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Резюме. Показатели хронического воспаления, клеточной гипоксии и апоптоза изучены у 48 

больных детей с нефротической формой гломерулонефрита. Установлено, что развитие заболевания 
сопровождается ростом скорости генерирования супероксидных радикал-анионов нейтрофильными 
гранулоцитами, повышением уровня индуцированного гипоксией фактора HIF-1  и снижением активности 
фактора системы антиапоптозной защиты Bcl-xL, а степень выявленных изменений достоверно 
зависит от интенсивности протеинурии и наличия нарушения фильтрационной функции почек. Доказана 
целесообразность использования изученных показателей в качестве предикторов неблагоприятного 
течения гломерулонефрита. С учетом выявленных изменений представлен механизм формирования 
индуцированных гипоксией повреждений почек при прогрессировании гломерулонефрита у детей. 

Summary. Indicators of chronic inflammation, cellular hypoxia and apoptosis were studied in 48 nephrotic 
children. It was found that the disease course is accompanied by increased speed of superoxide radical-anions gen-
eration by neutrophilic granulocytes, increased levels of hypoxia-induced factor HIF-1  and decreased expression 
of antiapoptotic factor Bcl-xL. Detected changes significantly depended on the degree of proteinuria and declining of 
glomerular filtration rate. Utility of studied parameters was proved as predictors of unfavorable disease course. The 
mechanism of progression of hypoxia-induced renal damage in children with nephrotic syndrome was presented.

ВСТУП. Хронічний гломерулонефрит (ХГН) 

є основною причиною розвитку хронічного за-

хворювання нирок (ХЗН) в дитячій нефрології. 

Механізми прогресування ХЗН, а ХГН зокрема, 

залишаються сьогодні ще недостатньо вивчени-

ми [1]. ХГН відносять до групи імунозапальних 

захворювань, які характеризуються, крім неуточ-

неної етіології та схожими ланками патогенезу з 

імунорегуляторним дисбалансом, гістологічною 

гетерогенністю, непередбачуваним перебігом 

та проблемним прогнозом через можливість 

прогресування до термінальної стадії хроніч-

ної ниркової недостатності (тХНН). Відомо, що 

зменшення кількості функціонуючих нефронів 

при гломерулонефриті ініціює механізми ком-

пенсаторного росту нефронів, які залишилися 

[2]. Патофізіологічні основи компенсаторних 

процесів та прогресування захворювання дуже 

подібні і забезпечуються на клітинному рівні 

проліферацією клітин (гломерулярних, тубуляр-

них, інтерстиціальних). Однак при патології ни-

рок порушення регуляції проліферативних про-

цесів призводить до незворотних гістологічних 

змін (розвитку гломерулосклероза, тубулярних 
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кіст, інтерстиціального фіброзу). В їх формуван-

ні важливу роль відіграє і хронічне запалення, 

яке при ХГН характеризується неспецифічністю 

[3, 4]. 

До факторів, які визначають перебіг ХГН, 

відносять ступінь пошкодження гломеруляр-

ного апарату нирок, що безпосередньо впливає 

на рівень протеїнурії, та ступінь уповільнення 

швидкості клубочкової фільтрації (КФ) [1]. Але, 

за даними досліджень останнього десятиріччя, 

прогресуюче погіршення функції нирок при 

гломерулярній патології тісно пов’язане, в пер-

шу чергу, зі ступенем тубулоінтерстиціальних 

пошкоджень [5]. Головний фінальний етап роз-

витку тХНН, як стверджує висунута Fine L. гіпо-

теза хронічної гіпоксії, реалізується через хро-

нічну ішемію в тубулоінтерстиції [6]. Частково 

механізми індукції гіпоксії вже вивчено. При ко-

роткочасній дії стресових факторів клітинна гі-

поксія допомагає реалізувати захисні механізми, 

сприяє адаптації та виживанню клітин. Критичну 

роль в адекватній відповіді організму на гіпок-

сію відіграє гіпоксія-індукований фактор (HIF), 

в першу чергу, його 1  ізоформа (HIF-1 ), ло-

калізована переважно в тубулярних клітинах 

нефрону [7, 8]. За умов хронічної гіпоксії зрос-

тання рівня HIF-1  призводить до незворотного 

пошкодження структур нирки та розвитку фі-

брозу [9]. Основними точками впливу при цьому 

є: безпосередня регуляція фіброгенезу; контроль 

епітеально-мезангіальної трансформації; моду-

ляція процесів запалення, контроль життєвого 

циклу клітин [10]. Однак, сьогодні визначено, 

що спектр реакцій при активації HIF-1  значно 

ширше і включає зміни в ангіогенезі, еритропо-

езі, клітинному метаболізмі загалом, апоптозі  

[11]. Контроль останнього складний і залежить 

від баланса активності про- та антиапоптозних 

факторів, в якому важливу роль  відіграє родина 

Bcl [12]. До білків-контролерів апоптозу відно-

сять продукти експресії антиапоптозних генів 

Bcl-xL, які попереджуючи активацію каспаз, 

гальмують каскад апоптичного процесу [13]

Мета роботи – дослідити окремі ланки меха-

нізму хронічної гіпоксії при прогресуванні ХГН 

у дітей.

МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ. Дизайн дослі-

дження – одномоментне (cross-sectional study), 

об’єкт – 48 пацієнтів (віком від 5 до 18 років) з 

активною стадією нефротичної форми ХГН, які 

обстежились в клініці дитячої нефрології ДУ 

«Інститут нефрології АМН України» (клінічна 

база – ДКЛ №7 м. Києва) в 2009-2011 роках. 

Діагноз встановлено за наявності клініко-

лабораторного симптомокомплексу нефротич-

ного синдрому (протеїнурія >3 г/доба, гіпоаль-

бумінурія <25 г/л, гіперхолестеринемія >6.5 

ммоль/л, набряків) та тривалості захворювання 

не менше року від початку. Порушення функції 

нирок документовано при збільшенні рівня си-

роваткового креатиніну (100-460 μмоль/л), що 

супроводжувалося зменшенням швидкості клу-

бочкової фільтрації (КФ). Стан КФ було оцінено 

з використанням стандартної формули Шварца 

(Schwartz G. J.) в мл/хв/1.73 м2 [14]. 

Залежно від функції нирок хворі були роз-

поділені на групи: ХЗН I (швидкість КФ 90 мл/

хв/1.73 м2) – n=29, ХЗН II-III (швидкість КФ 

30-89 мл/хв/1.73 м2) – n=19. Пацієнті з швидкіс-

тю КФ<30 мл/хв/1.73 м2 були виключені з дослі-

дження.

Комплекс обстеження, окрім загальноприй-

нятих методик (огляд, моніторинг артеріального 

тиску, загальний та біохімічний аналізи крові, 

визначення добової протеїнурії, вивчення се-

чового осаду та концентраційної спроможності 

нирок, УЗД органів черевної порожнини, тощо), 

включав визначення показників в крові хворих, 

які є маркерами клітинної гіпоксії та хронічного 

запалення. 

Вперше в даній когорті було вивчено рівень 

окисних пошкоджень за ступенем активації ней-

трофільних гранулоцитів крові шляхом дослі-

дження швидкості генерування супероксидних 

радикал-аніонів (О
2

_.) методом електронного па-

рамагнітного резонансу з використанням спіно-

вого уловлювача 1-гідрокси-2,2,6,6-тетраметил-

піперидин-1-оксилу [15]. 

Визначено рівень гіпоксія-індукованого 

фактору (hypoxia-induced factor – HIF), його ізо-

форми 1 , в плазмі та антиапоптозного фактора 

Bcl-xL в нейтрофілах крові з використанням ме-

тодики western blotting (WB) [16, 17].

Для підготовки зразків плазму хворих роз-

водили в буфері (50 мМ Tris/HCl (pH 7.4), 50 мМ 

NaCl, 1 мМ EDTA, 0,5 мМ дитіотреітол, 0,5% де-

оксихлорат натрію, 1,5% NP-40, 1 мМ фенілме-

тилсульфоніла флюорит) у співвідношенні 1:100. 

До зразка додавали інгібітори протеаз (Protease 

cocktail inhibitor, Roche Diagnostics, USA) в 

співвідношенні 1:1000 до кінцевого об’єму. 

Розрахунок об’єму зразків при нанесенні в гель 

для електрофорезу виконано з урахуванням кон-

центрації загального білка плазми обстежених та 

суспензії клітин за методом Бредфорда (Bio-Rad 

protein assay, США).

Електрофорез зразків плазми та суспензії ней-

трофілів для оцінки рівнів HIF-1  та  Bcl-xL про-

водили  в 12.5% поліакриламідному гелі з наступ-

ним трансфером на полівінілден-дифлюоридні 

мембрани та блокуванням мембран в 5% знежи-

реному молоці на TBS-T (136 мМ NaCl, 10 мМ 

Tris, 0,05% Tween 20). Інкубацію з первинним 

антитілами (Mouse anti-Human HIF-1alfa Ab, BD 

Transduction Laboratories, та Mouse anti-Bcl-xL 

Ab, Cell Signaling) у співвідношенні 1:500 прово-

дили протягом 12 годин при температурі 4 С. В 

якості вторинних антитіл використовували  Anti-

mouse horsredish peroxidase Ab (GE Healthcare) в 

концентрації 1:3000 з інкубуванням протягом 1 
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години при кімнатній температурі. Після відми-

вання мембран за допомогою TBS-T проведено 

візуалізацію білків з використанням хемілюмі-

нісцентного субстрату (ECL, GE Healthcare, UK). 

Для контролю об’єму зразків, нанесених в гель 

при електрофорезі, використано -актин – білок 

цитоскелету («золотий стандарт» WB аналізу). 

Контрольні показники були отримані при 

обстеженні 19 умовно здорових дітей (надалі – 

”Контроль”). В цій групі швидкість генерування 

супероксидних радикал-аніонів (О
2

_.) становила 

0.33±0.10 нмоль/1·103 клітин·хв, а імунореак-

тивність щодо рівнів HIF-1  та Bcl-xL була при-

йнята за 100%.

Матеріал опрацьовано з використанням 

методів варіаційної статистики (STATISTICA 

6.0) та непараметричних статистичних підходів 

(Mann-Whitney test) [18]. Кореляційний зв’язок 

між вибірками розраховували за коефіцієнтом 

рангової кореляції Спірмена (r). Результати 

представлено як Мean±SЕ, статистично досто-

вірним вважався рівень Р<0.05 

РЕЗУЛЬТАТИ ТА ОБГОВОРЕННЯ. 
Дослідження рівнів активації нейтрофілів крові 

у дітей з ХГН виявило достовірне прискорення 

швидкості генерування супероксидних радикал-

аніонів (О
2

_.), характерне для хронічного запален-

ня (рис. 1). При цьому ступінь запальної активації 

клітин залежав від наявності порушення філь-

траційної функції нирок - більш виражені зміни 

зафіксовані у хворих з уповільненням швидко-

сті КФ при ХЗН ІІ-ІІІ ст. (2.79±0.22 нмоль/1·103 

клітин·хв проти 1.55±0.7 0 нмоль/1·103 клітин·хв 

в групі з ХЗН І ст., Р<0.01).  

Рис. 1. Рівні запальної активації нейтрофільних гранулоцитів крові у дітей з ХГН та в Контролі

Вивчення гіпоксичних пошкоджень при 

ХГН у дітей за рівнем HIF-1  в плазмі крові хво-

рих показало достовірне зростання досліджених 

параметрів в порівнянні з групою Контролю 

(рис. 2). 

Рис. 2. Рівні HIF-1  в плазмі крові хворих на ХГН та в Контролі: А – рівні HIF-1 ; 
Б – імунореактивність HIF-1 ; *відмінності достовірні. WB аналіз
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Крім того, між ступенем росту HIF-1  та 

наявністю порушення функції нирок виявле-

на залежність: гіпоксичні порушення зростали 

при зменшенні швидкості КФ - якщо при ХЗН 

I ст. рівень HIF-1  становив 128.6% (P<0.01 в 

порівнянні з Контролем), то при ХЗН II-III ст. 

– 141.3% (р<0.01 в порівнянні з Контролем та 

групою зі збереженою КФ).

Індивідуальний аналіз рівню HIF-1  плаз-

ми та добової протеїнурії у хворих визначив на-

явність прямого позитивного кореляційного 

зв’язку (r=0.61, p<0.01) (рис. 3). Ці дані свідчать 

про залежність рівня хронічної гіпоксії від сту-

пеня пошкодження фільтраційного бар’єру ни-

рок та підтверджують безпосередню участь гі-

поксичних пошкоджень в прогресуванні ХГН. 

При цьому, ступінь зниження антиапоптоз-

ного захисту при ХГН залежав від наявності по-

рушення функції нирок. Так, при збереженій 

функції (ХЗН І ст.) експресію Bcl-xL було зниже-

но до 75.1±2.2%, а уповільнення КФ (ХЗН ІІ-ІІІ 

ст.) супроводжувалось зменшенням рівня показ-

ника до 60.1±1.8% (Р<0.01 та Р<0.001, відповідно, 

в порівнянні з групою Контролю) (рис. 4).

Дослідження стану антиапоптозного захис-

ту при ХГН у дітей виявило значне зниження 

рівню експресії фактора Bcl-xL в нейтрофілах 

крові (рис. 4).

Рис. 3. Взаємозв`язок рівня HIF-1  плазми та добової протеїнурії у дітей з ХГН

Рис. 4. Рівні антиапоптозного захисту у дітей з ХГН та в Контролі: А – рівні Bcl-xL;
Б – імунореактивність Bcl-xL; *відмінності достовірні
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Отримані результати підтверджують ак-

тивну участь в патогенезі ХГН як хронічного 

запалення, так гіпоксії і апоптозу. При цьо-

му, наростання швидкості генерування О
2

_. 

в нейтрофілах, рівнів гіпоксичних пошко-

джень (за вмістом HIF-1  плазми) та актива-

ції апоптозу (за ступенем зниження експресії 

антиапоптичного фактора Bcl-xL) більш сут-

тєво змінюються при порушенні фільтрацій-

ної функції нирок. Перераховані процеси фор-

мують замкнуте коло гіпоксія-індукованих 

пошкоджень нирок на молекулярному рівні, 

що веде до тХНН [5, 8]. Реалізація вказаних 

механізмів на клітинному рівні обумовлює 

клінічне прогресування захворювання. На 

основі літературних даних та результатів нашого 

дослідження шлях від первинного гіпоксія-

індукованого пошкодження гломерул до тХНН 

можна представити схемою (рис. 5). 

тубулоінтерстиційні 
пошкодження

пошкодження 
судин

гіперфільтрація

інтерстиційний 
фіброз

формування 
атубулярних 

клубочків

↓Bcl-xL↑HIF-1α

апоптоз

первинні гломерулярні пошкодження

тХНН

запалення

гіпоксія
диференціювання 
міофібробластів

епітеально-
мезенхімальна 
трансформація

тубулярна 
атрофія

прогресування 
гломерулярних 

пошкоджень

запальна активація нейтрофілів

Рис. 5. Механізм формування гіпоксія-індукованих пошкоджень нирок при  прогресуванні ХГН у дітей

Гіперфільтрація, характерна для ініціальної 

фази гломерулонефриту, посилює потребу клітин 

в кисні, однак його дифузія обмежується експан-

сією зовнішньоклітинного матриксу [8, 19]. При 

цьому посилюється потреба клітин в кисні, ди-

фузія якого обмежується експансією зовнішньо-

клітинного матриксу [8, 19]. Наростання окис-

них процесів відбувається за рахунок активації 

генерування радикальних форм кисню та оксиду 

азоту в клітинах стінки судин, імунокомпетент-

ними клітинами, що сприяє синтезу прозапаль-

них цитокінів гломерулярними ендотеліальни-

ми клітинами, макрофагами (інтерлейкін-1 , 

фактор некрозу пухлин- , тощо), та посиленню 

подальших клітинних реакцій в зоні запалення з 

інфільтрацією макрофагами, активацією мезан-



57

1 (33) 2012 Український журнал нефрології та діалізу
Оригінальні наукові роботи

гіальних клітин [19-22]. Акумуляція макрофагів 

в ендотелії призводить до наростання окисних 

пошкоджень, зокрема в капілярах клубочків. 

Структурні зміни стінки капілярів супроводжує 

втрата їх функції, виникають гемодинамічні 

розлади на рівні нефрону, що посилюють гіпок-

сію [23]. Формується замкнуте коло, індуковане 

хронічною гіпоксією.

Вторинна, окисно-індукована активація 

вазоактивних субстанцій (зокрема, ендотелі-

ну-1, оксиду азоту, матриксних металопротеї-

наз), викликає вазоконстрикцію, в першу чергу 

- еферентних артеріол, уповільнення постгломе-

рулярного перитубулярного капілярного крово-

току. Неадекватний функціональний стан пе-

ритубулярних  капілярів та їх структурні зміни 

сприяють зменшенню надходження кисню в ту-

булярні та інтерстиціальні клітини, викликаючи 

тубулоінтерстиціальні пошкодження. Найбільш 

чутливими при цьому є проксимально-

тубулярні клітини, в яких запускається процес 

епітеліально-мезенхімальної трансформації та 

виникає інтерстиційний фіброз. Гіпоксія тубу-

лярних клітин та фібропластичні процеси при-

зводять до апоптозу [5, 23]. Компоненти зовніш-

ньоклітинного матриксу підвищують чутливість 

мезангія до індукторiв апоптозу, що веде до 

втрати гломерулярних клітин та розвитку гломе-

рулосклерозу [23, 26]. Поглиблення структурно-

функціональних порушень нефрону та інтерсти-

ція сприяють прогресуванню хронічної гіпоксії. 

Кінцевим результатом описаних процесів є про-

гресування порушення функції нирок, гістоло-

гічно представлене втратою функціонуючих не-

фронів та фіброзуванням нирки з наступним її 

зморщенням [26]. 

Таким чином, хронічна гіпоксія при ХГН 

має мультифакторний генез та є причиною фор-

мування замкнутого кола пошкоджень на моле-

кулярному рівні, що мають відповідні прояви на 

клітинному та органному рівні з єдиним вихо-

дом в тХНН. Сучасні терапевтичні стратегії при 

ХГН повинні враховувати механізм формування 

гіпоксія-індукованих пошкоджень нирок. Вже 

сьогодні вплив на його окремі ланки (корекція 

ренальної анемії еритропоетином, відновлення 

перитубулярного капілярного кровотоку бло-

кадою ренін-ангіотензинової системи) успішно 

сповільнює прогресування захворювання [8]. 

Можливими опціями патогенетично спрямо-

ваної терапевтичної дії при ХГН є модуляція 

гіпоксія-залежних процесів через відновлення 

ефективного клітинного дихання антиоксидан-

тами, захист ендотелію судин [5].

ВИСНОВКИ:

ХГН характеризується розвитком хронічного 1. 

запалення, формуванням клітинної гіпоксії 

та індукцією апоптозу, які реалізуються за 

рахунок наростання швидкості генеруван-

ня суперосидних радикалів-аніонів нейтро-

фільними гранулоцитами, підвищення рівня 

індукованого гіпоксією фактора HIF-1  та 

зниження активності фактора системи анти-

апоптозного захисту Bcl-xL.

Досліджені фактори приймають участь в про-2. 

гресуванні ХГН і ступінь їх змін вірогідно за-

лежить від інтенсивності протеїнурії та пору-

шення фільтраційної функції нирок, що дає 

можливість розглядати їх в якості предикто-

рів перебігу захворювання.  

Подальше вивчення зазначених показ-3. 

ників допоможе визначити додаткові 

патогенетично-обгруновані терапевтичні за-

соби впливу на патологічний процес в нирках 

для уповільнення його прогресування, а їх 

моніторинг в динаміці ХГН дасть змогу оці-

нити ефективність запровадженої терапії. 
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