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Резюме. Актуальність. Разом із гідроген сульфідом (H2S) та монооксидом вуглецю (СО) нітрогену мо-
нооксид (NO) заслужив репутацію потужного вазодилататора. NO синтезується з L-аргініну групою 
ферментів, які називаються NO-синтазами (NOS). NOS каталізують перетворення L-аргініну в L-цитрулін 
та NO. Існує три ізоформи NOS, які часто описуються на основі їх експресії в тканинах: 1) нейрональна 
NOS (nNOS), 2) індуцибельна NOS (iNOS) та 3) епітеліальна NOS (eNOS). NO є життєво важливою мо-
лекулою, яка бере участь у низці сигнальних функцій у нирках та може вивільнятися різними клітинами 
нирок, включно з ендотеліальними та мезангіальними клітинами, а також подоцитами. Пошкодження 
подоцитів, опосередковане антитілами проти антигенів подоцитів, що депонуються під гломеруляр-
ними вісцеральними епітеліальними клітинами, отримало назву «мембранозна нефропатія» (МН). Як 
потенційны засоби для лікування хворих на МН нашу увагу привернули безклітинні кріоконсервовані 
біологічні засоби (БКБЗ), зокрема кріоекстракт плаценти (КЕП), кріоекстракт селезінки (КЕС) та кон-
диціоноване середовище мезенхімальних стовбурових клітин (КС-МСК). Мета: оцінити вплив кріо-
екстрактів плаценти та селезінки, а також кондиціонованого середовища МСК на стан NO-ергічної 
системи нирок щурів при автоімунній мембранозній нефропатії. Матеріали та методи. Дослідження 
ефективності БКБЗ при автоімунному нефриті (АІН) проведені на 42 шурах-самцях. АІН моделювали за 
методикою W.R. Heymann та співавт. Досліджувані препарати вводили щурам з 60-ї доби експери-
менту. БКБЗ вводили внутрішньом’язово, з інтервалом 2 дні (усього 5 ін’єкцій), відповідно на 60, 62, 64, 
66 та 68-й дні експерименту. Активність NO-синтаз визначали спектрофотометричним методом за кіль-
кістю НАДФН2, що окиснюється. Уміст стабільних метаболітів NО визначали спектрофотометричним 
методом за реакцією P. Griess у модифікації. Результати. Встановлено, що розвиток АІН у щурів супро-
воджувався розбалансуванням активності NOS у тканинах нирок. Показано, що активність іNOS ста-
тистично вірогідно (р < 0,001) зросла на 83,3 %. Концентрація стабільних метаболітів NO у крові щурів з 
АІН статистично вірогідно (р = 0,008) підвищилась на 68,2 %, що у 4,5 раза перевищувало зростання ак-
тивності сумарної NOS. На тлі застосування досліджуваних БКБЗ відмічено зниження активності іNOS. 
Проведене нами дослідження продемонструвало найвираженіше зростання активності конституцій-
них Са2

+-залежних ізоформ NOS (nNOS та eNOS) на тлі введення КС-МСК. Висновки. За здатністю нор-
малізувати гіперактивність іNOS (відсоток щодо показників нелікованих щурів з АІН) досліджувані БКБЗ 
доцільно розташувати у наступній послідовності: КС-МСК (54,5 %; р < 0,001) > КЕС (36,4 %; р = 0,008) 
> КЕП (31,8 %; р = 0,04). За здатністю нівелювати пригнічення активності сNOS у тканинах нирок (відсо-
ток щодо показників нелікованих щурів з АІН) доцільно розташувати у наступній послідовності: КС-МСК 
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Вступ
Газотрансмітери — це сімейство газоподібних 

сигнальних молекул, які виробляються ендогенним 
шляхом і діють на специфічні рецептори, відіграю-
чи важливу роль у фізіологічних та патофізіологічних 
процесах. Разом із гідроген сульфідом (H

2
S) та моно-

оксидом вуглецю (СО) нітрогену	монооксид	(NO) за-
служив репутацію потужного вазодилататора, також 
відомого як ендотеліальний вазорелаксуючий фактор 
(еndothelium-derived relaxing factor — EDRF) [1].

Газотрансмітери є невеликими молекулами, що до-
зволяє їм легко дифундувати через біологічні мембра-
ни, а їх висока реактивність дозволяє їм взаємодіяти з 
широким спектром молекулярних мішеней [2]. H

2
S у 

високих концентраціях індукує синтез прозапальних 
медіаторів (інтерлейкіни (ІЛ) 1β та ІЛ-6, фактор не-
крозу пухлини α (ФНП-α), простагландин E

2
 та власне 

NO), а в низьких концентраціях проявляє цитопротек-
торні властивості, діючи як антиоксидант [3]. NO, який 
вважається одним із найбільш вивчених газотрансміте-
рів, на противагу Н

2
S, регулює окиснювальний стрес 

та перекисне окиснення ліпідів у нирковій тканині 
та запальний процес шляхом пригнічення активності 
 ІЛ-1β, ІЛ-18, ІЛ-6 та ФНП-α [4]. Незважаючи на ві-
домий токсичний ефект СО при високих рівнях, його 
низькі концентрації можуть мати цитопротекторний 
ефект. CO проявляє протизапальну дію шляхом блоку-
вання активності ФНП-α та потенціювання експресії 
протизапального цитокіну ІЛ-10 [5]. Встановлено, що 
CO бере участь в апоптотичній сигналізації; однак, як і 
NO, він відіграє подвійну роль у цьому складному про-
цесі (рис. 1) [2].

Відомо, що NO синтезується з L-аргініну групою 
ферментів, які називаються NO-синтазами (NOS) 
[6, 7]. NOS каталізують перетворення L-аргініну в 
L-цитрулін та NO. Існує три ізоформи NOS, які часто 
описуються на основі їх експресії в тканинах: 1) нейро-
нальна NOS (nNOS), 2) індуцибельна NOS (iNOS) та 
3) епітеліальна NOS (eNOS) [7, 8]. 

Ізоформи nNOS і eNOS часто експресуються кон-
ститутивно, і їх діяльність регулюється доступністю 
кальцію (Ca

2
+). ІNOS не залежить від внутрішньоклі-

тинної концентрації Ca
2

+ [9]. На сьогодні є загально-
прийнятою концепція поділу NOS на дві групи: кон-
ститутивні	ізоформи	(сNOS), до яких належать nNOS, 
eNOS та виокремлення Ca

2
+-незалежної індуцибельної	

ізоформи — іNOS, що вважається біологічно виправ-
даним [8].

Активність NOS залежить від кисню і потребує 
L-аргініну та кількох кофакторів (кальмодулін, ні-

котинамідаденіндинуклеотидфосфат (NADPH — 
β-Nicotinamide adenine dinucleotide 2′-phosphate), 
тетрагідробіоптерин (BH

4 
—

 
tetrahydrobioterin), флаві-

наденіндинуклеотид (FAD — flavin adenine dinucleotide) 
та флавінмононуклеотид (FMN — flavin adenine 

(57,9 %; р = 0,05) > КЕП (42,4 %; р = 0,015) > КЕС (21,2 %; р = 0,02). За здатністю нормалізувати вміст ста-
більних метаболітів NO у крові (відсоток щодо показників нелікованих щурів з АІН) досліджувані БКБЗ 
доцільно розташувати у наступній послідовності: КС-МСК (41,3 %; р = 0,018) > КЕС (25,2 %; р = 0,1) > КЕП 
(4,9 %; р = 0,7).
Ключові слова: автоімунний гломерулонефрит; нефрит Хеймана; мембранозна нефропатія; нітроге-
ну монооксид; кріоекстракт плаценти; кріоекстракт селезінки; кондиціоноване середовище мезенхі-
мальних стовбурових клітин

Рисунок 1. Можливі NO-, CO- та H2S-залежні 
сигнальні механізми, що регулюють апоптоз у 

нирках (адаптовано за [2])
Примітки: стрілки з гострим кінцем — позитивна 
регуляція; стрілки з тупим кінцем — негативна регу-
ляція; ROS — активні форми кисню (reactive oxygen 
species); TNF-α та TNF-β — фактори некрозу пух-
лини (tumor necrosis factor); ECM — позаклітинний 
матрикс (extracellular matrix); IL-1β, IL-18, IL-10 та 
IL-6 — інтерлейкіни; α-SMA — гладком’язовий аль-
фа-актин (alpha smooth muscle actin); COL1A1 — ко-
лаген 1-го типу (collagen type I alpha 1 chain); Bax — 
bcl-2-подібний білок 4 (BCL2 associated X, apoptosis 
regulator); Nfr2 — ядерний фактор, еритроїдний 
2-споріднений фактор 2 (nuclear factor, erythroid 
2 like 2); mTOR — мішень рапаміцину для ссавців 
(mammalian target of rapamycin); CASP3 — каспаза 3 
(сaspase 3); NF-κB — ядерний фактор κB активова-
них В-клітин (nuclear factor κB).
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mononucleotide)). NO зв’язується з відновленим гемо-
вим сайтом (Fe

2
+) розчинної гуанілілциклази (sGC — 

soluble guanylyl cyclase), яка активує цей фермент, що 
призводить до утворення другого циклічного гуано-
зинмонофосфату (сyclic guanosine monophosphate — 
cGMP, цГМФ) з гуанозинтрифосфату (GTP — guanosine 
triphosphate) (рис. 2). 

NO — це короткоживуча молекула, яка окисню-
ється у крові та тканинах з утворенням нітриту (NO

3
−), 

нітрату (NO
2
−) та інших біологічно активних форм ні-

трогену. Біологічна активність NO пов’язана з числен-
ними ефектами на серцево-судинну систему, нирки та 
процеси метаболізму, головним чином через цГМФ-
залежні механізми, хоча також повідомлялося про 
цГМФ-незалежні механізми. Ці механізми є багато-
факторними та включають модуляцію функції білка та 
імунних клітин, зниження сигналізації ангіотензину II 
типу, окисного стресу та модуляцію функції мітохон-
дрій [10].

Ca
2

+-залежні nNOS та eNOS зазвичай асоціюються 
з низькими рівнями вироблення NO, які опосередко-
вують внутрішньоклітинні сигнальні процеси (nNOS) і 
судинний гомеостаз (eNOS). Вказані ізоформи (nNOS 
та eNOS) найчастіше зустрічаються в неімунологічних 
клітинах (нейронах, міоцитах, ендотеліальних кліти-
нах тощо), і, оскільки їх продукування NO є відносно 
низьким, ці ізоформи вважаються менш важливими з 
імунологічної точки зору, ніж iNOS [8].

Високий рівень NO, що виробляється активова-
ними макрофагами (і, ймовірно, нейтрофілами та ін-
шими клітинами), може бути не тільки токсичним для 
патогенних мікроорганізмів, паразитів або пухлин-
них клітин, але може також завдати шкоди здоровим 
клітинам. In vivo пошкодження клітин і тканин може 
бути пов’язане з власне радикалом NO або взаємоді-
єю NO з O

2
−•, що призводить до утворення перокси-

нітриту (ONOO−). Переважна більшість запальних та 
автоімунних захворювань характеризується великою 

кількістю активованих макрофагів та 
нейтрофілів. Ці клітини можуть виді-
ляти значну кількість NO, що призво-
дить до пошкодження навколишньої 
тканини [7]. 

NO є життєво важливою молеку-
лою, яка бере участь у низці сигнальних 
функцій у нирках та може вивільняти-
ся різними клітинами нирок, включно 
з ендотеліальними та мезангіальними 
клітинами, а також подоцитами [6, 10, 
11]. Таким чином, виділення NO має 
потенціал безпосередньо впливати на 
функцію клубочків та регулювати уль-
трафільтрацію [12]. Крім того, NO має 
важливе значення для ниркової гемо-
динаміки та регуляції артеріального 
тиску та відіграє важливу роль у моду-Рисунок 2. Шляхи синтезу ендогенного NO (адаптовано за [10])

Рисунок 3. Схема будови нефрона: поперечний зріз (А) та просторова модель синтопії подоцита (Б). 
Адаптовано за: https://sites.manchester.ac.uk/alport-hub/about-alport-syndrome/
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ляції діурезу, тубулогломерулярного зворотного зв’язку 
та реабсорбції натрію [13].

Подоцити — високоспеціалізовані клітини клубоч-
ка, що контролюють проникність бар’єра клубочко-
вої фільтрації. Завдяки структурному складу щілинної 
діафрагми подоцити взаємодіють з ендотеліальними та 
мезангіальними клітинами для координації сигналів, 
що модулюють клітинну адгезію та взаємодію з ма-
триксом для підтримки та контролю клубочкової про-
никності. Точна регуляція та організація цитоскелет-
ної архітектури подоцитів є важливими для підтримки 
фільтраційного бар’єра нирок [6].

Прямий зв’язок організації цитоскелета зі змінами 
у виробленні NO був раніше показаний для ендотелі-
альних клітин і може відігравати важливу фізіологічну 
та патофізіологічну роль у функції подоцитів [14]. Було 
встановлено, що подоцити можуть вивільняти NO у 
відповідь на різні опосередковані рецепторами сти-
мули, включно з ангіотензином II типу [15], що може 
включати паракринну та автокринну регуляцію подо-
цитів та оточуючих клубочкових клітин [6].

Подоцити вистилають зовнішню поверхню базаль-
ної мембрани клубочка. Кожен подоцит пов’язаний з 
більш ніж однією артеріолою, і кожна артеріола покрита 
більш ніж одним подоцитом. Подоцити складаються з 
клітинного тіла, первинних відростків і «ніжок» (рис. 3).

Відростки подоцитів містять скоротливий апарат, 
що включає актин, міозин, актинін, талін, вінкулін та 
віментин, який протидіє гемодинамічним силам клу-
бочкових капілярів [16].

Подоцити, бувши високоспеціалізованими епітелі-
альними клітинами клубочка, мають важливе значен-
ня для селективної проникності бар’єра клубочкової 
фільтрації, допомагаючи гарантувати, що цінні моле-
кули, як-от білки, залишаються в крові [17]. Участь у 
клубочковій фільтрації є основним завданням подоци-
тів. Клубочковий фільтрат протікає через ендотеліаль-
ний просвіт, базальну мембрану та щілинні діафрагми 
в проміжках між відростками подоцитів. Щілинні діа-
фрагми є найважливішими функціональними елемен-

тами тришарової фільтраційної мембрани. Відростки 
подоцитів складаються з багатьох білків, які утворюють 
взаємодіючий комплекс. Пошкодження одного з його 
елементів порушує функцію щілинних діафрагм [16].

Ушкодження подоцитів, опосередковане антиті-
лами проти антигенів подоцитів, що депонуються під 
гломерулярними вісцеральними епітеліальними клі-
тинами, отримало назву «мембранозна	 нефропатія»	
(МН) [18, 19]. МН є органоспецифічним автоімунним 
захворюванням, яке характеризується розширенням 
базальної мембрани клубочка та дифузним пошко-
дженням відростків подоцитів (рис. 4) [20]. 

Незважаючи на те, що МН може спонтанно регре-
сувати без лікування, у третини пацієнтів спостеріга-
ється прогресуюча втрата фільтраційної функції нирок, 
що може прогресувати до термінальної стадії ниркової 
недостатності у середньому через 5 років після вста-
новлення діагнозу [21].

Як потенційні засоби для лікування хворих на МН 
нашу увагу привернули безклітинні кріоконсервовані 
біологічні засоби (БКБЗ), зокрема кріоекстракт пла-
центи (КЕП), кріоекстракт селезінки (КЕС) та кон-
диціоноване середовище мезенхімальних стовбурових 
клітин (КС-МСК). За даними цілої низки досліджень 
[23–26], БКБЗ притаманний цілий комплекс цінних 
фармакологічних властивостей, які можуть чинити ор-
ганопротективну дію при автоімунних захворюваннях.

Мета	 дослідження: оцінити вплив кріоекстрактів 
плаценти та селезінки, а також кондиціонованого се-
редовища МСК на стан NO-ергічної системи нирок 
щурів при автоімунній мембранозній нефропатії (не-
фриті Хеймана).

Матеріали та методи 
Автоімунний	нефрит	Хеймана	(АІН) відтворювали 

за методикою W.R. Heymann та співавт. [27–29] у мо-
дифікації, шляхом введення щурам нефротропної ан-
тигенної суміші, яка складалась з повного ад’юванта 
Фрейнда (ПАФ, Thermo Fisher Scientific, США) та роз-
чину антигену, отриманого з гомогенату алогенної тка-

Рисунок 4. Пошкодження подоцитів при мембранозній нефропатії (адаптовано за [18])



http://kidneys.zaslavsky.com.ua 207Vol. 13, No. 3, 2024

Оригінальні статті / Original Articles

нини нирок, у співвідношенні 1 : 1 [27, 30, 31, 39]. Нир-
ковий антиген виготовляли з коркового шару нирок у 
вигляді 20,0% гомогенату, до якого додавали антибіо-
тик амікацин у дозі 2000 ОД/мл з метою запобігання 
розвитку інфекції. ПАФ та нирковий антиген змішу-
вали безпосередньо перед використанням. Отриману 
суміш вводили тваринам у дозі 7,4 мл/кг в рівній кіль-
кості у п’ять ділянок тіла — підшкірно (п/ш) в пахові та 
пахвові ділянки, а також внутрішньоочеревинно (в/о). 
Через 4 тижні з метою потенціювання автоімунного 
процесу введення нефротропної антигенної суміші по-
вторювали в/о [27, 32, 33].

Досліджувані препарати вводили щурам з 60-ї доби 
експерименту [27]. БКБЗ вводили внутрішньом’язово 
(в/м), з інтервалом 2 дні (усього 5 ін’єкцій), відповід-
но на 60, 62, 64, 66 та 68-й дні експерименту. Як ре-
ференс-препарат обрано комбінований рослинний 
лікарський засіб з нефропротекторною активністю — 
канефрон («Канефрон® Н», Біонорика СЕ, Німеччи-
на), що містить стандартизований екстракт BNO-1040 
з трави золототисячнику (Herbae Centaurii), кореня лю-
бистку (Radicis Levistici) та листя розмарину (Foliorum 
Rosmarini) [34, 37]. Канефрон вводили внутрішньо-
шлунково (в/шл) на 60, 62, 64, 66 та 68-й дні експери-
менту в дозі 27 мг/кг [35, 36], розрахованій методом 
Ю.Р. Риболовлєва [38].

Експериментальні дослідження проведені відповідно 
до Європейської конвенції про захист хребетних тварин, 
що використовуються для дослідних та інших наукових 
цілей (м. Страсбург, 1986 р.), Директиви 2010/63/EU Єв-
ропейського Парламенту і Ради Європейського Союзу 
«Про захист тварин, що використовуються з науковою 
метою» (м. Брюссель, 2010 р.), наказу Міністерства осві-
ти і науки, молоді та спорту України «Про затвердження 
Порядку проведення науковими установами дослідів, 
експериментів на тваринах» № 249 від 01.03.2012 р., на-
казу Міністерства охорони здоров’я України «Про за-
твердження Порядку проведення доклінічного вивчення 
лікарських засобів та експертизи матеріалів доклінічного 
вивчення лікарських засобів» № 944 від 14.12.2009 р., за-
гальних етичних принципів експериментів на тваринах, 
ухвалених Першим національним конгресом України з 
біоетики (м. Київ, 2001 р.).

Дослідження ефективності БКБЗ при АІН проведе-
ні на 42 щурах-самцях масою 200–220 г, рандомізова-
них на 6 груп:

І (негативний контроль) — інтактні щури (n = 7), 
яким на 60, 62, 64, 66 та 68-й дні експерименту в/м вво-
дили 0,9% розчин NaCl в дозі 1,0 мл/кг маси тіла щура;

ІІ — щури зі змодельованим АІН (n = 7) без ліку-
вання (контрольна група), яким на 60, 62, 64, 66 та 68-й 
дні експерименту в/м вводили 0,9% розчин NaCl в дозі 
1,0 мл/кг;

ІІІ — щури зі змодельованим АІН (n = 7), яким на 
60, 62, 64, 66 та 68-й дні експерименту в/шл вводили 
референс-препарат канефрон в дозі 27 мг/кг [36];

ІV — щури зі змодельованим АІН (n = 7), яким на 
60, 62, 64, 66 та 68-й дні експерименту в/м вводили 
КЕП у дозі 2,5 мл/кг [40, 41];

V — щури зі змодельованим АІН (n = 7), яким на 60, 
62, 64, 66 та 68-й дні експерименту в/м вводили КЕС у 
дозі 5,0 мл/кг [42];

VІ — щури зі змодельованим АІН (n = 7), яким на 
60, 62, 64, 66 та 68-й дні експерименту в/м вводили 
 КС-МСК у дозі 0,6 мл/кг [43, 44].

На 70-й день експерименту щурів виводили з екс-
перименту. Зразки змішаної крові після декапітації 
тварин відбирали у центрифужні пробірки. Сироват-
ку відділяли центрифугуванням впродовж 15 хв при  
3000 об/хв.

Для отримання гомогенату тканини промивали 
промивали холодним (+4 °С) буферним розчином 
(250 ммоль сахарози, 5 ммоль Na

2
EDTA, 5 ммоль трис-

НСl буферу (рН = 7,4)) та гомогенізували при 3000 об/хв  
(тефлон-скло) у середовищі буферного розчину [45].

Активність	 NO-синтаз визначали спектрофото-
метричним методом за кількістю НАДФН

2
, що окис-

нюється. Гомогенат інкубували 20 хв при температурі 
40 °C з 1 мл реакційної суміші (при визначенні сумар-
ної активності NOS (iNOS та cNOS): CaCl

2
, трис-НСl, 

MgCl
2
 НАДФH+Н+, L-Арг; при визначенні активності 

iNOS: ЕДТА, трис-НСl, MgCl
2
, НАДФH+Н+, L-Арг). 

Реакцію зупиняли додаванням 0,3 мл HClO
4
 та цен-

трифугували (3000 об/хв), в надосадовій рідині ви-
значали концентрацію НАДФН+H+, яку реєстрували 
за світлопоглинанням при довжині хвилі λ = 340 нм. 
Активність сNOS визначали як різницю NOS та іNOS. 
Об’єкт дослідження та одиниці вимірювання: гомоге-
нат біологічної тканини — нмоль НАДФН

2
/хв × г білка 

[46, 47].
Уміст	стабільних	метаболітів	NО визначали спек-

трофотометричним методом за реакцією P. Griess у мо-
дифікації, що полягає у відновленні нітратів у нітрити 
хлоридом ванадію (III) та діазотуванням. Концентра-
цію NО визначали за світлопоглинанням при довжині 
хвилі λ = 540 нм. Об’єкт дослідження та одиниці вимі-
рювання: сироватка крові — мкмоль/л [48].

Статистичну	 обробку одержаних результатів про-
ведено з використанням прикладної програми для ро-
боти з електронними таблицями Microsoft Office Excel. 
Оцінку характеру розподілу величин у кожній групі 
вибіркової сукупності проводили з використанням 
W-критерію Шапіро — Уїлка. Однорідність дисперсій 
визначали за критерієм Левена. При нормальному роз-
поділі незалежних величин відмінності між групами 
визначали попарно за t-критерієм Стьюдента. Цифрові 
дані у разі нормального розподілу величин наведені у 
вигляді M ± m (M ± SE), де M — середнє арифметич-
не значення, m (SE) — стандартна похибка середнього 
арифметичного, або М (95% ДІ), де 95% ДІ — 95% дові-
рчий інтервал. При ненормальному розподілі принай-
мні однієї з груп незалежних величин відмінності між 
ними визначали попарно за непараметричним ран-
говим U-критерієм Манна — Уїтні (Mann-Whitney). 
При ненормальному розподілі отриманих величин 
дані наведено у вигляді Ме [LQ; UQ], де Ме — медіа-
на, [LQ; UQ] — верхня межа нижнього квартиля (lower 
quartile — LQ) та нижня межа верхнього квартиля 
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(upper quartile — UQ). Для графічного подання даних 
обрано діаграми розмаху (box-and-whiskers diagram — 
«боксові» діаграми з «вусами») [49].

Результати та обговорення
Встановлено, що розвиток АІН у щурів супрово-

джувався розбалансуванням активності NOS у ткани-
нах нирок. Рівень сумарної активності NOS (рис. 5) не-
значно знизився порівняно з показниками інтактних 
тварин (15,3 %; р = 0,1), проте співвідношення ізоформ 
вказаного ферменту зазнало значних зрушень. Актив-
ність іNOS статистично вірогідно (р < 0,001) зросла на 
83,3 % та становила 2,2 [2,1; 2,9] нмоль НАДФН

2
/хв × г 

білка, тоді як активність сNOS статистично вірогідно 

(р = 0,002) знизилась на 45,9 % відносно показників ін-
тактних щурів (табл. 1).

Зростання активності іNOS на тлі розвитку АІН 
відбувається як частина швидкої початкової відпо-
віді на імунне пошкодження при гломерулонефриті. 
Дослідження на моделях у гризунів показують, що це 
пов’язано з активацією факторів транскрипції актив-
ними формами кисню, що утворюються у відповідь на 
залучення Fcγ-рецептора. ІNOS діє в складному сере-
довищі серед багатьох інших медіаторів запалення, змі-
нюючи експресію cNOS, критичного регулятора функ-
ції клубочків, і саморегулюючи його власну експресію. 
Поки що немає консенсусу щодо ролі високого рівня 
вироблення NO, створеного iNOS у клубочку, хоча 
багато досліджень показали, що інгібування NO може 
змінити рівень протеїнурії та лейкоцитарної інфільтра-
ції, а також інші прояви пошкодження, як-от тромбоз 
та проліферація [50]. За даними імуногістохімічних до-
сліджень A. Furusu та співавт. [51], iNOS локалізується 
в мезангіальних клітинах, клубочкових епітеліальних 
клітинах та інфільтруючих клітинах у клубочках хворих 
на гломерулонефрит, тоді як імунне забарвлення iNOS 
майже не проявлялось у нирках здорових добровольців.

Оцінка концентрації метаболітів NO у крові щурів 
з АІН продемонструвала значно більше статистично 
вірогідне (р = 0,008) підвищення вмісту NO на 68,2 % 
(рис. 6), що у 4,5 раза перевищувало зростання актив-
ності сумарної NOS, а це, очевидно, вказує на надхо-
дження NO з інших, ніж власне NOS-синтазної систе-
ми клітин нирок, джерел. 

Зміни функції нирок, які відображаються змінами 
концентрації креатиніну, супроводжуватимуться змі-
нами NO в сироватці крові [52]. Оскільки відомо, що 
сам сироватковий NO виводиться нирками, в основно-
му за рахунок процесу клубочкової фільтрації зі швид-
кістю 20 мл/хв у людей, підвищений сироватковий 
NO можна сприймати як показник зниження функції 
нирок [52]. Великі кількості NO, отриманого з iNOS, 

Рисунок 5. Вплив КЕП, КЕС, КС-МСК та канефрону 
на сумарну активність NO-синтаз у гомогенаті 

нирок щурів з АІН
Примітки: розподіл величин ненормальний; бокси 
включають результати від 25-го до 75-го перценти-
лю, вертикальні лінії за межами боксів — мінімаль-
не та максимальне значення; горизонтальна лінія 
всередині боксу — медіана.

Таблиця 1. Вплив КЕП, КЕС, КС-МСК та канефрону на активність індуцибельної (іNOS) та конститутивної 
(cNOS) NO-синтаз у тканинах нирок щурів з АІН на 70-й день експерименту, пг/мг білка (Ме [LQ; UQ], n = 42)

Досліджува-
ний показник, 

одиниці ви-
мірювання

Умови експерименту

І (1) група ІІ (2) група ІІІ (3) група ІV (4) група V (5) група VІ (6) група

Інтактні 
щури

Контроль (АІН 
без лікув.)

АІН + 
канефрон

АІН + КЕП АІН + КЕС
АІН + КС-

МСК

n 7 7 7 7 7 7

Активність 
іNOS, нмоль 
НАДФН2 / хв × г 
білка

1,2 [0,8; 1,5]
2,2 [2,1; 2,9]

р1< 0,001 
[83,3 %]

1,8 [1,3; 2,1]
р2 = 0,03 
[18,2 %]

1,5 [1,0; 2,3]
р2 = 0,04 
[31,8 %]
р3 = 0,3
 [16,7 %]

1,4 [0,8; 1,7]
р2 = 0,008 
[36,4 %]
р3 = 0,1 
[22,2 %]

1,0 [0,8; 1,2]
р2 < 0,001 
[54,5 %]

р3 = 0,015 
[44,4 %]

Активність 
cNOS, нмоль 
НАДФН2 / хв × г 
білка

6,1 [5,0; 7,7]
3,3 [2,9; 3,7]
р1 = 0,002 
[45,9 %]

4,3 [3,7; 5,7]
р2 = 0,02 
[30,3 %]

4,7 [4,2; 5,2]
р2 = 0,015 
[42,4 %]
р3 = 0,4 
[9,3 %]

4,0 [4,0; 4,5]
р2 = 0,02 
[21,2 %]
р3 = 0,4 
[7,0 %]

5,2 [3,4; 6,8]
р2 = 0,05  
[57,9 %]
р3 = 0,4 
[10,6 %]

Примітки: р1 — рівень статистичної вірогідності розбіжності показників; [%] — значення розбіжностей по-
казників у відсотках; індексами 1, 2, 3 вказано номер групи, з показниками якої проведено зрівняння.
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також можуть інгібувати конститутивно виражену ак-
тивність NOS (eNOS та nNOS), що призводить до змін 
ниркової мікроциркуляції з порушенням мікросудин-
ного гомеостазу та функції нирок [53, 54].

Дослідження показало, що застосування рефе-
ренс-препарату канефрону, як і досліджуваних БКБЗ, 
не призвело до статистично вірогідних змін з боку ак-
тивності сумарної NOS у тканинах нирок щурів з АІН 
(рис. 5), яка залишалась нижчою за показники інтак-
тних тварин. Однак оцінка співвідношення ізоформ 
NOS на тлі введення терапевтичних агентів показала 
статистично вірогідні зміни. Так, на тлі введення ка-
нефрону рівень іNOS у тканинах нирок щурів з АІН 
знизився на 18,2 % (р = 0,03) щодо показників інтак-
тних тварин (табл. 1). На тлі застосування досліджува-
них БКБЗ відмічено ще більше зниження активності 
іNOS. За вираженістю пригнічення активності іNOS 
(відсоток щодо показників нелікованих тварин) до-
сліджувані БКБЗ доцільно розташувати у наступній 
послідовності:  КС-МСК (54,5 %; р < 0,001) > КЕС 
(36,4 %; р = 0,008) > КЕП (31,8 %; р = 0,04). Таким чи-
ном, показано, що введення КС-МСК супроводжува-
лось найвираженішим пригніченням гіперекспресії 
іNOS у щурів з АІН. Це узгоджується з встановлени-
ми нами раніше нефропротекторними властивостями 
КС-МСК. Механізм імуномодуляції на основі похід-
них МСК може базуватись на їх здатності зменшувати 
кількість дендритних клітин, що продукують проза-
пальний ФНП-α, інтерферон γ та ІЛ-17-продукуючі 
Т-клітини, а також шляхом збільшення кількості іму-
носупресивних  ІЛ-10-продукуючих та регуляторних 
Т-клітин в пошкоджених нирках [55].

Крім встановленого зниження активності іNOS у 
тканинах нирок щурів з АІН, наше дослідження по-

казало здатність застосування БКБЗ призводити до 
відновлення активності сNOS. Встановлено, що до-
сліджувані безклітинні засоби за здатністю підвищува-
ти активність сNOS у тканинах нирок (відсоток щодо 
показників нелікованих щурів з АІН) доцільно розта-
шувати у наступній послідовності: КС-МСК (57,9 %; 
р = 0,05) > КЕП (42,4 %; р = 0,015) > КЕС (21,2 %; 
р = 0,02).

Таким чином, проведене нами дослідження про-
демонструвало найвираженіше зростання активності 
Са

2
+-залежних ізоформ NOS (nNOS на eNOS) на тлі 

введення КС-МСК (табл. 1).
Варто зазначити, що оцінка вмісту стабільних мета-

болітів NO у крові показала, що статистично вірогідно 
(р = 0,018) найбільше зниження вмісту досліджуваних 
похідних вказаного газотрансмітера у щурів з АІН від-
мічалось на тлі введення КС-МСК — у тварин цієї гру-
пи рівень метаболітів NO становив 12,0 ± 2,3 (95% ДІ: 
7,4–16,6) мкмоль/л (рис. 6).

Висновки 
1. За здатністю нормалізувати гіперактивність іNOS 

(відсоток щодо показників нелікованих щурів з АІН) 
досліджувані БКБЗ доцільно розташувати у наступ-
ній послідовності: КС-МСК (54,5 %; р < 0,001) > КЕС 
(36,4 %; р = 0,008) > КЕП (31,8 %; р = 0,04).

2. За здатністю нівелювати пригнічення активнос-
ті сNOS у тканинах нирок (відсоток щодо показників 
нелікованих щурів з АІН) доцільно розташувати у на-
ступній послідовності: КС-МСК (57,9 %; р = 0,05) 
> КЕП (42,4 %; р = 0,015) > КЕС (21,2 %; р = 0,02).

3. За здатністю нормалізувати вміст стабільних ме-
таболітів NO у крові (відсоток щодо показників неліко-
ваних щурів з АІН) досліджувані БКБЗ доцільно роз-
ташувати у наступній послідовності: КС-МСК (41,3 %; 
р = 0,018) > КЕС (25,2 %; р = 0,1) > КЕП (4,9 %; р = 0,7).

Конфлікт	 інтересів.	 Автори рукопису свідомо за-
свідчують відсутність фактичного або потенційного 
конфлікту інтересів щодо результатів цієї роботи з фар-
мацевтичними компаніями, виробниками біомедич-
них пристроїв, іншими організаціями, чиї продукти, 
послуги, фінансова підтримка можуть бути пов’язані 
з предметом наданих матеріалів або які спонсорували 
проведені дослідження.

Зв’язок	роботи	з	науковими	програмами,	планами	
і	 темами.	 Стаття є фрагментом планової науково-до-
слідної роботи кафедри інфекційних хвороб та клі-
нічної імунології Харківського національного універ-
ситету імені В.Н. Каразіна МОН України «Вивчення 
ролі імунних, автоімунних та метаболічних розладів у 
патогенезі та наслідках інфекційного процесу, що ви-
кликаний бактеріями, вірусами, вірусно-бактеріальни-
ми асоціаціями при гострому, затяжному та хронічному 
перебігу хвороби та удосконалення тактики лікування» 
(номер державної реєстрації 0123U105022, термін ви-
конання: 2023–2028 рр., керівник — завідуюча кафе-
дри інфекційних хвороб та клінічної імунології, к.м.н., 
доцент О.В. Волобуєва).

Рисунок 6. Вплив КЕП, КЕС, КС-МСК та канефрону 
на вміст метаболітів NO в крові щурів з АІН

Примітки: розподіл величин кожної групи вибіркової 
сукупності нормальний; бокси включають значення 
стандартної похибки середнього арифметичного, 
вертикальні лінії за межами боксів — 95% довірчий 
інтервал; горизонтальна лінія всередині боксу — 
середнє арифметичне значення; ● — p < 0,05 від-
носно показників інтактних щурів; ■ — p < 0,05 від-
носно показників щурів з АІН без лікування.
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Інформація	 про	 фінансування. Робота не отриму-
вала фінансування видатками Державного бюджету 
України. 

Перспективи	 подальших	 досліджень. Результати 
проведеного дослідження вказують на доцільність по-
дальшого вивчення механізмів, зокрема імуноопосе-
редкованих, нефропротекторної активності безклітин-
них кріоконсервованих біологічних засобів.

Внесок	 авторів.	 Гладких Ф.В. — ідея роботи, роз-
робка концепції дослідження, формулювання мети 
роботи, проведення експериментальних досліджень, 
аналіз та узагальнення даних, написання тексту руко-
пису; Лядова Т.І. — участь в обговоренні отриманих ре-
зультатів, корегування рукопису статті.
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The state of NOergic homeostasis in experimental autoimmune glomerulonephritis against the background  
of the use of cell-free cryopreserved biological agents

Abstract.	 Background. Along with hydrogen sulfide and carbon 
monoxide, nitrogen monoxide (NO) has earned a reputation as a 
powerful vasodilator. NO is synthesized from L-arginine by a group 
of enzymes called NO synthases (NOS). NOS catalyzes the conver-
sion of L-arginine into L-citrulline and NO. There are three isoforms 
of NOS that are often described based on their expression in tissues: 
1) neuronal NOS (nNOS), 2) inducible NOS (iNOS), and 3) epi-
thelial NOS (eNOS). NO is a vital molecule involved in a number 
of signaling functions in the kidney and can be released by a variety 
of kidney cells, including endothelial and mesangial cells as well as 
podocytes. Podocyte damage mediated by antibodies against podo-
cyte antigens deposited under glomerular visceral epithelial cells is 
called membranous nephropathy. Cell-free cryopreserved biological 
agents (CfBA) have attracted our attention as potential means for the 
treatment of patients with membranous nephropathy, in particular, 
cryoextract of human placenta, cryoextract of porcine spleen and 
mesenchymal stem cell-conditioned medium (MSC-CM). The pur-
pose of the study was to assess the effect of cryoextracts of placenta 
(CEP) and spleen (CES), as well as MSC-CM on the state of NO-
ergic system of the kidneys of rats with autoimmune membranous 
nephropathy. Materials	and	methods. Research on the effectiveness 
of CfBA in autoimmune nephritis (AIN) was conducted on 42 male 
rats. AIN was reproduced according to the method of W.R. Hey-
mann et al. The studied drugs were administered to rats from the 
day 60 of the experiment. CfBA were injected intramuscularly with 
an interval of 2 days (total of 5 injections) on the day 60, 62, 64, 66 
and 68 of the experiment, respectively. NOS activity was evaluated by 
the spectrophotometric method based on the amount of oxidizable 
NADPH

2
. The content of stable NO metabolites was determined by 

the spectrophotometric method according to the modified Griess 
test. Results. It was found that the development of AIN in rats was 
accompanied by an imbalance of NOS activity in renal tissues. The 
activity of iNOS was increased statistically significantly (р < 0.001) 
by 83.3 %. The concentration of stable NO metabolites in the blood 
of rats with AIN increased statistically significantly (p = 0.008) by 
68.2 %, which was 4.5 times higher than an increase in total NOS 
activity. A decrease in the activity of iNOS was noted against the 
background of using the investigated CfBA. Our study demonstrated 
the most pronounced increase in the activity of constitutional Ca

2
+-

dependent NOS isoforms (nNOS on eNOS) against the background 
of MSC-CM administration. Conclusions. Depending on the ability 
to normalize iNOS hyperactivity (percentage compared to the in-
dicators of untreated rats with AIN), it is advisable to place the stu-
died CfBA in the following sequence: MSC-CM (54.5 %; p < 0.001) 
> CES (36.4 %; p = 0.008) > CEP (31.8 %; p = 0.04). According 
to the ability to eliminate inhibition of constitutive NOS activity in 
renal tissues (percentage compared to the indicators of untreated rats 
with AIN), it is advisable to place them in the following sequence: 
MSC-CM (57.9 %; p = 0.05) > CEP (42.4 %; p = 0.015) > CES 
(21.2 %; p = 0.02). By the ability to normalize the content of stable 
NO metabolites in the blood (percentage compared to the indicators 
of untreated rats with AIN), it is advisable to place the studied CfBA 
in the following sequence: MSC-CM (41.3 %; p = 0.018) > CES 
(25.2 %; p = 0.1) > CEP (4.9 %; p = 0.7).
Keywords:	autoimmune glomerulonephritis; Heymann nephritis; 
membranous nephropathy; nitrogen monoxide; placental cryoex-
tract; spleen cryoextract; mesenchymal stem cell-conditioned me-
dium
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