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Під час розвитку печінкової енцефалопатії в умовах моделювання хронічного гепатиту у щурів 
лінії вістар показане вірогідне збільшення рівня кальційзв’язуючого протеїну S100b та гліального 
фібрилярного кислого протеїну (ГФкП) у цитозольній фракції протеїнів мозку щурів у разі одночасно-
го зменшення рівня філаментного ГФкП у сечовинній фракції. Збільшення концентрації S100b може 
стимулювати демонтування проміжних філаментів астроцитів. За допомогою імуногістохімічного 
аналізу встановлено, що астроцити мозку щурів із хронічним гепатитом втрачають характерну 
зірчасту форму та набрякають; за даними iмуноблотингу виявлено зниження головноi форми ГФкП 
та появу низькомолекулярних дериватiв. вживання 2-оксоглутарату (2,28 г/л у питній воді протягом 
10 діб після розвитку хвороби) стабілізує рівень астроцит-специфічних протеїнів у мозку дослідних 
щурів і повертає до нормального стану астроцити.
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Д ослідження молекулярно-біохімічних 
механізмів розвитку печінкової 
енцефалопатії (ПЕ) – комплек-

су неврологічних та психічних розладів, що 
спостерігається у хворих із хронічними захво-
рюваннями печінки чи при портокавальному 
анастомозі, на сьогодні є досить актуальним. 
Кількість хворих на хронічний гепатит В та 
С у світі перевищує 480–520 мільйонів осіб, і 
щорічно від 700 до 1000 тис. осіб помирають 
внаслідок цих інфекцій. Епідемія паренте-
ральних вірусних гепатитів в Україні перебігає 
як прихована і дані офіційної статистики не 
відображають її реальних обсягів. Водночас, 
на думку експертів ДУ «Інституту епідеміології 
та інфекційних хвороб ім. Л. В. Грома-
шевського АМН України», кількість осіб, 
хронічно інфікованих вірусами парентераль-
них гепатитів в Україні, може перевищувати 
270 тис. [1].

Розвиток печінкової енцефалопатії є бага-
тогранним процесом. По-перше, у головному 
мозку накопичуються патогенні чинники: на-
самперед, це аміак, рівень якого підвищений 
за умов хронічних хвороб печінки [2]; також 
має місце підвищений рівень марганцю [3] та 
γ-аміномасляної кислоти [4], коротколанцю-
гових жирних кислот [5], меркаптанів [6], по-
милкових медіаторів, як, наприклад, тірамін, 

октопамін і β-фенілетаноламіну [7]. По-друге, 
спостерігається набряк мозку: він розвивається 
на тлі існування осмотичного та оксидативно-
го стресу, запалення та гіпонатріємії [8]. Усі ці 
патогенні фактори виявляють опосередкова-
ний вплив на нейрони головного мозку, але їхня 
безпосередня дія направлена на астрогліальні 
клітини, які, в першу чергу, забезпечують 
функціональну здібність гематоенцефалічного 
бар’єра та реакції детоксикації (особливо 
глутамін-глутаматний цикл за участю 2-ок-
соглутарату). Стан астрогліальних клітин за-
звичай оцінюють за рівнем специфічних 
протеїнів – Са2+-зв’язуючого протеїну S-100b 
та гліального фібрилярного кислого протеїну 
(ГФКП). Астрогліальний Са2+-зв’язуючий 
протеїн S-100b бере участь у регуляції гомео-
стазу астроцитів і нервових клітин [9]. Показа-
но, що S-100b як внутрішньоклітинний регу-
лятор впливає на фосфорилювання протеїнів, 
енергетичного метаболізму, цитоскелетної 
динаміки (і, таким чином, регулює клітинну 
поверхню та міграцію), кальцієвого гомеоста-
зу та проліферації й диференціації клітин [10]. 
S-100b, що продукується в астроцитах, може 
транспортуватися до міжклітинного середо-
вища, де він може бути нейротрофічним чин-
ником, або нейротоксичним (в залежності від 
концентрації) [11]. В умовах ураження голов-
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ного мозку різного ґенезу спостерігається зро-
стання рівня протеїну S-100b [12]. Останнім 
часом з’явилися роботи, в яких  зростаючий 
рівень S-100b пов’язують з гіпоперфузією окре-
мих органів [13]. 

Однією з молекул, що має вагомий вне-
сок у структурну організацію астрогліальних 
клітин є ГФКП [14], який бере участь у 
формуванні цитоскелета клітин і впливає на 
регуляцію їхнього об’єму. Існують дані про 
зв’язок рівнів S-100b та ГФКП: зростання 
рівня S-100b потенціює розпад проміжних 
філаментів, зменшуючи кількість ГФКП [15].

В останні п’ять років почали з’являтися 
дані щодо гіперчутливості астроцитів внаслідок 
розвитку гіперамоніемії та хронічних хвороб 
печінки, але у більшості робіт описано тільки 
морфологічні зміни гліальних клітин.

Метою даної роботи було визначення 
співвідношення рівня астроцит-специфічних 
протеїнів S-100b та ГФКП у різних відділах 
мозку щурів в умовах експериментального 
хронічного гепатиту та застосування 2-оксоглу-
тарата (для корекції печінкової енцефалопатії 
[16–18]).

матеріали і методи

Експериментальну частину роботи було 
проведено на щурах лінії Вістар (32 твари-
ни, 3-місячні, з масою тіла 160–180 г). Тва-
рини знаходилися у стандартних умовах із 
циклічністю доби: світло – 12 год, ніч – 12 год. 

Експериментальна модель хронічного ге-
патиту (ХГ) була створена на основі моделі 
хронічного гепатиту С за патентом [19]. Під 
шкіру задньої лапки щурів 4-разово, че-
рез кожні 5 днів вводили 50%-й розчин ССl4 
(у рафінованій олії), а після закінчення в 
корінь хвоста щурів вводили повний ад’ювант 
Фрейнда 0,5 мл, який містив 0,5 мг БЦЖ і 
5 мг протеїну гомогената печінки; через 8 днів 
вводили азатіоприн у дозі 50 мг/кг, а ще через 
7 днів – повний ад’ювант Фрейнда з гомогена-
том печінки 0,25 мл, ще через 5 днів – вводили 
азатіоприн у дозі 50 мг/кг, через 4 дні – пов-
ний ад’ювант Фрейнда з гомогенатом печінки 
0,25 мл.

Вплив на розвиток печінкової 
енцефалопатії проміжного метаболіту 
глутамін-глутаматного циклу астроцитів 
досліджували із застосуванням 2-оксоглутара-
ту (2-ОГ) (Essentys AB, Швеція). 

Щурів було розділено на 4 групи, по 8 
тварин у кожній групі: 1-а – інтактні; 2-а – 
з екс периментальним ХГ; 3-я – без моделю-
вання ХГ (введення 2-ОГ, 2,28 г/л питної води 

протягом 10 днів); 4-а – моделювання ХГ з на-
ступним введенням 2-ОГ, 2,28 г/л питної води 
протягом 10 днів. Декапітацію тварин про-
водили під легким наркозом. Для подальших 
досліджень із мозку тварин виділяли мозо-
чок, сенсорну частину кори півкуль, таламус, 
гіпокамп. З метою дослідження астроцит-
специфічних протеїнів, що різняться за місцем 
локалізації, за допомогою диференціального 
центрифугування та солюбілізації протеїнів за 
участю сечовини (4 М) одержані різні фракції, 
що містили цитозольнi (водорозчинні) і 
екстрацелюлярні/цитоскелетні протеїни [20]. 
Буфер містив: трис – 25 мМ (рН7,4), ЕДТО – 
1 мМ, дитіотрейтол – 2 мМ, ФМСФ – 0,2 мМ, 
NaN3 – 0,01%. 

Визначення кількості астроцит-
специфічних протеїнів у фракціях тканин 
мозку проводили згідно зі стандартною ме-
тодикою конкурентного імуноензимного 
аналізу, з використанням моноспецифічних 
поліклональних антитіл проти ГФКП та 
S-100b (Sigma, США), відповідних вторин-
них антитіл проти IgG кролів, мічених пер-
оксидазою хрону (Sigma, США). Для побудо-
ви калібрувальних кривих використовували 
очищені антигени S-100b (Sigma, США) та 
ГФКП (Boehringer, Німеччина). Для оцінки 
результатів проводили вимірювання оптичної 
густини на спектрофотометрі «Anthos 2010» 
при довжині хвилі 492 нм. Кiлькість протеїнів 
представлено у нг на мг тканини.

Дослідження морфологічних особли-
востей астроцитів проводили за допомогою 
стандартного протоколу імуногістохімічного 
аналізу з використанням антитіл до ГФКП. 
Після стадій депарафінізації, регідратації 
парафінових зрізів мозку і блокування 
ендогенної пероксидази, на дослідні зрізи на-
носили розчин кролячих анті-IgG до ГФКП, 
що були розведені у 500 разів 20 мМ фос-
фатним буфером – рН 7,2, який містив 1%-й 
БСА. На контрольні зрізи наносили зазначе-
ний буфер без антитіл для контролю рівня 
неспецифічного фарбування. Інкубацію про-
водили у вологій камері при 4 °С протягом 
8–10 год. Після промивки на зрізи наноси-
ли вторинні антикролячі антитіла, що були 
мічені пероксидазою хрону та інкубували 
протягом 1 год при кімнатній температурі, 
з подальшим фарбуванням за допомогою 
3,3′-діамінобензидину. Після дегідратації 
забарвлені зрізи заключали в DePex.

Дослідження поліпептидного складу 
протеїнів проводили методом електрофоре-
зу в ПААГ у присутності DSNa за Леммлі. 

ЕКСПЕРиМЕНТАЛьНІ РОБОТи
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Серед протеїнів, що були розділені під час 
електрофорезу, специфічні протеїни визнача-
ли методом імуноблотингу з використанням 
моноспецифічної антисироватки до ГФКП.

Результати обробляли статистично за 
t-критерієм Стьюдента. Дані представлені у 
вигляді м ± σ. Статистично значущими вва-
жали дані при P < 0,05.

результати та обговорення

Під час розвитку експериментального 
хронічного гепатиту в усіх відділах мозку щурів 
визначено високий рівень кальційзв’язуючого 
протеїну S-100b. Найбільше його зростан-
ня спостерігали у мозочку – у 12,1 раза, у 
таламусі – у 10,6 раза, у сенсорній частині 
кори півкуль та гіпокампі – у 4,5 та 4,7 раза 
відповідно (рис. 1).

Одержані величини кальційзв’язуючого 
протеїну S100b складаються з концентрацій 
його цитозольної форми і експресованих 
астроглією позаклітинних молекул S100b. 
Збільшення концентрації S100b у мозку щурів 
в умовах розвитку ХГ свідчить про декілька 
процесів, що можливо відбуваються одночас-
но: активацію астроцитів внаслідок токсикації 
мозку (безпосередньо – глутамін-глутаматного 
циклу) і збільшення транспорту S100b з 
астроглії до міжклітинного простору та нега-
тивний вплив на нейрони.

Як відомо, дія S100b залежить від його 
рівня: у наномолярних концентраціях у моз-
ку цей протеїн є нейротрофічним фактором у 

разі розвитку нейронів та їхньої регенерації, 
але, у той же час, підвищення концентрації 
S100b до мікромолярного рівня призво-
дить до збільшення експресії β-амілоїдних 
протеїнів та апоптозу клітин мозку [21]. 
Розвиток печінкової енцефалопатіі під час 
хронічного гепатиту зумовлює збільшення 
проникності гематоенцефалічного бар’єра [22], 
функціонування якого забезпечується саме 
гліальними клітинами. Нами було ви значено, 
що внаслідок росту рівня S100b він починає 
проникати крізь гематоенцефалічний бар’єр та 
може бути використаний як маркер ураження 
нервових клітин під час розвитку печінкової 
енцефалопатії [23]. На даний час визначають 
рівень S100b не тільки в сироватці крові, але 
й у сечі та спинномозковій рідині. Як було 
продемонстровано в дослідженнях [24–26], 
збільшений рівень протеїну S100b у сечі та 
спинномозковій рідині є також несприятливим 
фактором для дітей, що хворіють на септичну та 
гіпоксичну ішемічну енцефалопатію. Клінічні 
дослідження довели, що існує  залежність між 
рівнем S100b і ГФКП у спинномозковій рідині 
та ступенем ураження при інсульті [27] та трав-
мах головного мозку [28].

Одержані нами дані вказують на 
взаємозалежність між зміною рівня S-100b 
і ГФКП у мозку щурів з ХГ. Концентрація 
цитозольноi форми ГФКП під час ХГ значно 
збільшена. Найсуттєвіші зміни спостерігали у 
сенсорній частині кори півкуль та у таламусі/
гіпоталамусі (зростання у 5,6 раза) (рис. 2, 

рис. 1. рівень кальційзв’язуючого протеїну S-100b у мозку щурів. м – мозочок, СЧ – сенсорна частина 
кори півкуль, Т – таламус, Г – гіпокамп, м ± σ, n = 8, *** р < 0,001 (порівняно з контрольною групою), 
## р < 0,01, ### р < 0,001 (порівняно з групою хронічного гепатиту)
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а), трохи менше – у мозочку (у 4,2 раза) та у 
гіпокампі (у 3,6 раза) (рис. 2, а).

Встановлено, що на тлі значного 
збільшення концентрації цитозольної фор-
ми ГФКП у мозку щурів з ХГ концентрація 
філаментної форми цього протеїну 
змінюється наступним чином: у мозочку та 
таламусі відбувається зменшення на 36 та 
24% відповідно (результати невірогідні), а у 

сенсорній частині кори півкуль концентрація 
фГФКП майже не змінюється (рис. 2, Б). 
Збільшення цитозольної форми ГФКП у моз-
ку щурів у разі відносно незмінної кількості 
його філаментної форми під час ХГ свідчить 
про унеможливлювання агрегації структур-
них одиниць ГФКП у проміжні філаменти 
на тлі збільшення продукування S100b. Як 
відомо, S100b впливає специфічним чином на 

рис. 2. рівень цитозольної (а) та філаментної (Б) форми ГФкП у мозку щурів. м – мозочок, СЧ – 
сенсорна частина кори півкуль, Т – таламус, Г – гіпокамп, n = 8, ** – р <0,01, *** р < 0,001 
(порівняно з контрольною групою), ## р < 0,01, ### р < 0,001 (порівняно з групою хронічного гепатиту)
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протеїни цитоскелета астроцитів, а саме каль-
десмон, кальпонін, проміжні філаменти ІІІ 
типу, ГФКП та протеїни мікротрубочок. Так, 
за свідченнями [29] та [30] S100b пригнічує 
збирання мікротрубочок через розпад тубуліну 
та стимулює кальцієву чутливість вже зібраних 
мікротрубочок. Астроцити в мозку мутантних 
мишей, які продукували збільшену кількість 
S100b, мали зменшену кількість ГФКП [31]. Ми 
дослідили динаміку змін кальційзв’язуючого 
протеїну S100b та цитозольної й філаментної 
форм ГФКП. Кореляційний аналіз показав, 
що існує пряма залежність між кількістю 
S100b та цитозольної форми ГФКП (r = 0,97–
0,9), але між S100b та філаментною формою 
ГФКП кількісна залежність стає зворотною 
(r = -0,50 – -0,34) майже у всіх відділах моз-
ку, крім гіпокампа (r = 0,77). Таким чином, 
збільшення продукування S100b призводить 
до роз’єднання вже існуючих проміжних 
філаментів, при цьому концентрація розчинної 
(незібраної) форми ГФКП збільшується. 

Результати імуноблотингу філаментних 
фракцій, виділених із різних відділів мозку 
щурів (фарбування антитілами до ГФКП) по-
казали, що під час ХГ відбувається збільшення 
низькомолекулярних дериватів ГФКП і змен-
шення його головної філаментної форми 
(39 кДа), що також вказує на демонтування 
філаментiв. Найбільш виразно цей процес 
відбувається у мозочку (рис. 3).

Однак у гіпокампі відмічено вірогідне 
зростання рівня фГФКП (на 89%), навіть в 
умовах високого рівня S100b й збільшеного 
рівня низькомолекулярних форм ГФКП, що є 
свідченням розвитку реактивного астрогліозу 
в цій структурі мозку.

За даними імуногістохічного дослідження 
встановлено, що в умовах розвитку експери-
ментального ХГ частина астроцитів у моз-
ку щурів втрачає свою характерну зірчасту 
форму та набрякає. Відбувається їхнє пере-
родження в астроцити Альцгеймера ІІ типу 
(рис. 4). Ці анормальні астроцити, які на-
брякаючи збільшуються у розмірах, зазви-
чай зустрічаються попарно або потрійно, 
та мають збільшені склоподібні ядра. Така 
склоподібність пояснюється тим, що ДНК 
та асоційовані протеїни не розподіляються в 
ядрі, а концентруються на його краях.

Внаслідок захворювання на ХГ починає 
розвиватися фіброз печінки, що призводить до 
збільшення кількості клітин сполучної ткани-
ни та заміщенням ними гепатоцитів [32]. Таким 
чином, погіршується детоксикаційна функція 
печінки. У крові спостерігається збільшення 
токсичних продуктів (а саме аміаку), що мо-

жуть проникати крізь гематоенцефалічний 
бар’єр. Аміак, потрапивши у головний мозок, 
елімінується астроцитами. Через збільшення 
його кількості, астроцити не справляються з 
цим навантаженням і у них розвивається на-
бряк [33]. Саме збільшення кількості аміаку 
при ХГ є основним фактором появи печінкової 
енцефалопатії.

З метою корегування розвитку печінкової 
енцефалопатії ми досліджували ефект 2-ок-
соглутарату – головного метаболіту, що 
забезпечує нейтралізацію вільного аміаку в 
мозку. На сьогодні не має лікарського пре-
парату на основі цього метаболіту, але в 
декількох дослідженнях було встановлено, що 
саме гіперамоніемія призводить до гальмуван-
ня цик лу трикарбонових кислот у мозку за ра-
хунок відтоку 2-оксоглутарату [16–18].

У нашому експерименті вживання 2-ок-
соглутарату (2,28 г/л питної води протягом 
10 днів після розвитку хронічного гепати-
ту) призводить до позитивних змін у мозку 
досліджуваних щурів. У всіх відділах моз-
ку щурів відбувається вірогідне знижен-
ня концентрації S100b у порівнянні із тва-
ринами з ХГ й наближення рівня цього 

рис. 3. імуноблотинг протеїнів з сечовинної 
фракції мозочку щурів (фарбування антитілами 
до ГФкП). к – контрольна група, ХГ – група 
щурів з хронічним гепатитом, ХГ+2-ОГ – група 
щурів з хронічним гепатитом на тлі вживання 
2-оксоглутарата (2,28 г/л питної води, протя-
гом 10 днів)
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протеїну до контрольних значень (рис. 1). Так, 
концентрація S100b зменшується в мозочку 
на 47%, у сенсорній частині кори півкуль – 
на 61%, у таламусі та гіпокампі – на 90%. 
Зменшення концентрації кальційзв’язуючого 
протеїну S-100b є беззаперечним свідченням 
нормалізації стану головного мозку щурів під 
впливом 2-оксоглутарату у разі ХГ. Про це 
свідчить і повернення рівня розчинної форми 
ГФКП до нормальних значень у всіх відділах 
мозку досліджуваних щурів. У гіпокампі 
спостерігається навіть значне зниження 
концентрації цГФКП відносно контрольного 
рівня (рис. 2, а). У порівнянні з групою тва-
рин з ХГ концентрація цГФКП зменшується 
в мозочку на 72%, у сенсорній частині кори 
півкуль – на 84%, у таламусі/гіпоталамусі – 
на 89%. Таке значне зменшення цГФКП 
супроводжується відповідною стимуляцією 
продукування філаментної форми ГФКП. У 
філаментній фракції мозку щурів кількість 
фГФКП після вживання 2-оксоглутарату на тлі 
розвинутої печінкової енцефалопатії не тільки 
повертається до нормальних значень, але стає 
вищою (рис. 2, Б). Зменшення ГФКП у моз-
ку щурів в умовах збільшення кількості його 
філаментної форми під впливом 2-оксоглута-

рату свідчить про стимулювання нормалізації 
цитоскелета астроцитів (імуногістохімічно 
підтверджено нормалізацію розміру та зірчатої 
форми астроцитів, стимуляцію відновлення 
астроцитів та наявність тільки поодино-
ких порушених клітин; данi iмуноблотингу 
підтвердили запобігання фрагментацii 
фГФКП). Можливо, таке різке зростання 
продукції фГФКП є терміновою компенсацію 
поновлення функцій астроглії внаслідок 
детоксикації 2-оксоглутаратом.

Таким чином, розвиток печінкової 
енцефалопатії у щурів в умовах експери-
ментального ХГ призводить до ушкодження 
астроглії (втрата характерної зірчастої фор-
ми та набрякання, переродження в астроци-
ти Альцгеймера ІІ типу), що супроводжується 
збільшеним продукуванням у мозку S100b 
та деполімеризацією проміжних філаментів 
цитоскелета астроцитів (на тлі зниження 
фiламентної форми ГФКП та її фрагментацiї 
на низькомолекулярнi деривати, поряд зі 
збільшенням цитозольної форми ГФКП); 

В той же час використання 2-оксоглутара-
ту позитивно впливає на розподіл астроцитар-
них протеїнів та відновлює функції астроглії.

рис. 4. Сагітальні зрізи мозочка щурів, що забарвлені антитілами до ГФкП: а – контрольна група, 
Б – група з хронічним гепатитом. Збільшення у 1200 разів

А Б
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Протеины астроглии в мозге 
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Показано увеличение уровня кальций-
связывающего протеина S100b и цитозольной 
формы глиального фибриллярного кислого 
протеина (ГФКП), а также уменьшение уровня 
филаментного ГФКП при развитии печеноч-
ной энцефалопатии в мозге крыс линии Вистар 
при экспериментальном хроническом гепатите 
(ХГ). Увеличение концентрации S100b может 
стимулировать разборку промежуточных фи-
ламентов астроцитов. С помощью иммуно-
гистохимического анализа установлено, что 
астроциты в мозге крыс с ХГ, теряют характер-
ную звездчатую форму и оте кают; результаты 
иммуноблотинга подтвердили фрагментацию 
основной формы ГФКП и появление ее низко-
молекулярных дериватов. Применение 2-оксо-
глутарата (2,28 г/л питьевой воды в течение 10 
дней после развития ХГ) стабилизирует уро-
вень астроцит-специфических протеинов моз-
га крыс и нормализует состояние астроцитов.

К л ю ч е в ы е  с л о в а: хронический гепа-
тит, астроциты, S100b, ГФКП, 2-оксоглутарат.
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S u m m a r y

A probable increase of the level of calcium-
binding protein S100b and soluble form of glial fi-
brillary acidic protein (GFAP), as well as reducing 
the level of filament GFAP in the brain of Wistar 
rats under hepatic encephalopathy development 
caused by chronic hepatitis (HP) were shown. In-
creasing concentrations of S100b may stimulate 
the disassembly of intermediate filaments of as-
trocytes. The immunohistochemical analysis helps 
to reveal that astrocytes in the brain of rats that 
had HP lose the characteristic stellate shape and 
swelling . Immunoblotting result have shown the 
fragmentation of the main filament form of GFAP 
and appearance of low mass derivates. Applica-
tion of 2-oxoglutarate (2.28 g/l of drinking water 
during  10 days after the onset of chronic hepatitis) 
stabilized the studied proteins and the state of as-
troglia.

K e y  w o r d s: chronic hepatitis, asrocyte 
specific proteins, S100b, GFAP, 2-oxoglutatate.
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