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ВлиЯНие ЭКЗОГеННОГО ПерОКСиредОКСиНА 6 
НА МОрФОФУНКЦиОНАльНОе СОСтОЯНие 
иЗОлирОВАННОЙ ПОчКи КрыСы
A.E. Гордеева, М.Г. Шарапов, В.И. Новоселов
Институт биофизики клетки ФИЦ «ПНЦБИ РАН», Пущино, Российская Федерация

Цель: исследовать роль пероксиредоксина 6 как средства для сохранения морфофункционального со-
стояния ишемизированной изолированной почки при перфузии. Материалы и методы. В работе была 
использована модель изолированной перфузируемой почки крысы. Срок ишемии составил 5 и 20 минут, 
перфузия – 50 минут. Для оценки эффективности пероксиредоксина 6 при разной продолжительности 
ишемии использовали общепринятые критерии функционирования почки и гистологические методы. 
Результаты. На коротких сроках тепловой ишемии экзогенный Prx6 улучшает морфофункциональное 
состояние изолированной почки при перфузии. В этот период основные критерии функционирования 
изолированной ишемизированной почки достигают допустимых значений, почечная паренхима без выра-
женных повреждений. К концу перфузии отмечается увеличение скорости потока мочи, скорости клубоч-
ковой фильтрации, фракционной реабсорбции глюкозы, концентрации мочевины в моче и доли первичной 
мочи от 1,5 до 2 раз по сравнению с контрольным поражением. При 20-минутной ишемии изолированную 
почку можно признать нежизнеспособной по критериям функционирования, и положительный эффект 
пероксиредоксина 6 нивелируется. Заключение. Применение рекомбинантного пероксиредоксина 6 как 
средства для сохранения морфофункционального состояния изолированных почек может быть эффектив-
ным подходом в предупреждении ишемически-реперфузионных поражений органов.
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Objective: to investigate the role of peroxiredoxin 6 (PRX6) in preserving the morphofunctional state of ischemic 
isolated kidney during perfusion. Materials and methods. The model of an isolated perfused rat kidney was used. 
Ischemia time was 5 and 20 minutes, perfusion was 50 minutes. To evaluate the effectiveness of PRX6 at different 
ischemia times, we used the conventional criteria of kidney function and histological methods. Results. During 
short warm ischemia times, exogenous PRX6 improves the morphofunctional state of an isolated kidney during 
perfusion. During this period, the main criteria for functioning of the isolated ischemic kidney reach acceptable 
values, renal parenchyma is without severe damage. By the end of perfusion, there was an increase in urine flow 
rate, glomerular filtration rate, fractional glucose reabsorption, urine urea concentration and proportion of primary 
urine from 1.5 to 2 times compared with the control lesion. At 20-minute ischemia, the isolated kidney can be 
recognized as non-viable according to the functioning criteria; the positive effect of PRX6 is leveled. Conclusion. 
The use of recombinant peroxiredoxin 6 for preserving the morphofunctional state of isolated kidneys can be an 
effective approach in preventing ischemia–reperfusion injury.
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ВВедеНие
Популярность использования изолированной поч-

ки в качестве предмета исследования обусловлена 
удобством ее применения для изучения секреторной 
функции почек, метаболизма лекарственных препа-
ратов, скрининга клинически значимых лекарствен-
ных взаимодействий и многих аспектов почечного 
метаболизма без системных влияний, таких как ар-
териальное давление, гормоны или нервная иннер-
вация [1–3]. Изолированная почка представляет со-
бой модель ex vivo, которая состоит из целой почки, 
изолированной от сосудистой сети. Можно выделить 
две модификации модели. Большинство исследова-
телей используют модификацию, описанную Nishi-
itsutsuji-Uwo et al., – перфузия почки через верхнюю 
мезентеральную артерию без периода ишемии [4, 5]. 
Вторая модификация – перфузия почки ретроградно, 
через брюшную аорту без периода ишемии [3, 6]. 
Для интерпретации результатов важно, чтобы изо-
лированная почка функционировала в течение всего 
периода перфузии. Для оценки функционирования 
используют ряд критериев [1]. В настоящей работе 
мы использовали модель ретроградной перфузии 
почки, принципиальным моментом было наличие 
периода ишемии изолированной почки.

Ишемия и последующая реперфузия органа при-
водит к активации патологических процессов, в част-
ности, запускает лавинообразный рост активных 
форм кислорода и развитие окислительного стресса, 
тем самым приводя к структурно-функциональному 
поражению тканей [7, 8]. Именно ишемически-ре-
перфузионное поражение (И-РП) является основной 
причиной первичной дисфункции трансплантата и 
снижения его жизнеспособности [9]. В этом случае 
для снижения концентрации активных форм кис-
лорода и уменьшения поражения изолированных 
органов основным направлением терапии может 
стать использование антиоксидантных препаратов, 
в част ности, использование антиоксидантных фер-
ментов семейства пероксиредоксинов, в связи с их 
широким распространением в организме и мульти-
функциональностью [10–13]. Среди представителей 
семейства пероксиредоксину 6 (Prx6) посвящено 
наибольшее количество работ, указывающих на его 
протекторную роль при свободно-радикальных па-
тологиях [8, 14–16], в том числе и в защите изолиро-
ванных органов от И-РП [17, 18]. Учитывая протек-
торную роль Prx6, следует изучить возможность его 
применения для сохранения морфофункционального 
состояния изолированной ишемизированной почки.

Цель: исследовать роль пероксиредоксина 6 как 
средства для сохранения морфофункционального 
состояния ишемизированной изолированной почки 
при перфузии.

МАтериАлы и МетОды
В экспериментах были использованы крысы-сам-

цы линии Вистар весом 230 г. Животных содержали в 
условиях вивария ИБК PАН (г. Пущино Москов ской 
области). Работу с лабораторными животными про-
водили в соответствии с положениями «Европейской 
конвенции о защите позвоночных животных, исполь-
зуемых для эксперимента и других научных целей, 
1986». Основной документ, регламентирующий про-
ведение настоящего исследования, – «Руководство 
по работе с лабораторными животными ИБК PАН» 
№ 57 от 30.12.2011.

Рекомбинантный Prx6 был получен в лаборатории 
механизмов рецепции Института биофизики клетки 
РАН по ранее описанной методике [19].

В работе была использована модель изолиро-
ванной перфузируемой почки (ИПП) предложенная 
J. Czogalla el al., с некоторыми модификациями [3]. 
Крысы были наркотизированы путем внутривенного 
введения 0,5 мл 3,5% (3 мг/кг) золетила 100. Для 
предотвращения свертываемости крови использова-
ли гепарин (5000 ЕД/мл). Ишемия была иницииро-
вана проведением декапитации. Было выбрано два 
временных периода ишемии: 5 и 20 минут. Время 
перфузии составляет 50 минут. В качестве раство-
ра для перфузии использовали питательную среду 
DMEM (GIBCO, Invitrogen) с содержанием глюкозы 
4,5 г/л. В среду включали мочевину (5 мМ/литр), 
креатинин (80 мкмМ/литр), 6% БСА и 0,6% БСА. 
Перед перфузией раствор оксигенировали смесью 
О2/СО2 (95%/5%), рН 7,4. Температура раствора суб-
нормотермическая (30–35 °С). Алгоритм перфузии 
изолированной почки представлен на рис. 1.
Период ишемии. С началом ишемии в течение 

5 минут производили изолирование правой почки 
от общей сосудистой системы путем последователь-
ного наложения лигатур на сосуды и катетеризацию 
почечной артерии через брюшную аорту. Дополни-
тельно проводили отсечение нижней полой вены с 
ее последующей катетеризацией. Правый мочеточ-
ник был изолирован, катетеризирован и помещен 
в резервуар для сбора мочи [3, 20]. Через 5 минут 
ишемии производили удаление крови из сосудисто-
го русла изолированной почки путем ее промывки 
перфузионным буфером в течение 5 минут. Для оп-
ределения эффектов экзогенного пероксиредоксина 6 
в перфузионный буфер добавляли Prx6 в концентра-
ции 0,2 мг/мл и перфузировали им изолированную 
почку на этапе удаления крови из сосудистого русла. 
Скорость перфузии на данном этапе – 3 мл/мин. Кон-
центрация экзогенного Prx6 в перфузионном раство-
ре была выбрана на основании полученных ранее 
данных по эффективному снижению И-Р поражения 
тонкого кишечника и почек с помощью Prx6 [8, 14].



124

ВЕСТНИК ТРАНСПЛАНТОЛОГИИ И ИСКУССТВЕННЫХ ОРГАНОВ том XXIII   № 3–2021

Период перфузии. По окончании ишемии произ-
водили перфузию изолированной почки перфузион-
ным буфером в течение 50 минут. На данном этапе 
Prx6 в перфузионном буфере отсутствует. Первые 
20 минут перфузии – стабилизационный период. 
В течение всего срока перфузии каждые 10 минут 
осуществляли сбор мочи из мочеточника. По окон-
чании перфузии почечная ткань фиксировалась для 
дальнейшего исследования. Все крысы были разде-
лены на 10 групп (n = 5) (табл. 1).

Для оценки эффективности Prx6 как средства 
для сохранения морфофункциональных характерис-
тик изолированной почки в течение всего периода 
перфузии анализировали несколько общепринятых 
критериев функционирования [1]. Величину этих 
критериев определяли в исследуемых пробах мочи 
каждые 10 минут.
– Перфузионное давление (ПД), мм рт. ст., поддер-

живалось на уровне 90–100 мм рт. ст. и регули-
ровалось изменением скорости перфузионного 

Таблица 1
Экспериментальные группы

Experimental groups
Экспериментальная группа Время ишемии (мин) Добавка / этап внесения добавки в перфузионный буфер

1

5

6% БСА / перфузионный период
2 0,6% БСА / перфузионный период
3 Без добавок
4 Prx6 / этап удаления крови
5

20

6% БСА / перфузионный период
6 0,6% БСА / перфузионный период
7 Без добавок
8 Prx6 / этап удаления крови
9 0 Перфузии нет
10 90 Перфузии нет

Примечание. БСА находился в перфузате на этапе перфузии. Prx6 находился в перфузате на этапе удаления крови. 
Группа 9 – почки интактных животных, группа 10 – почки, без периода перфузии.

Note. BSA was in perfusate at the perfusion period. Prx6 was in perfusate at the blood removal period. Group 9 – kidneys of 
intact animals, group 10 – kidneys, without perfusion period.

Рис. 1. Алгоритм перфузии изолированной почки: а – период ишемии 5 минут; б – период ишемии 20 минут. Prx6 
(0,2 мг/мл) был добавлен в перфузионнный буфер на этапе удаления крови. На этапе перфузии Prx6 в перфузионном 
буфере отсутствует

Fig. 1. Isolated kidney perfusion algorithm: a – ischemia time 5 min; б – ischemia time 20 min. Prx6 (0,2 mg/ml) was added 
to perfusion buffer at the stage blood removal. There is no Prx6 in the perfusion buffer during the perfusion period
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потока (СПП). СПП считалась удовлетворитель-
ной, если соответствовала скорости почечного 
кровотока в норме – 4–5,3 мл/мин·г почки [21].

– Скорость потока мочи (СПМ), мкл/мин, рассчи-
тывали путем деления собранного объема мочи 
из мочеточника на время. Первый сбор мочи 
стартовал через 20 мин после начала перфузии, 
так как первые 15 минут мочеиспускание было 
нерегулярным. Значения СПМ ниже 30 мкл/мин 
неудовлетворительные и указывают на отсутствие 
процессов ультрафильтрации [1].

– Скорость клубочковой фильтрации (СКФ), мл/
мин·г, определяли по клиренсу креатинина с ис-
пользованием уравнения [5]:

,

 где МКр – концентрация креатинина в моче 
(мг/мл); СПМ – скорость потока мочи (мл/мин); 
ПКр – концентрация креатинина в перфузате 
(мг/мл). Минимально допустимое значение для 
СКФ ˃ 0,5 мл/мин [6]. Концентрацию креатинина в 
исследуемых пробах мочи и перфузата определя-
ли на приборе Reflotron Plus («Roche Diagnostics», 
Швейцария) каждые 10 минут.

– Фракция реабсорбированной глюкозы (ФРГ), %, 
выражается как доля глюкозы из ультрафильтрата, 
реабсорбированного почками [1, 5]:

,

 где МГл – концентрация глюкозы в моче; ПГл – кон-
центрация глюкозы в перфузате; СКФ – скорость 
клубочковой фильтрации. Концентрацию глю-
козы в исследуемых пробах мочи определяли на 
глюкометре Accu-Chek (Roche, Germany) каждые 
10 минут. ФРГ отражает функциональность прок-
симальных каналов и в модели ИПП должна быть 
не менее 90% [1, 2].

– Доля терминальной мочи (ДТМ), %, выражается 
как отношение: количество терминальной мочи 
в пробе / СКФ. Данный критерий отражает % 
ультрафильтрата, который выделяется как тер-
минальная моча [22].

– Количество мочевины в моче (КММ), 
мкмоль/10 мин, определяли как произведение: 
концентрация мочевины в пробе мочи × количес-
тво вторичной мочи в пробе. Концентрацию мо-
чевины в исследуемых пробах мочи определяли 
на приборе Reflotron Plus («Roche Diagnostics», 
Швейцария) каждые 10 минут. Концентрация мо-
чевины в перфузате 5 мМ.
Выполняли гистологическое исследование по-

чечной ткани, включающее окраску парафиновых 
срезов ренальной ткани гематоксилин-эозином 
(VITROSTAIN Biovitrum, Россия). Толщина среза 

3 мкм. Микроскопический анализ срезов проводили 
на микроскопе Leica DM 6000 с цифровой камерой 
Leica DFC 490.

Статистический анализ и построение графиков 
выполняли с использованием программного обеспе-
чения SigmaPlot 11.0 Sortware (Systat Software Inc). 
Результаты выражали как среднее значение ± стан-
дартное отклонение. Значение p < 0,05 принимали 
статистически достоверным.

реЗУльтАты
Оценка функционального состояния 
изолированной ишемизированной почки

Группы 1–4 были подвергнуты периоду ишемии, 
равному 5 минутам, период перфузии 50 минут. Ди-
зайн эксперимента представлен на рис. 1.

При введении в перфузионный буфер 6% БСА 
(группа 1) не наблюдалось образования мочи, хотя 
ПД и СПП соответствовали нормальным значени-
ям в течение всего периода перфузии. Отсутствие 
мочи делает невозможной оценку исследуемых фун-
кциональных критериев. В группе 2 (0,6% БСА) к 
окончанию перфузионного периода из всех критери-
ев только СПП и СПМ соответствуют минимально 
допустимым значениям (5,7 ± 0,5 мл/мин·г и 49 ± 
2,5 мкл/мин соответственно).

Динамика критериев функционирования изоли-
рованной ишемизированной почки при перфузии в 
группах 3–4 представлена на рис. 2. ПД и СПП были 
постоянными в течение перфузии в обеих группах и 
имели допустимые значения. Prx6 не оказывал вли-
яния на динамику этих критериев (рис. 2, а). Для 
СПМ наблюдается рост в течение перфузии и зна-
чения критерия выше минимально допустимых в 
течение всего периода перфузии в обеих группах. 
При использовании Prx6 происходит достоверное 
увеличение СПМ к концу перфузии в 1,5 раза от-
носительно группы 3 (115 ± 23 и 178 ± 28 мкл/мин 
соответственно) (рис. 2, б, табл. 2). В группе 3 СКФ 
не изменяется в течение периода перфузии и к окон-
чанию перфузии не достигает минимально допусти-
мых значений (0,2 ± 0,04 мл/мин·г) (рис. 2, в); ФРГ, 
несмотря на рост в течение перфузии, к концу пер-
фузионного периода также не достигает минимально 
допустимых значений и составляет 71% (рис. 2, д, 
табл. 2). Использование Prx6 выводит эти критерии 
на значения выше минимальных. Данные выявили 
статистически значимую разницу между группами 
3 и 4 по этим критериям к концу перфузионного пе-
риода (табл. 2). ДТМ выше в группе 3, здесь 63% 
первичного ультрафильтрата выводилось как терми-
нальная моча, напротив, в группе с Prx6 этот пока-
затель в 1,5 раза ниже (p < 0,05) (рис. 2, г). В обеих 
группах наблюдается рост КММ к концу перфузии, 
однако значение этого критерия достоверно выше 
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в 2 раза в группе с Prx6 (7,3 ± 1,8 мкмоль/10 мин и 
13 ± 1,7 мкмоль/10 мин соответственно) (рис. 2, е). 
В табл. 2 приведены значения критериев функцио-
нальности почки в группах 1–4 в конце перфузии.

Группы 5–8 были подвергнуты периоду ишемии 
равному 20 минутам, период перфузии 50 минут. Ди-
зайн эксперимента представлен на рис. 1.

При введении в перфузионный буфер 6% БСА 
(группа 5) не наблюдалось образования мочи, СПП 
не соответствовала минимально допустимым значе-
ниям. Отсутствие мочи делает невозможной оценку 
исследуемых параметров функционирования. В груп-
пе 6 (0,6% БСА) к окончанию перфузионного периода 
из всех критериев только СПМ соответствует мини-

Рис. 2. Динамика критериев функционирования изолированной ишемизированной почки при перфузии (ишемия 
5 минут / перфузия 50 минут). Первые 20 минут перфузии – стабилизационный период

Fig. 2. The dynamic of the criteria of the functioning of an isolated ischemic kidney during perfusion (ischemia 5 minutes / 
perfusion 50 minutes). The first 20 minutes of perfusion is the stabilization period
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мально допустимым значениям (44 ± 4,6 мкл/мин). 
В обеих группах наблюдалось повышение давления  
при снижении скорости перфузионного потока.

Динамика критериев функционирования изоли-
рованной ишемизированной почки при перфузии в 
группах 7–8 представлена на рис 3. Перфузионное 
давление и скорость перфузионного потока были 
постоянными в течение перфузии в обеих группах и 
имели допустимые значения. Prx6 не оказывал вли-
яния на динамику этих параметров (рис. 3, а). СПМ 
была выше минимально допустимых значений в те-
чение всего периода перфузии в обеих группах. При 
использовании Prx6 не наблюдалось достоверного 
увеличения СПМ к концу перфузии относительно 
группы 3 (137 ± 40 и 146 ± 41 мкл/мин соответствен-
но) (рис. 3, б, табл. 2). Значения СКФ и ФРГ ниже 
минимально допустимых в течение всего перфузион-
ного периода в обеих группах. Использование Prx6 не 
выводит СКФ и ФРГ на значения выше минимальных 
даже к окончанию перфузии (0,16 ± 0,05 мл/мин и 
44% соответственно) (рис. 3, в, д). В группах 7–8 не 
наблюдается достоверного изменения ДТМ и КММ 
в течение перфузии. К концу перфузии значения этих 
критериев достоверно не отличаются между группа-
ми (рис. 3, г, е, табл. 2).

В табл. 2 представлены значения критериев функ-
ционирования почки в экспериментальных группах в 
последний 10-минутный интервал перфузии.

Оценка морфологического состояния 
изолированной ишемизированной почки

На рис. 4 представлена морфология ренальной 
ткани из разных экспериментальных групп. Почки 
интактных животных имеют различимые отделы 
неф рона в корковом слое: почечное тельце и по-
чечные извитые канальцы: проксимальный (клет-

ки канала имеют выраженную щеточную каемку) 
и дистальный (рис. 4, а). Полуторачасовой период 
ишемии и отсутствие перфузии приводят к развитию 
очагов некробиоза и некроза в почечной паренхиме, 
десквамативным изменениям в каналах, а также к 
очаговому капиллярно-венозному полнокровию кор-
кового вещества с эритростазами (рис. 4, б). На ко-
ротких сроках ишемии в изолированной почке после 
перфузии наблюдается сохранение общей морфо-
функциональной структуры нефрона (рис. 4, в, г). 
Для группы 3–4 отмечена общая морфологическая 
картина: гидропическая дистрофия в юкстамедул-
лярной зоне, очаги поражения каналов, отсутствие 
клеточного мусора. При использовании Prx6 наблю-
дается снижение поражения канальцевого эпителия, 
отмечена выраженная щеточная каемка нефроцитов 
проксимальных каналов. Дистальные каналы без из-
менений (рис. 4, г). С увеличением сроков ишемии 
изолированной почки до 20 минут в группах 7–8 к 
окончанию периода перфузии наблюдается сходная 
морфологическая картина, в частности, нарушение 
морфофункциональной структуры нефрона. Отме-
чено наличие зернистых масс в просвете капсулы и 
очаговый спазм капиллярных петель. Очаги гидропи-
ческой дистрофии эпителия каналов, отсутствие ще-
точной каемки нефроцитов проксимальных каналов, 
некроз отдельных эпителиоцитов и групп клеток. Для 
канальцев отмечено истощение за счет снижения вы-
соты эпителия и расширения просветов. В просвете 
каналов отмечены гомогенные массы и слущенные 
эпителиоциты. Поражение имеет зональность и вы-
ражено в корковом слое. Степень поражения снижа-
ется к латеральному краю. Использование Prx6 не 

Таблица 2
Критерии функционирования в конце периода перфузии

Functioning criteria at the end of the perfusion period
Критерий СПП, мл/мин·г СПМ, мкл/мин СКФ, мл/мин ФРГ, % КММ, мкмоль / 10 мин ДТМ, %

Мин. значения 4–5,3 >30 >0,5 >90

И
ш

ем
ия

 5
 м

ин № 1 6% БСА 7,5 ± 2,8 – – – – –

№ 2 0,6% БСА 5,7 ± 0,5 49 ± 2,5 0,01 ± 0,01 50 4,2 ± 0,5 61 ± 0,5

№ 3 Без добавок 6,9 ± 1,3 115 ± 23 0,18 ± 0,04 71 ± 12 7 ± 1,8 64 ± 4,7

№ 4 Prx 6 7,3 ± 0,2 178 ± 28 0,4 ± 0,05 94 ± 1 13 ± 1,7 45 ± 1

И
ш

ем
ия

 2
0 

ми
н № 5 6% БСА 2 ± 0,7 – – – – –

№ 6 0,6% БСА 3,4 ± 1 44 ± 4,6 0,05 ± 0,01 21 ± 6 2,8 ± 3,6 92 ± 6,5

№ 7 Без добавок 5,6 ± 1 137 ± 40 0,16 ± 0,05 46 ± 13 9,6 ± 3 85 ± 3,2

№ 8 Prx 6 5,1 ± 0,3 146 ± 41 0,16 ± 0,04 44 ± 13 9,6 ± 1 91 ± 2,3
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приводит к изменению морфологического состояния 
ренальной ткани и снижению повреждения.

ОБСУЖдеНие
Модель ИПП является признанной для исследо-

вания функций почек [1, 23], а также имеет важное 
практическое значение для оценки методов консер-

вации [22, 24]. В модели ИПП три взаимосвязанных 
процесса почечного транспорта – фильтрация, сек-
реция и реабсорбция – по критериям функциониро-
вания близки к их показателям in vivo, кроме того, 
сохраняются функции клубочков и проксимальных 
канальцев. К недостаткам модели можно отнести 
нарушение почечной гемодинамики из-за высокой 

Рис. 3. Динамика критериев функционирования изолированной ишемизированной почки при перфузии (ишемия 
20 минут / перфузия 50 минут). Первые 20 минут перфузии – стабилизационный период

Fig. 3. The dynamic of the criteria of the functioning of an isolated ischemic kidney during perfusion (ischemia 5 minutes / 
perfusion 50 minutes). The first 20 minutes of perfusion is the stabilization period
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скорости перфузионного потока и нарушение функ-
ций дистальных канальцев [1].

В настоящей работе мы использовали модель 
ретроградной перфузии изолированных почек 

 

 

 

Рис. 4. Морфология ренальной ткани: а – почки интактных животных; б – почки, без перфузии, ишемия 90 минут; 
в – группа 3 (ишемия 5 минут / перфузия 50 минут, без Prx6); г – группа 4 (ишемия 5 минут / перфузия 50 ми-
нут, + Prx6); д – группа 7 (ишемия 20 минут / перфузия 50 минут, без Prx6); е – группа 8 (ишемия 20 минут / перфузия 
50 минут, + Prx6). Эозин-гематоксилин, ×200

Fig. 4. Morphology of renal tissue: a – native control; б – kidney, no perfusion, ischemia 90 minutes; в – group 3 (ischemia 
period 5 min / perfusion period 50 min, no Prx6); г – group 4 (ischemia period 5 min / perfusion period 50 min, + Prx6); д – 
group 7 (ischemia period 20 min / perfusion period 50 min, no Prx6); е – group 8 (ischemia period 20 min / perfusion period 
50 min, + Prx6). Eosin-hematoxylin, ×200
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крыс [3]. Перфузия производилась синтетической 
средой DMEM. В нашей модели ИПП принципи-
альным моментом было наличие периода тепловой 
ишемии сроком 5 и 20 минут. Период 5 минут вы-
бран как минимальный срок прерывания кровотока. 
20-минутный период тепловой ишемии описыва-
ют как наиболее оптимальный для последующего 
восстановления функций изолированной почки при 
трансплантации [26]. Известно, что ишемия запус-
кает ряд патологических реакций, которые приводят 
к нарушению функций жизненно важных структур 
клетки. Последующая реперфузия приводит к про-
грессированию патологических процессов. Иссле-
дования последних лет неоднократно указывают на 
ключевую роль окислительного стресса в патогенезе 
И-РП почек. Основными участниками цепи событий, 
приводящих к окислительному стрессу, являются 
активные формы кислорода и азота: в клетках почки 
происходит резкое усиление генерации этих свобод-
ных радикалов [7]. В настоящей работе для защиты 
изолированного органа от повреждающего действия 
И-РП и улучшения морфофункциональных харак-
теристик изолированной ишемизированной почки 
был использован экзогенный фермент-антиоксидант 
Prx6. Prx6 в составе перфузионного раствора вво-
дился локально в изолированную почку с началом 
ишемии. Таким образом, Prx6 находился в ткани 
почки в течение всего периода ишемии и на началь-
ном этапе перфузии. Ранее было показано, что при 
перфузии изолированной почки экзогенным Prx6 бе-
лок распределяется по сосудам почечных клубочков 
и сосудам, сопровождающим тонкий каналец [20]. 
Кроме того, в почечной ткани имеется собственный 
пул Prx6 в трубчатых сегментах нефрона, при И-РП 
именно в этих местах наблюдается усиление экспрес-
сии Prx6 [27]. Для оценки эффективности Prx6 как 
средства для сохранения морфофункциональных ха-
рактеристик изолированной ишемизированной почки 
анализировали несколько общепринятых критери-
ев функционирования: ПД, СПП, СПМ, СКФ, ФРГ, 
ДТМ [1, 22] и КММ.

ПД поддерживалось на уровне 90–110 мм рт. ст. 
изменением СПП от 2 до 7,5 мл/г/мин·г в разных 
группах (табл. 2). К окончанию перфузионного пе-
риода максимальная СПП отмечена при 5-минут-
ной ишемии на фоне 6% БСА; минимальная – при 
20-минутной ишемии на фоне 6% БСА. Несмотря на 
высокую СПП в группе 1 (6% БСА) не происходило 
образования мочи. Отмечается, что внесение высо-
ких доз БСА в буфер приводит к снижению СКФ, 
напротив, изолированные почки, перфузированные 
синтетической средой без добавления БСА, имеют 
тенденцию к росту показателей СКФ и ФРГ [22]. 
Макроскопически было отмечено увеличение разме-
ра изолированных почек при перфузии примерно в 
1,5 раза. Это является естественным процессом, так 

как имеются факторы, способствующие скоплению 
жидкости в канальцах – отсутствие нервного конт-
роля афферентных артериол и блок лимфатических 
сосудов [4].

Мониторинг основных критериев функциониро-
вания изолированной почки начинался после уста-
новления гемодинамического равновесия, когда СПП 
и ПД принимали постоянные значения (стабилиза-
ционный период – 20 минут).

При 5-минутной ишемии во всех группах крите-
рии функционирования изолированной почки выше 
минимальных значений (табл. 2). Для группы 2 (0,6% 
БСА) и 3 (без добавок) к этим параметрам можно 
отнести ПД, СПП, СПМ. Для СКФ и ФРГ значения 
ниже минимально допустимых. При гистологической 
оценке ренальной ткани в этих группах обнаружены 
очаги поражения внутренней организации каналов. 
Повреждение проксимальных каналов уже на ранних 
сроках ишемии объясняется их высоким уровнем ме-
таболической активности [25]. Использование Prx6 
расширяет список критериев функционирования 
изолированной почки с допустимыми значениями: 
ПД, СПП, СПМ, СКФ, ФРГ. При использовании Prx6 
происходит увеличение СПМ, СКФ, ФРГ и снижение 
ДТМ по сравнению с группой 3. Такая картина указы-
вает на улучшение процессов фильтрации, секреции 
и реабсорбции ультрафильтрата при использовании 
Prx6 при перфузии ишемизированной изолированной 
почки. Значение ФРГ выше 90% при использовании 
Prx6 указывает на сохранение функциональности 
тубулярных структур, изолированной ишемизиро-
ванной почки к окончанию перфузионного периода. 
Это подтверждается результатами гистологического 
анализа. Снижение поражения тубулярных струк-
тур при использовании Prx6 также подтверждается 
увеличением количества мочевины в терминальной 
моче почти в 2 раза по сравнению с группой 3. Так 
как основные места, ответственные за транспорт мо-
чевины, – проксимальный каналец и тонкий сегмент 
восходящей части петли Генле [25], можно говорить 
о протекции именно этих структур канальца. Рост 
КММ может быть не связан напрямую с сохранением 
канальцевых структур, однако полученные морфо-
логические данные говорят о существенном вкладе 
именно этого процесса в транспорт мочевины. Таким 
образом, по критериям функционирования экзоген-
ный Prx6 существенно улучшает функциональное 
состояние изолированной почки при перфузии после 
коротких сроков тепловой ишемии.

Оценка состояния изолированной почки после 
20-минутной ишемии показала, что при увеличении 
сроков ишемии среди критериев функционирования 
только СПМ имеет допустимые значения. Осталь-
ные критерии имеют значения ниже минимальных 
(табл. 2). Использование Prx6 не выводит эти кри-
терии на более высокие значении. Внутри времен-
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ной группы отсутствие БСА в перфузате приводит 
к росту показателей СКФ и ФРГ, но не выводит их 
на необходимый уровень. Низкие показатели ФРГ 
указывают на нарушение процессов реабсорбции 
глюкозы в проксимальных каналах [28]. Аналогичная 
ситуация наблюдается и с КММ, наблюдается рост 
ее концентрации в отсутствие БСА в растворе. Та-
ким образом, через 20 минут ишемии почку можно 
признать нежизнеспособной. Отсутствие функци-
онирования почки связано, вероятнее всего, с тем, 
что принципиальное значение для выживаемости 
изолированного органа играет длительность ише-
мии. В ишемизированной почке с началом перфузии 
возникают очаги гипо- и гиперперфузии. На фоне 
острого канальцевого некроза происходит спазм 
приносящих артериол клубочков, что может при-
водить к нарушению внутриорганного кровотока и 
развитию синдрома «no-reflow» [26]. Наличие пора-
жения канальцев было подтверждено результатами 
гистологического анализа. Ранее было показано, что 
увеличение сроков ишемии до 45 минут приводит к 
критическому поражению паренхимы и снижению 
СПМ до менее 30 мкл/мин. Использование Prx6 на 
этих сроках приводит к уменьшению поражения 
изолированной почки по сравнению с контрольным 
повреждением. Однако, несмотря на протекторный 
эффект Prx6 на критических сроках ишемии, пора-
жение почечной паренхимы остается на высоком 
уровне [20].

Таким образом, использование синтетических 
сред в модели ИПП целесообразно только на ранних 
сроках ишемии. В этот период некоторые критерии 
функционирования изолированной почки достигают 
допустимых значений. Структура почечной ткани со-
хранена, однако имеются очаги дистрофических из-
менений в юкстамедуллярной зоне и проксимальных 
каналах. С увеличением сроков ишемии поражение 
почечной ткани усиливается, наблюдается развитие 
канальцевого некроза, что выражается в снижении 
значений критериев функциональности и прекраще-
нии функционирования изолированного ишемизи-
рованного органа. Использование экзогенного Prx6 
положительно влияет на морфофункциональное 
состояние изолированной почки только на ранних 
сроках ишемии. В этом случае значения критериев 
выше, чем минимально допустимые, что может ука-
зывать на функционирование изолированной ише-
мизированной почки определенный период при ее 
перфузии синтетической средой. Морфологически на 
ранних сроках ишемии отмечена морфоструктурная 
целостность нефронов.

Пероксиредоксин 6 является полифункциональ-
ным ферментом-антиоксидантом, обладающим 
пероксидазной активностью, небольшой фосфоли-
пазной активностью, а также участием во многих 
процессах в клетке [10–13]. Тот факт, что пероксире-

доксин 6 защищает изолированную почку на малых 
периодах ишемии, свидетельствует о том, что в дан-
ном случае основной вклад в защиту органа вносит 
пероксидазная активность пероксиредоксина 6. Опыт 
использования рекомбинантного Prx6 для протек-
ции изолированных органов описан ранее. Защитный 
эффект Prx6 был показан на модели перфузии изо-
лированного сердца крысы. Было отмечено, что ис-
пользование Prx6 приводит к нормализации пульса, 
поддержанию сократительной активности миокарда 
и предотвращению перекисного окисления липидов 
[17]. Экзогенный Prx6 показал свой протекторный 
эффект для прекондиционирования трансплантата 
сердца крысы. Показано, что Prx6 уменьшает тяжесть 
И-РП сердца и способствует нормализации его мор-
фофункционального состояния при гетеротопичес-
кой трансплантации [18].

ЗАКлЮчеНие
На модели изолированной перфузируемой почки 

был показан ренопротекторный эффект экзогенного 
рекомбинантного пероксиредоксина 6, введенного 
локально перед ишемией. При интерпретации по-
лученных данных учитывался принципиальный 
фактор – отклик изолированной почки отличается 
от естественного из-за подавления гуморальной 
регуляции и отсутствия иннервации [4]. В связи с 
этим действие Prx6 в изолированной почке, вероятно, 
может отличаться от его протекторных эффектов в 
почке in vivo [8].

На основании полученных данных есть основание 
предполагать, что применение экзогенного рекомби-
нантного Prx6 может быть эффективным подходом 
для сохранения изолированной почки при трансплан-
тации, так как включение Prx6 в состав известных 
перфузионных растворов в качестве мощного анти-
оксидантного агента будет способствовать снижению 
процессов свободно-радикального окисления. В этом 
отношении требуются дальнейшие эксперименталь-
ные исследования.

Для получения микрофотографий, представлен-
ных в публикации, использовали оборудование, пре-
доставленное «Сектором оптической микроскопии 
и спектрофотомерии» ЦКП ФИЦ «ПНЦ БИ РАН».
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