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РЕЗЮМЕ

Лекарственная гепатотоксичность составляет 15–18% от общего числа всех причин отзыва лекарственных 
препаратов из оборота при пострегистрационном применении. Стандартные доклинические исследования 
in vivo на лабораторных животных часто бывают нерелевантны из-за видоспецифичных различий с чело-
веком. Перспективной альтернативой является разработка методов доклинических исследований in vitro 
на клеточных культурах.
Цель работы — обзор современных клеточных моделей для определения лекарственной гепатотоксично-
сти in vitro.
Клетки, используемые для изучения механизмов гепатотоксичности in vitro, должны обладать специфичным 
метаболизмом и активностью ферментных и транспортных систем печени. Представлен обзор по основным 
клеточным культурам (первичные гепатоциты, бессмертные клеточные линии, гепатоцит-подобные клетки, 
полученные из стволовых клеток, и сокультуры из гепатоцитов и непаренхиматозных клеток) и конфигу-
рациям клеточных систем. Продемонстрировано, что совершенствование клеточных систем происходит 
в направлении увеличения продолжительности жизни и функциональной сохранности клеток, усложне-
ния конфигурации и клеточного состава с приближением к условиям in vivo. Установлено, что лекарствен-
ное повреждение печени может происходить вследствие образования химически активных метаболитов, 
развития оксидативного стресса, митохондриального повреждения, внутриклеточного накопления ток-
сических желчных кислот при ингибировании транспортеров, активации адаптивной иммунной системы.  
В связи с этим для исследования лекарственной гепатотоксичности применяют различные методики, в том 
числе инновационные технологии (одновременного многопараметрического скрининга, транскриптомики, 
протеомики, метаболомики) для получения, хранения и обработки большого объема данных. Клеточные 
модели могут использоваться не только для выявления лекарственной гепатотоксичности, но и для изу-
чения механизмов повреждения печени. Наиболее перспективными являются омик-технологии, создание 
сложных моделей с сокультивированием различных типов клеток и органы-на-чипе.
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ABSTRACT

Drug-induced liver injury (DILI) is the reason for 15–18% of medicinal product recalls from the market. Since 
interspecies differences often limit the relevance of standard non-clinical tests in vivo, a promising alternative is 
to develop cell-based in vitro methods.
The aim of the study was to review current advances in cell modelling for the in vitro identification of DILI.
In vitro mechanistic studies of DILI require cells that exhibit activity specific to hepatic metabolising enzymes and 
transporters. This article reviews the main cell cultures (primary human hepatocytes, immortal cell lines, stem 
cell-derived hepatocyte-like cells, co-cultures of hepatocytes and non-parenchymal liver cells) and their config-
urations. The optimisation of cell systems is directed towards enhancing their viability, functionality, composi-
tional and configurational complexity, thus bringing them closer to in vivo models. Potential DILI causes include 
chemically reactive metabolites, oxidative stress, mitochondrial damage, intracellular accumulation of toxic bile 
acids resulting from transporter inhibition, and adaptive immune system activation. Accordingly, DILI studies rely 
on various methods, including innovative technologies for acquisition, storage, and analysis of large datasets (e.g. 
high-content screening, transcriptomics, proteomics, and metabolomics). Cell models are applicable to both DILI 
identification and mechanistic studies. Currently, the most promising technologies are omics, complex co-culture 
models, and organ-on-a-chip systems.
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Введение
Лекарственная гепатотоксичность (ЛГТ) яв-

ляется одной из ведущих причин отзыва лекар-
ственных препаратов из гражданского оборота 
на пострегистрационном этапе (15–18% от об-
щего числа отзывов) [1]. Это не только актуаль-
ная проблема лекарственной безопасности, 
но и причина серьезного экономического ущер-
ба для фармацевтической отрасли: разработка 
нового лекарственного средства (ЛС) занимает 
до 10–15 лет и в среднем обходится в 1,4 млрд 
долларов [2, 3].

Доклинические исследования in vivo име-
ют высокую себестоимость, при их проведе-
нии необходимо неукоснительное соблюдение 
принципов этики, но основным их недостатком 
при исследовании гепатотоксичности являет-
ся несовпадение метаболизма и транспорта 
ЛС, связанное с межвидовыми гено- и феноти-
пическими различиями. Например, важнейшая 

изоформа цитохрома Р450 CYP3A, участву-
ющая у человека в метаболизме до 50% ЛС, 
обладает неодинаковой субстратной специ-
фичностью и выраженной вариабельностью ин-
дукции, достигающей 20–30-кратных различий 
у разных видов [4]. По данным разных авторов, 
от 38 до 51% веществ, оказывающих воздей-
ствие на печень у человека, не вызывают сход-
ных эффектов у лабораторных животных [5]. Это 
стало стимулом поиска альтернативных методов 
доклинических тестирований, из которых наи-
больший интерес представляют исследования 
на клеточных культурах.

Клетки — первый уровень организации, на ко-
тором можно оценить нарушение взаимодей-
ствия и структуры субклеточных компонентов 
и определить механизмы повреждений при воз-
действии различных факторов. Механизм лекар-
ственного повреждения печени может быть свя-
зан с непосредственным действием ЛС или его 
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метаболита, а также с накоплением токсичных 
веществ или желчных кислот в результате на-
рушения транспорта при ингибировании транс-
портеров [6], поэтому клетки для исследования 
гепатотоксичности in vitro должны обладать спе-
цифичным метаболизмом и активностью фер-
ментных и транспортных систем.

Цель работы  — обзор современных клеточ-
ных моделей для определения лекарственной 
гепатотоксичности in vitro.

Сверхтонкие срезы печени
Наиболее физиологически полная модель 

для исследования печени in vitro с воспроиз-
ведением ее архитектуры и сохранением всех 
межклеточных взаимодействий, с экспрессией 
генов, связанных с всасыванием, распределени-
ем, метаболизмом и выведением,  — это сверх-
тонкие срезы печени. На сверхтонких срезах 
печени проводились исследования последствий 
ингибирования различных клеточных путей 
(например, митохондриальное бета-окисление) 
[7], лекарственного ингибирования/индукции 
изоферментов CYP [8], функции печеночных 
транспортеров [9], механизмов ЛГТ, связанных 
с воспалительным стрессом, и определение по-
тенциальных биомаркеров повреждения печени 
[10]. Из-за сложности получения, низкой жизне-
способности и неравномерного распределения 
ЛС в срезах большого распространения данная 
методика не получила.

Клеточные культуры
Для моделирования ЛГТ используют первич-

ные гепатоциты, бессмертные клеточные ли-
нии, гепатоцит-подобные клетки, полученные 
из стволовых клеток, и совместные культуры 
(сокультуры) из гепатоцитов и непаренхима-
тозных клеток (НПК) [11]. Кроме выбора клеток 
для получения необходимых свойств модели 
важен способ выращивания или конфигурация 
модели.

Первичные гепатоциты человека считаются 
«золотым стандартом» для изучения процес-
сов в печени. Первичные гепатоциты получают 
из резецированных участков печени, из пече-
ночной ткани, не подходящей для трансплан-
тации, или приобретают в коммерческих кле-
точных банках. При посеве они приобретают 
полигональную форму и формируют плот-
ные межклеточные контакты. Обладают та-
кими функциональными характеристиками, 
как синтез альбумина, мочевины, активность 
цитохромов Р450 и транспортеров. Основными 

недостатками первичных гепатоцитов человека 
являются сложный путь получения, непродол-
жительный срок жизни и быстрая потеря функ-
циональной активности [6].

Для удлинения срока жизни клеток предло-
жена технология Upcyte®  — трансдукция генов, 
вызывающих пролиферацию клеток. Модифи-
цированные по технологии Upcyte® гепатоциты 
имеют улучшенную способность к пролифера-
ции по сравнению с первичными гепатоцитами 
и обладают активностью ферментов 1-й и 2-й фаз 
биотрансформации. Также у них хорошо сохра-
нена функция каналикулярных эффлюксных 
транспортеров, а при использовании в двухмер-
ной конфигурации «сэндвич» — экспрессия поли-
пептидных транспортеров органических анионов 
OATP1B1 и OATP2B1 (organic anion-transporting 
polypeptides, OATP), натрий таурохолат совмест-
но транспортирующего полипептида NTCP (Na+-
taurocholate co-transporting polypeptide) и транс-
портера органических катионов OCT1 (organic 
cation transporters, OCT) [12].

Бессмертные клеточные линии. В отличие 
от первичных гепатоцитов бессмертные клеточ-
ные линии доступны, легко культивируются, об-
ладают стабильным фенотипом и способностью 
неограниченно размножаться. Используются 
клеточные линии, полученные из гепатоцеллю-
лярной карциномы: HepG2, HepaRG, HuH7, Hep3B 
и THLE [13]. Клетки HepG2 обладают морфологи-
ей и некоторыми функциями гепатоцитов, секре-
тируют альбумин и α-фетопротеин, но обладают 
низкой экспрессией и активностью метаболиче-
ских ферментов и транспортеров, поэтому не мо-
гут использоваться для исследования токсич-
ности метаболитов ЛС [14]. Контролируемую 
экспрессию цитохрома P450 можно получить 
векторной трансфекцией, однако избыточная 
экспрессия может также исказить результат те-
ста. К общим недостаткам бессмертных клеточ-
ных линий относится их ограниченная метабо-
лическая и транспортная активность [14]. Есть 
сообщения, что при длительном выращивании 
у клеток линии HuH7 проявляется активность 
некоторых изоферментов Р430 и транспортеров, 
участвующих в переносе желчных кислот [15], 
но широкого распространения эта линия для ис-
следования лекарственного транспорта и мета-
болизма не получила.

Гепатоцит-подобные клетки получают 
из стволовых клеток эмбриона, мезенхималь-
ных стволовых клеток или индуцированных 
плюрипотентных стволовых клеток челове-
ка. Специальные протоколы выращивания 

https://www.multitran.com/m.exe?s=Na%2B-%D1%82%D0%B0%D1%83%D1%80%D0%BE%D1%85%D0%BE%D0%BB%D0%B0%D1%82+%D1%81%D0%BE%D0%B2%D0%BC%D0%B5%D1%81%D1%82%D0%BD%D0%BE+%D1%82%D1%80%D0%B0%D0%BD%D1%81%D0%BF%D0%BE%D1%80%D1%82%D0%B8%D1%80%D1%83%D1%8E%D1%89%D0%B8%D0%B9+%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%BF%D0%B5%D0%BF%D1%82%D0%B8%D0%B4&l1=2&l2=1
https://www.multitran.com/m.exe?s=Na%2B-%D1%82%D0%B0%D1%83%D1%80%D0%BE%D1%85%D0%BE%D0%BB%D0%B0%D1%82+%D1%81%D0%BE%D0%B2%D0%BC%D0%B5%D1%81%D1%82%D0%BD%D0%BE+%D1%82%D1%80%D0%B0%D0%BD%D1%81%D0%BF%D0%BE%D1%80%D1%82%D0%B8%D1%80%D1%83%D1%8E%D1%89%D0%B8%D0%B9+%D0%BF%D0%BE%D0%BB%D0%B8%D0%BF%D0%B5%D0%BF%D1%82%D0%B8%D0%B4&l1=2&l2=1
https://en.wikipedia.org/wiki/Sodium
https://en.wikipedia.org/wiki/Taurocholate
https://en.wikipedia.org/wiki/Cotransport
https://en.wikipedia.org/wiki/Polypeptide
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позволяют получить зрелые клетки со свойства-
ми первичных гепатоцитов: синтез мочевины, 
жиров, секреция альбуминов и лекарственный 
метаболизм [16, 17].

Совместные культуры (сокультуры). Посколь-
ку токсическое воздействие на печень in vivo, 
как правило, затрагивает не один тип клеток, 
были разработаны совместные культуры (со-
культуры) из нескольких типов клеток. В каче-
стве сокультивируемых вместе с гепатоцитами 
используют НПК печени (синусоидальные эндо-
телиальные клетки, клетки Купфера, звездчатые 
клетки и холангиоциты), фибробласты и иммун-
ные клетки. Было показано, что при сокульти-
вировании с НПК фенотип первичных гепато-
цитов становится ближе к таковому in vivo [18, 
19]. Сокультуры изучены меньше, чем первичные 
гепатоциты, некоторые клетки, например звезд-
чатые и синусоидальные эпителиальные клет-
ки, плохо растут in vitro и теряют свои свойства 
через несколько дней [20]. Произвольно высеян-
ные совместные культуры разных типов клеток 
могут содержать монослойные участки с неоп-
тимальным межклеточным взаимодействием, 
что приводит к нестабильности и низкой функ-
циональности, поэтому для увеличения взаимо-
действия клеток разработаны протоколы выра-
щивания микроструктурированных сокультур 
(micropatterned co-cultures)  — структурирован-
ный последовательный посев культур, например 
первичных гепатоцитов и НПК [21].

К сокультурам можно отнести клеточную ли-
нию HepaRG — человеческие бипотентные клет-
ки-предшественники, полученные из опухоли 
печени, ассоциированной с гепатитом С, кото-
рые способны развиться в два фенотипа кле-
ток — гепатоцит-подобные и билиарные. Клетки 
HepaRG обладают стабильной во времени экс-
прессией и активностью метаболизирующих 
ферментов 2-й фазы и транспортеров, как у пер-
вичных гепатоцитов, и могут использоваться 
для исследования повторных доз ЛС. На клетках 
HepaRG проводились исследования механизмов 
токсического действия ЛС, вызывающих внутри-
печеночный холестаз и стеатоз, поскольку клет-
ки HepaRG обладают поляризацией, регуляцией 
экспрессии транспортеров, выработкой желч-
ных кислот (ЖК) и липогенезом [22].

Недавно появился новый способ продления 
жизни и функционирования первичных клеток — 
условное репрограммирование (conditional 
reprogramming). Это сокультивирование первич-
ных клеток с инактивированными фибробла-
стами мыши 3T3-J2 в присутствии ингибитора 

Rho-ассоциированной протеинкиназы (ROCK), 
что приводит к обретению первичными клетка-
ми характеристик стволовых при сохранении 
их способности к дифференцировке [23]. S.  Su 
и соавт. вырастили первичные гепатоциты, взя-
тые от пациентов с различными заболеваниями, 
используя метод условного репрограммирова-
ния, и получили увеличение продолжительности 
жизни с сохранением активности CYP и продук-
цией альбумина. Результаты исследования так-
же показали, что клетки более молодых пациен-
тов имели бóльшую продолжительность жизни 
и пролиферативную активность, а экспрессия 
альбумина в клетках, полученных от пациентов 
старшего возраста, была ниже [24].

Конфигурации клеточных 
систем для исследования 
гепатотоксичности

Продолжительность жизни и функциональ-
ная активность клеток зависят от конфигурации 
системы. Это обусловлено тем, что in vivo клетки 
находятся в постоянном многофакторном взаи-
модействии непосредственно с соседними клет-
ками, а также посредством сигнальных путей — 
с другими клетками и системами организма.

Двухмерные (2D) системы. 2D-система — это 
самая простая конфигурация, представляет 
собой слой клеток, высеянный на плотный 
субстрат, обработанный белками экстрацел-
люлярного матрикса (коллаген, фибронектин 
или матригель). Свойства первичных клеток 
при посеве в монослое очень быстро угасают. 
Для предотвращения быстрых изменений ис-
пользуют конфигурацию «сэндвич», в которой 
плотный монослой гепатоцитов расположен 
между слоями коллагена или специальной про-
слойки. Наличие с двух сторон каркаса стабили-
зирует клетки, происходит поляризация клеток 
с образованием базолатеральной, апикальной 
и каналикулярной поверхностей, улучшается 
секреция органических соединений, активность 
ферментов и транспортеров, имитируется би-
лиарная экскреция, а также удлиняется про-
должительность жизни первичных гепатоцитов 
по сравнению с обычным монослоем. Такая кон-
фигурация позволяет изучать гепатобилиарный 
транспорт ЛС, регуляцию транспортных белков, 
межлекарственное взаимодействие и гепато-
токсичность [25–28].

Модификацией системы «сэндвич» является 
микроструктурированное сокультивирование. 
D.R.  Berger и соавт. [29] предложили систему, 
в которой между мембранами были высеяны 
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островки из гепатоцит-подобных клеток в окру-
жении фибробластов. Такая сокультура имела 
преимущества в плане созревания гепатоцит-
подобных клеток, активности и продолжитель-
ности их функционирования по сравнению 
с теми же клетками, высеянными обычным ме-
тодом.

Трехмерные (3D) системы. Дальнейшее со-
вершенствование клеточных систем привело 
к созданию трехмерных моделей: сфероидов, 
систем, построенных с помощью биопечати, 
и органов-на-чипе.

Сфероиды  — это округлые конгломераты, 
образующиеся из гепатоцитов, помещенных 
в гелевую среду при определенных условиях. 
Сфероиды получаются из клеточных линий  — 
производных гепатомы, первичных гепатоцитов 
или гепатоцит-подобных клеток, полученных 
из стволовых. Чтобы преодолеть некроз, раз-
вивающийся в центре сфероида из-за наруше-
ния диффузии питательных веществ, кислорода, 
а также накопления ЖК при большом размере, 
используются методы унификации размеров 
сфероидов, например система «подвешенной 
капли» [30]. C.C. Bell и соавт. [31] провели в 6 ла-
бораториях сравнение моделей из первичных 
гепатоцитов, выращенных в конфигурациях 
«сэндвич» и сфероид. Были получены сходные 
результаты между лабораториями, показав-
шие более длительную стабильность экспрес-
сии белков и бóльшую чувствительность к ге-
патотоксичным ЛС в сфероидах по сравнению 
с двухмерной культурой. R. Kostadinova и соавт. 
[32] создали трехмерные модели печени чело-
века и крысы из гепатоцитов и НПК, включая 
эндотелиальные клетки сосудов и желчных 
протоков, клетки Купфера и звездчатые клетки. 
Архитектура и взаимодействие между разны-
ми типами клеток способствовали сохранению 
функции не только гепатоцитов, но и НПК до 3 ме-
сяцев (секреция альбумина, синтез мочевины, 
активность изоферментов CYP, транспортеров, 
синтез гликогена, ответ на воспалительные 
стимулы). Системы отличались более высокой 
чувствительностью к токсическим веществам 
по сравнению с двухмерными, что позволяло 
использовать дозы ЛС, близкие к терапевтиче-
ским, и проводить исследование повторных доз. 
Ответ на воздействие видоспецифичных гепа-
тотоксикантов (фенофибрат  — для грызунов, 
троглитазон — для человека) показал, что такие 
системы также могут использоваться для иссле-
дований видоспецифичной лекарственной ток-
сичности. S.U.  Vorrink и соавт. [33] определяли 

количественное изменение АТФ на сфероидах 
из первичных гепатоцитов при воздействии 
123 ЛС с наличием/отсутствием гепатотоксиче-
ских свойств; были показаны 69% чувствитель-
ность и 100% специфичность данной модели 
для определения ЛГТ.

Биопечать  — построение на 3D-принтере 
трехмерной каркасной конструкции из матрик-
са и клеток. I.  Ide и соавт. [34] создали с помо-
щью биопринтера сфероиды из сокультуры 
гепатоцитов и звездчатых клеток человека. 
Функциональность системы, определявшаяся 
по уровню АТФ, альбумина и мочевины, сохра-
нялась более 25 суток. В работе K.  Schmidt 
и соавт. [35] трехмерная матрица, распечатанная 
из дифференцированных клеток HepaRG, альги-
нат-желатинового гидрогеля, жидкого матриге-
ля и среды William’s E, использовалась для срав-
нительной оценки токсичности афлатоксина B1. 
Модель показала более длительное выживание 
и устойчивость клеток к токсину по сравнению 
с двухмерной системой, а также лучшее восста-
новление синтеза альбумина после 1 и 2 недель 
токсического действия.

Большая продолжительность жизни и по-
вышенная чувствительность к токсическим ве-
ществам позволяют рекомендовать системы 
трехмерной конфигурации для исследования 
хронической гепатотоксичности [31–35].

Печень-на-чипе. Достижения микрофлюидной 
инженерии позволили создавать миниатюрные 
клеточные системы in vitro  — органы-на-чипе. 
В этих чипах, или микрофизиологических пече-
ночных системах, отделения с различными тка-
нями могут взаимодействовать друг с другом по-
средством секреции молекул. Перфузия культур 
обеспечивает обмен питательными веществами, 
лучшее снабжение кислородом и напряжение 
сдвига потока. В системе образуются агрегации 
округлых клеток, сходных по строению с гепа-
тоцитами in vivo, с улучшенными и поддержи-
вающимися специфическими функциями пече-
ни. Для микрофлюидных систем используются 
первичные гепатоциты, гепатоцит-подобные 
клетки из индуцированных плюрипотентных 
стволовых клеток (iPSCs) и клетки HepG2 [36]. 
A.  Rubiano и соавт. сравнивали гепатотоксиче-
ские эффекты тровафлоксацина (фторхинолон) 
на сокультуру первичных гепатоцитов и клеток 
Купфера, выращенную в разных конфигурациях: 
«сэндвич», сфероиды и микрофизиологическая 
система [37]. Функциональность систем сравни-
валась по активности цитохрома CYP3A4 и про-
дукции альбумина, токсичность определялась 
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по высвобождению лактатдегидрогеназы (ЛДГ) 
и снижению активности цитохрома. В микрофи-
зиологической системе отмечена более высокая 
и длительная функциональная стабильность, 
а также более высокая чувствительность к ток-
сическому действию по сравнению с другими 
моделями.

Полиорганные чипы. Микрофизиологические 
системы с клетками разных органов  — это сле-
дующий шаг в моделировании, приближающий 
условия in vitro к живому организму. Комбинация 
органов в модели зависит от целей исследова-
ния: фармакокинетика, метаболизм, токсичность, 
метастазирование опухолей и др. Полиорганные 
системы для исследования токсичности обыч-
но включают модель печени, поскольку многие 
ЛС метаболизируются печенью [38]. T.  Bricks 
и соавт. [39] для исследования метаболизма 
и транспорта фенацетина использовали систе-
му из клеток печени HepG2 и кишечника Caco-2. 
C. Oleaga и соавт. [40] в системе из клеток серд-
ца, мышц, печени и нейронов исследовали от-
вет на воздействие ЛС с известным токсическим 
потенциалом: доксирубицина, аторвастатина, 
вальпроевой кислоты, парацетамола, N-ацетил-
m-аминофенола,  — и показали соответствие 
реакции разных типов клеток известным дан-
ным по воздействию этих веществ на органы. 
Основные проблемы в использовании систем 
орган-на-чипе — высокая стоимость и сложность 
масштабирования для моделирования релевант-
ного взаимодействия между тканями.

Показатели гепатотоксичности 
in vitro

При определении повреждающего действия 
ЛС на печень проводят тесты in vitro по оценке 
общей цитотоксичности либо устанавливают 
конечные точки с учетом повреждающих меха-
низмов: образование химически активных ме-
таболитов и активных форм кислорода, ингиби-
рование транспортных белков или ферментов, 
повреждение митохондрий, эндоплазматический 
ретикулярный стресс, оксидативный стресс и др.

Показатели цитотоксичности. Оценка цито-
токсичности обычно используется как скрининг, 
позволяющий определить собственную токсич-
ность вещества как представителя определен-
ного класса, а также для исследования взаи-
мосвязи химической структуры и активности/
токсичности вещества. К методам оценки цито-
токсичности относят простой подсчет клеток, 
биохимическую оценку основных клеточных 
процессов или продуктов, оценку целостности 

мембраны как признака некроза или апоптоза, 
определение лизосомальной функции, клеточ-
ной морфологии, пролиферации, гепатоцеллю-
лярных маркеров (продукция мочевины и альбу-
минов, микроРНК122) [13, 41].

Цитотоксичность показывает высокую кор-
реляцию с системной толерантностью и общей 
токсичностью ЛС в исследованиях на лаборатор-
ных животных [42]. Определение цитотоксично-
сти является простым, недорогим и быстрым 
способом определения потенциально гепато-
токсичных ЛС, но не позволяет установить моле-
кулярные процессы при ЛГТ и не дает информа-
ции касательно непрямой идиосинкратической 
ЛГТ [13, 43, 44].

Образование активных метаболитов. Хими-
чески активные метаболиты образуются в печени 
в 1-ю фазу биотрансформации и могут стать при-
чиной истощения гепатопротекторных механиз-
мов, что, в свою очередь, приводит к развитию 
оксидативного стресса. Кроме того, ковалентно 
связываясь с белками, метаболиты могут вы-
звать их модификацию с появлением антигенных 
свойств, что приводит к каскаду событий с включе-
нием комплексного иммунного ответа при разви-
тии идиосинкратической ЛГТ [44]. Химически ак-
тивные метаболиты обычно определяются в тесте 
ковалентного связывания (количественная оценка 
радиоактивно меченого вещества, связавшегося 
с белками микросом) [45] или в тестах-ловушках, 
в которых используют вещества, способные ути-
лизировать электрофильные метаболиты путем 
связывания с образованием аддуктов, определя-
емых методом масс-спектрометрии [46].

Оксидативный стресс. Оксидативный стресс 
развивается при дисбалансе образования ак-
тивных форм кислорода (АФК) и антиоксидант-
ной активности клетки. Определяется оценкой 
количества АФК, уровня перекисного окисле-
ния липидов, истощения глутатиона и/или ак-
тивации путей стресса, например пути фактора 
NRF2 [47, 48].

Митохондриальная токсичность. Митохонд-
рии производят более 90% клеточной энер-
гии в форме АТФ и регулируют некоторые сиг-
нальные пути, в том числе некроза и апоптоза. 
Для выявления митохондриальной токсичности 
оценивают митохондриальный мембранный 
потенциал, резервную емкость окислительно-
го фосфорилирования, активность различных 
комплексов электронно-транспортной цепи ми-
тохондрий, бета-окисление жирных кислот, уро-
вень митохондриальной ДНК (мтДНК) и синтеза 
митохондриальных белков, митохондриальный 
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оксидативный стресс, изменение синтеза АТФ 
в глюкозо-галактозном тесте и др. [49].

Механизмы лекарственной митохондриаль-
ной токсичности разнообразны: тиазолидиндио-
ны, например, нарушают функцию митохондрий 
прямым ингибированием цепи транспорта элек-
тронов, а нестероидные противовоспалитель-
ные препараты (НПВП) могут прервать транспорт 
электрона при синтезе АТФ. При этом рассеива-
ется митохондриальный мембранный потенци-
ал и снижается или прекращается образование 
АТФ. Парацетамол, доксирубицин и этанол инду-
цируют оксидативный стресс через окислитель-
но-восстановительный цикл или образование 
АФК [50]. Прямое или непрямое ингибирование 
бета-окисления жирных кислот может вызвать 
накопление капель жира в гепатоцитах  — ми-
кровезикулярный стеатоз [51]. Лекарственная 
митохондриальная токсичность также может 
быть результатом повреждающего действия не-
которых ЛС на репликацию мтДНК [52] или инги-
бирования синтеза митохондриальных белков, 
например оксазолидинонами [53].

Глюкозо-галактозный тест проводят с исполь-
зованием клеточной линии HepG2. В отличие 
от первичных гепатоцитов в клетках HepG2 АТФ 
образуется двумя путями: гликолизом и окис-
лительным фосфорилированием. В глюкозо-га-
лактозном тесте на клетках HepG2 определяют 
токсическое воздействие ЛС на митохондрии, 
сравнивая образование АТФ в богатой галакто-
зой среде, в которой запускается путь окисли-
тельного фосфорилирования с образованием 
АТФ в клетках в богатой глюкозой среде, в кото-
рой преобладает гликолиз [54].

Повреждение митохондрий также оценивают 
по изменению митохондриального дыхания и вы-
свобождению молочной кислоты при гликолизе. 
Митохондриальное дыхание оценивается по из-
менению скорости потребления кислорода, а гли-
колиз  — по высвобождению молочной кислоты, 
которое определяется скоростью внеклеточного 
закисления [55]. В стресс-тестах могут измерять-
ся другие показатели, связанные с механизмом 
действия, например определение резервной био-
энергетической емкости [56]. Клеточные модели 
с длительным сроком жизни позволяют опреде-
лять нарушения репликации мтДНК или синте-
за белков, кодирующихся мтДНК. S.  Nadanaciva 
и соавт. [57] определяли нарушение синтеза бел-
ков митохондрий по соотношению комплекс IV / 
фратаксин методом иммунохроматографическо-
го анализа, которое уменьшается при подавле-
нии репликации мтДНК и синтеза белка.

Несмотря на имеющиеся сведения о ток-
сическом действии многих ЛС на функцию ми-
тохондрий in vitro, информации о корреляции 
действия митохондриальных токсикантов с из-
менениями in vivo не так много, возможно, в свя-
зи с высоким уровнем ложноположительных ре-
зультатов в тестах из-за использования высоких 
концентраций ЛС [58].

Лекарственный холестаз. Лекарственное хо-
лес татическое повреждение печени связано с на-
рушением транспорта и накоплением ЖК в клетке. 
Высокие концентрации ЖК обладают клеточной 
токсичностью и морфологически вызывают гепа-
тоцеллюлярное повреждение в отличие от клас-
сического клинического холестатического пора-
жения вследствие нарушения оттока [59].

Транспорт ЖК регулируется АТФ-зависимыми 
транспортерами, в частности транспортным бел-
ком BSEP (bile salt export pump). Предполагается, 
что ингибирование или подавление BSEP является 
основным механизмом развития лекарственного 
холестаза [60]. Для изучения взаимодействия ЛС 
с BSEP определяют изменения захвата производ-
ных таурохолевой кислоты в мембранные вези-
кулы с экспрессией BSEP при воздействии ЛС [61], 
однако это исследование не позволяет оценить 
активность метаболитов ЛС и взаимодействие 
с другими транспортерами. Поэтому более фи-
зиологически релевантным является исследо-
вание транспорта на культурах в конфигурации 
«сэндвич», в которых по клиренсу тестового 
субстрата определяют уровень ингибирования 
транспортеров, при этом наличие работающих 
ферментов позволяет также учитывать влияние 
активных метаболитов [62]. В частности, было 
показано, что метаболит троглитазона (препа-
рат отозван с фармацевтического рынка из-за 
способности вызвать идиосинкратическую ЛГТ) 
является более мощным ингибитором BSEP, чем 
сам троглитазон [63].

Следует отметить, что данные о связи ин-
гибирования BSEP с идиосинкратической ЛГТ 
получены в исследованиях in vitro, в которых 
использовались концентрации ЛС, значительно 
превышающие концентрации в сыворотке in vivo, 
поэтому существуют сомнения относительно 
их прогностической ценности. Более вероятно, 
что ингибирование BSEP является одним из фак-
торов стресса, способствующих иммунообу-
словленному повреждению печени у пациентов 
с имеющейся предрасположенностью [64].

Активация иммунной системы. Адаптивной 
иммунной системе придается важное значение 
в развитии идиосинкратической ЛГТ, поэтому 
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продолжается разработка систем, позволяющих 
оценить взаимодействие клеток печени с клетка-
ми, участвующими в формировании иммунного 
ответа. Для исследования активации иммунной 
системы в ответ на действие ЛС предлагается 
использовать сокультуру клеток печени с эн-
дотелиальными клетками печеночных синусов, 
клетками Купфера или звездчатыми клетками, 
поскольку известно, что они участвуют в иммун-
ном ответе в качестве антигенпрезентирующих 
клеток [32, 65]. M.O. Ogese и соавт. [66] изучали 
влияние на дендритные клетки надосадочной 
жидкости (супернатанта), полученной после 
воздействия гепатотоксичных ЛС на первичные 
гепатоциты. Результаты исследования показа-
ли, что супернатант, содержащий молекулярные 
фрагменты, связанные с повреждением, стиму-
лировал секрецию дендритными клетками про-
воспалительных цитокинов.

Инновационные технологии
Биотехнологические инновации в исследова-

нии ЛГТ in vitro включают технологии, позволяю-
щие осуществлять получение, хранение и обра-
ботку большого количества данных (Big Data).

Одновременный многопараметрический скри-
нинг (high-content screening, HCS). HCS  — это 
комбинация автоматизированной микроско-
пии с анализом изображений, позволяющая 
одновременно оценить комплекс параметров 
благодаря использованию флуоресцентных 
зондов-красителей. HCS позволяет одновре-
менно оценивать целый спектр показателей: 
от клеточной жизнеспособности, накопления 
активных форм кислорода или повреждения 
эндоплазматического ретикулума до призна-
ков развития холестаза, стеатоза или фосфоли-
пидоза. Для теста HCS используют первичные 
гепатоциты человека, клеточные линии, по-
лученные из опухолей, или гепатоцит-подоб-
ные клетки, полученные из стволовых клеток, 
а также сокультивированные клеточные систе-
мы [67]. Получение разнообразной информации 
на уровне отдельной клетки помогает углубить 
представление о механизме токсического дей-
ствия ЛС. P.J. O’Brien и соавт. одними из первых 
применили одновременный многопараметри-
ческий скрининг на клетках HepG2, исследуя 
243 ЛС с разной степенью гепатотоксичности 
[68]. Использовались 4 флуоресцентных кра-
сителя, позволявших оценивать площадь ядра, 
митохондриальный мембранный потенциал, 
проницаемость митохондриальной мембра-
ны и внутриклеточную концентрацию кальция. 

Определение токсического потенциала ЛС 
для человека показало 80% чувствительность 
и 90% специфичность при концентрации in vitro, 
равной 30-кратной максимальной эффективной 
концентрации.

Обычно HCS применяют на культурах в двух-
мерной конфигурации (монослой или «сэндвич»), 
но есть опыт получения и анализа изображений 
для HCS в трехмерной клеточной культуре [69]. 
HCS используется в фармацевтической инду-
стрии для скрининга потенциальных ЛС на пред-
мет гепатотоксичности и показал себя мощным 
инструментом прогнозирования ЛГТ на ранних 
этапах разработки благодаря высокой чувстви-
тельности по сравнению с общепринятыми ме-
тодами [70, 71].

Для улучшения прогностической силы в плане 
потенциальной гепатотоксичности и повышения 
чувствительности HCS применяют в комбинации 
с другими методами, такими как транскриптоми-
ка или метаболомика.

Омик-технологии. В последнее время при-
влекают внимание и бурно развиваются новые 
подходы оценки гепатотоксичности в клеточ-
ных системах in vitro на основании омик-тех-
нологий: транскриптомики (исследование 
совокупности транскриптов), протеомики (ис-
следование совокупности белков) и метаболо-
мики (исследование совокупности метаболитов). 
Омик-технологии генерируют огромное количе-
ство данных, которые отражают комплексность 
происходящих в биологическом объекте про-
цессов в ответ на воздействие ЛС.

Транскриптомика. Многие клеточные процес-
сы контролируются на уровне экспрессии генов, 
поэтому изменение совокупности транскриптов 
РНК в клетке позволяет судить об изменении 
экспрессии генов, то есть об активации процес-
сов в ответ на воздействие различных веществ. 
Определение матричных РНК (мРНК) является 
инструментом прогнозирования синтеза и ак-
тивности белков. Для обработки большого ко-
личества мРНК используются несколько мето-
дов: РНК-секвенирование, методы сериального 
и кэпового анализа экспрессии генов SAGE/CAGE 
(serial analysis of gene expression/cap analysis of 
gene expression), метод микрочипов. Метод SAGE 
основан на определении сотен фрагментов мРНК 
с последующим подсчетом специфичных фраг-
ментов в образце. Микрочипы — фиксированные 
на плотном субстрате молекулы олигонуклеоти-
дов или комплементарных ДНК, имеющие участки, 
способные гибридизироваться с определенными 
РНК, что позволяет проводить сортировку РНК 
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и оценку уровня их экспрессии. Тестируемые об-
разцы предварительно окрашиваются флуоро-
хромами, и количественная оценка проводится 
по интенсивности свечения с использованием 
флуоресцентной микроскопии. С помощью одно-
го чипа могут определяться сотни различных ге-
нов. Существуют также высокопроизводительные 
секвенаторы нового поколения, позволяющие 
быстро секвенировать большое количество генов 
[72]. Профиль экспрессии генов может использо-
ваться для сравнения фенотипа различных кле-
точных культур [73] или для классификации ме-
ханизма действия новых экспериментальных ЛС 
путем сравнения с характеристиками, получен-
ными в других исследованиях [74].

K.N. De Abrew и соавт., исследуя изменения 
транскриптома под влиянием препаратов с раз-
личным механизмом токсического действия, по-
казали, что изменение транскриптома отража-
ет специфичность механизма повреждающего 
действия [75]. B.R. Ware и соавт. сравнивали из-
менение профилей экспрессии генов первичных 
гепатоцитов, выращенных в микроструктуриро-
ванной сокультуре с фибробластами, при воз-
действии гепатотоксичных и негепатотоксич-
ных ЛС аналогичных фармакологических групп. 
Воздействие троглитазона и росиглитазона 
показало на 14 сутки инкубации различие экс-
прессии 628 генов по сравнению с контролем. 
При этом >75% транскриптов, участвующих 
в таких путях, как метаболизм жирных кислот 
и ЛС, оксидативный стресс, воспалительный от-
вет и коагуляционный каскад, были изменены 
под действием гепатотоксичного троглитазона.

Сходные изменения транскриптома были по-
лучены для других пар гепатотоксичных и неге-
патотоксичных аналогов [76]. Описаны модели 
in vitro для прогнозирования ЛГТ, основанные 
на токсикогеномных данных. H.J.  Cha и соавт., 
основываясь на изменении профилей экспрес-
сии генов при воздействии гепатотоксичных 
и негепатотоксичных НПВП, использовали 
клетки HepG2 для создания модели прогноза 
гепатотоксичности на основе избранных генов, 
показавших максимальные изменения при ток-
сическом воздействии. Валидация модели была 
проведена на 4 НПВП и показала 100% чувстви-
тельность и специфичность [77].

Протеомика. мРНК является промежуточным 
звеном между геном и синтезом белка, изменения 
транскриптома отражают реакцию на воздействие, 
но не всегда коррелируют с уровнем экспрессии 
белков. Посттрансляционная модификация белка 
может повлиять на его активацию, локализацию, 

стабильность, взаимодействие и передачу сиг-
налов. Протеомика, изучая совокупность белков 
в клетке в данный момент, дополняет данные 
транскриптомики в плане определения и оцен-
ки процессов, происходящих при токсическом 
действии. Для идентификации и количественной 
оценки белков используют иммунохимические 
методики, электрофорез, хроматографию и совре-
менные технологии с высокой пропускной способ-
ностью: микрочипы и масс-спектрометрию [78, 79]. 
М. Alvergnas с соавт., изучая изменение протеома 
первичных гепатоцитов человека при воздействии 
гепатотоксичного препарата безафибрат, опреде-
лили изменение экспрессии белков, участвующих 
в печеночном канцерогенезе и воспалительном 
ответе, при этом дополнительное воздействие 
предшественника глутатиона N-ацетилцистеина 
модифицировало набор белков, регулируемых 
безафибратом [80].

Метаболомика. Метаболомика изучает биохи-
мический профиль организма на уровне малых 
молекул: промежуточных и конечных продуктов 
обмена веществ, гормонов, сигнальных молекул. 
Метаболизм  — нижний уровень биомолекуляр-
ной организации системы, его динамика может 
меняться при минимальном воздействии, и дан-
ные, отражающие эти изменения, еще больше 
детализируют механизм токсического действия 
и ответную реакцию организма [81]. Для опре-
деления метаболитов используют комбинацию 
хроматографических методов с масс-спектро-
метрией либо ядерный магнитный резонанс 
[82]. Идентификация метаболитов проводится 
на основании данных собственных или общедо-
ступных баз данных по метаболомике.

A. Ruiz-Aracama и соавт. [83], исследуя на клет-
ках HepG2 изменение метаболома in vitro в ответ 
на гепатотоксичный 2,3,7,8-тетрахлородибензо-
диоксин, показали соответствие метаболиче-
ских изменений данным ранее проведенных 
исследований in vivo и in vitro. E. Krajnc и соавт. 
[84] при исследовании метаболома на клетках 
HuH7 и первичных гепатоцитах мышей опреде-
лили, что гепатотоксичный антидепрессант не-
фазодон нарушал глюконеогенез, анаэробный 
гликолиз и окислительное фосфорилирование, 
что указывало на наличие нескольких путей по-
давляющего действия ЛС на синтез АТФ.

Комбинирование метаболомики с другими 
омик-технологиями позволяет в еще большей 
степени детализировать пути и механизмы, ак-
тивирующиеся в ответ на токсическое воздей-
ствие. R.M. Rodrigues и соавт. [85] использовали 
транскриптомику и метаболомику для оценки 



Оценка лекарственной гепатотоксичности in vitro на клеточных моделях (обзор)

Мазеркина И.А. 

140 Безопасность и риск фармакотерапии. 2023. Т. 11, № 2

холестатической токсичности бозентана на клет-
ках HepaRG и определили генные изменения, 
связанные с активацией рецептора ядерного 
фарнезоида Х, и метаболические изменения, ука-
зывающие на митохондриальное повреждение.

Информация по токсической активности 
различных веществ, влиянию на геном, транс-
криптом, метаболом, получаемая из разных 
лабораторий, собирается в общедоступных 
базах данных  — MetabolomeXchange1, Human 
Metabolome Database2, GenomeNet3, NCBI4, 
Protein Information Resource (PIR)5 и др.

Рекомендации регуляторных 
органов по доклиническим 
исследованиям гепатотоксичности

Согласно руководству Европейского агент-
ства по лекарственным средствам (European 
Medicines Agency, EMA) по доклиническим иссле-
дованиям лекарственно-индуцированной гепа-
тотоксичности (редакция 2010 г.)6 исследования 
in vitro рекомендуется проводить как дополни-
тельные для уточнения механизма после выяв-
ления сигналов о гепатотоксичности ЛС in vivo 
на лабораторных животных или в дорегистра-
ционных клинических испытаниях. В последней 
редакции отмечена значимость показателей 
ответа на клеточный стресс, данных многопара-
метрического исследования клеток, изменений 
экспрессии генов и белков, а также биомаркеров 
клеточного повреждения или восстановления. 
В то же время эти методики не стандартизи-
рованы, имеют различный экспериментальный 
дизайн и не валидированы в плане чувстви-
тельности и/или специфичности для прогноза 
клинической безопасности. Также отмечена 
перспективность интегрированного анализа 
данных омик-технологий.

Отсутствие более позднего обновления ре-
комендаций, возможно, обусловлено наличием 
нескольких нерешенных вопросов, связанных 
с исследованиями in vitro. Это проблема вали-
дации и стандартизации методик, поскольку 
существует большой разброс данных между 
лабораториями. Другое затруднение состоит 
в том, что большинство клеточных систем под-
ходят для скрининга дозозависимой токсич-
ности, то есть эффективно выявляют прямую 

гепатотоксичность, но не отражают межле-
карственные взаимодействия и индивидуаль-
ные особенности человека. Также сохраняется 
проблема количественного переноса результа-
тов тестов in vitro на условия in vivo.

Заключение
За последние десятилетия достигнут значи-

тельный прогресс в разработке клеточных мо-
делей для исследования ЛГТ in vitro. Клеточные 
культуры совершенствуются в направлениях 
увеличения продолжительности жизни и сохран-
ности функций, повышения экспрессии фермен-
тов и транспортеров, усложнения конфигураций 
систем с имитацией канальцев и возможности 
сокультивирования паренхиматозных и непа-
ренхиматозных клеток.

Использование современных клеточных мо-
делей позволяет не только выявлять токсичность, 
но также изучать механизмы цитотоксичности, 
митохондриальной токсичности, нарушения об-
мена желчных кислот, клеточного стресса и дру-
гих процессов повреждения печени. Сделаны 
шаги в плане создания сложных клеточных си-
стем для изучения иммунных сигналов и путей, 
которым отводится большая роль в патогенезе 
идиосинкратической ЛГТ.

Широкое внедрение одновременного много-
параметрического скрининга (HCS) для изучения 
ЛГТ позволило быстро и производительно обраба-
тывать большие объемы данных. Высокая техно-
логичность омик-технологий открывает большие 
возможности в плане стандартизации методик, 
что позволит получать сопоставимые данные 
в разных лабораториях и более конкретно трак-
товать полученные результаты. Перспективными 
направлениями моделей для исследований in vitro 
представляются создание сложных систем со-
культивирования и органов-на-чипе, максимально 
приближающих условия к таковым in vivo, а также 
создание моделей in silico.

Увеличение количества и разнообразия полу-
чаемой в тестах in vitro информации и наличие 
инструментов для ее обработки представляются 
предвестниками если не прорыва, то существен-
ного шага вперед в плане детализации механиз-
мов и определения релевантных биомаркеров для  
доклинической диагностики гепатотоксичности.

1  http://www.metabolomexchange.org
2 https://hmdb.ca
3 https://www.genome.jp
4 https://www.ncbi.nlm.nih.gov
5 https://proteininformationresource.org
6 Reflection paper on non-clinical evaluation of drug-induced liver injury (DILI). EMEA/CHMP/SWP/150115/2006. EMA; 2010.

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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