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ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ УПРАВЛЕНИЯ МЕХАНИЗМАМИ НЕФРОПАТИИ ПРИ 
ДЛИТЕЛЬНОМ ПРИМЕНЕНИИ ГЛЮКОКОРТИКОИДОВ 

С. Н. Луканина, А. В. Сахаров, К. В. Жучаев, А. Е. Просенко (Новосибирск, Россия) 

Целью работы стало изучение свободно радикального механизма нефропатии и оценка 
возможности управления антиоксидантом «Тиофан» структурно-функциональными наруше-
ниями в почках крыс при глюкокортикоид-индуцированном окислительном стрессе.  

Содержание и локализацию в паренхиме почки белков проапоптозного фактора APAF-1 
определяли методом непрямого иммуногистохимического анализа, проведенного по общеприня-
той методике. Блокирование эндогенной пероксидазы проводили 3-процентным раствором пе-
рекиси водорода в депарафинированных срезах. В качестве первичных специфических антител 
использовали моноклональные антитела к белку APAF-1 (LabVision, 1:100). Для метки вторич-
ных антител использовали авидин-биотиновый комплекс (UltraVHRPpolymerKIT, LabVision).  

Показано, что недостаточность почечных функций у животных, длительно получающих 
глюкокортикоиды, обусловлена повреждением компонентов фильтрационного аппарата почеч-
ного клубочка и тубулоинтерстициальными нарушениями. Установлено, что длительное ис-
пользование глюкокортикоидов приводит к повышению уровня экспрессии проапоптозного фак-
тора APAF-1 и летальному повреждению клеток нефротелия по механизму апоптоза. Ограниче-
ние свободно радикальных процессов путем использования полифункционального серосодержа-
щего антиоксиданта «Тиофан» снижает развитие структурно-функциональных нарушений в по-
чечных клубочках и количество эпителиоцитов с признаками апоптоза в канальцах нефронов.  

Ключевые слова: окислительный стресс, глюкокортикоиды, почка, апоптоз, антиокси-
данты.  
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Введение 
Почки являются центральным органом 

осмо-, волюмо- и ионорегуляции, стабилиза-
ции кислотно-основного равновесия и от их 
функциональной активности во многом зави-
сит способность организма к поддержанию го-
меостаза [12]. В настоящее время отмечается 
неуклонный рост хронических заболеваний 
почек, сопровождающихся потерей действую-
щих нефронов, развитию хронической, а в 
итоге – терминальной почечной недостаточ-
ности, требующей дорогостоящих методов за-
местительной терапии [18]. 

Несмотря на появление новых методов и 
схем лечения, арсенал иммунодепрессивных 
препаратов, применяемых для терапии почеч-
ных заболеваний, с начала 1970-х гг. почти не 
изменился и ведущие позиции в нем по-преж-
нему занимают глюкокортикоиды [19]. Имея 
достаточно широкий спектр положительных 
воздействий на организм, глюкокортикоид-
ные препараты при длительном использова-
нии приводят к ряду серьезных осложнений. 
Формирующаяся у пациентов стероидная за-
висимость (развитие рецидива при попытке 
отмены, а иногда и снижения дозы глюкокор-
тикоидов) ведет к тяжелым проявлениям сте-
роидной токсичности, проявляющейся в раз-
витии ожирения, остеопороза, диабета, гипер-
тонии. Активация свободнорадикального пе-
рекисного окисления липидов (СПОЛ) явля-
ется одним из наименее изученных механиз-
мов патогенеза стероидных осложнений. В не-
многочисленных публикациях нами было об-
наружено упоминание о развитии окислитель-
ного стресса при длительном применении 
глюкокортикоидов [17]. Считается, что повре-
ждение клеток различных тканей активными 
метаболитами кислорода (АМК) осуществля-
ется путем окислительной модификации мак-
ромолекул (белков, липидов, ДНК) и в насто-
ящее время описан целый класс заболеваний, 

имеющих свободно радикальное происхожде-
ние [1; 3; 5; 6; 9–10; 17; 19].  

Необходимо признать, что в публика-
циях последних лет вопрос о свободно-ради-
кальной природе нефропатий почти не затра-
гивался. Это обстоятельство стало основанием 
для проведения данного исследования [13; 16].  

Целью настоящей работы стало изуче-
ние свободно радикального механизма нефро-
патии и оценка возможности управления анти-
оксидантом «Тиофан» структурно-функцио-
нальными нарушениями в почках крыс при 
глюкокортикоид-индуцированном окисли-
тельном стрессе.  

 
Материалы и методы исследования 
Исследование проводили на самцах крыс 

линии Вистар массой 250–300 г. Манипуляции 
с животными осуществлялись в соответствии 
с международными принципами Хельсинской 
декларации о гуманном отношении к живот-
ным. Все крысы были распределены на четыре 
группы по десять особей в каждой. Всех жи-
вотных содержали в стандартных условиях 
вивария без ограничения доступа к воде и 
корму. Крысам контрольной и двух групп 
сравнения (ГС) ежедневно в течение 14 суток 
вводили водную суспензию синтетического 
глюкокортикоида «Преднизолон Никомед» 
(«Никомед Австрия ГмбХ», Линц, Австрия) в 
дозе 50 мг/кг с помощью внутрижелудочного 
зонда, инициируя у них развитие окислитель-
ного стресса [11]. Для чистоты эксперимента 
и стандартизации манипуляций, связанных с 
введением в организм веществ, крысам первой 
группы сравнения через три часа после пред-
низолона вводили 0,2 мл водопроводной 
воды. Животные второй группы сравнения по 
аналогичной схеме получали антиоксидант 
«Тиофан» (НП «Новосибирский институт ан-
тиоксидантов», Новосибирск, Россия) (в дозе 
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100 мг/кг веса), растворенный в 0,2 мл расти-
тельного масла производства ОАО «ЭФКО» 
торговой марки Altero Golden. В связи с тем, 
что «Тиофан» – жирорастворимый антиокси-
дант, крысам контрольной группы после при-
ема преднизолона внутрижелудочно вводили 
только растворитель антиоксиданта – расти-
тельное масло производства ОАО «ЭФКО» 
торговой марки Altero Golden (0,2 мл). 

На пятнадцатые сутки наблюдения крыс 
выводили из эксперимента путем передози-
ровки эфирным наркозом. У животных всех 
групп забирали равные половины левой 
почки. Для проведения иммуногистохимиче-
ского исследования образцы почки крыс фик-
сировали в 10-процентном растворе нейтраль-
ного формалина, обезвоживали в растворах 
изопропанола возрастающей концентрации и 
заливали в гистомикс. С помощью полуавто-
матического ротационного микротома (SLEE 
CUT 5062, Германия) изготавливали серийные 
срезы толщиной 3–5 микрон. 

Иммуногистохимическое (ИГХ) иссле-
дование содержания и локализации в парен-
химе почки белков апоптозного фактора 
APAF-1 проводили на базе группы микроско-
пических исследований Института химиче-
ской биологии и фундаментальной медицины 
СО РАН (руководитель группы – д-р биол. 
наук, профессор Е. И. Рябчикова).  

Иммуногистохимические реакции ста-
вили по общепринятой методике. Блокирова-
ние эндогенной пероксидазы проводили 3 % 

раствором перекиси водорода в депарафини-
рованных срезах. Демаскировку антигенов 
осуществляли в СВЧ печи в течение 20 минут 
в цитратном буфере с рН = 6,0. В качестве пер-
вичных специфических антител использовали 
моноклональные антитела к белку APAF-1 
(LabVision, 1:100). Для метки вторичных анти-
тел использовали авидин-биотиновый ком-
плекс (UltraVHRPpolymerKIT, LabVision). Для 
визуализации места связывания антигена с ан-
тителом использовали метку – фермент перок-
сидазу хрена в присутствии субстрата перок-
сида водорода и колориметрического реактива 
с 3,3-диаминобензидином (DABsubstrate + 
chromogen, LabVision). В результате образовы-
вался нерастворимый в органических раство-
рителях конечный продукт реакции, который 
визуализировался в виде светло-коричневого 
окрашивания структур клеток. Для облегче-
ния визуализации локализации антигенов в 
тканях проводили окраску ядер гематоксили-
ном. Ставили негативный и позитивный кон-
троль.  

Результаты ИГХ реакций для APAF-1 
оценивали в баллах по количеству позитивно 
окрашенных клеток [4], а также оценивали ло-
кализацию продукта реакции (мембранная и 
цитоплазматическая) и интенсивность окра-
шивания [14]. Оценку интенсивности реакции 
проводили по шести балльной системе (табл.).  

 
Таблица  

Балльная шкала оценки иммуногистохимических реакций 
Table  

Point scale of evaluation of immunohistochemical reactions 

Баллы 6 баллов 4 балла 2 балла 1 балл 0 баллов 
Яркость окраски ++++ +++ ++ + – 

Количество окрашенных клеток более 40 % 20–40 % 10–20 %  5–10 % 0 или менее 5 % 
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Статистический анализ результатов ис-
следования проводили на основе определения 
медианы и квартилей (Ме (Q25; Q75)). Разли-
чия показателей между группами оценивали 
методом вариационной статистики по непара-
метрическому U-критерию Манна–Уитни для 
независимых выборок и считали статистиче-
ски значимыми при уровне p ≤ 0,05. Расчеты 
производили по общепринятым формулам с 
использованием стандартных программ па-
кета Statistica 7.0 for Windows. 

Результаты исследования  
При изучении уровня экспрессии белка 

APAF-1 в образцах почек интактных живот-
ных изменения тинкториальных свойств 
ткани нами не обнаружены и реакция клеток 
характеризуется как негативная. Это свиде-
тельствует об отсутствии выраженных 
апоптотических процессов в структурных 
элементах почечных телец и канальцев не-
фронов (рис. 1). 

 

 
 

Рис. 1.  Выявление экспрессии белка APAF-1 в образцах почек животных интактной группы 
Fig. 1. Detection of protein expression APAF-1 in kidney samples intact group of animals 

Примечание.  
А – негативная иммуногистохимическая реакция в корковом и мозговом веществе почки. Ув. 100 х; Б – 
негативная иммуногистохимическая реакция среди клеток почечного тельца и нефротелия проксимального 
и дистального отделов канальца нефрона. Ув. 400 х. 

 
При анализе активности апоптоза в пре-

паратах почек животных, длительно прини-
мавших глюкокортикоиды, обнаружена выра-
женная позитивная реакция на окрашивание 
белка APAF-1. Локализация клеток нефроте-
лия с позитивной реакции на данный белок об-
наруживается преимущественно в корковом 
веществе почки (рис. 2 А).  

Следует отметить, что высокий уровень 
экспрессии данного фактора обнаружен в 
нефроцитах проксимального и дистального 

отделов канальцев нефрона (рис. 2 В, Г). 
Среди клеток мезангия почечного тельца реак-
ция на данный белок характеризуется как 
негативная (рис. 2 Б). Слабая реакция на ис-
следуемый белок отмечается среди клеток эн-
дотелия и подоцитов. По балльной шкале уро-
вень экспрессии фактора APAF-1 в образцах 
ткани крыс данной группы в эпителии почеч-
ных телец составил 1,71 ± 0,24, а в эпителии 
канальцев – 4,29 ± 0,31 баллов.  
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Рис. 2. Выявление экспрессии белка APAF-1 в образцах почек животных первой группы сравнения 
Fig. 2. Detection of the protein expression of Apaf-1 in kidney samples animals of the first group of comparison 

Примечание.  
А, Б ‒ позитивная иммуногистохимическая реакция в корковом и мозговом веществе почки. Ув. 100 х и 200 
х; В, Г – позитивная иммуногистохимическая реакция среди клеток почечного тельца и нефротелия прокси-
мального и дистального отделов канальца нефрона. Ув. 400 х. Стрелками показаны очаги позитивной им-
мунногистохимической реакции. 

 
 
По тинкториальным характеристикам 

ИГХ реакции, количеству позитивно реагиру-
ющих клеток и их гистотопографии, образцы 
почек животных контрольной группы не 
имели различий с тканью почек крыс первой 
группы сравнения. 

При изучении уровня экспрессии проап-
оптозного фактора APAF-1 в почках крыс 

второй ГС установлено, что локализации про-
дуктов реакции аналогична таковой у живот-
ных первой группы сравнения. Однако коли-
чество клеток с молекулярным маркером 
апоптоза в ткани почек животных, получав-
ших антиоксидант «Тиофан» было досто-
верно меньше, а интенсивность ИГХ реакции 
ниже, чем у крыс, принимавших только глю-
кокортикоиды (рис. 3).  

 

А Б 

В Г 
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Рис. 3. Выявление экспрессии белка APAF-1 в образцах почек животных второй группы сравнения 
Fig. 3. Detection of protein expression Apaf-1 in kidney samples animals of the second group of comparison 

Примечание.  
А – позитивная иммуногистохимическая реакция в корковом и негативная иммуногистохимическая 

реакция в мозговом веществе почки. Ув. 100 х; Б – негативная иммуногистохимическая реакция среди клеток 
почечного тельца и слабая позитивная реакция в нефротелии проксимального и дистального отделов ка-
нальца нефрона. Ув. 400 х. Стрелками обозначены клетки с положительной реакцией на белок APAF-1. 

 
По балльной шкале содержание данного 

маркера в почках этих животных оказалось до-
стоверно (p < 0,05) ниже показателей крыс пер-

вой ГС и составило: 0,97 ± 0,11 баллов в струк-
турных элементах почечных телец и 2,13 ± 0,19 
– в канальцах нефронов (рис. 4).  

 

 
Рис. 4. Иммуногистохимические показатели экспрессии белка APAF-1 в тканях почек  

крыс исследуемых групп (баллы) 
Fig. 4. Immunohistochemical indicators of protein expressionAPAF-1 in renal tissues  

of rats studied groups (points) 

Примечание.  
* – статистически значимые различия между показателями животных первой и второй ГС (р ≤ 0,05). 

А Б 

* 

* 
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Обсуждение 
При обсуждении полученных результа-

тов, хочется отметить, что к нефропатиям от-
носят процессы, провоцирующие развитие 
нарушений и снижающие активную деятель-
ность почечной ткани вследствие поражения 
структурных элементов нефрона и интерсти-
ция, фиброза паренхимы клубочкового аппа-
рата и канальцев органа. Несмотря на различ-
ную этиологию, прогрессирование нефропа-
тий имеет одну общую особенность. Она ха-
рактеризуется клеточной пролиферацией с 
накоплением внеклеточного матрикса и по-
следующим сморщиванием ткани. При этом 
компоненты матрикса влияют на чувствитель-
ность мезангия к различным индукторам 
апоптоза, что приводит к значительным поте-
рям гломерулярных клеток и развитию гломе-
рулосклероза [2; 7].  

В настоящее время многие исследова-
тели считают, что апоптоз при стрессе явля-
ется одним из ключевых механизмов, опреде-
ляющих специфику реакции организма на 
стрессор [2; 8; 20]. Превышение в течение дли-
тельного времени физиологической концен-
трации глюкокортикоидов в крови стимули-
рует избыточную продукцию высокоактивных 
АМК, провоцирующих нарушение целостно-
сти различных клеточных структур.  

В исследованиях по изучению морфоло-
гии почек крыс при глюкокортикоид-индуци-
рованном окислительном стрессе, проведен-
ных ранее, нами показано, что в условиях хро-
нической глюкокортикоидной нагрузки в орга-
низме крыс происходит усиление свободно ра-
дикальных процессов, локальным проявлением 
которого являются глубокие нарушения струк-
турной организации паренхимы органа [15]. 
При этом установлено, что наиболее выражен-
ные повреждения регистрируются в сосуди-
стых клубочках, главным образом, корковых 
нефронов. В качестве основного механизма 

этих повреждений рассматривается возникаю-
щая под влиянием глюкокортикоидов гипер-
тензия, которая приводит к ишемии органа и, 
впоследствии, к гипоксии. Корковые нефроны 
по сравнению с юкстамедуллярными оказыва-
ются более ишимизированными и в большей 
степени подверженными гипоксическому по-
вреждению. В связи с тем, что при гипоксии 
происходит разобщение окислительного фос-
форилирования и, как следствие, повышенная 
генерация клетками АМК, механизм свобод-
норадикального повреждения данного компо-
нента нефрона предлагается как доминирую-
щий. 

Вместе с тем результаты настоящей ра-
боты дают все основания полагать, что недо-
статочность почечных функций у животных, 
длительно получающих глюкокортикоиды, 
обусловлена не только повреждением клубоч-
кового аппарата, но и летальным поврежде-
нием клеток нефротелия. Об этом свидетель-
ствует повышенный уровень экспрессии 
проапоптозного фактора APAF-1 преимуще-
ственно в клетках эпителия канальцев нефро-
нов, и в меньшей степени в клетках почечного 
тельца (рис. 2, 4). Считается, что гибель тубу-
лярных эпителиоцитов может происходить по 
двум молекулярным маршрутам. Один из них 
связан с передачей сигналов FAS/FAS-L (белок 
Fas/APO-1, также называемый CD95 (CD – 
claster differentiation), способен запускать в 
клетке апоптоз после взаимодействия с его ли-
гандом (FasL)) посредством JNK (с-Jun N-ter-
minal kinase). Другой молекулярный маршрут 
связан с RANK/RANK-L (receptor activator of 
NFkB) [2]. С нашей точки зрения, механизм 
программируемой гибели клеток нефротелия в 
группе животных с моделью окислительного 
стресса опосредуется высвобождением цито-
хрома С из митохондрий, поврежденных 
АМК, который в цитоплазме связывается с 
фактором APAF-1. Образовавшийся комплекс 
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активирует каспазу-9 – участника, так называ-
емого, «каспазного каскада». В конечном 
счете, происходит фрагментация ядра, что за-
вершает процесс гибели клетки. 

Анализ полученных результатов позво-
ляет считать, что использование полифункци-
онального серосодержащего антиоксиданта 
«Тиофан» при моделировании глюкокорти-
коид-индуцированного окислительного 
стресса снижает уровень апоптоза в клетках 
нефротелия относительно образцов почек 
крыс первой группы сравнения (рис. 3, 4). Бла-
годаря высокой специфической антиоксидант-
ной активности, «Тиофан» способствует сни-

жению уровня свободно радикальных процес-
сов и оказывает протективный эффект на 
структурные компоненты нефрона.  

Заключение 
Таким образом, результаты иммуноги-

стохимического анализа свидетельствуют о 
том, что длительное использование глюкокор-
тикоидов приводит к интенсивной гибели эпи-
телиоцитов нефрона по механизму апоптоза. 
Использование полифункционального серосо-
держащего антиоксиданта «Тиофан» оказы-
вает нефропротективный эффект, ограничи-
вает развитие выраженных структурно-функ-
циональных нарушений паренхимы почек. 
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EVALUATING THE EFFECTIVENESS OF THE MANAGEMENT  
OF MANAGING NEPHROPATHY MECHANISMS WITH PROLONGED USE  

OF GLUCOCORTICOIDS 

Abstract  
The aim of this work was to study free radical mechanism of nephropathy and to assess the capa-

bilities of managing structural and functional impairment in the kidneys of rats with glucocorticoid-
induced oxidative stress by the antioxidant "Thiophane". 

The content and localization of proapoptotic protein factor Apaf-1 in the kidney parenchyma was 
identified by indirect immunohistochemical analysis carried out by the standard method. Blocking en-
dogenous peroxidase was performed with 3% solution of hydrogen peroxide in the dewaxed sections. 
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Specific monoclonal antibodies to a protein APAF-1 (LabVision, 1: 100) were used as primary antibod-
ies. The avidin-biotin complex (UltraVHRPpolymerKIT, LabVision) was used for labelling secondary 
antibodies. 

It is shown that the renal insufficiency in the animals receiving long-term glucocorticoid, is 
caused by damaging filtration apparatus components in the kidney glomerulus and by tubulointerstitial 
impairment. It is found that the prolonged use of glucocorticoids leads to increased expression of 
proapoptotic factors APAF-1 and lethal damage of nephrothelium by the apoptosis mechanism. Re-
striction of free radical processes through the use of polyfunctional sulfur-containing antioxidant "Thi-
ophane" reduces the development of structural and functional disorders in the renal glomeruli and the 
number of epithelial cells with signs of apoptosis in the tubules of the nephrons. 

Keywords 
Oxidative stress, glucocorticoids, kidney, apoptosis, antioxidants. 
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