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БІОЛОГІЯ

Робота виконана в рамках науково-дослідної 
теми «Механізми реалізації адаптаційно-компенса-
торних реакцій організму за умов розвитку різних 
патологій» (№ державної реєстрації 0104U009878) 
ННЦ «Інститут біології», Київського національного 
університету імені Тараса Шевченка.

Вступ. Надмірне споживання багатої на вугле-
води та жири їжі, низька фізична активність поряд 
з порушенням самого режиму харчування та гене-
тична схильність сприяють накопиченню не лише 
надлишкової ваги, а і розвитку інших патологій ор-
ганів і систем [5,7,8]. Серед найбільш поширених є 
неалкогольна жирова хвороба печінки (НЖХП) або 
стеатогепатоз, розвиток якого спричинює зниження 
функціональної активності печінки, як найбільш ме-
таболічно активного органу [5].

Наразі точний механізм розвитку цього патоло-
гічного процесу не встановлений. На сьогодні, вису-
нуто лише гіпотезу про двоетапність розвитку НЖХП, 
за якою значне підвищення рівня циркулюючих три-
гліцеридів на ранньому етапі слугує фактором за-
пуску розвитку стеатогепатозу. Згодом результатом 
накопичення ліпідів в гепатоцитах стає балонна дис-
трофія, некроз та апоптоз, який стимулює розвиток 
запального процесу [3,13,14]. Запальний процес у 
гепатоцитах призводить до поглиблення патології, 
результатом чого стає порушення, а згодом і повна 
втрата, функціональної активності всього органу. 
Однією з ознак таких структурно-функціональних 
змін є кількісні та якісні зміни пулу білків, які з розви-
тком захворювання лише зростають. Найбільш не-
безпечним для хворих на НЖХП є останні етапи, які 
характеризуються розвитком фіброзу і повною або 
частковою втратою функціональної активності орга-
ну. Саме тому, дослідження розподілу білків цитозо-
лю відповідно до молекулярної маси та зміни вмісту 
їх у фракціях може слугувати біомаркером ураження 
печінки. Ідентифікації екскреторних білків у фрак-
ціях та визначення динаміки змін рівня цих білків у 
сироватці крові дозволить використовувати зазна-
чені показники для кращого розуміння, як механіз-
мів розвитку стеатогепатозу, так і може служити діа-
гностичним показником [5,8].

Метою роботи було дослідити зміни вмісту 
основних білкової фракції гепатоцитів щурів за умов 
розвитку стетогепатозу під впливом висококалорій-
ної дієти.

Об’єкт і методи дослідження. Досліди прово-
дили на білих нелінійних щурах масою 180-200 г. Від 
початку експерименту щурів розділяли на контроль-
ну і дослідну групи. Контрольну групу тварин утри-
мували на стандартному раціоні, а дослідну на ви-
сококалорійній дієті #C11024 (Research Diets, New 
Brunswick, NJ) упродовж 18 тижнів. Щоденно прово-
дився контроль споживання корму та раз на тиждень 
проводили зважування тварин обох груп. За контр-
ольні точки для оцінки динаміки були вибрані 3, 6, 9, 
12, 15 і 18 тижні. Попередні дослідження показали, 
що утримання на даній дієті призводить до розвитку 
стеатогепатозу [4].

Морфологічно та функціонально інтактні клітини 
печінки було отримано згідно модифікованого не-
ферментативного методу виділення гепатоцитарної 
фракції клітин печінки за Петренко А. Ю. зі співав. 
[1]. Аналіз складу білків гепатоцитів здійснювали з 
використанням методу електрофоретичного роз-
ділення у поліакриламідному гелі (ПААГ). Електро-
форез проводили за методом Laemmli у 10% ПААГ з 
додецилсульфатом натрію (ДДС-Na) [10].

Проведення експерименту здійснювалось із 
дотриманням принципів біоетики, що викладені у 
Хельсинській декларації Всесвітньої медичної асоці-
ації про гуманне ставлення до тварин, а також згідно 
до Закону України «Про захист тварин від жорстоко-
го поводження» від 15.12 2009 р. № 1759-VI та «За-
гальних етичних принципів експериментів на твари-
нах» (Київ, 2001).

Статистичну обробку результатів дослідження 
проводили загальноприйнятими методами варі-
аційної статистики. Для статистичної обробки па-
раметричних даних був використаний t-критерій 
Ст’юдента для незалежних вибірок [2].

Результати дослідження та їх обговорення. У 
контрольній групі тварин білки гепатоцитів розділи-
лися на 24 фракції, що узгоджується з літературни-
ми даними про кількісний розподіл білків гепатоци-
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тів щурів [6]. У нашій роботі фракції були об’єднані 
відповідно до молекулярної маси (м.м.) на низько-
молекулярні 12-26 кДа, середньомолекулярні 28-
55, 66-107 кДа і високомолекулярні 108-195 і 213-
289 кДа (рис.). Встановлено, що за умов розвитку 
дієт-індукованого стеатогепатозу розподіл білків ге-
патоцитів змінювався. Так, на 15 і 18 тижні з’явились 
три додаткові фракції, дві з яких з м.м. 49 і 78 кДа на-
лежать до середньомолекулярних і одна з м.м. 249 
кДа – до високомолекулярних білків.

Починаючи з 3 тижня експерименту значно під-
вищився, а саме на 44% (р<0,05), вміст фракції 
низькомолекулярних білків (м.м. 12-26 кДа). Також, 
на 32% (р<0,05), підвищився вміст білків у фрак-
ції високомолекулярних білків (м.м. 213-289 кДа). 
Поряд з цим, вміст фракції середньомолекулярних 
білків (м.м. 66-107 кДа) знизився на 30% (р<0,05), 
а у інших фракціях достовірних змін не спостеріга-
лось. На 6 тижні розвитку НЖХП підвищилась на 48% 
(р<0,05) лише фракція високомолекулярних білків. 
При цьому на 9 тижні експерименту на 31%( р<0,05) 
підвищився вміст низькомолекулярних білків і на 
20% (р<0,05) знизився рівень середньомолекуляр-
них білків. Вміст інших фракцій білків достовірно не 
змінювався.

Починаючи з 12 тижня розвитку патології спо-
стерігались зміни вмісту у всіх білкових фракціях, а 
саме спостерігалось значне падіння вмісту у фрак-
ціях середньомолекулярних і високомолекулярних 
білків, поряд з підвищенням рівня низькомолекуляр-
них білків. Так, рівень фракцій з м.м. 28-55, 66-107, 
108-195 і 213-289 кДа знизився на 45% (р<0,05), 
54% (р<0,05), 93% (р<0,05) і 182% (р<0,05), відпо-
відно. При цьому вміст білку у фракції з м.м. 12-26 
кДа підвищився на 96% (р<0,05). Такі зміни вмісту 
білку у фракціях цитозольних білків можуть вказу-

вати на перебіг деградаційних процесів, при яких 
утворюється велика кількість низькомолекулярних 
фрагментів у відповідь на розвиток стеатогепатозу 
[9,12,14].

У щурів, які знаходились на висококалорійній 
дієті протягом 15 тижнів, відбувалось аналогічне 
зниження рівня середньомолекулярних і високомо-
лекулярних білків, при супутньому підвищенні низь-
комолекулярних. Так, вміст фракції з м.м. 66-107 
кДа знизився на 66% (р<0,05), фракції з м.м. 108-
195 кДа – на 21% (р<0,05), а фракції з м.м. 213-289 
кДа – на 153% (р<0,05). Рівень білків у фракції з м.м. 
12-26 кДа підвищився на 38% (р<0,05), що також є 
свідченням підвищення деградації білків цитозолю у 
відповідь на посилену акумуляцію тригліцеридів.

На 18 тижні розвитку стеатогепатозу спостеріга-
ється підвищення вмісту фракції низькомолекуляр-
них білків з м.м. 12-26 кДа на 26% (р<0,05) і фракції 
високомолекулярних білків з м.м. 213-289 кДа на 
119% (р<0,05). При цьому вміст середньомолеку-
лярних білків продовжував знижуватись: фракція з 
м.м. 28-55 кДа – на 20% (р<0,05) і у фракції з м.м. 
108-195 кДа на 39% (р<0,05). Встановлені зміни рів-
нів гепатоцитарних білків корелюють з раніше вста-
новленими даними про розвиток стеатогепатозу за 
умов утримання щурів на висококалорійній дієті [6].

Висновки. Виявлено, що за умов розвитку ді-
єт-індукованого стеатогепатозу, змінюється вміст 
білків гепатоцитів, а також спостерігається поява 
додаткових білкових фракцій на 15 і 18 тижнях. Вста-
новлено, що вміст фракцій низькомолекулярних 
білків підвищується поряд зі зниженням вмісту се-
редньо- і високомолекулярних білків, що корелює з 
попередньо встановленим ступенем розвитку стеа-
тогепатозу зі значною акумуляцією у цитозолі гепа-
тоцитів включень тригліцеридів.

Рис. Вміст білкових фракцій у гомогенаті гепатоцитів щурів за умов розвитку дієт-індукованого стеатогепатозу 
(M±m, n=10).

Примітки: * — р<0,05 (у порівнянні з контрольною групою).
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Перспективи подальших досліджень. Вста-
новлені нами дані показують пряму кореляцію між 
змінами пулу білків гепатоцитів та ступенем розви-
тку жирової інфільтрації печінки. Саме тому, наші по-
дальші дослідження будуть спрямовані на ідентифі-

кацію білків, які належать до цих фракцій відповідно 
до молекулярної маси. Це дозволить з’ясувати, як 
деякі внутрішньоклітинні механізми розвитку сте-
атогепатозу, так і дозволить розробити ефективні 
схеми лікування даного захворювання.
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ANALYSIS OF HEPATOCYTES PROTEIN FRACTIONS UNDER DIET-INDUCED STEATOHEPATOSIS IN RATS
Voieikova D. O., Kondro M. M., Savchuk O. M., Ostapchenko L. I.
Abstract. Excessive intake of carbohydrates and fats, low physical activity, violations of diet and genetic 

predisposition contribute not only obesity, but also other pathologies of organs and systems. The most common 
manifestation of basal metabolism disorders is nonalcoholic fatty liver disease (NAFLD) or steatohepatosis which 
results in the decrease of functional activity in the liver. Today, NAFLD is characterized as a two-step process which 
begins with a significant increase of serum triglycerides. The result of lipid accumulation in hepatocytes is balloon 
degeneration, necrosis, and apoptosis which, in turn, causes the development of inflammation. Inflammation 
in hepatocytes leads to the deepening of pathology, resulting in the development of pathological changes and 
later a full loss of functional activity of the whole liver. One indication of these structural and functional changes 
is qualitative and quantitative changes in protein pool, the appearance of which enhances the development of 
steatohepatosis. Therefore, study of cytosol proteins distribution according to molecular weight and content 
changes in these fractions can serve as a biomarker of liver damage. Identification of excretory proteins in fractions 
and determination of dynamic changes of these proteins in serum will allow using these parameters for better 
understanding the mechanisms of steatohepatosis and can serve as a diagnostic measure.

The aim of this study was to investigate the changes in protein content of the main fractions of rat hepatocytes 
under conditions of steatohepatosis caused by high-caloric diet.

Experiments were performed on white nonlinear rats weighing 180-200 g. The control group of animals was 
kept on a standard diet and the experimental group was kept on the high-caloric diet # C11024 (Research Diets, 
New Brunswick, NJ) for 18 weeks. Morphologically and functionally intact hepatocytes were received by a modified 
non-enzymatic method (Petrenko A. et al.) of the hepatocytes fractions allocation. Electrophoresis was performed 
by the method of Laemmli et al. in 10% PAGE of sodium dodecyl sulfate (SDS-Na).

In the control group of animal’s hepatocytes proteins were divided into 24 fractions, which is conformed with the 
literature about quantitative distribution of proteins in rat hepatocytes. Thus, starting 3 weeks of keeping on high-
caloric diet, there was increase content of low (12-26 kDa) and high (213-289 kDa) protein, while medium (66-107 
kDa) proteins was decrease. Other factions didn’t show any significant changes. After 6 weeks of the experiment, 
213-289 kDa fraction increased by 48% (p <0.05), with no significant changes in content from other factions. At 
the same time, low molecular weight proteins increased by 31% (p <0.05) at 9 weeks, and middle molecular weight 
protein decreased by 20% (p <0.05). The content of other protein fractions did not significantly change.

After 12 weeks of the pathology development, a significant decline of protein content in fractions of middle 
and high molecular weight proteins was observed, along with the decreased levels of the low molecular weight 
proteins. Such changes of protein content may indicate the degradation processes development when a large 
quantities of low molecular weight fragments produce in response to the development of steatohepatosis. At 15 
weeks, the experimental group of rats showed a similar decline in middle and high molecular weight proteins but it 
was accompanied by the increase of low molecular weight proteins. After 18 weeks of keeping high-caloric diet, low 
and high proteins were increased, along with the decrease of medium molecular proteins.

The changes of hepatocytes protein content were observed under the conditions of the diet-induced 
steatohepatosis development. It was found out, that the content of low molecular weight proteins fractions increased 
along with the reduction of medium- and of high protein, which correlates with the level of the development of the 
preliminary stated steatohepatosis with significant accumulation of triglycerides particles in the cytosol hepatocytes.

Keywords: high caloric diet, protein fraction, steatohepatosis.
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