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ечінкова енцефалопатія

(ПЕ) — це порушення функ�

ціонування головного моз�

ку, що супроводжується не�

врологічними та психічними розла�

дами, виникає внаслідок тяжкого

ураження печінки, зокрема, цирозу

печінки (ЦП). Вираженість ПЕ після

трансплантації печінки зменшуєть�

ся, а нейродегенеративні порушен�

ня — загострюються.

Основним етіологічним чинни�

ком захворювання є підвищення

концентрації аміаку в тканині голо�

вного мозку [1]. У механізми нейро�

токсичної дії аміаку залучені стиму�

ляція іонних транспортерів, зокре�

ма, Na+—K+—Cl——котранспортеру—

1, неселективного катіонного кана�

лу та збільшення рівня мембранного

білка астроцитів аквапорину—4 [1].

Ці механізми зумовлюють зв'язок

між накопиченням аміаку в тканині

головного мозку та виникнення йо�

го набряку, що супроводжується

значним підвищенням внутрішньо�

черепного тиску та зміщенням (дис�

локацією) його структур. Ці зміни

спостерігають у 80% пацієнтів за

гострої форми ПЕ, вони найбільш

часто спричиняють летальний кі�

нець (у 70%). Набряк астроцитів пе�

реважає при ПЕ, значні чи постійні

зміни нейронів при цьому не вияв�

лені, тому ПЕ визначають як первин�

ну астрогліопатію. Доведений зв'я�

зок між ПЕ, накопиченням аміаку у

тканині головного мозку, його на�

бряком та пошкодженням астро�

цитів, проте, є дані, що вміст аміаку

може збільшуватися і за відсутності

симптомів ПЕ, більш того, у 20%

пацієнтів за ЦП та ПЕ застосування

сорбенту лактулози неефективне.

Встановлено суттєву роль цереб�

рального та периферійного запа�

лення за гострої та хронічної форми

ПЕ. При гепатиті та ЦП відзначене

збільшення рівня багатьох ци�

токінів, зокрема, родини фактору

некрозу пухлин (ФНП), ІЛ—1β, ІЛ—

6, вміст яких корелює з вираженістю

П Реферат
Вивчений зв'язок змін профілю цитокінів за експериментальної печінкової енце(
фалопатії (ПЕ) у щурів. Дослідження проведене на 20 лабораторних щурах, у яких
моделювали ПЕ шляхом введення СCl4. Рівень інтерлейкінів (ІЛ), зокрема, ІЛ—1β,
ІЛ—4, ІЛ—10 та інтерферону— γ (ІФН—γ) визначали імуноферментним методом з
використанням поліклональних антитіл. Встановлене збільшення вмісту проза(
пальних ІЛ—1β та ІФН—γ у сироватці крові щурів за індукованої ПЕ відповідно на
57,9 та 39,5% (p < 0,05) у порівнянні з таким у контролі та компенсаторне збіль(
шення рівня протизапальних ІЛ—4 та ІЛ—10 — на 34,6 та 75,9% (p < 0,05). Отри(
мані результати підтверджують роль цитокінів у патогенезі ПЕ, визначення їх рівня
є важливим критерієм  прогнозування післятрансплантаційних ускладнень. Запа(
лення та профіль цитокінів є основною мішенню у терапії ПЕ у хворих на цироз
печінки.
Ключові слова: цироз печінки; печінкова енцефалопатія; цитокіни; трансплан(
тація печінки; експеримент.

Abstract
Connection of the cytokins profile with experimental hepatic encephalopathy (HE) in
rats was studied. Investigation was conducted on 20 laboratory rats, in which HE was
simulated, using СCl4 injection. The іnterleukins (ІL) level, including, ІL—1β, ІL—4, ІL—
10 and interferon—γ (IFN—γ), was determined using immunoassay method with the
help of polyclonal antibodies. Enhancement of the proinflammatory ІL—1β and ІНФ—γ

content in the rats blood serum while induced HE by 57.9 and 39.5% accordingly (p <
0.05), comparing with such in a control and the compensation enhancement of the anti(
inflammatory IL—4 and IL—10 level by 34.6 and 75.9% (p < 0.05) was established. The
results obtained confirms the cytokins role in pathogenesis of HE, determination of their
level constitutes significant criterion for the posttransplantation complications prog(
nostication. Inflammation and profile of cytokins constitute the main target in therapy of
HE in patients, suffering liver cirrhosis.
Кeywords: liver cirrhosis; hepatic encephalopathy; cytokins; hepatic transplantation;
еxperiment.
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фіброзу [2, 3]. При культивуванні ас�

троцитів з прозапальними ци�

токінами ФНП—α, ІЛ—1β, ІЛ—6 та

ІФН—γ спостерігали їх набряк, це

свідчило, що виділення запальних

цитокінів — не лише маркер ура�

ження печінки, а й потенційний

чинник, що ускладнює перебіг ПЕ та

сприяє посиленню набряку тканини

головного мозку.

Синтез цитокінів є індуцибель�

ним процесом: експресія генів ци�

токінів починається у відповідь на

потрапляння в організм патогенів,

антигенне подразнення або пошко�

дження тканин. Найбільш агресив�

ними провокуючими чинниками

для синтезу цитокінів є компоненти

клітинних стінок мікроорганізмів,

зокрема, ліпополісахариди, пепти�

доглікани, мурамілдипептиди, вміст

яких значно збільшується при ЦП.

Без антигенної стимуляції імунної

системи цитокіни функціонують на

мінімальному рівні. Цитокіни інду�

кують або пригнічують синтез са�

мих себе, інших цитокінів та їх ре�

цепторів, беручи участь у форму�

ванні їх мережі. Власні цитокіни

клітини нерідко змінюють характер

взаємодії інших цитокінів на ту ж са�

му клітину. Ця взаємодія може бути

синергічною, додатковою, інгібую�

чою або навіть зумовлювати форму�

вання нового ефекту, невластивого

такому окремих цитокінів. Цитокі�

ни — антигеннеспецифічні чинни�

ки. Проте, визначення їх концентра�

ції в крові дає інформацію про

функціональну активність різних

типів імунокомпетентніх клітин,

тяжкість запального процесу, його

перехід на системний рівень, про�

гноз захворювання. За надмірної

продукції цитокінів та інших медіа�

торів запалення порушується регу�

лююча функція імунної системи,

відбувається їх безконтрольне виді�

лення, порушення балансу між про�

запальними та протизапальними

цитокінами з переважанням проза�

пальних. У зв'язку з цим, медіатори

запалення з факторів, що захища�

ють організм, стають такими, що по�

шкоджують [4].

Складність імунної відповіді при

ЦП в тому, що цитокіни можуть мати

прямо протилежні ефекти — проци�

ротичний або гепатопротекторний.

Баланс між прозапальними та про�

тизапальними чинниками є вирі�

шальним для прогресування ЦП, а

отже, і ПЕ. Прозапальними є С—ре�

активний протеїн, Е—селектин, ен�

дотоксин, ФНП, ІЛ—1β, ІЛ—6, ІЛ—8,

ІЛ—12, ІЛ—18, макрофагальний хе�

моатрактантний протеїн, лейкотрі�

єни тощо. До протизапальних, а від�

повідно, гепатопротекторних, нале�

жать ІЛ—4, ІЛ—10, трансформую�

чий фактор росту (TGF—β), тромбо�

цитарний фактор росту (PDGF) [4].

В дослідженні ми вивчали окремі

ланки мережі цитокінів, зокрема,

ІЛ—1, ІЛ—4, ІЛ—6, ІЛ—10, ІФН—γ.

ІЛ—1  бере участь практично в усіх

етапах імунної відповіді: активує

CD4 лімфоцити, впливає на дифе�

ренціювання Т— і В—лімфоцитів та

інших імунокомпетентних клітин,

активує цитотоксичні Т—лімфоци�

ти і NK—клітини, впливає на функ�

цію клітин ендотелію, м'язів і хряща,

базофільних гранулоцитів, плазмо�

цитів, кровотворних клітин. Він

здатний індукувати більшість місце�

вих і загальних проявів запальної

реакції: підвищує рухливість нейт�

рофільних гранулоцитів, є хемоат�

рактантом, у вогнищі запалення

сприяє активації клітин і збільшен�

ню продукції ними інших цитокінів

(ІЛ—2, ІЛ—4, ІЛ—6, ІЛ—8) та про�

стагландинів, стимулює фагоцитоз,

генерацію супероксид—радикалів,

зумовлює дегрануляцію тканинних

базофілів, бере участь у регуляції

продукції інших цитокінів. Усе це

сприяє перебігу ексудативної та

проліферативної складових запаль�

ної реакції [4]. Ще одним прозапаль�

ним цитокіном є ІФН—γ, клітина�

ми—продуцентами якого є Т—хел�

пери 0 і 1 типів (СD4), клітини імун�

ної пам'яті (СD45РА), Т—кілери

(СD8), NК—клітини (СD16, CD56),

дендритні клітини (CD23, СD35),

В—лімфоцити (СD22, СD23). Сек�

реція ІФН—γ відбувається під впли�

вом практично будь—яких анти�

генів. ІФН—γ спричиняє як захисні,

так і патологічні ефекти. При інфіку�

ванні внутрішньоклітинними пара�

зитами ІФН—γ активує макрофаги,

що сприяє загибелі паразитів. Зни�

щення внутрішньоклітинних пара�

зитів під дією ІФН—γ відбувається і в

немакрофагальних клітинах. ІНФ—γ

підсилює протипухлинну дію цито�

токсичних лімфоцитів. Дуже важли�

вою функцією ІНФ—γ є посилення

експресії молекул головного ком�

лексу гістосумісності (ГКГ) I і II класу

на поверхні клітин. Якщо це поси�

лення відбувається на поверхні па�

тологічно—зміненої клітини, вона

стає більш доступною мішенню для

подальшого руйнування. Якщо ця

дія спрямована на антигенпрезенту�

ючу клітину, активується формуван�

ня імунної відповіді [4].

ІЛ—4 та ІЛ—10 — інтерлейкіни,

що проявляють протизапальну дію.

Джерелом ІЛ—4 є T—хелпери, сти�

мульовані мітогеном, тканинні ба�

зофіли. Встановлено, що ІЛ—4 зу�

мовлюють диференціювання незрі�

лих Т—хелперів (T0) в Т—хелпери 2

типу, тобто, гуморальної ланки іму�

нітету, та зменшує утворення Т—

хелперів 1 типу, ІФН—γ, ІЛ—12, та�

ким чином, послаблюючи клітинну

ланку імунітету. ІЛ—4 пригнічують

активацію макрофагів в М1 тип, за�

лучений в активацію запалення, сти�

мулюють перетворення їх в М2 тип,

який, разом з цитокінами ІЛ—10 та

TGF—β, забезпечують експресію ГКГ

II класу, зменшення вираженості за�

палення та сприяє регенерації тка�

нин. ІЛ—10 — прозапальний ци�

токін, що здійснює різноплановий

вплив на організм: зменшує утво�

рення Т—хелперів 1 типу, блокує ак�

тивність NF—kB, інгібує ліпополіса�

харид—індукований синтез ФНП—

α, ІЛ—1β, ІЛ—12, ІФН—γ [4].

Хоча ефекти цитокінів сьогодні

досить ретельно досліджені, питан�

ня перебігу реакції цитокінів при ПЕ

різної тяжкості недостатньо вивчені.

Нез'ясована реакція протизапальної

системи при ПЕ, а саме, зміни рівня

ІЛ—4 та ІЛ—10. Не вирішені питан�

ня, чи є взаємозв'язок між концент�

рацією цитокінів у сироватці крові

та тяжкістю ПЕ, як впливає рівень

цитокінів на імуносупресивну те�

рапію після трансплантації печінки.

Мета дослідження — оцінка змін

профілю цитокінів при експери�

ментальній ПЕ у щурів, встановлен�

ня діагностичної цінності визначен�

ня змін рівня цитокінів.
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МАТЕРІАЛИ І МЕТОДИ 
ДОСЛІДЖЕННЯ

Дослідження проведені на білих

лабораторних щурах, у яких моде�

лювали ЦП та ПЕ.

Робота здійснена на базі Інститу�

ту біології Київського національно�

го університету імені Тараса Шев�

ченка. Дослідження проведені за

нормативами Європейської кон�

венції про захист хребетних тварин,

яких використовують для експери�

ментальних та інших наукових ці�

лей, загальних етичних принципів

експериментів на тваринах, ухвале�

них Першим національним конгре�

сом України з біоетики (2001), ін�

ших міжнародних угод та націо�

нального законодавства у цій галузі.

Тварин утримували в умовах акреди�

тованого віварію згідно з стандарт�

ними правилами з упорядкування,

устаткування та утримання експери�

ментальних біологічних клінік (ві�

варіїв).

Тварини розподілені на 2 групи

по 10 особин у кожній: І група — ін�

тактні тварини, ІІ група — дослідні.

Для моделювання експерименталь�

ного ЦП та ПЕ тваринам дослідної

групи внутрішньоочеревинно вво�

дили 1 мл/кг 15% розчину CCl4 в

оливковій олії 4 рази на тиждень

впродовж 4 тиж [5]. Всі тварини ма�

ли вільний доступ до води та їжі. По

закінченні введення CCl4 підтверд�

жували порушення функції головно�

го мозку (виникнення ПЕ) на моделі

вироблення харчового умовного ре�

флексу [5].

Після дослідження неврологіч�

них змін тварин виводили з експе�

рименту шляхом декапітації. Кров

збирали у центрифужні пробірки

без антикоагулянту та лишали на во�

дяній бані (при температурі 38 °C)

для швидкого утворення фібрино�

вого згустка. Через 30 хв обережно

скляною паличкою видаляли згус�

ток крові, зразки центрифугували зі

швидкістю 3500 об./хв протягом 20

хв. Отриманий супернатант (сиро�

ватку) відбирали в окремі одноразо�

ві мікропробірки, заморожували

при температурі —20 °С та викорис�

товували для подальших досліджень.

Концентрацію ІФН—γ, ІЛ—1β, ІЛ

—10 та ІЛ—4 у cироватці крові щурів

визначали імуноферментним мето�

дом (ELISA) з використанням специ�

фічних поліклональних антитіл.

Дослідження проводили у мікро�

планшетах з cорбційною здатніcтю

за загальною методикою для роз�

чинних білків. Антиген, попередньо

розведений у 0,1 моль NаHCО3 бу�

фері, рH 9,6, до концентрації 10

мкг/мл, інкубували у комірках план�

шетів при температурі 4 °C впро�

довж 12 год. Несорбований антиген

видаляли шляхом триразового про�

мивання комірок буферним розчи�

ном для іммобілізації молекул. Інку�

бацію проводили у розчині буфера

TBS (50 ммоль тріc—HCl та 150

ммоль NаCl), pH 7,4. Неcпецифічні

міcця зв'язування блокували шляхом

інкубації комірок з 3% розчином

альбуміну бичачої cироватки протя�

гом 60 хв в термостаті при темпера�

турі 37 °C. Комірки очищували шля�

хом триразового промивання роз�

чином робочого буфера (TBS) з до�

даванням 0,1% tween—20. Первинні

антитіла розводили розчином робо�

чого буфера до концентрації 5—50

мкг/мл, додавали в комірки планше�

та та інкубували протягом 1 год в

термостаті при температурі 37 °C.

Далі комірки триразово відмивали

робочим буфером з 0,1% tween—20.

Піcля цього вноcили кон'югат вто�

ринних антитіл з ферментами візу�

алізації (лужною фоcфатазою або

перокcидазою хрону) та інкубували

протягом 1 год в термостаті при

температурі 37 °C. Комірки знову

триразово відмивали розчином ро�

бочого буфера з 0,1% tween—20 та

інкубували з cубcтратом для фер�

ментів візуалізації — 1 мг/мл пара—

нітрофенолфосфату у 10% розчині

диетаноламіну, рН 9,8, або 1 мг/мл

тетраметилбензидину (TMB) у 50

ммоль фоcфат—цитратного буфера,

pH 5,0 з 0,013% Н2О2 протягом 1 год

при температурі 37 °C. Оптичне по�

глинання вимірювали за довжини

хвилі 450 і 550 нм на ридері для

мікропланшетів. Оптичну похибку

планшета визначали шляхом відні�

мання показників за довжини хвилі

550 нм від показника за довжини

хвилі 450 нм. Оптична щільність

розчину в лунці після додавання суб�

страту свідчила про кількість фер�

менту в лунці, а відповідно, кількість

іммобілізованих молекул. Їх вміст

виражали в умовних одиницях оп�

тичної щільності.

Статистична обробка даних

здійснена в пакеті програм SPSS—20.

Розподіл даних проаналізований з

використанням критерію нормаль�

ності Колмогорова—Смирнова. От�

римані значення мали параметрич�

ний розподіл, тому відмінності між

групами аналізували за t—критерієм

Ст'юдента. Для оцінки відмінностей

між категоріальними даними засто�

совували критерій χ2. Для множин�

ного порівняння груп проведений

дисперсійний аналіз (ANOVA) з ви�

користанням тесту Т'юкі для попар�

них порівнянь. Кореляційну за�

лежність між визначеними парамет�

рами оцінювали за параметричним

коефіцієнтом кореляції Пірсона.

Відмінності між групами вважали

статистично значущими при зна�

ченні р менше 0,05. Позначення

відмінностей між групами при мно�

жинному порівнянні здійснювали за

допомогою латинських літер a, b, c,

d. Однакова літера над значеннями

двох груп вказувала на відсутність

відмінностей між відповідними гру�

пами, різні літери відображали зна�

чущі відмінності між відповідними

групами.

РЕЗУЛЬТАТИ 
ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ

За даними імуноферментного

аналізу відзначені суттєві зміни

профілю цитокінів при ПЕ. Так, у

тварин, яких не лікували, рівень про�

запальних цитокінів ІЛ—1β та ІФН—

γ у сироватці крові перевищував та�

кий в інтактних щурів відповідно на

57,9 та 39,5% (p<0,05). Отримані ре�

зультати свідчили про наяність запа�

лення в організмі. Інші автори також

вказували на збільшення вмісту про�

запальних цитокінів, зокрема,

ФНП—α та ІЛ—6, на тлі гепатоток�

сичності, спричиненої азоксимета�

ном [6]. Отже, отримані нами дані

доповнюють загальну картину за�

пальної реакції при ПЕ. 

Встановлене збільшення рівня

протизапальних цитокінів в крові

щурів, яким вводили CCl4: ІЛ—4 — на

34,6% (p<0,05), ІЛ—10 — на 75,9%

(p<0,05) у порівнянні з таким в ін�

тактних тварин. Дані про зміни про�

тизапальних цитокінів при ПЕ в лі�
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тературі обмежені. Так, відзначено

відсутність змін вмісту ІЛ—10 у тка�

нині головного мозку при ПЕ, проте,

даних про їх вміст у крові не було [7].

Більшість дослідників, що вивча�

ли вміст цитокінів у пацієнтів при

ПЕ, повідомляли про збільшення

вмісту ФНП—α та ІЛ—6 [8]. Так, вста�

новлено підвищення рівня проза�

пальних цитокінів ФНП—α, ІЛ—6,

ІЛ—18 у пацієнтів при ПЕ, що коре�

лювало з стадією захворювання [9].

Застосування анти—ФНП—α терапії

сприяло зменшенню тяжкості ПЕ

при ураженні печінки, що свідчило

про суттєвий вклад запальних меді�

аторів в патогенез ПЕ [8].

Отримані результати розширю�

ють уявлення про зміни профілю

цитокінів при ПЕ, особливо проти�

запального ІЛ—4. Проте, роботи, в

яких наведені подібні результати,

поодинокі. Зокрема, при комплекс�

ному обстеженні пацієнтів з приво�

ду ПЕ на тлі гепатиту B встановлене

збільшення концентрації ІФН—γ в

сироватці крові, що корелювало з

стадією захворювання [10].

При аналізі джерел літератури та

отриманих даних відзначені декіль�

ка механізмів, залучених в системне

запалення та нейрозапалення. Пер�

ший механізм включав посилення

експресії прозапальних цитокінів у

відповідь на деструктивні процеси в

печінці. По—друге, у хворих при ЦП

порушується баланс інтестинальної

мікрофлори з надмірним розмно�

женням потенційно патогенних

грамнегативних збудників, зокрема,

Enterobacteriaceae, Alcaligenaceae,

Streptococcaceae. Більш того, стис�

кання судин кишечнику внаслідок

портальної гіпертензії, окисне руй�

нування слизової оболонки кишеч�

нику та нестача в ній імуноглобуліну

А зумовлюють пригнічення бар'єр�

ної функції кишечнику та підвищен�

ня проникності його стінки. На�

слідком цього є транслокація мікро�

організмів у кровоток та ендоток�

семія. По—третє, накопичення амі�

аку зумовлює дисфункцію нейтро�

фільних гранулоцитів та макрофагів

з порушенням фагоцитозу, що на тлі

ендотоксемії спричиняє "сепсис—

подібний" імунний параліч. Дійсно,

у хворих при ЦП переважають спон�

танний бактеріальний перитоніт,

інфекції видільної системи, нозо�

коміальна пневмонія, сепсис та син�

дром системної запальної реакції

організму [11]. Прозапальні ци�

токіни, що накопичуються за таких

умов у кровоносному руслі, не мо�

жуть напряму впливати на головний

мозок, оскільки не здатні подолати

гематоенцефалічний бар'єр (ГЕБ).

За даними літератури, виділяють

такі механізми зв'язку системного

запалення та нейрозапалення: пери�

ферійні тканини передають сигнали

до головного мозку шляхом акти�

вації аферентних волокон блукаю�

чого нерва; ендотелій судин ГЕБ пе�

редає сигнали до головного мозку

через утворення вторинних посе�

редників (NO, простаноїдів) у відпо�

відь на стимуляцію продукції ци�

токінів; цитокіни підвищують про�

никність ГЕБ та напряму проника�

ють у головний мозок в ділянках по�

рушення ГЕБ, де зумовлюють акти�

вацію мікроглії та експресію генів

прозапальних медіаторів. В дослід�

женнях авторів підтверджене зна�

чення системи цитокінів у форму�

ванні ПЕ: рівень цитокінів, а не амі�

аку, корелював з тяжкістю ураження

головного мозку у пацієнтів при ЦП

і ПЕ III—IV стадії [11].

У наших дослідженнях показане

збільшення вмісту протизапального

цитокіну ІЛ—4 у щурів при ПЕ, що

свідчило про намагання системи

цитокінів збалансувати та зменшити

надмірне продукування прозапаль�

них медіаторів.

Отже, баланс системи цитокінів є

основою нормального функціону�

вання систем організму. Порушення

рівноваги у бік збільшення концент�

рації прозапальних цитокінів зумов�

лює не лише підвищення інтенсив�

ності запальних процесів, а є само�

стійним чинником ураження ор�

ганів, в тому числі при ЦП та ПЕ.

Проведені дослідження свідчать про

участь клітинної, гуморальної та ау�

тоімунної ланок імуногенезу у ви�

никненні та прогресуванні уражен�

ня печінки, а також спрямованість

цих реакцій в бік прозапальних.

Дисбаланс цитокінів у бік проза�

пальних спричиняє зміни імуноре�

активності організму, що робить йо�

го вразливим до ендогенних ендо�

токсинів та інфекцій і створює

сприятливі умови для активації й

прогресування ПЕ при ЦП, що є важ�

ливим критерієм прогнозування

післятрансплантаційних усклад�

нень.
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