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Ураження печінки будь-якої етіології супроводжується посиленням фіброгене-
зу. Одним із ключових генів, що може впливати на розвиток фіброзу печінки, є pttg 
(Pituitary tumor transforming gene). Цей ген кодує білок секурин, який відіграє важ-
ливу роль у підтриманні сестринських хроматид в асоційованому стані у S-фазі 
клітинного циклу. Завдяки цьому ген pttg бере участь у регуляцiї таких ключових 
для клiтини подiй, як мiтоз, репарацiя ДНК і апоптоз. Досліджено вплив нокауту-
вання гена pttg на окремі біохімічні показники сироватки крові мишей, які можуть 
бути серологічними маркерами функціонального стану печінки. Встановлено до-
стовірне зростання активності аспартат- і аланінамінотрансфераз у сироватці кро-
ві мишей з нокаутом гена pttg у всіх вікових групах. Показано достовірне зростання 
активності лактатдегідрогенази у мишей із нокаутом гена pttg у чотиримісячному 
віці. На підставі виявлених змін зроблено висновок про те, що дефіцит гена pttg 
зумовлює порушення функціонального стану печінки у мишей.
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ВСТУП
Фіброз печінки та його наслідки (цироз, портальна гіпертензія) є головною при-

чиною захворюваності і смертності при хронічних хворобах печінки в більшості 
країн світу. 

Ключова роль у процесі печінкового фіброгенезу належить активованим зірчас-
тим клітинам печінки, оскільки вони є головним джерелом протеїнів позаклітинного 
матриксу і тканинних колагеназ. Головними колагенпродукуючими клітинами в печін-
ці є зірчасті клітини печінки, відомі також як клітини Ітo, а також портальні фіброблас-
ти [5,12]. Саме активація зірчастих клітин призводить до розвитку фіброзу. У нормі 
зірчасті клітини перебувають у стані спокою, проте низка патогенних факторів (ві-
руси гепатиту, холестаз, токсини, механічний стрес тощо) викликають їхнє перетво-
рення в активну форму – міофібробласти. Найбільш істотними факторами актива-
ції зірчастих клітин печінки та портальних фібробластів є профіброгенні цитокіни,  
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в першу чергу, трансформуючий фактор росту-β (TGFβ). TGFFβ секретується зір-
час тими, синусоїдальними ендотеліоцитами, клітинами Купфера та виділяється 
тромбоцитами і гепатоцитами. Він не тільки ініціює перетворення зірчастих клітин 
печінки в міофібробласти, а й підсилює синтез матриксних металопротеїназ (ММРs) 
і збільшує вироблення їхніх тканинних інгібіторів (TIMPs), а також індукує апоп тоз 
гепа тоцитів та інгібує їхню проліферацію. 

У той же час роль багатьох сигнальних каскадів у патогенезі фіброзу печінки 
залишається нез’ясованою. Серед сигнальних факторів особливий інтерес стано-
вить недавно відкритий трансформуючий ген пухлини гіпофізу (Pituitary tumour 
transforming gene; pttg), що надекспресується у пухлинних клітинах гіпофізу щура 
[20]. Продукт цього гена, білок секурин, відіграє важливу роль у підтриманні се-
стринських хроматид в асоційованому стані у S-фазі клітинного циклу. Завдяки цьо-
му ген pttg бере участь у регуляцiї таких ключових для клiтини подiй, як мiтоз, 
репарацiя ДНК і апоптоз [14,18,19]. Pttg є геном-мішенню для індукованого TGFβ 
раннього гена (TGF-beta-inducible early-response gene; TIEG) [17]. Транскрипційний 
фактор TIEG є інгібітором клітинного росту у диференційованих клітин різних типів. 
Проте ключовою здатністю TIEG є модуляція TGFβ-індукованого апоптозу. Тому ген 
pttg може відігравати суттєву роль у розвитку фіброгенезу і його прогресуванні ма-
лігнізації. Оцінити наявність фіброзу печінки дають змогу тести, що відображають 
порушення функції печінки.

Метою даної роботи було дослідити вплив нокаутування гена pttg на окремі 
біохімічні показники сироватки крові мишей, які можуть бути серологічними марке-
рами функціонального стану печінки.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
У дослідах використовували сироватку крові мишей лінії BL6/C57 дикого типу 

(pttg-WT) та мишей із нокаутом гена pttg (pttg-KO). Усі маніпуляції з тваринами про-
водили згідно з Міжнародною конвенцією роботи з тваринами та Законом України 
„Про захист тварин від жорстокого поводження”. Усі тварини були розділені на  
3 групи за віком, по 6 тварин у кожній: 1 група – тварини віком 2 місяці; 2 група –  
тварини віком 4 місяці; 3 група – тварини віком 6 місяців. Тварини перебували  
в однакових стандартних умовах утримання і годівлі. 

Активність аланінамінотрансферази (АлАТ) і аспартатамінотрансферази (АсАТ) 
визначали динітрофенілгідразиновим методом Райтмана-Френкеля [3].

Визначення загального та прямого білірубіну проводили реакцією діазотуван-
ня білірубіну (за методом Ендрашека-Грофа) діазосульфаніловою кислотою в при-
сутності каталізатора реакції кофеїн-бензоату натрію (загальний білірубін) і за від-
сутності даного каталізатора (прямий білірубін) [4]. Вміст загального білірубіну ви-
значали на мікроспектрофотометрі Epoch (Biotek) при довжині хвилі 540 нм і тем-
пературі від +20 до +25°С.

 Концентрацію альбуміну крові визначали за реакцією з бромкрезоловим зеле-
ним [2]. Активність лактатдегідрогенази (ЛДГ) досліджували кінетичним методом 
за швидкістю зниження оптичної щільності НАДН при довжині хвилі 340 нм і тем-
пературі 37°С на спектрофотометрі Helios Epsilon (Thermo Scientific).

Статистичну обробку результатів проводили, викоррстовуючи пакет комп’ютер-
них програм Statistica з урахуванням t-критерію Стьюдента.
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РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ І ЇХНЄ ОБГОВОРЕННЯ
На першому етапі досліджень було проведено аналіз активності аланінаміно-

трансферази (АлАТ) і аспартатамінотрансферази (АсАТ) у сироватці крові мишей 
дикого типу та мишей із нокаутом гена pttg. Амінотрансферази (трансамінази)  
в нормі містяться у клітинах печінкової паренхіми (гепатоцитах) і потрапляють  
у сис темний кровоплин після пошкодження мембрани гепатоцита [8]. 

Під час дослідження активності АлАТ у сироватці крові виявлено, що у мишей 
pttg-KO відбувається зростання рівня активності цього фермента в усіх досліджу-
ваних різновікових групах порівняно зі сироваткою мишей pttg-WT (у віці 2-х міся-
ців на 26%, у 4 місяці – на 44% та у 6 місяців на 47%) (рис.1). Підвищення рівня 
активності АлАТ у сироватці крові відображає перебіг запальних процесів у печінці, 
що завжди супроводжується фіброгенезом [1]. 

Виявлено, що у сироватці крові мишей pttg-KO на всіх стадіях дослідження 
зростає активність АсАТ, порівняно з аналогічними показниками у мишей pttg-WT 
(у віці 2-х місяців на 47%, у 4 місяці – на 86% та у 6 місяців на 34%) (рис. 2). АсАТ 
міститься у скелетних м’язах, практично в усіх паренхіматозних органах – печінці, 
нирці, головному мозку, підшлунковій залозі, легені, у клітинах крові – еритроцитах 
і лейкоцитах [9]. 

 Незначні та помірні запальні процеси в печінці супроводжуються вивільнен-
ням АсАТ із цитозолю, мітохондріальні структури при цьому пошкоджуються мало, 

Рис. 1. Активність аланінамінотранс-
ферази у різновікових групах 
мишей pttg-WT та pttg-KO;  
* – зміна статистично вірогід-
на щодо контролю з P ≤ 0,05, 
n=6

Fig. 1. The activity of alanineami no-
transferase in blood serum of 
groups of different age of pttg-
WT and pttg-KO mice; * – 
change is statisticaly signficant 
relative to control with P ≤ 0.05, 
n=6

Рис. 2. Активність аспартатамі но транс-
ферази у різновікових гру пах 
мишей pttg-WT та pttg-KO;  
* – зміна статистично вірогідна 
щодо контролю з P ≤ 0,05, n=6

Fig. 2. The activity of aspartatamino-
transferase in blood serum of 
groups of different age of pttg-
WT and pttg-KO mice; * – chan-
ge is statisticaly signficant relat-
ive to control with P ≤ 0.05, n=6
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тому загальна кількість ферменту в крові невелика, на відміну від рівня АлАТ, яка 
зосереджена в цитозолі та переходить у кров при пошкодженні клітин.

Ще одним непрямим серологічним маркером фізіологічного стану печінки є рі-
вень білірубіну, що утворюється при розпаді гемоглобіну. За нормальних умов білі-
рубін зв’язується печінкою, а потім виходить із неї з жовчю і виводиться з організму 
через шлунково-кишковий тракт. Рівень білірубіну в крові може бути підвищений при 
його надмірному утворенні, зниженому поглинанні та зв’язуванні з печінкою, а також 
зниженому виділенні його з печінки або при порушенні прохідності жовчних проток.

Результати дослідження показали, що нокаутування гена pttg не впливає на 
концентрацію загального білірубіну у сироватці крові мишей (рис. 3). Проте вияв-
лено певні зміни у концентрації прямого білірубіну у сироватці крові мишей. Так, у 
сироватці крові мишей pttg-KO у віці двох місяців рівень цього метаболіту зростає 
на 47%. Можливим поясненням цього є виникнення гострого запального процесу.

Основним із механізмів біологічної детоксикації організму є робота систем 
зв’язування і транспорту токсичних речовин. Серед групи білків, що забезпечують 
транспорт різноманітних ендогенних і екзогенних сполук у крові, важливим є сиро-
ватковий альбумін. У низці робіт розглядаються структурні та функціональні особ-
ливості останнього за різних патологічних станів організму [7,11,13].

Відомо, що вміст альбуміну в крові тварин залежить переважно від інтенсив-
ності його синтезу в печінці [10]. Проведений біохімічний аналіз крові мишей pttg-
KO усіх груп показав зниження рівня альбуміну (рис. 4). Так, у тварин віком 2 місяці 

Рис. 3. Концентрація загаль-
ного (А) та прямого 
(Б) білірубіну у різно-
вікових групах мишей 
pttg-WT та pttg-KO;  
* – зміна статистично 
вірогідна щодо конт-
ролю з P ≤ 0,05, n=6

Fig. 3. The level of total (А) 
and direct (Б) biliru bin 
in blood serum of 
groups of different age 
of pttg-WT and pttg-KO 
mice; * – change is 
statisticaly signficant 
relative to control with 
P ≤ 0.05, n=6
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рівень альбуміну був нижчий на 30% порівняно з відповідним показником у мишей 
pttg-WT, у другій і третій групі зменшення цих показників становило 28% та 17% 
відповідно. Однак треба відзначити, що у всіх групах відбувалося зростання рівня 
альбуміну з віком: у мишей віком 4 місяці з нокаутом гена pttg концентрація даного 
білка зросла на 13% порівняно з показниками у двомісячних тварин, і на 31%  
у шестимісячних тварин порівняно з чотиримісячними мишами pttg-KO. Подібна 
тенденція спостерігалась і у групах мишей: концентрація альбуміну зростала з ві-
ком у кожній групі приблизно на 11%. Так, спостережувана гіпоальбумінемія свід-
чить про порушення білоксинтезуючої функції цього органа. У третій групі рівень 
альбуміну в сироватці крові мишей pttg-KO та pttg-WT не відрізнявся. 

Печінка є одним із провідних органів регулювання вуглеводного та ліпідного 
обміну, депо глікогену. Зміна функціонального стану печінки обов’язково супрово-
джується порушенням обміну речовин [8]. Одним із ключових ферментів метабо-
лізму вуглеводів є ЛДГ. Активність ферменту в сироватці крові мишей pttg-KO та 
pttg-WT у віці 2-х місяців становила 298,0±39,20 Од/л і 285±57,20. Результати до-
слідження активності ЛДГ сироватки крові показали, що у мишей з нокаутом гена 
pttg найбільше значення цього показника – 400,2±22,08 Од/л (рис. 5), спостеріга-
ється у віці 4 місяці. Це на 20% вище, ніж в аналогічній групі дикого типу та може 
вказувати на загострення патологічного стану печінки, що і узгоджується з іншими 
показниками у другій групі мишей pttg-KO.

Рис. 4. Рівень альбуміну сироватки крові 
у різновікових групах мишей pttg-
WT та pttg-KO; * – зміна статис-
тично вірогідна щодо контролю з 
P ≤ 0,05, n=6

Fig. 4. The level of albumin in blood serum 
of groups of different age of pttg-WT 
and pttg-KO mice; * – chan ge is 
statisticaly signficant relative to 
control with P ≤ 0.05, n=6

Рис. 5. Активність лактатдегідроге-
нази у різновікових групах 
мишей pttg-WT та pttg-KO; 
* – зміна статистично віро-
гідна щодо контролю з P ≤ 
0,05, n=6

Fig. 5. The activity of lactatedehy-
drogenase in blood serum of 
groups of different age of 
pttg-WT and pttg-KO mice;  
* – change is statisticaly sign-
ficant relative to control with 
P ≤ 0.05, n=6
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Слід відзначити, що в сироватці крові мишей pttg-KO у третій групі спостеріга-
ється нормалізація активності ЛДГ. Цей фермент є менш специфічним маркером 
некрозу гепатоцитів, за винятком значного, але короткочасного підвищення її рівня 
за умов ішемії печінки або тривалого підвищення, що в поєднанні з високим рівнем 
лужної фосфатази дає підстави запідозрити інфільтрацію печінки злоякісними клі-
тинами [16]. 

ВИСНОВКИ

Визначені біохімічні показники, які можуть виступати у ролі непрямих сероло-
гічних маркерів фіброзу печінки, свідчать про те, що з віком зростає вірогідність 
формування фіброзу печінки як у мишей із нокаутом гена pttg, так і у мишей дикого 
типу, що можна пояснити поглибленням дистрофічних змін не тільки у цьому орга-
ні, а й в організмі загалом. Підвищена активність амінотрансфераз і ЛДГ у сироват-
ці крові мишей pttg-KO вказує на наявність ознак біохімічного синдрому цитолізу  
в печінці. Інтерпретація результатів дослідження окремих біохімічних показників 
сироватки крові допомагає лише оцінити функціональний стан печінки, проте ви-
ключає можливість встановлення діагнозу, базуючись лише на їхньому значенні. 
Отримані результати вказують на необхідність додаткових гістологічних дослі-
джень печінки за умов відсутності гена pttg.

Робота виконана за підтримки Державного фонду фундаментальних дослі-
джень України ( проект № Ф41.4/043).
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SOME BLOOD BIOCHEMICAL INDICES OF MICE WITH pttg GENE KNOCKOUT 
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Liver injury of any etiology is accompanied by increased fibrogenesis. One of the 
key genes that may influence in the development of liver fibrosis, is pttg gene (Pituitary 
tumor transforming gene). This gene encodes a protein seсurin which plays an impor-
tant role in the maintenance of sister chromatids in associated state in S-phase cell 
cycle. This pttg gene involved in regulation of such key events, as mitosis, reparation 
DNA, and apoptosis. The effect of pttg gene knockout on some bioche mical parameters 
of blood serum of mice that can be serological markers of liver functional state, namely 
the activity of alanineaminotransferase, aspartateaminotransferase and lactate dehy-
drogenase, serum albumin concentration, total and direct bilirubin in blood serum of 
wild-type mice and mice with pttg gene knockout in different age groups of these animal.

Keywords: gene pttg, liver, fibrosis, bilirubin, lactate dehydrogenase.
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ОТДЕЛЬНЫЕ БИОХИМИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ СЫВОРОТКИ КРОВИ МЫШЕЙ 
С НОКАУТОМ ГЕНА pttg
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Поражение печени любой этиологии сопровождается усилением фиброгене-
за. Одним из ключевых генов, которые могут влиять на развитие фиброза печени, 
является ген pttg (Pituitary tumor transforming gene). Этот ген кодирует белок секу-
рин, который играет важную роль в поддержании сестринских хроматид в ассоци-
ированном состоянии в S-фазе клеточного цикла. Благодаря этому ген pttg уча-
ствует в регуляции таких ключевых для клетки событий, как митоз, репарация ДНК 
и апоптоз. Исследовалось влияние нокаута гена pttg на отдельные биохимические 
показатели сыворотки крови мышей, которые могут быть серологическими марке-
рами функционального состояния печени, а именно: установлено достоверное 
возрастание активности аспартат- и аланинаминотрансфераз в сыворотке крови 
мышей с нокаутом гена pttg во всех возрастных группах. Показано достоверное 
повышение активности лактатдегидрогеназы у мышей с нокаутом гена pttg в четы-
рехмесячном возрасте. На основании выявленных изменений сделан вывод о 
том, что дефицит гена pttg предопределяет нарушение функционального состоя-
ния печени у мышей.

Ключевые слова: ген pttg, печень, фиброз, билирубин, лактатдегидрогеназа.
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