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Захисні ефекти ендогенного стероїдного гормону 
оуабаїн у щурів з пасивним нефритом Хейманна

Õроні÷не захворювання нирок (ÕЗН) є кінцевим результатом про-
гресування більшості їхніх патологій. Однак, незважаю÷и на широкий 
спектр патоôізіологі÷них процесів, які спри÷инюють пошкодження 
нирок, основними ÷инниками втрати при цьому є системна артеріаль-
на гіпертензія, протеїнурія, що зумовлюють інтерстиціальний ôіброз, 
втрату перитубулярних капілярів, тубулярну атроôію [8]. 

Компенсаторні реакції неôрону при цьому виявляються гіперôіль-
трацією, що посилює травму клубо÷ків. Загальним виходом прогре-
сування ÕЗН є гломерулосклероз, тубуло-інтерстиційний ôіброз, як 
результат проліôерації клубо÷кових клітин, інôільтрації макроôага-
ми, накопи÷ення позаклітинного матриксу [13]. Кліні÷но погіршення 
ôункції нирок безпосередньо корелює зі ступенем тубуло-інтерстицій-
них пошкоджень та ôіброзу [8,9].

Протенурія є основним та незалежним індуктором перелі÷ених 
пошкоджень нирок. Білки ультраôільтрату засвоюють проксимально 
тубулярні клітини шляхом ендоцитозу, що є стимулом аномальної 
продукції цитокінів, які виділяються в інтерстиції, і призводить до 
міграції макроôагів, проліôерації ôібробластів, ôіброзу, канальцевої 
атроôії. Кінцевим результатом прогресування більшості патологій ни-
рок, що супроводжуються протеїнурією, є ôоpмування атубулярних 
клубо÷ків [4, 6]. Експериментально доведено, що при дослідженні 
вкладу тубуло-інтерстиційних порушень при хроні÷ному захворюванні 
нирок, з використанням моделі пошкодження нирок, — неôректомії, 
÷ерез 25 тижнів після операції, прогресивне ураження нирок було 
зумовлене порушенням нормального сполу÷ення між клубо÷ками та 
проксимальними канальцями. Тоді було припущено, що при÷иною 
клубо÷ково-канальцевого роз’єднання є надмірна ôільтрація білків 
плазми [4, 6, 7]. 

У зв’язку з можливою токси÷ністю білків, що реабсорбуються, є 
дані, які свід÷ать про еôективність блокування ангіотензинперетво-
рювального ôерменту (АПФ), при одно÷асному зниженні протеїнурії, 
що забезпе÷ує захист від ôормування атубулярних клубо÷ків. Рено-
протекція при цьому забезпе÷ується, в першу ÷ергу, здатністю інгі-
біторів АПФ знижувати системний артеріальний тиск і поліпшувати 
розмір-селективні ôункції клубо÷кової мембрани за рахунок зниження 
розмірів ôільтраційних пор [5]. Терапевти÷ні підходи щодо захисту 
нирок при хроні÷них захворюваннях, які асоціюються з протеїнурією, 
та спрямовані на захист тубулярного сегмента неôрону, є недостатньо 
розроблені. 
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Ми провели дослідження впливу ендогенного стероїдного гормону 
оуабаїн на пошкодження нирок при пасивному неôриті Õейманна 
(ПНÕ). 

Мета дослідження — визна÷ити характер пошкодження нирок на 
експериментальній моделі їхнього хроні÷ного захворювання, що асоці-
юється з протеїнурією (пасивний неôрит Õейманна), дослідити еôекти 
ендогенного стероїдного гормону оуабаїн за даних умов. 

Матеріали та методи досліджень. У дослідженні були використані 
щури-самці лінії Sprague-Dawley віком 40 днів з по÷атковою масою 
тіла 250…300 г. Усіх тварин тримали в кімнаті з постійним темпера-
турним режимом, 12-годинним циклом день–ні÷, вільним доступом 
до стандартної дієти та води. Індукція пасивного неôриту Õейманна 
(ПНÕ) була проведена шляхом внутрішньовенного введення специ-
ôі÷них Anti-Fx-1A антитіл дозою 66 мг/кг маси тіла. Усі тварини  
(n = 24) були поділені на три групи. Першу становили тварини групи 
контролю (n = 8). До II групи увійшли тварини з ПНÕ (n = 8). До 
III групи — щури з ПНÕ, яким було забезпе÷ено введення оуабаїну 
(n = 8). Для введення оуабаїну всім щурам провели імплантацію під-
шкірних помп, що забезпе÷ували його перманентне введення дозою  
15 мкг/кг маси тіла/добу. Тривалість дослідження становила 4 місяці.

Рівень креатиніну плазми крові визна÷али спектроôотометри÷но піс-
ля закін÷ення дослідження з використанням стандартного діагности÷-
ного набору (DICT-500 — QuantiChrom™ Creatinine Assay Kit, BioAssay 
Systems) на спектроôотометрі Wallac Victor3

TM 1420 Multitable Counter. 
Кров відбирали шляхом серцевої пункції після евтаназії тварин. 

Вилу÷ені нирки були заôіксовані протягом 6 год у ôіксаторі Dubosq-
Brazil, зневоднені в спирті й залиті параôіном. Накопи÷ення колагену 
в нирках визна÷али шляхом ôарбування тканини нирок Sirius Red. 
Для цього зрізи нирок товщиною 3 мкм інкубували в роз÷ині Sirius 
Red (Sigma-Aldrich) в 500 мл наси÷еного водного роз÷ину пікринової 
кислоти протягом 1 год з подальшим промиванням у роз÷ині оцтової 
кислоти (5 мл оцтової кислоти в 1 л води). Після цього зрізи були 
зневоднені трикратно 100%-м етанолом, о÷ищені в ксилолі й залиті в 
ксиленвмісному середовищі. Для аналізу використано 20–25 випадково 
вибраних ділянок кожного зрізу при збільшенні ×200. Аналіз зобра-
жень проводили з використанням програмного забезпе÷ення ImageJ. 
Дані представлені у вигляді показника площі тканини нирки, яку за-
ймає Sirius Red-позитивна тканина. Гломерулярні пошкодження були 
оцінені імуногістохімі÷но з використанням заôарбовування тканин 
нирок за методом Silver Jone’s, що є специôі÷ним для визна÷ення 
стану гломерулярної базальної мембрани.

Матеріал опрацьовано з використанням методів варіаційної ста-
тистики (STATISTICA 6.0) — непараметри÷них статисти÷них підхо-
дів (Mann-Whitney test) та two-way ANOVA (Fisher LCD post-hoc test). 
Результати представлено як Ìean±SЕÌ, статисти÷но достовірним 
вважали рівень р < 0,05.

Результати дослідження та їх обговорення. Усі тварини в експе-
риментальних групах залишались живими протягом дослідження. 
Фізи÷ний розвиток експериментальних тварин було оцінено шляхом 
вимірювання маси тіла під ÷ас дослідження. Щури з ПНÕ мали ста-
тисти÷но достовірно ниж÷у масу тіла порівняно з групою контролю 
(рис. 1). Тварини з неôритом Õейманна, яких лікували оуабаїном, 
мали тенденцію до нормальної маси тіла протягом всієї тривалості 
дослідження. 

У всіх щурів з ПНÕ розвинулась помірна ниркова недостатність на 
4-й місяць експерименту. Функція нирок була оцінена за рівнем кре-
атиніну плазми крові. У всіх щурів з ПНÕ рівень креатиніну плазми 
крові був зна÷но вищим порівняно з групою контролю (р < 0,01). У 
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тварин з ПНÕ, які отримували оуабаїн, рівень креатиніну сироватки 
був ниж÷им, ніж у тварин, яких не лікували, і вищим порівняно з 
контрольними тваринами (р < 0,05) (рис. 2).

Рис. 1. Динаміка зміни маси тіла у щурів з пасивним неôритом Õейманна та під 
впливом оуабаїну 
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Рис. 2. Показники стану ôункції нирок експериментальних тварин

Відомо, що при хроні÷них захворюваннях нирок, які асоціюються 
з протеїнурією, важливу роль відіграють тубуло-інтерстиційні пошко-
дження. Запалення, що виникає в результаті персистентного впливу 
альбуміну, зумовлює втрату ôункції нирок [7, 8, 15]. Сукупний вплив 
інтерстиційного запалення та підвищеного тонусу системи ангіотензину 
II спри÷инюють розвиток вторинних пошкоджень, зокрема апоптозу 
[9–11]. Внаслідок вищеперелі÷ених процесів відбувається пошкодження 
тубулярного сегмента неôрону, активація міоôібробластів, ôіброз, по-
рушення захисної ауторегуляції клубо÷кового кровотоку, що призво-
дить до гломерулосклерозу [11]. Епітеліальні клітини проксимальних 
канальців клітин, які зазнали впливу високих концентрацій білка, 
по÷инають виділення прозапальних і проôіброти÷них ôакторів [10]. 
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Було досліджено рівень тубуло-інтерстиційного ôіброзу з викорис-
танням методу імуногістохімі÷ного заôарбовування колагену ткани-
ни нирки маркером Sirius red. Виявлено, що тканини нирок щурів 
з ПНÕ мають високий рівень ôіброзу, порівняно з групою контролю 
(3,73±0,2% та 1,9±0,07% відповідно). Введення оуабаїну забезпе÷ило 
достовірне зниження цього показника до 2,44±0,2% (р < 0,05) (рис. 3).

Рис. 3. Рівні тубуло-інтерстиційних пошкоджень у тварин з ПНÕ та під впливом 
оуабаїну: а — імуногістохімі÷на візуалізація колагену інтерстиція; б — рівні тубуло-

інтерстиційних пошкоджень в експериментальних групах; *р < 0,05

êîíòðîëü ÏÍх ÏÍх+îóàбàїí

à

êîíòðîëü ÏÍх ÏÍх+îóàбàїí

б

0

4,5

2

1

1,5

0,5

3,5

4

3

2,5

S
ir

iu
s 

re
d

-п
î

зè
òè

âí
à 

зî
í

à,
 %

*

Гломерулярні пошкодження були оцінені імуногістохімі÷но з вико-
ристанням заôарбовування тканин нирок за методом Silver Jone’s, що 
специôі÷но для визна÷ення стану гломерулярної базальної мембрани. 
Результати аналізу, зображені на рис. 4, свід÷ать про інтактність ба-
зальної мембрани у тварин групи контролю. Інтактна базальна мемб-
рана мала вигляд ÷ітко вираженої лінії. На противагу цьому, у тварин 
з ПНÕ базальна мембрана характеризувалась наявністю спайок, що є 
ознаками її безпосереднього пошкодження. В структурі спайок іден-
тиôікуються то÷ки — сайти локалізації антитіл, компонентів комп-
лементу. При порівнянні стану гломерулярної базальної мембрани 
щурів з ПНÕ та тварин з ПНÕ, яких лікували оуабаїном, виявлено, 
що вплив оуабаїну знижує вираженість пошкоджень базальної мемб-
рани. Позитивний вплив оуабаїну проявлявся зниженням інтенсивного 
вираження спайок та то÷ок. 

Ендогенні кардіотоні÷ні стероїди відомі також як дигіталісподібні 
ôактори, які відіграють важливу роль у регуляції низки ôізіологі÷них 
ôункцій. Зокрема, вони беруть у÷асть у регуляції артеріального тиску, 
процесів росту та диôеренціації клітин, апоптозу, ôіброзу, контролю 
та модулювання імунної відповіді, метаболізму вуглеводів [12]. 

Мішенню ендогенних стероїдних гормонів, зокрема оуабаїну, є Na+/
K+-АТФаза — активна транспортна система іонів натрію та калію, на-
явна в мембранах усіх еукаріоти÷них клітин [12, 14]. Активація Na+/
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K+-АТФази відбувається у відповідь на зміни концентрацій іонів на-
трію та калію, здійснюю÷и при цьому активне транспортування іонів 
крізь плазмати÷ну мембрану, використовую÷и енергію гідролізу АТФ. 
Na+/K+-АТФаза контролює ÷исленні клітинні ôункції — підтримку 
електри÷ного потенціалу мембрани, що необхідний для нервової транс-
місії, скоро÷ення м’язів, регуляції апоптозу, розмноження та диôерен-
ціювання клітин [3, 14, 16]. Відомо 4 ізоôорми Na+/K+-АТФази, які 
відрізняються розташуванням в різних типах тканин і ÷утливістю до 
ендогенних стероїдних гормонів. Перша ізоôорма ôерменту є убікві-
тарною, а найбільша скуп÷еність її виявлена в клітинах нирок [12]. 

Раніше ми проілюстрували на моделі гострого пошкодження нирок 
in vitro, що ендогенний стероїдний гормон оуабаїн має позитивний за-
хисний вплив внаслідок активації антиапоптозного сигнального шляху. 
Останній реалізується за рахунок активації сигнальної ôункції Na,K-
АТФази у первинній культурі проксимально-тубулярних клітин [1]. 

Сигнальна ôункція Na+/K+-АТФази індукується під впливом оуаба-
їну ÷ерез L-тип вольтажнозалежних Са2+ каналів і каналів, що відігра-
ють роль резервуарів іонів кальцію. При цьому відбувається активація 
1,4,5-триôосôатних рецепторів (IP3R), внаслідок ÷ого реєструються 
повільні осциляції кальцію та як наслідок — переміщення ôактора 
NF-κВ в ядро. За таким механізмом відбувається регуляція життєвого 
циклу клітини — запобігання апоптозу та стимуляція розмноження, 
зокрема проксимально тубулярних клітин [2]. 

У нашому дослідженні протективні еôекти оуабаїну стосуються 
його впливу на проксимальний сегмент неôрону за умов хроні÷ного 
пошкоджувального впливу альбумінурії. За рахунок активації анти-
апоптозного сигнального шляху проксимально-тубулярних клітин 
оуабаїн забезпе÷ує неôропротективні еôекти, що реалізуються на рів-
ні проксимального сегмента неôрону. Врешті відновлення номельно-
го ôункцінування проксимального канальця забезпе÷ує поліпшення 
структурно-ôункціонального стану неôрону загалом за рахунок віднов-
лення локальної гемодинаміки, гломерулярно-тубулярного сполу÷ення, 
запобігання ôормуванню атубулярних клубо÷ків. Захисні властивості 
оуабаїну мають прояви на показники ôізи÷ного розвитку експеримен-
тальних тварин і показники ôункції нирок. 

Висновки. Прогресування ПНÕ характеризується вираженою недо-
статністю ôункції нирок, про що свід÷ить високий рівень креатині-
немії, виражені гломерулярні (пошкодження гломерулярної базальної 
мембрани) та тубуло-інтерстиційні пошкодження (ôіброз). Виявлено 
позитивний вплив оуабаїну на ôізи÷ний розвиток експериментальних 
тварин, показники ôункції нирок, рівні патоморôологі÷них порушень. 

Рекомендовано до друку комісією з біоетики

Рис. 4. Пошкодження гломерулярної базальної мембрани щурів з пасивним 
неôритом Õейманна та вплив оуабаїну на стан пошкоджень

êîíòðîëü ÏÍх ÏÍх+îóàбàїí
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ÇАЩИТНЫЕ ЭФФЕКТЫ ЭНДОГЕННОГО СТЕРОИДНОГО ГОРМОНА 
ОÓАБАИН Ó КРЫС С ПАССИВНЫМ НЕФРИТОМ ХЕЙМАННА

Е.А. БУРËАКА

Исследованы патоморôологи÷еские процесы, которые приводят к нарушению ôунк-
ции по÷ек при пассивном неôрите Õейманна у крыс. Выявлено, ÷то прогрессирование 
неôрита Õейманна происходит как за с÷ет гломерулярных (повреждение гломеруляр-
ной базальной мембраны), так и тубуло-интерстициальных (тубуло-интерстициальный 
ôиброз) повреждений. Выявлены защитные эôôекты эндогенного стероидного гормо-
на оуабаин при пассивном неôрите Õейманна, влияющие на показатели ôизи÷еско-
го развития экспериментальных животных, ôункции по÷ек, патоморôологи÷еские 
субстраты заболевания.

Ключевые слова: хрони÷еское заболевание по÷ек, пассивный неôрит Õейманна, 
оуабаин.

PROTECTIVE EFFECTS OF AN ENDOGENOUS STEROID HORMONE 
OUABAIN IN RATS WITH PASSIVE HEYMANN NEPHRITIS

E. BURLAKA

Pathomorphological disorders that lead to renal failure in the passive Heymann 
nephritis in rats were studies. It has been found that progression of Passive Heymann 
Nephritits occurs due to glomerular (damage to glomerular basement membrane) and 
tubulo-interstitial (tubulo-interstitial fibrosis) damage. Protective effects of endogenous 
steroid ouabain in the Passive Heymann Nephritis, manifested on the physical param-
eters of the experimental animals, renal function, pathological substrates of the disease 
were evaluated.

Key words: chronic kidney disease, Passive Heymann Nephritis, ouabain.


