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АКТИВНІСТЬ NO#СИНТАЗ І АГРЕГАЦІЯ НЕЙТРОФІЛІВ
У ХВОРИХ НА ДІАБЕТИЧНУ НЕФРОПАТІЮ

Досліджували особливості функціонального стану нейтрофілів хворих на діабетичну
нефропатію (ДН). Показано, що агрегаційні властивості нейтрофілів у хворих на ДН
підвищуються. Розвиток ДН супроводжувався порушенням функціонування систе�
ми NO�синтаз (NOS) у нейтрофілах – зниженням активності конститутивних NOS і
підвищенням активності індуцибельної NOS. Використання комплексної терапії із
застосуванням тівортіну приводило до зниження агрегаційних властивостей нейтро�
філів і активації системи NOS за рахунок зростання активності конститутивних NOS.
Ключові слова: діабетична нефропатія, нейтрофіли, агрегація, тівортін.

основних ефекторів клітинного імунітету.
NO синтезується з L�аргініну при участі NO�
синтази (NOS), ферменту, що має три основ�
ні ізоформи: дві конститутивні (сNOS) – ней�
рональну (nNOS) і ендотеліальну (еNOS) – і
одну індуцибельну (iNOS). Саме з iNOS
пов’язують цитотоксичну й патофізіологіч�
ну дію NO [5, 6].

Функціональний стан нейтрофілів і про�
дукція ними NO у хворих на ДН вивчені не�
достатньо. Крім того, актуальним є пошук
препаратів, здатних регулювати як NO�
залежні механізми активації нейтрофілів,
так і синтез NO цими клітинами. Одним з
таких препаратів є Тівортін (L�аргініну
гідрохлорид), сполука, що має виражені
антиоксидантні властивості.

Метою роботи стало вивчення агрегацій�
них властивостей нейтрофілів і активності
нейтрофільних NO�синтаз у хворих на ДН
у динаміці лікування з використанням
антиоксидантного препарату Тівортін.

Матеріал і методи. Було обстежено 60 хво�
рих на ДН (48 хворих без порушення азото�
видільної функції нирок і 12 хворих із про�
теїнурією), середній вік пацієнтів – (49±
7) років. Контрольну групу склали 14 прак�
тично здорових осіб відповідного віку.
Функцію нирок оцінювали з урахуванням
швидкості клубочкової фільтрації, яку
обчислювали за формулою Кокрофта. Всі
хворі отримували базову гіпотензивну тера�
пію з використанням інгібітора АПФ (пе�
риндоприл у дозі 4 мг один раз на добу) в

Основні фактори прогресування діабе�
тичної нефропатії (ДН) – гіперглікемія,
дисліпідемія, протеїнурія й порушення
антиоксидантного захисту, впливають на
морфофункціональний стан нирок і судин
як безпосередньо, так і через лейкоцити
крові, зокрема нейтрофіли [1, 2]. Нейтро�
фільна інфільтрація має принципове зна�
чення і на початкових стадіях ураження ни�
рок, і на стадіях розвитку й прогресування
склерозу. Нейтрофіли реалізують свої чис�
ленні ефекти, вивільняючи комплекс різ�
них агентів, які в певних умовах можуть
приймати участь у захисних реакціях і в той
же час ушкоджувати тканину нирки й
порушувати її нормальну діяльність [3, 4].
Одним з таких агентів є оксид азоту (NO). У
свою чергу, NO бере активну участь у регу�
ляції процесів інфільтрації, активації й
диференціації самих нейтрофілів у гломеру�
лах [5, 6].

Роль і нейтрофілів, і NO при ДН досить
суперечлива. Нейтрофіли, виконуючи захис�
ні функції, можуть бути джерелом токсич�
них продуктів, таких як радикали кисню й
лізосомальні ферменти, й медіаторів запа�
лення, зокрема NO [5, 7]. Надлишок продук�
ції NO може пошкоджувати клітини нирок,
а блокада або недостатність синтезу NO
призводить до посилення запальних проце�
сів і прогресування захворювання [8–10].
Посилення синтезу NO в нейтрофільних клі�
тинах у нормі має позитивне значення,
оскільки в цьому випадку він діє як один з
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комбінації з антагоністом кальцієвих кана�
лів (амлодипін у дозі від 5 до 10 мг на добу),
також лікування проводилось антагоністом
рецепторів до ангіотензину II лосартаном у
дозі від 25 до 50 мг на добу.

Разом з базовою терапією протягом двох
тижнів хворі приймали внутрішньовенно
крапельно тівортін («Юрія�Фарм», Украї�
на), що містить 4,2 г L�аргініну гідрохлори�
ду, з подальшим переходом на амбулатор�
ний пероральний прийом протягом 6 тиж�
нів тівортіну аспартату по 5 мл (1,0 г препа�
рату) 3 рази на добу.

Нейтрофіли виділяли з периферичної
крові хворих і здорових осіб методом двосту�
пінчастого центрифугування [11]. У до�
слідженні використовували суспензію ней�
трофілів, що містила не менше 90 % живих
клітин. Життєздатність клітин визначали
шляхом забарвлення 0,1%�вим розчином
трипанового синього. Нейтрофіли (1⋅106 клі�
тин/мл) інкубували в середовищі 199 («Пан�
Эко», Росія) з 10%�вим вмістом телячої ем�
бріональної сироватки («ПанЭко», Росія).
Агрегацію нейтрофілів визначали за зміною
світлової трансмісії з використанням індук�
тора агрегації пептиду FMLP (formyl�me�
thionyl�leucyl�phenylalanine), Sigma (США)
[11]. Активність NOS у нейтрофілах дослід�
жували за кількістю нітрит�аніону, який
визначали в колориметричній реакції мето�
дом Гріна з використанням реактиву Грісса.
Для визначення активності iNOS замість
CaCl

2
 в інкубаційну суміш додавали ЕДТА.

Активність сNOS розраховували як різницю
між активностями загальної NOS і iNOS [9].

Отримані дані статистично обробили з
використанням t�критерію Стьюдента.

Результати та їх обговорення. Зміна
адгезивних характеристик є, очевидно, най�
більш чутливою реакцією нейтрофілів як на
вплив патогенних факторів, так і на застосу�
вання ліків. Переміщення нейтрофілів з пе�
риферичної крові в тканину нирки обумов�
лено їх захисною функцією, але разом з тим
є важливим чинником розвитку ураження
нирок [1, 4]. На жаль, більшість дослід�
жень, що підтверджують активну участь
нейтрофілів у патогенезі ураження нирок,
виконано на експериментальних моделях
нефритів, динаміка й механізми розвитку
яких значно відрізняються від розвитку
нефропатії у хворих на цукровий діабет
(ЦД) [12]. У даному дослідженні адгезивну
здатність нейтрофілів оцінювали, визна�
чаючи агрегацію клітин у відповідь на
стандартний активатор FMLP (рис. 1). У по�

рівнянні з контролем у хворих на ДН відмі�
чається достовірне підвищення кількості
агрегованих нейтрофілів.

Не викликає сумніву той факт, що клю�
чову роль у запуску й підтримці властивих
ДН патологічних проявів грає підвищений
рівень глюкози крові. Неферментативне
глюкозування білків, аутоокиснення глю�
кози, що призводить до підвищення рівня
агресивних вільних радикалів, безпосеред�
ня глюкозотоксичність запускають каскад
реакцій з боку імунної, фібринолітичної та
інших систем [1, 13]. При ДН патогенетичні
функції нейтрофілів можуть також стиму�
люватися протеїнурією й уремією [1, 14].
Аналіз літературних даних показує, що
зростання агрегаційних властивостей ней�
трофілів у хворих на ДН відбувається внас�
лідок зміни функціонування рецепторного
апарата цих клітин. Виявлені порушення,
очевидно, є наслідком змін метаболізму
нейтрофілів і структурно�функціональних
перебудов їх мембран [7].

Посилення агрегаційної здатності ней�
трофілів у хворих на ДН може бути пов’я�
зано з розвитком оксидантного стресу й
активацією системи цитокінів і адгезивних
молекул. Останні викликають посилення
взаємодії клітин різного типу, що сприяє їх
локальному накопиченню, розвитку стазу й
тромбозу в судинах і може призводити до
поліорганних порушень. При обстеженні
хворих на ЦД і зіставленні клінічної карти�
ни з даними лабораторних досліджень
встановлено підвищення рівня молекул ад�
гезії нейтрофілів до появи перших ознак не�
фропатії [14, 15]. Показано, що адгезія ней�
трофілів активується при утворенні супер�
оксидів і може пригнічуватися NO [4, 7]. Це

Рис. 1. Рівень агрегації нейтрофілів у хворих на
діабетичну нефропатію до лікування (1) і після
лікування (2), К – контроль. р<0,05; *вірогідно
у порівнянні з контролем;  # у порівнянні з гру�
пою хворих до лікування
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обумовлює використання тівортіну для
корекції агрегаційних властивостей ней�
трофілів. Як показали результати нашого
дослідження, лікування хворих на ДН із за�
стосуванням тівортіну привело до незнач�
ного, але достовірного зниження агрегацій�
ної здатності нейтрофілів (рис. 1).

Як відомо, активність NOS і рівень NO
можуть істотно зростати в гостру стадію за�
хворювання [5, 8]. Дані про значення цих
агентів в умовах хронічної патології найчас�
тіше неоднорідні й досить суперечливі.
Аналіз результатів нашого дослідження,
виконаного на нейтрофілах хворих на ДН,
виявив істотне зниження активності NOS у
цих клітинах порівняно з контрольною
групою (рис. 2). Зокрема, загальна актив�
ність NOS склала (35,7±3,7) пмоль/мг білка
у хв у хворих на ДН і (85,6±9,1) пмоль/мг
білка у хв у контрольній групі. Можна при�
пустити, що хронізація патологічного про�
цесу в нирках призводить до виснаження
системи NOS.

при гломерулонефритах зворотно корелю�
вала зі ступенем ушкодження клубочків.
Слід зазначити, що активність eNOS у клу�
бочках нирок хворих з нефритами зменшу�
ється, а інгібітор iNOS L�NG�аргінінметил�
ефір знижує вміст NO в тканинах нирки й
сечі, але не пригнічує активність сNOS, а
іноді навіть її підсилює [5].

Як показали результати даного дослід�
ження, використання комплексної терапії
на тлі недостовірного зменшення актив�
ності iNOS приводило до підвищення актив�
ності як загальної NOS, так і сNOS. Отже,
визначене нами підвищення активності за�
гальної NOS під впливом терапії з викорис�
танням тівортіну може відбуватися в основ�
ному завдяки зростаючій активності сNOS
(рис. 2), інакше кажучи, має місце перероз�
поділ активностей у системі NOS зі зрушен�
ням у бік сNOS.

Очевидно, ефект тівортіну в першу чергу
обумовлюється його антиоксидантними
властивостями, оскільки серед численних
факторів, які порушують функціонування
системи NOS, принципове значення має
запалення й оксидантний стрес, що виникає
внаслідок нього.

Таким чином, у хворих на ДН змінюють�
ся агрегаційні властивості нейтрофілів і по�
рушується функціонування системи NOS,
що певною мірою обумовлює пошкоджу�
вальну дію цих клітин. Як відомо, гломеру�
лярні ураження, обумовлені акумуляцією
нейтрофілів у клубочку, розвиваються пере�
важно в результаті їх дегрануляції й вивіль�
нення протеолітичних ферментів і вільних
кисневих радикалів, що приводить до інак�
тивації NO. Крім того, наведені дані вказу�
ють на доцільність використання в комплек�
сному лікуванні хворих на ДН препаратів,
що містять аргінін, зокрема тівортін.

Висновки
1. У хворих на діабетичну нефропатію

змінюється функціональний стан нейтрофі�
лів, зокрема підвищуються їх агрегаційні
властивості.

2. Розвиток діабетичної нефропатії суп�
роводжується порушенням функціонуван�
ня системи NOS у нейтрофілах – зниженням
активності сNOS і підвищенням активності
iNOS.

3. Використання комплексної терапії із
застосуванням тівортіну приводило до зни�
ження агрегаційних властивостей нейтро�
філів і активації системи NOS внаслідок
зростання активності сNOS.

Рис. 2. Активність NO�синтаз в нейтрофілах
хворих на ДН:

1 – загальна NOS; 2 – іNOS; 3 – сNOS (достовір�
ність та сама, що і на рис. 1)

пмоль/мг білка/хв

Слід зазначити, що, як правило, при
патологічних станах активність різних ізо�
форм NOS змінюється не односпрямовано,
а самі зміни не завжди приводять до одно�
значних наслідків. Так, nNOS і eNOS залу�
чені в процеси ниркової гемодинаміки, а їх
дисфункція може викликати інтрагломеру�
лярну гіпертонію [5, 8]. У той же час iNOS
синтезується лише після стимуляції медіа�
торами запалення і є потужним модулято�
ром його прогресування. Показано, що ви�
сока тубулоінтерстиційна експресія iNOS у
хворих з патологією нирок прямо співвідно�
ситься зі ступенем лімфогістіоцитарної
інфільтрації строми й ураження канальців,
а також з рівнем продукції цитокінів у цих
тканинах [5]. При цьому активність eNOS
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Т.Д. Щербань
АКТИВНОСТЬ NO8СИНТАЗ И АГРЕГАЦИЯ НЕЙТРОФИЛОВ У БОЛЬНЫХ ДИАБЕТИЧЕСКОЙ
НЕФРОПАТИЕЙ

Исследовали особенности функционального состояния нейтрофилов больных диабетической
нефропатией (ДН). Показано, что агрегационные свойства нейтрофилов у больных ДН повыша�
ются. Развитие ДН сопровождается нарушением функционирования системы NO�синтаз (NOS)
в нейтрофилах – снижением активности конститутивных NOS и повышением активности инду�
цибельной NOS. Использование комплексной терапии с применением тивортина приводило к
снижению агрегационных свойств нейтрофилов и активации системы NOS за счёт возрастания
активности конститутивных NOS.

Ключевые слова: диабетическая нефропатия, нейтрофилы, агрегация, тивортин.

T.D. Scherban
ACTIVITY OF NITRIC OXIDE SYNTASE AND AGGREGATION OF NEUTROPHILS AT PATIENTS
WITH DIABETIC NEPHROPATHY

Particularities of functional state of neutrophils in patients with diabetic nephropathy (DN) were
examined. Have been defined the activity of nitric oxide synthase (NOS) in neutrophils and their
aggregation. The development DN was accompanied with the breach of the system NOS in neutro�
phils – a reduction of constitutive NOS activity and increasing of inducible NOS activity. Complex
treatment with using tivortin brought about reduction aggregation properties of neutrophils and
activation NOS system to account increasing constitutive NOS activity.

Key words: diabetic nephropathy, neutrophils, nitric oxide synthase, aggregation, tivortin.
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