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Гiстохiмiчно дослiджено ступiнь окисної мо-
дифiкацiї бiлкiв у тканинах нирок щурiв за 

умов водного i сольового навантаження на фонi 
сулемової нефропатiї. Встановлено зростання 
вмiсту окисної модифiкацiї бiлкiв, що визначе-
но за коефiцiєнтом R/B, у нирках тварин не за-
лежно вiд виду навантаження за умов iнтокси-
кацiї сулемою.
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Вступ
Бiльшiсть важких металiв здатнi виклика-

ти деструкцiю мембран, що виникає внаслi-
док прямого первинного ушкодження її струк-
турних елементiв або за рахунок порушень 
клiтинного метаболiзму. Важкi метали, що 
потрапили в нефроцити, руйнують клiтин-
нi ультраструктури та порушують метаболiч-
нi процеси. Пiдвищення активностi лiзосо-
мальних гiдролаз сприяє розвитку вторинного 
токсичного ефекту, що в поєднаннi зi змiна-
ми активностi iнших ферментiв призводить до 
порушення функцiї нирок [3].

Сулемова нефропатiя за своїми морфологiч-
ними i функцiональними показниками є адек-
ватною моделлю патологiї нирок як у зiстав-
леннi з клiнiчним, так й експериментальним 
пуромiциновим й адрiамiциновим нефритом 
[7, 8]. 

Матерiали та методи 
дослiдження

Для проведення даного експерименту тва-
рини були роздiленi на наступнi групи: 1 група 
(n=6) контрольна — тварини, якi не отримува-
ли навантаження; 2 група (n=6) — тварини, якi 
отримували водне навантаження (з розрахунку 
5 мл води на 100 г маси тiла тварини); 3 група 
(n=6) — тварини, якi отримували 0,75% сольове 
навантаження (з розрахунку 3 мл розчину NаСl 
на 100 г тiла тварини); 4 група (n=6) — твари-
ни, яким проводилось 3% сольове навантажен-
ня (з розрахунку 0,75 мл розчину NаСl на 100 г 
тiла тварини); 5 група (n=6) — тварини, яким 
пiдшкiрно уводили 0,1% розчин сулеми в дозi 
5 мг/кг маси тiла тварини; 6 група (n=6) — тва-
рин, яким пiдшкiрно вводили 0,1% розчин су-
леми в дозi 5 мг/кг маси тiла тварини та якi че-
рез 72 год. пiсля iнтоксикацiї отримували водне 
навантаження; 7 група (n=6) — тварин, яким 
пiдшкiрно вводили 0,1% розчин сулеми в дозi 
5 мг/кг маси тiла тварини та якi через 72 год. 
пiсля iнтоксикацiї отримували 0,75% сольове 
навантаження; 8 група (n=6) — тварин, яким 
пiдшкiрно вводили 0,1% розчин сулеми та якi 
через 72 год. пiсля iнтоксикацiї отримували 3% 
сольове навантаження. 

Водне та сольове навантаження проводили 
за 2 години до евтаназiї внутрiшньошлунково 
через металевий зонд. Через 2 години пiсля на-
вантаження проводили евтаназiю тварин шля-
хом декапiтацiї пiд легким ефiрним наркозом.

Iнтоксикацiю тварин сулемою проводили за 
методикою введення пiдшкiрно водного розчи-
ну меркурiю хлориду (II) в дозi 5 мг на кг маси 
тiла тварини [2].

Для гiстохiмiчної оцiнки ОМБ зразки забар-
влювали бромфеноловим синiм за методом Мi-
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кель-Кальво [5]. Комп’ютерну спектрометрiю 
гiстологiчних зрiзiв здiйснювали за допомо-
гою комп’ютерної програми ColorPic (Graphic 
Art Tools, 2004). Ступiнь окисної модифiкацiї 
бiлкiв оцiнювали за коефiцiєнтом R/B — вiд-
ношення iнтенсивностi забарвлення червоного 
(R) спектра, характерного для кислих бiлкiв, до 
iнтенсивностi забарвлення синього (B) спект-
ра, характерного для основних бiлкiв.

Документацiю патологiчних процесiв про-
водили шляхом отримання цифрових копiй 
оптичного зображення дiлянок мiкроскопiч-
них препаратiв за допомогою цифрового фо-
тоапарата Olympus C740UZ при використан-
нi рiзних об’єктивiв мiкроскопа ЛЮМАМ-Р8 
(залежно вiд цiлей аналiзу). При проведеннi ек-
спериментiв дотримувалися нацiональних «За-
гальних етичних принципiв експериментiв на 
тваринах» (Україна, 2001 р.), що вiдповiдають 
вимогам «Європейської конвенцiї iз захисту 
хребетних тварин, яких використовують з екс-
периментальною та науковою метою» (Страс-
бург, 1986 р.).

Результати дослiдження  
та їх обговорення

Спосiб гiстохiмiчного визначення спiввiд-
ношення мiж основними та кислими групами 
бiлкiв оснований на вимiрюваннi червоно-
го i синього спектрiв при комп’ютерно-спек-
тральному аналiзi цифрових зображень 
мiкроскопiчних об’єктiв i пiдрахунку ко-
ефiцiєнта R/B — вiдношення мiж iнтенсив-
нiстю забарвлення в дiлянцi червоного спект-
ра (R) до iнтенсивностi забарвлення в дiлянцi 
синього спектра (B) [5]. Вiдомо [1, 4], що 
вiльнорадикальне окиснення бiлкiв призво-
дить до утворення додаткових карбоксиль-
них груп та iнших кислотних залишкiв. У та-
ких випадках спiввiдношення мiж основними 
i кислими групами у складi бiлкiв змiщується 
в бiк останнiх, що виявляється гiстохiмiчно за 
коефiцiєнтом R/B [6]. Тому величина показ-
ника R/B об’єктивно та кiлькiсно вiддзерка-
лює ступiнь окислювальної модифiкацiї бiл-
кiв. Якщо величина показника R/B дорiвнює 
«1», то вмiст основних та кислих бiлкiв рiв-

Таблиця 1
Коефiцiєнт R/B в епiтелiї звивистих канальцiв кiркової речовини нирки щурiв  

за рiзних умов експерименту (М±m, n=6)

Групи дослiдження
Час забору матерiалу Вiрогiднiсть розбiжностi 

мiж рiзним часом забору 
матерiалу8.00 20.00

Iнтактнi тварини 1,02±0,004 1,0�������3������±0,005 Р>0,05
Водне навантаження 1,12±0,006 1,14±0,008 Р>0,05
0,75% сольове навантаження 1,03±0,006 1,04±0,007 Р>0,05
3% сольове навантаження 1,14±0,008 1,17±0,009 Р=0,032
Уведення сулеми 2,94±0,014 3,21±0,017 Р<0,001
Уведення сулеми та водне навантаження 2,46±0,015 2,71±0,017 Р<0,001
Уведення сулеми та 0,75% сольове навантаження 2,90±0,019 3,23±0,018 Р<0,001
Уведення сулеми та 3% сольове навантаження 3,26±0,018 3,43±0,020 Р<0,001

Таблиця 2
Коефiцiєнт R/B в епiтелiї збиральних трубочок мозкової речовини нирки щурiв  

за рiзних умов експерименту (М±m, n=6)

Групи дослiдження
Час забору матерiалу Вiрогiднiсть розбiжностi 

мiж рiзним часом забору 
матерiалу8.00 20.00

Iнтактнi тварини 1,01±0,004 1,01±0,003 Р>0,05
Водне навантаження 1,02±0,006 1,02±0,008 Р>0,05
0,75% сольове навантаження 1,02±0,006 1,03±0,007 Р>0,05
3% сольове навантаження 1,04±0,008 1,05±0,009 Р>0,05
Уведення сулеми 1,92±0,016 2,26±0,018 Р<0,001
Уведення сулеми та водне навантаження 1, 64±0,015 1,71±0,018 Р=0,014
Уведення сулеми та 0,75% сольове навантаження 1,66±0,018 1,68±0,019 Р>0,05
Уведення сулеми та 3% сольове навантаження 2,34±0,019 2,46±0,018 Р=0,005 



ОРИГIНАЛЬНЕ ДОСЛIДЖЕННЯ

71Український журнал клiнiчної та лабораторної медицини • 2012, том 7, №4

ний. Якщо величина показника вище «1» — 
переважають «кислi» бiлки [5].

Ступiнь окислювальної модифiкацiї бiлкiв у 
тканинах нирки (за коефiцiєнтом R/B) змiню-
вався в епiтелiї звивистих канальцiв кiркової 
речовини нирки (табл. 1), в епiтелiї збиральних 
трубочок мозкової речовини нирки (табл. 2) та 
в епiтелiї збиральних трубочок сосочка нирки 
(табл. 3).

Встановлено, що за умов 0,75% сольового 
навантаження (табл. 1) даний показник не за-
знавав вiрогiдних змiн порiвняно з контролем 
у цитоплазмi епiтелiоцитiв звивистих каналь-
цiв нирок. Однак середнi величини коефiцiєнта  
R/B вказують на те, що 5% водне та 3% сольове 
навантаження змiнюють у бiлках спiввiдношен-
ня мiж амiно- та карбоксильними групами бiл-
кiв у бiк останнiх, що можна розцiнити як iнтен-
сифiкацiю процесiв окислювальної модифiкацiї 
бiлкiв (ОМБ). Цiкавим є факт, що вказанi про-
цеси при 3% сольовому навантаженнi статистич-
но вiрогiдно бiльш вираженi о 20.00, нiж о 8.00.

Уведення сулеми викликає триразове зрос-
тання коефiцiєнта R/B, яке переважає о 20.00 
у порiвняннi з 8.00. Так, водне навантаження 
при сулемовiй нефропатiї дещо знижує рiвень 
ОМБ в епiтелiоцитах звивистих канальцiв нир-
ки, але констатувати повернення показникiв 
до норми зовсiм немає пiдстав, бо коефiцiєнт  
R/B залишається надто високим. За цих же 
умов 0,75% сольове навантаження при суле-
мовiй нефропатiї картину щодо ОМБ суттєво 
не змiнює. Навпаки, 3% сольове навантаження 
призводить до максимальних середнiх цифр ко-
ефiцiєнта R/B, що слiд розцiнити як найвищий 
рiвень ОМБ. Слiд вiдмiтити, що в гiалiнових i 
зернистих цилiндрах у просвiтах звивистих ка-
нальцiв середнi значення коефiцiєнта R/B є 
найбiльш високими, що вказує на поглиблення 
процесiв ОМБ у залишках клiтин.

Як видно з даних табл. 1 та 2, у цiлому тен-
денцiї, характернi для цитоплазми епiтелiо-
цитiв звивистих канальцiв нирки, зберiгаються 
i в цитоплазмi епiтелiоцитiв збиральних трубо-
чок мозкової речовини. Однак єдиною суттє-
вою вiдмiннiстю є те, що епiтелiй збиральних 
трубочок мозкової речовини щодо процесiв 
ОМБ дещо менш чутливий до добових ритмiв, 
нiж епiтелiй звивистих канальцiв нирки.

У табл. 3 наведенi результати вимiрювання 
коефiцiєнта R/B в епiтелiї збиральних трубо-
чок сосочка нирки щурiв за рiзних умов експе-
рименту. Слiд вiдзначити, що, згiдно з наведе-
ними середнiми даними, епiтелiй сосочка нирки 
проявляє точно такi ж тенденцiї щодо процесiв 
ОМБ, як й епiтелiй збиральних трубочок моз-
кової речовини нирки щурiв.

Таким чином, меншi середнi значення ко-
ефiцiєнта R/B в епiтелiї збиральних трубочок 
сосочка нирки щурiв у порiвняннi з епiтелiєм 
збиральних трубочок мозкової речовини нир-
ки, що, можливо, пов’язано з їх дещо меншим 
середнiм рiвнем метаболiзму. Результати гiс-
тохiмiчних дослiджень дозволяють дiйти на-
ступних узагальнюючих висновкiв. 

Висновки
1. Водне i сольове навантаження призводить 

до помiрних змiн ступеня окисної модифiкацiї 
бiлкiв у тканинах нирки незалежно вiд перiоду 
доби. 

2. Уведення щурам ртутi дихлориду з по-
дальшим моделюванням водного та сольово-
го навантаження призводить до активацiї про-
цесiв вiльнорадикального окислення бiлкiв, що 
є наслiдком зруйнування клiтинних мембран. 
Змiни показника окислювальної модифiкацiї 
бiлкiв вiдiграють суттєву роль у патогенезi ви-
явлених загальнопатологiчних процесiв на гiс-
тологiчному рiвнi органiзацiї матерiї.

Таблиця 3
Коефiцiєнт R/B в епiтелiї збиральних трубочок сосочка нирки щурiв  

за рiзних умов експерименту (М±m, n=6)

Групи дослiдження
Час забору матерiалу Вiрогiднiсть розбiжностi 

мiж рiзним часом забору 
матерiалу8.00 20.00

Iнтактнi тварини 0,98±0,004 0,98±0,005 Р>0,05
Водне навантаження 1,01±0,007 1,03±0,008 Р>0,05
0,75% сольове навантаження 1,02±0,009 1,02±0,012 Р>0,05
3% сольове навантаження 1,05±0,008 1,06±0,009 Р>0,05
Уведення сулеми 1,90±0,012 2,17±0,013 Р<0,001
Уведення сулеми та водне навантаження 1, 62±0,014 1,64±0,015 Р>0,05
Уведення сулеми та 0,75% сольове навантаження 1,63±0,019 1,64±0,014 Р>0,05
Уведення сулеми та 3% сольове навантаження 2,16±0,017 2,27±0,014 Р=0,003 
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А.Я.Великая, В.П.Пишак, И.В.Мацепа. 
Степень окислительной модификации белков 
(по коэффициенту R/B) в тканях почек крыс 
при сулемовой нефропатии на фоне водного и 
солевого диуреза. Черновцы, Украина.

Ключевые слова: окислительная модифика-
ция белков, почки, сулема, водная нагрузка, соле-
вая нагрузка.

Гистохимически исследована степень окисли-
тельной модификации белков в тканях почек крыс 
при условиях водной и солевой нагрузок на фоне су-
лемовой нефропатии. Установлено повышение со-
держания окислительной модификации белков, 
что определено по коэффициенту R/B, в почках 
животных независимо от типа нагрузки при усло-
виях интоксикации сулемой.

A.Ya.Velyka, V.P.Pichak, I.V.Matsiopa. De-
gree of oxidative protein modification (accord-
ing to r/b coefficient) in rat kidneys in sulema ne-
phropathy on the basis of salt and water diuresis. 
Chernivtsi, Ukraine.

Key words: oxidative protein modification, kid-
neys, sulema, water loading, salt loading.

Histochemical investigation has been done due to 
degree of oxidative protein modification in rat kidneys 
in sulema nephropathy case on the basis of water and 
salt loading. Increasing presence of oxidative protein 
modification, according to r/b coefficient, has been 
found in rat kidneys irrespective of the loading type in 
sulema intoxication case.
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