клітин в HBSS (приблизно 5×106 
клітин на мілілітр).  

Вимірювання перекису водню в мітохондріях. Ви-
роблення пероксиду водню вимірювали флуоримет-
рично, використовуючи барвник Amplex Red (Eugene, 
США) у поєднанні з пероксидазою хрону. У цих експе-
риментах інкубаційне середовище доповнювали 1 л М 
амплекс-червоного, 5 мл пероксидази хрону та 40 мл 
Cu, супероксиддисмутазою Zn. Наявність супероксид-
дисмутази запобігає автоматичному окисненню 
Amplex Red, що перешкоджає кількісній оцінці низьких 
показників вироблення Н2О2. Вироблення Н2О2 у міто-
хондріальних суспензіях було зареєстровано як збі-
льшення флуоресценції барвника при 585 нм, з дов-
жиною хвилі збудження 550 нм. Реакцію барвника ка-
лібрували шляхом послідовних доповнень відомих 
кількостей розчину пероксиду водню або безперерв-
ної інфузії розчину Н2О2 при 100-1000 пмоль/хв. Кон-
центрація комерційного 30%-ного розчину Н2О2 роз-
раховували з оптичного поглинання світла при 
240нм); запасний розчин розводили до 100 мл з деіо-
нізованою водою і негайно використовували для калі-
брування. 

Модифікація методів дихального та мембранного 
потенціалів Ю. Лі[14]. Мітохондрії (0,05 мг/мл) інкубу-
вали при 37°С в 2 мл іонного дихального буфера 
(105мМ КСl, 10мМ NaCl, 5мМ Na2HPO4, 2мМ MgCl2, 
10мМ HEPES, рН 7,2, 1мМ EDTA, 0,2% BSA) з 5 г/мкл 
гексокінази (Worthington Biochemical) та 5 мМ 2-
дезоксиглюкози. Стандартну криву тетрафенілфос-
фонію розробляли в кожному режимі шляхом дода-
вання хлориду тетрафенілфосфонію в концентраціях 
0,25, 0,5, 0,75 та 1 мкМ перед додаванням до культу-
ри мітохондрій. 

Методи статистичної обробки даних. Для 
об`эктивного судження про ступінь вірогідності ре-
зультатів дослідження ми застосовували варіаційно-
статистичний метод аналізу отриманих  результатів 
на персональному комп`ютері Pentium III із викорис-
танням пакету статистичних програм «StatGraphics 
Plus 3.0». 

Результати та їх обговорення 
В результаті нашого дослідження, не було статис-

тично значущих відмінностей між групами за віком та 
статтю (p>0,05). Відсутня кореляція між рівнем АЛТ та 
рівнем HCV-РНК у пацієнтів із HCV-інфекцією 
(р>0,05). 

За результатами нашого дослідження встановле-
но, що HCV-інфекція індукує деформування мітохонд-
рій та викликає окислювальний стрес і змінює гомеос-
таз кальцію, який спричинює дисфункцію та пошко-
дження мітохондрій. У нашому дослідженні HCV-
інфіковані клітини демонструють відмінні фрагмента-
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рні мітохондрії (мітохондріальне ділення), на відміну 
від неінфікованих клітин, у яких проявляється типова 

трубчаста мітохондріальна мережа, що свідчить про 
здорові клітини (рис. 1).   

 
Рис. 1. Вірус гепатиту С індукує деформування мітохондрій. Аналіз результатів імунофлюоресценції,  

що демонструє розщеплення мітохондрій у клітинах, інфікованих HCV. 

У контрольній групі ми спостерігали поступове збі-
льшення показника О2 при додаванні у розчин АДФ. 
Однак при порівнянні з групою пацієнтів, хворих на 
хронічний вірусний гепатит С, встановлено, що показ-
ники O2 були достовірно (р<0,05) вищі у пацієнтів з 
HCV-інфекцією. 

Також достовірно (р<0,05) вищими за контрольні 
значення були загальний рівень АТФ та АДФ, що 
склали 2,25±0,35 нмоль та 3,40±0,45 нмоль, відповід-

но. Відношення АТФ до АДФ становило 1:1,6 відпові-
дно, (рис. 2 (А)). Мітохондріальна динаміка та конт-
роль якості тісно пов'язані з клітинними метаболічни-
ми змінами та рівнями АТФ. Щоб дослідити, чи галь-
мування секреції вірусу гепатиту С, є наслідком зни-
ження рівня клітинних АТФ, ми визначили загальний 
рівень АТФ та швидкість гліколізу, альтернативний 
спосіб генерації АТФ. 

 
Рис. 2. Інгібування мітохондріального дихання та мітохондріальної функції.  

(А) - О2 з додаванням АДФ і співвідношення АТФ / АДФ,  
(B) - співвідношення лактат / піруват, співвідношення NADH / NAD +. 
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Крім того, ми виявили, що співвідношення 
NADH/NAD+ було позитивно співвіднесене з вмістом 
РНК ВГС (r=0,95, p<0,001). Пригнічення реплікації 
HCV при додаванні в культуральне середовище  ціа-
наміду та пірувату, також було пов'язане з відповід-
ним зменшенням співвідношення NADH/NAD+. 

У пацієнтів з хронічним гепатитом С виявлено під-
вищений вміст окислених нікотинамідних кофермен-
тів. 

Дослідження параметрів лактату та пірувату пока-
зали наступне. У пацієнтів, хворих на хронічний вірус-
ний гепатит С, показники лактату перевищували пока-
зники контрольної групи і склали 1,89±0,45 ммоль/л у 
порівнянні з контрольним значенням (1,56±0,235 
ммоль/л). Показники пірувату сироватки крові були 
значно нижчими, ніж у контрольній групі (0,056±0,011 
ммоль/л), і склали у пацієнтів з HCV-інфекцію 
0,031±0,012 ммоль/л та у пацієнтів другої групи – 
0,0174+0,01ммоль/л (рис. 2 (В)). Піруват, який повто-
рно окисляє цитозольні NADH до NAD+, повністю ска-
совує збільшення реплікації вірусу гепатиту С. 

Висновок 
Мітохондріальне ділення є ключовим патогенетич-

ним механізмом контролю цілостності мітохондрій, а 
відтак вірус гепатиту С модулює ці ключові процеси 
при адаптації до клітинної патофізіологічної відповіді, 
що пов'язана із інфікуванням, для сприяння збере-
женню вірусу. Мітохондріальне ділення не завжди по-
в'язано з руйнуванням клітин, також воно може захи-
щати клітини від смерті, викликаної оксидативним 
стресом та Ca2+-залежними апоптотичними подразни-
ками. Механізм, за допомогою якого ферменти енер-
гетичного обміну пригнічують реплікацію вірусу гепа-
титу С, ще не зовсім зрозумілий, але, ймовірно, він 
включає кальцій та дисоціацію комплексу реплікації 
вірусу з мембран. Детальне розуміння механізму, за 
допомогою якого ферменти енергетичного обміну 
пригнічують реплікацію HCV-інфекції, потребують до-
даткових досліджень. 
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