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VESTNIK VITEBSKOGO GOSUDARSTVENNOGO MEDITSINSKOGO UNIVERSITETA, 2018, VOL. 17, N5ФАРМАКОЛОГИЯ, КЛИНИЧЕСКАЯ ФАРМАКОЛОГИЯ DOI: https://doi.org/10.22263/2312-4156.2018.5.102КОРРЕЛЯЦИОННЫЕ  ВЗАИМОСВЯЗИ  МЕЖДУ  ПОКАЗАТЕЛЯМИ  НЕФРОТОКСИЧНОСТИ  У  КРЫС  С  СУЛЕМОВОЙ  НЕФРОПАТИЕЙ,  ПОЛУЧАВШИХ  ТАУЦИНБАСАЛАЙ О.Н., БУШМА М.И., БОРИСЕНОК О.А., АЛИФЕРОВИЧ В.С.Гродненский государственный медицинский университет, г. Гродно, Республика БеларусьВестник ВГМУ. – 2018. – Том 17, №5. – С. 102-108.CORRELATION INTERRELATIONSHIPS BETWEEN NEPHROTOXICITY INDICES IN RATS WITH SUBLIMATE NEPHROPATHY, RECEIVING TAUCINBASALAI O.N., BUSHMA M.I., BORISENOK О.A., ALIFEROVICH U.S.Grodno State Medical University, Grodno, Republic of BelarusVestnik VGMU. 2018;17(5):102-108.Резюме.Целью исследования явилось проведение корреляционных взаимосвязей между морфологическими, гистохими-ческими и биохимическими показателями нефротоксичности у крыс с сулемовой нефропатией без лечения и получавших тауцин.Эксперимент проведен на 24 беспородных крысах-самцах массой 200-250 г, разделенных на 3 группы (n=8). Первая группа – контроль; вторая – опыт 1 (животные получали сулему, внутрибрюшинно в дозе 0,1 мг/кг/день); третья – опыт 2 (животные получали сулему, внутрибрюшинно в дозе 0,1 мг/кг/день и комбинацию таурина с цинка диаспартатом (тауцин) в дозе 500 мг/кг/день – внутрижелудочно).Анализ корреляционных взаимосвязей у крыс с сулемовой нефропатией свидетельствует о том, что резкое воз-растание в плазме и синхронное снижение в моче маркерных показателей нефропатии (содержание мочевины и креатинина, клиренс последнего) в значительной степени ассоциируются с поражением митохондрий эпители-оцитов проксимадьных извитых канальцев корковых нефронов, степенью «сморщивания» почечного тельца и выраженностью внутриканальцевого гидронефроза. Под влиянием тауцина характер взаимосвязей изменяется не однозначно. Исчезает их большая половина и появляются отсутствующие новые. Совокупность этих изменений свидетельствует о его нефрозащитном действии, обусловленном в большей степени доминирующим компонен-том – таурином и усиленным цинка диаспартатом. Эти результаты дополняют и углубляют ранее полученные нами данные о его нефрозащитном действии. На их основании, по результатам рутинных лабораторных иссле-дований плазмы и мочи, можно прогнозировать характер и степень выраженности морфологических проявлений сулемовой нефропатии и нефрозащитное действие тауцина.Ключевые слова: крысы; сулемовая нефропатия; комбинация таурина с цинка диаспартатом; нефрозащитное действие. Abstract. Objectives. To carry out the correlation analysis of interrelations between morphological, histochemical and biochemical indicators of nephrotoxicity in rats with  sublimate nephropathy without treatment and receiving taucin.Experiments were made on 24 not purebred male rats weighing 200-250 g which  were divided into 3 groups (n=8). The first group was the control one; the second – experiment 1 (animals receiving sublimate, intraperitoneally in the dose of 0.1 mg/kg/day); the third – experiment 2 (animals receiving sublimate, intraperitoneally in the dose of 0.1 mg/kg/day and a combination of taurine with zinc diaspartate (taucin)  intragastrically – in the dose of 500 mg/kg/day).The analysis of correlation interrelations in rats with sublimate nephropathy demonstrates that sharp increase in plasma and synchronous decrease in the urine of marker indicators of  nephropathy (content of urea and creatinine, clearance of the latter) substantially are associated with the damage of mitochondria of epithelial cells of proximal convoluted tubules of cortical nephrons (PCT CN), the extent of “wrinkling” of the kidney body and the severity of intratubular 
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ВЕСТНИК ВИТЕБСКОГО ГОСУДАРСТВЕННОГО МЕДИЦИНСКОГО УНИВЕРСИТЕТА, 2018, ТОМ 17, №5hydronephrosis. Under the influence of taucin the nature of interrelations changes not unambiguously. Their greater part disappears and the new ones that were absent appear. The set of these changes demonstrates its nephroprotective action caused to a greater extent  by the dominating component – taurine and strengthened  with zinc  diaspartate. These results supplement and deepen the data on its nephroprotective action which were earlier obtained by us. On their basis, according to the results of routine laboratory investigations of plasma and urine, it is possible to predict the character and severity degree of morphological manifestations of  sublimate nephropathy and nephroprotective action of  taucin.Key words: rats, sublimate nephropathy, a combination of taurine with zinc diaspartate, nephroproteсtive action.Ранее нами установлено, что тауцин (ком-бинация таурина с цинка диаспартатом) в г/мо-лярном соотношении 20:1 (соответственно 2,5 г : 0,35 г) в суммарной дозе компонентов 500 мг/кг обладает нефрозащитным действием у крыс с су-лемовой нефропатией. Об этом свидетельствуют результаты морфологических (световая и элек-тронная микроскопия почек), гистохимических (активность ключевых ферментов метаболизма в нефронах) и биохимических (маркерные показа-тели нефротоксичности в плазме и моче) иссле-дований [1, 2].В настоящем исследовании проведен кор-реляционный анализ взаимосвязей между выше-указанными показателями.Материал и методыЭксперимент проведен на 24 беспородных крысах-самцах массой 200-250 г, разделенных на 3 группы (n=8). Первая группа – контроль, животные получали эквиобъемное количество физиологического раствора внутрибрюшинно и слизь крахмала внутрижелудочно (14 дней). Вто-рая – опыт 1, животные получали сулему, кото-рую вводили внутрибрюшинно в дозе 0,1 мг/кг/день и слизь крахмала – внутрижелудочно (14 дней). Третья – опыт 2, животные получали су-лему, которую вводили внутрибрюшинно в дозе 0,1 мг/кг/день и комбинацию таурина с цинка диаспартатом (тауцин) на слизи крахмала  в дозе компонентов 500 мг/кг/день – внутрижелудочно (14 дней). После последнего введения веществ животных помещали в клетки для сбора мочи в течение 24 ч. Декапитацию животных проводи-ли через 24 ч после последнего введения иссле-дуемых соединений. Собирали кровь и получали плазму, извлекали левую почку. Опыты проведе-ны с учетом «Правил проведения работы с ис-пользованием экспериментальных животных», получено разрешение комитета по биомедицин-ской этике Гродненского государственного меди-цинского университета.
Проводили морфологические и морфоме-трические исследования полученных гистологи-ческих препаратов почек, которые окрашивали гематоксилином и эозином [3]. В микропрепара-тах почек измеряли внутренний диаметр прок-симальных извитых канальцев (ПИК) корковых нефронов (КН), высоту эпителиоцитов в них, объем полости капсулы почечного тельца КН, подсчитывали количество ПИК КН с деструк-цией апикальных отделов эпителия. Для этого использовали компьютерный анализатор изобра-жений «Bioscan NT 2.0» при увеличениях микро-скопа в 20 раз и цифровой видеокамеры Panasonic Colour CCTV Camera WV – в 7 раз. Иллюстратив-ный материал получали с помощью микроскопа Axioscop 2 plus со встроенной видеокамерой и программы Image Warp.Проводили электронно-микроскопическое исследование полученных гистологических пре-паратов почек. Для этого образцы ткани корково-го вещества почек фиксировали в растворе четы-рехокиси осмия на 0.1М буфере Миллонига (рН 7,4). Проводили их дегидратацию в спиртах вос-ходящей концентрации и ацетоне. Затем образцы заливали в аралдит [4]. С помощью ультрамикро-тома получали блоки, из которых готовили срезы толщиной 400 нм и окрашивали их метиленовым синим. Последние анализировали под световым микроскопом и выбирали однотипные участки корковых нефронов, содержащие почечное тель-це и участок ПИК. Полученные ультратонкие срезы контрастировали 2% раствором уранила-цетата на 50% метаноле и цитратом свинца по E.S. Reynolds. Их изучали с помощью электрон-ного микроскопа JEМ-1011 при увеличениях 4 000-40 000 при ускоряющем напряжении 80 кВт. Для получения иллюстрационного матери-ала использовали комплекс из цифровой камеры Olympus MegaView III и программы iTEM для обработки изображений. В каждой группе жи-вотных оценивали не менее 120-150 структур [5]. В электронно-микроскопических препаратах из-учали эпителиоциты ПИК КН, в которых подсчи-
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VESTNIK VITEBSKOGO GOSUDARSTVENNOGO MEDITSINSKOGO UNIVERSITETA, 2018, VOL. 17, N5тывали общее количество митохондрий, процент деструктивных и делящихся органелл; измеряли длину и толщину ворсинок щеточной каемки эпителиоцитов ПИК КН. В эпителиоцитах ПИК КН по величине оптической плотности получаемого осадка хро-могена определяли активность щелочной и кис-лой фосфатаз, сукцинатдегидрогеназы. Актив-ность щелочной фосфатазы (ЩФ) определяли по Г.Гомори, для чего кусочки почек фиксировали в ацетоне и заключали в парафин. Для определения активности кислой фосфатазы (КФ) по Г. Гомори и сукцинатдегидрогеназы (СДГ) по N. Nachlas et al. кусочки почек замораживали в жидком азоте и помещали в криостат при температуре -15°С, в срезах толщиной 10 мкм, изготовленных одно-моментно из материала контрольных и опытных животных, определяли активность ферментов. Для этого использовали микроскоп Axioscop 2 plus, цифровую видеокамеру Leica FC 320 и про-грамму компьютерного анализа изображения Image Warp. Активность ферментов выражали в единицах оптической плотности (ЕД ОП). Биохимические методы исследований. В плазме определяли  содержание мочевины (уре-азный метод),  мочевой кислоты (уриказный ме-тод) и креатинина (метод Илька с пикриновой кислотой). В моче – мочевины, мочевой кисло-ты, креатинина (см. выше), белка (биуретовый метод). Расчитывали клиренс креатинина (проба Реберга) [6]. Величину суточного диуреза изме-ряли в миллилитрах/сут/100 г массы крысы. По полученным результатам судили о функциональ-ном состоянии почек.Полученные данные обрабатывали метода-ми математической статистики. Достоверность межгрупповых различий определяли с помощью непараметрического метода, используя критерий Манна-Уитни с поправкой Бонферрони для мно-жественных сравнений. Корреляционный анализ проводили по Спирмену. Статистический ана-лиз проведен с использованием пакета программ «Statistica» 6.0.437.0 для Windows.
РезультатыНаибольшее количество корреляционных взаимосвязей, отражающих нефротоксическое действие сулемы и нефрозащитное действие та-уцина выявлено для особенностей структуры корковых нефронов (с одной стороны) и биохи-мических показателей в почке, плазме и моче (с 

другой). Статистически значимые взаимосвязи между биохимическими показателями единичны и слабо выражены. Поэтому большинство из них в таблице не приведены.Особенности структуры корковых не-фронов. У крыс с сулемовой нефропатией син-хронно со снижением количества митохондрий в эпителиоцитах ПИК КН снижается клиренс креатинина, его содержание, а также мочевины и мочевой кислоты в моче. Об этом свидетельству-ют положительные коэффициенты корреляции. Противоположные взаимосвязи регистрируются с содержанием мочевины и креатинина в плазме, выраженностью протеинурии и возрастанием су-точного диуреза. Следствием резко возросшего процента деструктивных и погибших митохон-дрий, а также компенсаторной активации их деле-ния явилось снижение в органеллах активности СДГ и содержания креатинина в моче. Это под-тверждается отрицательной взаимосвязью между показателями. Снижение объема полости капсу-лы почечного тельца положительно коррелирует со снижением активности КФ в эпителиоцитах ПИК КН, клиренсом креатинина, его содержани-ем, а также мочевины и мочевой кислоты в моче. Обратные взаимосвязи регистрируются с содер-жанием мочевины и креатинина в плазме, выра-женностью протеинурии (табл.). Резко увеличенный внутренний диаметр ПИК КН положительно коррелирует с увеличени-ем содержания мочевины, креатинина в плазме, протеинурией и отрицательно – с активностью КФ в эпителиоцитах ПИК КН, клиренсом креатинина, содержанием его и мочевины в моче (табл.).Под влиянием тауцина исчезают 54% кор-реляционных взаимосвязей и появляется 21 новая (табл.). Исчезают корреляции между ко-личеством митохондрий и содержанием мочеви-ны и креатинина в плазме, суточным диурезом. Наиболее выраженные различия проявляются между сниженным процентом деструктивных и делящихся митохондрий с другими показателями нефротоксичности. Для первых не выявляются взаимосвязи с активностью СДГ и появляется положительная (с содержанием мочевины, креа-тина в плазме и белка в моче) и отрицательная (с содержанием креатинина и мочевины в моче). Для процента делящихся митохондрий взаимос-вязей выявлено меньше. Они исчезают (с актив-ностью СДГ, содержанием креатинина в моче) и появляются (с активностью ЩФ – отрицательная и интенсивностью суточного диуреза – положи-
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Таблица – Корреляционные взаимосвязи между показат

елями нефротоксичности у крыс с нефропатией (сулема
, внутрибрюшинно, 0,1 мг/

кг/день), отдельно и в комбинации с тауцином (в желуд
ок, 500 мг/кг/день), 14 дней

Первая группа показате- лей
Вторая группа показателей Ферменты в ПИК КНПлазма

Моча
СДГ 40/91* ЩФ 67/95* КФ 48/72 Мочевина 138/110* Креатинин 157/110 Клиренс креатинина 75 /118* Креатинин 73 /96* Мочевина 61 /85* Моч. к-та  81/131* Белок 275/250 Сут.диур. 236/191*
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Длина ворсинок щеточной каемки 48/91*-0

,2
6

-0
,3

2
+

0,
51

-0
,4

9
+

0,
68

+
0,

23
+

0,
17

-0
,3

0
+

0,
19

+
0,

06
+

0,
21

+
0,

67
+

0,
27

+
0
,8
1

+
0,

17
-0

,5
8

+
0,

15
-0

,6
4

+
0,

17
-0
,8
1

+
0,

32
+

0,
46

Толщина ворсинок щеточ- ной каемки 157/114*+
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Деструкция апикальных отделов эпителия ПИК 414/100*+0,30 +0,24-0,37 +0,05-0,49 +0,29+0,31 +0,80+0,31 -0,63+0,30 +0,01+0,29 +0,44+0,31 +0,59+0,32 +0,10+0,30 +0,01+0,32 +0,10
Показатель нефротоксичности в плазме
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Примечание: 1) Показатели до косой линии – у крыс с сулемовой не
фропатией без лечения (в процентах в сравнении с кон

тролем, принятым за 100%); после нее – соответственн
о 

у получавших тауцин; * – статистически значимые ра
зличия в сравнении с нелеченными крысами. Абсолю

тные значения показателей приведены в ранее опубли
кованных 

статьях. 2) Показатели над чертой – у крыс с сулемовой нефро
патией без лечения, под чертой – у получавших тауцин

. + – обозначена положительная взаимосвязь, - – отриц
а-

тельная. 3) Полужирным шрифтом выделены статистически зна
чимые (р<0,05) различия.
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VESTNIK VITEBSKOGO GOSUDARSTVENNOGO MEDITSINSKOGO UNIVERSITETA, 2018, VOL. 17, N5тельная). Нет статистически значимых взаимос-вязей между объемом полости капсулы почечно-го тельца (с содержанием мочевины, креатинина в плазме и моче). Для внутреннего диаметра ПИК КН характер взаимосвязей меняется на противо-положный (с активностью КФ и содержанием мо-чевины в моче) или они исчезают (с содержанием мочевины и креатинина в плазме, креатинина и белка в моче). Регистрируются отсутствующие у нелеченных крыс взаимосвязи между: увели-ченной высотой эпителиоцитов (с содержанием мочевины в плазме – отрицательная, а также кре-атинина и мочевины в моче – положительная); увеличенной длиной ворсинок щеточной каем-ки (с содержанием креатинина и белка в моче). Положительные взаимосвязи появляются между снижением: деструкции апикальных отделов эпителия (с содержанием мочевины в плазме), толщины базальной мембраны (с выраженно-стью полиурии), толщины ворсинок щеточной (с содержанием креатинина в моче) (табл.).Особенности активности ферментов в эпителиоцитах, выстилающих просвет ПИК КН (в таблице не представлены). Взаимосвязи между ними и показателями нефротоксичности в плазме и моче крыс с сулемовой нефропатией не выявляются. У крыс, получавших тауцин, реги-стрируются обратные взаимосвязи между повы-шенной активностью ЩФ и суточным диурезом, а также активностью КФ и содержанием креати-нина в плазме.Показатели нефротоксичности в плаз-ме и моче. Под влиянием тауцина появляются отсутствующие у нелеченных крыс взаимосвязи между показателями нефротоксичности в плазме и моче. Так, регистрируется отрицательная вза-имосвязь между содержанием мочевины в плаз-ме (с одной стороны) и содержанием мочевины и креатинина в моче (с другой) (табл.), а также содержанием креатинина в плазме и мочевины в моче. Прямая взаимосвязь характерна между клиренсом креатинина и содержанием мочевины в моче (в табл. не представлены).
ОбсуждениеХорошо известно, что нефротоксическое действие сулемы обусловлено ее способностью связываться с SH-группами белков с последую-щим нарушением их структуры и функции [7].Нефрозащитное действие тауцина в зна-чительной степени обусловлено доминирую-

щим его компонентом – таурином. Он содержит SH-группу, связывающую сулему [8, 9]. Кроме того, аминокислота обладает антиоксидантным действием [10]. Благодаря этому предотвраща-ется окислительное повреждение мембранных фосфолипидов нефронов. Под влиянием амино-кислоты ослабляется ингибирующее действие сулемы на активность сукцинатдегидрогеназы и других ферментов энергетического обмена в ми-тохондриях эпителиоцитов ПИК. Таурин – регу-лятор внутриклеточного уровня кальция, играю-щего важную роль в поддержании осмотического давления (поддержание оптимального тургора клеточных мембран), компартментализации орга-нелл и оптимального протекания биохимических процессов [11]. Снижение степени повреждения эпителия под его влиянием приводит к уменьше-нию внутреннего диаметра ПИК КН.Нефрозащитное действие цинка диаспар-тата дополняет и усиливает таковое таурина. Оно обусловлено его участием в регуляции процессов метаболизма (кофактор, в частности, ЩФ), де-токсицирующим (повышение синтеза металло-тионеина – хелатора сулемы), антиоксидантным (в составе ферментов этой системы) и мембрано-стабилизирующим действием [12, 13]. 
Заключение1. У крыс с сулемовой нефропатией реги-стрируются корреляционные взаимосвязи между показателями нефротоксичности, особенно вы-раженные между морфологическими ее проявле-ниями (патология ПИК КН, особенно на уровне митохондрий, – с одной стороны) и маркерными показателями поражения почек в плазме и моче.2. Под влиянием тауцина более половины корреляционных взаимосвязей между показате-лями нефротоксичности сулемы исчезают и по-являются отсутствующие, что, в совокупности, свидетельствует о его нефрозащитном действии. В большей степени ослабляются проявления не-фропатии по отношению к митохондриям, диаме-тру ПИК КН, почечному тельцу.Исследование выполнено в рамках ГНТП РБ «Фармацевтические субстанции и лекар-ственные средства» (подпрограмма «Аминокис-лоты») по заданию «Разработать цитопротек-тор и корректор метаболизма эпителиальных тканей «тауцин» и освоить его производство на СП ООО «Фармлэнд» (2011-2019 гг.).
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