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Вступ

Пролонгована кон'югаційна жовтяниця (ПКЖ)
не втрачає своєї актуальності у зв'язку із

значною поширеністю її серед дітей перших місяців
життя і можливим впливом на стан здоров'я у більш
старшому віці. Тривалість жовтяниці нерідко пере�
більшує перший місяць життя. При цьому не тільки збе�
рігаються високі показники непрямого білірубіну, але 
й визначається помірне збільшення рівня прямого білі�
рубіну та порогові значення печінкових ферментів 
в крові, що відображає залучення до патологічного про�
цесу паренхіми печінки [1,4]. 

На сьогодні немає єдиних підходів щодо тактики
ведення дітей з ПКЖ. У різних країнах існують свої схеми
лікування гіпербілірубінемії новонароджених, які часто 
є недостатньо ефективними, що вимагає поглибленого
дослідження патогенетичних механізмів розвитку патоло�
гії і розробки нових ефективних патогенетично обґрунто�
ваних лікувально�реабілітаційних заходів. 

На сучасному етапі основним патогенетичним меха�
нізмом виникнення ПКЖ немовлят вважається невідпо�
відність між процесами утворення непрямого білірубіну
та його виведенням з організму. Значний вплив має
активність глюкуронілтрансферазної системи печінки та
нормальне функціонування гепатобіліарної системи
немовляти [1,4].

Визнаними регуляторами процесів розвитку, клітин�
ної проліферації, диференціації та апоптозу, у т.ч. 
і в печінці, є мікроРНК, які на сьогоднішній день утворю�
ють новий клас потенційних маркерів мінімально інвазив�
ної діагностики та моніторингу патологічного процесу.
МікроРНК є малими некодуючими білок РНК довжиною
19–24 нуклеотидів, які відіграють важливу роль у регуля�
ції трансляції і деградації матричної РНК і призводять до
пригнічення або зупинки синтезу білка. Окрім того,
мікроРНК можуть регулювати генну активність шляхом
безпосередньої взаємодії з ДНК генів у процесі РНК�за�

лежного метилювання ДНК, що є одним з ключових меха�
нізмів репресії генів. Відомо, що мікроРНК присутні 
в сироватці, плазмі, грудному молоці, слині, сечі та інших
рідинах і органах організму, діють інтрацелюлярно і кон�
тролюють численні біологічні і метаболічні процеси
[3,9,12,15]. Їх характерною особливістю є те, що послі�
довність мікроРНК не повністю комплементарна до
послідовності матричної РНК�мішені, у зв'язку з чим
мікроРНК можуть інгібувати трансляцію із кількох різ�
них матричних РНК, що містять схожі послідовності.
Тому одна мікроРНК може контролювати експресію
понад ста різноманітних генів [3,6]. 

Вважається, що тканинно� або органоспецифічні
інтрацелюлярні мікроРНК можуть вивільнятись в крово�
обіг під час процесів, що супроводжуються загибеллю
і/або апоптозом клітин при їх оновленні, клітинній
деструкції чи патологічному пошкодженні, а на думку
інших вчених, поява мікроРНК в крові свідчить про спря�
мований транспорт певних мікроРНК з ушкодженої
тканини до інших клітин чи тканин. Це передбачає, що
комплексні дослідження з метою виявлення зв'язку між
циркулюючими мікроРНК і різноманітними патофізіоло�
гічними станами в клінічних умовах можуть надавати
нові можливості для використання сироваткових/плаз�
мових мікроРНК як індикаторів, маркерів та факторів
прогнозу патологічних процесів [7,9,18].

Аналіз літературних даних виявив декілька дос�
ліджень щодо ролі мікроРНК у розвитку печінкової пато�
логії. Так, при визначенні факторів ризику, пов'язаних 
з рецидивами і метастазами гепатоцелюлярної карциноми
(ГЦК), було виявлено, що надекспресія таких мікроРНК,
як miRNA�216а/217, сприяє гепатоканцерогенезу і реци�
диву ГЦК [21]. Встановлено, що miRNA�21�3p функ�
ціонує як туморсупресор, що визначає його терапев�
тичний потенціал у лікуванні гепатокарциноми [20].
MiRNA�122 регулює обмін ліпідів у печінці — при інгібу�
ванні у мишей цієї мікроРНК спостерігалось зниження
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рівня холестерину в плазмі крові і покращення стану
печінки при стеатозі [2].

Проведені дослідження на щурах довели, що про пошко�
дження печінки можуть свідчити плазмові мікроРНК�122
і мікроРНК�192; з клітинним відторгненням після транс�
плантації печінки асоціюється мікроРНК�146а [17]. 
Ямада і колеги виявили підвищення рівня мікроРНК�122,
мікроРНК�34а, мікроРНК�451, а також мікроРНК�21 
у сироватці хворих з неалкогольною жировою хворобою
печінки [8].

Потенційним маркером для виявлення патології
печінки може бути визначення експресії сироваткової
мікроРНК�885�5р. У фізіологічних умовах встановлено
значну її кількість в паренхімі печінці. Доведено, що 
у сироватці хворих з гепатоцелюлярною карциномою,
цирозом печінки та хронічним гепатитом В рівень 
miRNA�885�5p був достовірно вищим порівняно з хвори�
ми на рак шлунка та зі здоровими [18]. Іншими дослідни�
ками підтверджена підвищена експресія miRNA�885�5p 
у дітей та дорослих з хронічним гепатитом В порівняно 
зі здоровими [11]. Підвищення miRNA�885�5p у сироватці
крові пацієнтів з печінковою патологією відображає
метаболічний дисбаланс в органі, хоча механізм її дії оста�
точно не вивчений [18]. 

У регенераторних і фібротичних процесах у печінці дове�
дена регуляторна роль miRNA�21 [10,14,16]. Встановлено,
що підвищена експресія мікроРНК�21 сприяє фіброзу, сти�
мулюючи SMAD�сигнальний каскад трансформуючого фак�
тора росту� (TGF�β ключового медіатора фіброгенезу, і екс�
пресії молекули матриксної металопротеїнази�2 (ММР�2),
що провокує деградацію молекул міжклітинного матриксу
та інфільтрацію фібробластів [10]. Ряд авторів виявили
посилення експресії мікроРНК�21 в проліферативній фазі
печінкової регенерації після часткової гепатектомії у мишей,
а також довели, що дана мікроРНК, діючи на гени�мішені
Btg2 та Peli1, сприяє клітинній проліферації гепатоцитів [16].
Інші дослідження на щурах доводять, що функціональна
модуляція miRNA�21 стимулює клітинну проліферацію 
і життєздатність гепатоцитів, а також зменшує загибель
клітин. Використавши специфічні інгібітори miRNA�21, до�
слідники виявили зниження інтенсивності клітинної про�
ліферації та життєздатності печінкових клітин, що і визначає
функціональний ефект даної мікроРНК [14].    

Враховуючи вищезазначене, визначення рівня експре�
сії мікроРНК, на нашу думку, може бути важливим засо�

бом для характеристики патогенетичних механізмів розвит�
ку уражень печінки у дітей. Але роботи з вивчення профілю
мікроРНК, у тому числі і визначення експресії miRNA�885�
5p і miRNA�21�3p, у дітей раннього віку з пролонгованою
кон'югаційною жовтяницею у літературі відсутні. 

Метою роботи було визначення рівнів експресії 
miRNA�21�3p і miRNA�885�5p у сироватці крові немовлят
з ПКЖ.

Матеріал і методи дослідження

Протягом 2012–2013 рр. здійснено забір зразків крові
у 22 немовлят з ПКЖ та у 28 практично здорових дітей
раннього віку, що склали контрольну групу. Усі зразки
сироватки крові було піддано кріоконсервації при �25°C.
Дослідження проводилось у відділі загальної та молеку�
лярної патофізіології Інституту фізіології ім. О.О. Бого�
мольця НАН України.

Пролонгованою вважали жовтяницю у доношеної
дитини тривалістю понад 14 днів [5]. Основними кри�
теріями залучення у дослідження були наявність у дити�
ни непрямої гіпербілірубінемії, що походить з раннього
неонатального періоду, відсутність гемолітичної хвороби
новонароджених, гіпотиреозу, органічної патології
гепатобіліарної системи, інфікування гепатотропними
вірусами і TORCH�інфекцією.

У сироватці крові немовлят з ПКЖ та у контрольній
групі здійснено визначення експресії miRNA�21�3p 
та miRNA�885�5p із застосуванням методики TaqMan.
Тотальну РНК виділяли з крові хворих з використанням
mirVana PARIS (Ambion, США) відповідно до протоколу,
запропонованого виробником. Концентрацію РНК ви�
мірювали за допомогою спектрофотометра «NanoDrop
ND1000» («NanoDrop Technologies», США). МікроРНК
визначали методом зворотної транскрипції та ПЛР 
у реальному часі. Зворотну транскрипцію проводили 
з використанням набору «High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit» («Applied Biosystems», США), специ�
фічних праймерів для кожної мікроРНК та 10 нг тоталь�
ної РНК. Кількісну ПЛР у реальному часі проводили 
з використанням «TaqMan MicroRNA Assays» («Applied
Biosystems», USA): U6 snRNA (як ендогенний контроль),
hsa�miR�21�3p, hsa�885�5p. Температурні цикли були такі:
крок ініціальної денатурації 95°С 10 хв; 45 циклів 95°С —
15 с та 60°С — 60 с. Рівень експресії miRNA нормалізова�
но до U6 snRNA і представлено в умовних одиницях

Рис.1. Графік приросту інтенсивності флюоресценції в ході ПЛР у реальному часі (А — miRNA�21�3p, Б — miRNA�885�5p)

А Б
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(2ΔCt*100). Ампліфікацію проводили на «7500 Fast Real�ti�
me PCR» («Applied Biosystems», США). Отримані резуль�
тати були проаналізовані за допомогою програмного
забезпечення «7500 Fast Real�time PCR» та відображені за
допомогою графіків (рис.1, А, Б).

Отримані цифрові дані опрацьовано за допомогою
комп'ютерних програм Microsoft Office 2007 і Statistica 6
(StatSoft Inc., США) з використанням описового, катего�
ріального і порівняльного аналізу. За критичне значення
рівня значущості приймали 5%. Нормальність розподілу
даних була оцінена за допомогою критерія Шапіро—Уілка
(у випадку miRNA�21�3p — W=0,802, p=0,0099; 
miRNA�885�5p — W=0,736, p=0,0019). Оскільки W�стати�
стика була значущою (p<0,05), то гіпотеза, що відповідні
розподіли є нормальними, була відхилена, і вірогідність
відмінностей визначалась за непараметричним методом 
(з використанням U�критерія Манна—Вітні), а експресія
досліджуваних мікроРНК представлена у вигляді медіани
та перцентилів (25; 75). Кореляційний зв'язок оцінювався
за ранговим коефіцієнтом кореляції Спірмена. 

Результати дослідження та їх обговорення
Статистичний аналіз отриманих результатів виявив,

що у дітей з ПКЖ рівень експресії miRNA�21�3р та 
miRNA�885�5р достовірно нижчий порівняно з групою
здорових дітей і становить: miRNA�21�3р — 1833,0 (584,59;
5085) УО проти 7205,3 (1723,26; 21667) УО відповідно;
р<0,05 (рис. 2); miRNA�885�5р — 4888,2 (1819,56; 39493) УО
у немовлят з ПКЖ та 198444 (9464,56; 1158686) УО 
у дітей контрольної групи; р=0,005 (рис. 3).

Механізм дії та метаболізм мікроРНК остаточно 
не вивчені, але в літературі є повідомлення про
надекспресію miRNA�21�3р і miRNA�885�5р при гепато�
карциномі, цирозі печінки, хронічному гепатиті В 
і С [10,16,18,20], що дозволяє припустити важливу роль
цілісності клітинної мембрани для ступеня виразності
експресії досліджуваних мікроРНК у сироватці крові. 

Загальновизнаним є факт, що утримання печінки 
в стані спокою досягається при балансі проліфератив�
но/антипроліферативних і апоптично/антиапоптичних
сигналів [8,13,14,16]. У нещодавних дослідженнях на
щурах було виявлено, що miRNA�21�3р стимулює клітин�
ну проліферацію і життєздатність гепатоцитів та інгібує
клітинну загибель [14]. Тому зниження при пролонгова�
ній непрямій гіпербілірубінемії експресії miRNA�21�3р як
пропроліферативної та антиапоптичної мікроРНК, 
на нашу думку, призводить до пригнічення процесів само�
відновлення гепатоцитів, сприяє їх швидшій загибелі
(особливо при дії несприятливих факторів у перинаталь�
ному періоді) і свідчить про зниження функціональної
активності гепатоцитів, що обумовлює порушення проце�
сів введення вільного білірубіну в гепатоцит, його
кон'югації всередині гепатоциту та виходу кон'югованого
білірубіну через біліарні мембрани гепатоциту, і вказує на
доцільність застосування у комплексному лікуванні
ПКЖ гепатопротекторів і засобів, здатних підвищити
експресію miRNA�21�3р.   

Статистичний аналіз не виявив у немовлят з ПКЖ
кореляційного зв'язку між рівнем експресії досліджуваних
мікроРНК та показниками непрямого білірубіну: для miR�
NA�21�3р — ρ=0,43 (р=0,28), для miRNA�885�5p — р=0,17).
Так, рівень експресії miRNA�21�3р у дітей з показником
ЗБС до 254 мкмоль/л становив 1188,14 (272,49; 1822,68)
УО, а у дітей з рівнем білірубіну 255 мкмоль/л і вище —
3163,33 (2337,12; 5085,16) УО (р>0,05); miRNA�885�5р —
3065,58 (590,86; 3902,65) УО та 7966,01 
(5873,69; 30669,2) УО відповідно (р>0,05). Отрима�
ний результат вказує на те, що ступінь інгібуван�
ня експресії мікроРНК в умовах ПКЖ не залежить від
рівня білірубіну.

Висновки

Виявлені у дітей з ПКЖ зміни профілю мікроРНК
вказують на напруженість функціонального стану гепа�
тобіліарної системи та зниження функціональної
активності гепатоцитів, що свідчить про підвищену враз�
ливість гепатоцитів до дії різноманітних негативних
чинників у даний період і вказує на необхідність призна�
чення у комплексному лікуванні даної патології гепа�
топротекторних препаратів з метою утримання паренхіми
печінки у стані спокою.

Рис. 2. Медіана та дисперсія експресії miRNA�21�3р у сироватці

крові дітей з ПКЖ та в контрольній групі (УО)

Рис. 3. Медіана та дисперсія експресії miRNA�885�5р у

сироватці крові дітей з ПКЖ та в контрольній групі (УО)
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МикроРНК как биомаркеры функционального состояния гепатоцитов 

у детей раннего возраста с пролонгированной коньюгационной желтухой
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Цель: определение уровней экспрессии miRNA�21�3p и miRNA�885�5p в сыворотке крови новорожденных с пролонгированной конъюгационной

желтухой (ПКЖ).

Пациенты и методы. Забор образцов крови проведен у 22 новорожденных с ПКЖ и у 28 практически здоровых детей раннего возраста, составивших

контрольную группу. В сыворотке крови новорожденных с ПКЖ и контрольной группы определяли экспрессию miRNA�21�3p и miRNA�885�5p 

с применением методики TaqMan.

Результаты. Иследование профиля микроРНК выявило достоверно более низкие уровни экспрессии микроРНК�21�3p и микроРНК�885�5p у детей

с ПКЖ по сравнению со здоровыми детьми, что указывает на напряженность функционального состояния гепатобилиарной системы и снижение

функциональной активности гепатоцитов. 

Выводы. Повышенная восприимчивость гепатоцитов к действию разнообразных негативных факторов у детей с ПКЖ указывает на необходимость

назначения в комплексном лечении данной патологии гепатопротекторных препаратов с целью удерживания паренхимы печени в состоянии покоя.

Ключевые слова: дети раннего возраста, пролонгированная конъюгационная желтуха, гепатоциты, микроРНК�21�3р, микроРНК�885�5р.
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MicroRNAs as functional state biomarkers of hepatocytes among infants with prolonged conjugational jaundice
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Purpose: to determine the expression levels of miRNA�21�3p and miRNA�885�5p in the serum of infants with prolonged conjugation jaundice (PCJ).

Patients and methods: blood samples of 22 infants with PCJ and 28 healthy infants (control group) were tested.  Expressions of miRNA�21�3p and miRNA�

885�5p according to TaqMan techniques in the blood serum of newborns with PCJ and control groups were determined.

Results: miRNA profile studies revealed significantly lower expression levels of miR�21�3p and miR�885�5p among children with PCJ comparing with healthy

children that indicates the functional state intensity of the hepatobiliary system, and decrease of hepatocytes functional activity.

Conclusions: increased susceptibility of hepatocytes to the activity of various negative factors among children with PCJ indicates the need to prescribe the

complex treatment of this pathology with hepatoprotective drugs for the liver parenchyma retention at rest condition.

Key words: infants, prolonged conjugation jaundice, hepatocytes, miRNA�21�3p, miRNA�885�5p.
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Чрезмерная защита младенцев 
от бактерий вредна для их иммунитета

Ряд исследований показал, что если слишком
усердно защищать детей от бактерий, то вероятность
развития уже во взрослом возрасте аллергий, астмы и
других аутоиммунных заболеваний значительно уве�
личивается. Кроме того, согласно новому исследова�
нию, первые две недели жизни — это решающее «окно
развития», когда контакт с бактериями младенцу про�
сто необходим для развития иммунной системы и
правильной ее работы.

Конечно, родителям следует внимательно следить
за гигиеной малыша, однако делать это нужно с умом и
использовать мыло и воду, а не разрекламированные
антибактериальные средства, мешающие развиваться
природному иммунитету ребенка.

Более ранние исследования с участием детей из
одной семьи показали, что если старшие росли на
ферме или рано попадали в детский сад, а младшие ока�
зывались в более стерильных условиях, то у первых
реже появлялись аллергии, чем у вторых.

Напомним, что ранее специалисты из Центра аллер�
гии и астмы Университета штата Виргиния (США)
выяснили, что, в случае если у ребенка нет выраженной
аллергии на кошек, присутствие в доме кошки способ�
ствует развитию иммунной реакции, которая препят�
ствует развитию астмы. В организме ребенка вырабаты�
ваются антитела, которые защищают его от «кошачьих»
аллергенов, а вместе с тем и от астмы.

Источник: http://medexpert.com.ua
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