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Abstract. The aim of the work was to experimentally study the effect of the created injectable drug basic 
fibroblast growth factor (bFGF) with the controlled release on morphological changes and indicators of 
renospecific enzymes in the ischemic kidney (experiment on rabbits).
Methods. Studies on the release dynamics of the created bFGF drug were performed in vitro and the study 
of the induction of bFGF angiogenesis in the model of the chick chorioallantoic membrane was performed. 
The experimental model was performed in 25 rabbits: in 10 rabbits we studied the effect of 1-8 months 
of “pure ischemia” of the kidney without injection of the drug (control); in 12 rabbits 1 month after the 
creation of the model of ischemia in the renal parenchyma was injected the prolonged-acting drug bFGF, 
deposited on our polymeric carrier at a dose of 5 μg (experiment). The reference group consisted of 3 intact 
rabbits. Histological examinations of renal tissue and morphometric examinations with the determination 
of vascular coefficient (VC) and interstitial coefficient (IC) were performed. Enzymological indicators of 
enzyme activity in the homogenate of the renal parenchyma were determined by biochemical methods; 
statistical analysis was performed.
Results. It was preliminarily demonstrated that the developed injectable prolonged-acting drug 
bFGF deposited on a polymeric carrier based on cross-linked modified heparin, effectively enhances 
neoangiogenesis in chick chorioallantoic membrane model.
The results of morphological and morphometric studies with the determination of vascular and interstitial 
coefficients showed, that the injection of the prolonged-acting drug bFGF in all cases was accompanied by 
an increased blood supply in the kidneys and neoangiogenesis, which reduced the effects of ischemia.
A single injection of the experimental drug bFGF at a dose of 5 μg in the model of chronic segmental renal 
ischemia for 3-4 months completely prevented the development of initial sclerotic and atrophic changes, that 
developed in the kidney during this period under the influence of chronic ischemia without bFGF. A single 
injection of prolonged-acting experimental drug bFGF at a dose of 5 μg in the model of chronic segmental 
renal ischemia for 5-8 months prevented expressed sclerotic and atrophic changes, that developed under the 
influence of chronic ischemia during this period without the use of bFGF.
As a result of biochemical studies, the activation and normalization of indicators of renospecific tubular 
enzymes in the ischemic kidney under the action of the created experimental drug bFGF were determined.
Conclusions. Therapy of ischemic changes in the kidney with the developed injectable long-acting drug 
bFGF at a dose of 5 µg in the experimental model of chronic ischemia protects the organ from hypoxic 
damage, has a positive effect on the structural and functional state and metabolism of the kidney, and 
prevents the development of nephrosclerosis.

Keywords: chronic kidney ischemia, basic fibroblast growth factor, vascular coefficient, interstitial 
coefficient, enzymes.
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Вступ. Хронічна ішемія нирки  є складовою 
патогенезу більшості захворювань нирок як вро-
дженої (вади верхніх сечових шляхів), так і набутої  
(сечокам’яна хвороба, хронічна ренальна гіпер-

тензія, пієлонефрит, гломерулонефрит) етіології. 
Саме тому, корекція ішемічних розладів займає 
важливе місце у визначенні тактики лікування цих 
захворювань. Існуючі методи хірургічного лікуван-
ня ішемічних станів, переважно, спрямовані на 
покращення кровообігу в нирковій артерії, але від-
новлення магістрального кровообігу далеко не за-
вжди призводить до відновлення функціонального 
стану органу. 

Одним із перспективних напрямків медика-
ментозної корекції ішемічних розладів, які роз-
робляються, є метод індукції ангіогенезу шляхом 
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Резюме. Метoю роботи було вивчити в експерименті дію створеного ін’єкційного препарату основного 
фактору росту фібробластів  (bFGF) із контрольованим вивільненням на морфологічні зміни та показники 
реноспецифічних ферментів в  ішемізованій нирці (експеримент на кролях).

Матеріал та методи. Проводились дослідження динаміки вивільнення створеного ін’єкційного препа-
рату bFGF in vitro та дослідження індукції ангіогенезу bFGF на моделі хоріон-алантоїсної мембрани курчати. 
Експериментальна модель виконана на 25 кролях: у 10 кролів вивчали вплив на нирку 1-8 місяців «чистої іше-
мії» без введення препарату (контроль); у 12 кролів через 1 місяць після моделювання ішемії в паренхіму нирки 
ін’єкційним шляхом вводився препарат bFGF з пролонгованою дією, депонований на створеному нами полімер-
ному носії в дозі 5 мкг (дослід). Референтна група складалась із 3-х інтактних кролів. Проводились гістологічні 
дослідження ниркової тканини та морфометричні дослідження з визначенням судинного коефіцієнту (СК) та 
інтерстиційного коефіцієнту (ІК). Біохімічними методами визначались ензимологічні показники активності 
ферментів у гомогенаті паренхіми нирок; проводився статистичний аналіз.  

Результати. Попередньо на моделі хоріон-алантоїсної мембрани курчати було продемонстровано, що 
розроблений препарат bFGF з пролонгованою дією, депонований на полімерному носії на основі зшитого модифі-
кованого гепарину, ефективно посилює неоангіогенез.

 Результати морфологічних та морфометричних досліджень із визначенням судинного та інтерстиціаль-
ного коефіцієнтів показали, що ін’єкційне введення  препарату bFGF з пролонгованою дією в усіх випадках супро-
воджувалося посиленням кровопостачання в нирках і явищами неоангіогенезу, що зменшували наслідки ішемії.

Одноразове введення препарату bFGF в дозі 5 мкг при моделюванні хронічної сегментарної ішемії нирки 
протягом 3-4 місяців повністю запобігло розвитку початкових склеротичних і атрофічних змін, які розвивались 
в нирці у ці строки під впливом хронічної ішемії без застосування препарату bFGF. Iн'єкційне одноразове введен-
ня експериментального препарату bFGF з пролонгованою дією в дозі 5 мкг при моделюванні хронічної ішемії нир-
ки протягом 5-8 місяців запобігало виразним склеротичним та атрофічним змінам, які розвивались під впливом 
хронічної ішемії у ці строки без застосування препарату bFGF. 

В результаті біохімічних досліджень визначено активізацію і нормалізацію показників реноспецифічних 
канальцевих ензимів в ішемізованій нирці під дією створеного експериментального препарату bFGF. 

Висновки. Продемонстровано ефективність терапії ішемічних змін нирок з використанням розробленого 
ін’єкційного препарату пролонгованої дії bFGF у дозі 5 мкг в умовах експериментальної моделі хронічної ішемії, 
що захищає від гіпоксичного ураження орган, позитивно впливає на структурно-функціональний стан та мета-
болізм нирки та запобігає розвитку нефросклерозу.

Ключові слова:  Хронічна ішемія нирки, основний фактор росту фібробластів, судинний коефіцієнт,  
інтерстиціальний коефіцієнт, ензими.
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використання проангіогенних цитокінів [1]. Так, 
експериментальне використання основного фак-
тору росту фібробластів (bFGF) при гострому ін-
фаркті міокарда продемонструвало збільшення 
кількості мікросудин і покращення гемодинаміки 
в стінці серця, що запобігало склерозу міокарда [2, 
3, 4]. Ці результати стали підґрунтям для вивчен-
ня впливу bFGF на ішемізовану нирку. В експери-
ментальних роботах останніх років було продемон-
стровано, що при моделюванні гострої ішемії нир-
ки введення bFGF в паренхіму нирки прискорює 
процеси регенерації ниркової тканини і зменшує 
її ушкодження [5, 6] Проте, питання фармаколо-
гічної корекції хронічних ішемічних станів нирки 
досі залишаються недослідженими та відкритими 
для подальшого вивчення. 

Однією з основних проблем, що виникають при 
застосуванні проангіогенних цитокінів для індукції 
неоангіогенезу в ушкодженій тканині, є нерівно-
мірний розподіл терапевтичних доз білків по ткани-
нах та органах при їх системному введенні. Для цих 
білків характерним є швидкий кліренс у поєднанні 
з вузькими концентраційними межами дії: висо-
ка концентрація є токсичною, а низька – не ефек-
тивною. Вирішення цієї проблеми може полягати у 
застосуванні носіїв, які відповідатимуть за локаль-
ну доставку терапевтичних макромолекул проангі-
огенних цитокінів безпосередньо в орган-мішень, 
що забезпечить високий терапевтичний ефект при 
одночасному зниженні кількості та інтенсивності 
побічних ефектів. Спрямована локальна доставка 
терапевтичних засобів може досягатися за рахунок 
їх ковалентного чи нековалентного приєднання до 
певних біосумісних полімерних носіїв [7, 8].

Мета роботи: вивчити в експерименті дію  
створеного ін’єкційного препарату основного фак-
тору росту фібробластів bFGF із контрольованим 
вивільненням на морфологічні зміни  та  показ-
ники реноспецифічних ферментів в  ішемізованій 
нирці (експеримент на кролях).

Матеріал та методи. У роботі використову-
вали рекомбінантний bFGF людини виробництва 
Інтерфармбіотек (Україна), гепарин виробницт
ва Applichem (Німеччина), 1-етил-3-(3-диметил
амінопропіл) карбодіімідгідрохлорид та дигідразид 
адипінової кислоти виробництва Merck (США). 
Полімерний гідрогель отримували шляхом зши-
вання гепарину за допомогою дигідразиду адипіно-
вої кислоти, як було описано нами раніше [9]. 

Дослідження динаміки вивільнення ін’єкцій
ного препарату bFGF. У фосфатно-сольовому бу-
фері розчиняли bFGF до кінцевої концентрації  
0,2 мг/мл. Протягом 30 хв 15-30 мг полімеру ін-
кубували у фізіологічному розчині та обробляли 
ультразвуком. Згодом полімер занурювали у 2 мл 
розчину bFGF та інкубували при повільному обер-
танні протягом 1 години при + 22° C. Полімер двічі 
промивали у фізіологічному розчині та занурювали 
у 2 мл фізіологічного розчину, в якості середовища 

для вивільнення. Зразки інкубували при +37°С. Че-
рез певні інтервали часу розчин змінювали на сві-
жий. Вміст bFGF у розчині та його залишок, при-
єднаний до полімеру, аналізували за допомогою 
електрофорезу у поліакриламідному гелі в присут-
ності додецилсульфату натрію [10]. Кількість bFGF 
у досліджуваних зразках визначали за допомогою 
денситометрії електрофореграм. Для цього після 
проведення розділення електрофорезом гелі фар-
бували Page Blue Protein Staining Solution (Thermo 
Scientific, США) відповідно до інструкцій вироб-
ника та документували за допомогою Chemi Doc ™ 
XRS + (Bio-Rad) з подальшим аналізом у «Image 
Lab Software TM» (Bio-Rad).

Дослідження індукції ангіогенезу bFGF на моде-
лі хоріон-алантоїсної мембрани курчати. Здатність 
створеного засобу bFGF індукувати ангіогенез in 
vivo досліджували на моделі хоріон-алантоїсної 
мембрани (chorion-allantoic membrane – CAM) 
курчат згідно методики Wilting J. et al. [11].

У контрольній групі точково крапельно на су-
дину наносили гідрогелевий носій, який не містив 
bFGF; у дослідних групах – аналогічно наносили 
препарат, яких складався із гідрогелевого носія 
та bFGF у дозі 1 мкг та 10 мкг, відповідно. Візуа-
лізацію судинної сітки проводили на 4 добу після 
крапельного нанесення препарату у контрольній та 
дослідній групах. 

Експериментальна модель. Протокол дослі-
джень на лабораторних тваринах було затверджено 
комітетом з біомедичної етики ДУ «Інститут уроло-
гії НАМН України» (протокол №8 від 08.11.2013).  
Експериментальні дослідження на кролях було ви-
конано відповідно до закону України №3447 «Про 
захист тварин від жорстокого поводження» та Єв-
ропейської конвенції щодо «Захисту та гуманного 
поводження з хребетними тваринами, яких вико-
ристовують для експериментів у наукових цілях» 
(Страсбург, 20.09.1985 р.). 

В основу роботи покладено модель хронічної 
сегментарної ішемії, яка полягає в накладанні під 
час операційного втручання странгуляційної ліга-
тури на межі верхнього та середнього сегменту лі-
вої дослідної нирки кролів. Модель дає можливість 
уникнути повної втрати життєздатності нирки  
в умовах хронічного експерименту протягом 7-8 
місяців. 

Дослідження проводились на 25 кролях поро-
ди шиншила віком 2 роки вагою 2.5-3 кг. Експери-
ментальну сегментарну ішемію лівої нирки моде-
лювали під час хірургічної операції шляхом накла-
дання лігатури «Вікріл-1» на межі верхньої третини 
лівої нирки до утворення странгуляційної борозни, 
як описано у [12]. Права нирка залишалася ін-
тактною. У післяопераційному періоді проводили 
антибактеріальну терапію: «Біцилін-3» (Arterium, 
Україна) внутрішньом’язово 50000 од. на 1 кг ваги. 
На 6-7 день видаляли лігатури, накладені на шкірні 
краї операційної рани кроля. 
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У 10 кролів вивчали вплив на нирку 1-8 місяців 
«чистої ішемії» без введення bFGF (контроль).

У 12 кролів, через 1 місяць після моделюван-
ня ішемії нирки в її паренхіму під УЗД-контролем 
ін’єкційним шляхом через шкіру вводився ре-
комбінантний bFGF людини в дозі 5 мкг, депо-
нований на створеному нами полімерному носії, 
суспендованому у 0.2 мл фізіологічного розчину 
(дослід).

Референтна група складалась з 3-х здорових ін-
тактних кролів.

Тварин виводили з експерименту через 1-8  
місяців після моделювання ішемії у відповідні 
строки та видаляли нирки для подальших дослі-
джень.

Морфологічні та морфометричні дослідження. 
Гістологічно досліджували обидві нирки кожної 
тварини експериментальної моделі із контрольної, 
дослідної та референтної груп. Для гістологічного 
дослідження матеріал фіксували у 10% забуфере-
ному формаліні і заливали у парафін. Парафінові 
зрізи забарвлювали гематоксилін-еозином та за 
Ван-Гізоном і вивчали у світловому мікроскопі 
«Olympus BX-100». 

Морфометричні дослідження проводили з 
використанням системи аналізу зображень та 
комп’ютерної програми «Quickphoto MICRO 2,2-
P0008.jpg». Використовуючи об’єктив із збільшен-
ням х20, підраховували середню кількість пери-
тубулярних гемокапілярів в інтерстиції коркової 
речовини нирки в квадраті на площі 100 мкм2 і ви-
значали судинний коефіцієнт (СК). У кожному ви-
падку обраховували 120 таких квадратів і виводили 
середнє значення показника СК. Крім того, під-
раховували питому площу строми коркової речо-
вини органу щодо паренхіми і виводили інтерсти-
ціальний коефіцієнт (ІК) за формулою ІК=А/В, де 
А – площа, займана інтерстиціальною сполучною 
тканиною у полі зору мікроскопа при збільшенні 
х200 (1414410 мкм2); В – площа паренхіми нирки 
у цій же ділянці коркової речовини при загально-
му збільшенні х200 (1414410 мкм2). У кожному ви-
падку проводили вимірювання на 5 таких ділянках 
коркової речовини нирки і виводили середнє зна-
чення показника ІК для кожної досліджуваної гру-
пи. Достовірними вважали показники і відмінності 
при р<0,5. 

Біохімічні дослідження. Ензимологічне дослі-
дження проводили в гомогенаті тканини коркового 
шару верхнього полюсу нирки. Було сформовано 
три групи: група 1 – матеріал коркового шару нир-
ки 3х інтактних кролів (6 нирок); група 2 – матеріал 
коркового шару верхнього полюсу лівої ішемізова-
ної нирки кролів з експериментально змодельова-
ною ішемією; група 3 – матеріал коркового шару 
верхнього полюсу лівої ішемізованої нирки кролів 
з аналогічним терміном хронічної ішемії нирки, в 
яку транскутанно вводили 5 мкг bFGF, адсорбова-
ного на полімерному носії. 

В гомогенаті тканини коркового шару ни-
рок визначали активність ензимів, локалізова-
них в клітинах епітелію проксимальних каналь-
ців нефрону: лізосомних ферментів нефротелію 
β-галактозидази (β-ГАЛ, КФ 3.2.1.23) та N-ацетил-
β-D-глюкозамінідази (НАГ, КФ 3.2.1.30); лужної 
фосфатази (ЛФ, КФ 3.1.3.1.); гамма-глютамілтран-
спептидази (ГГТП, КФ 2.3.2.2); нейтральної (НГ) 
та кислої (КГ) альфа-глюкозидаз (КФ 3.2.1.20). Ак-
тивність НАГ та β-ГАЛ визначали за розробленим 
методом [13] і вимірювали в мкмоль пара-нітро-
фенолу, утвореному за годину інкубації при 37°С у 
перерахунку на 1 г сирої тканини мкмоль/(год × г). 
Активність ЛФ та ГГТП досліджували за допомогою 
наборів реактивів («Реагент» або «Філісіт-Діагнос-
тика») для визначення цих ензимів у крові відповід-
но до інструкції, попередньо розбавивши гомогенат 
у 20 разів для ЛФ, і 50 – для ГГТ. Активність НГ та 
КГ вивчали у розведеному в 50 разів гомогенаті за 
швидкістю приросту кількості глюкози в пробі при 
розщепленні мальтози (використовували відповід-
но нейтральний 0,2 М фосфатний буфер з рН 6,5 та 
кислий 0,2 М ацетатний буфер з рН 4,5), при цьому 
вміст глюкози визначали глюкозооксидазним ме-
тодом за допомогою наборів реактивів. Активність 
ферментів ЛФ, ГГТП, НГ та КГ вимірювали коло-
риметрично і визначали в нмоль/(с × г).

Статистичний аналіз. Розрахунки виконува-
лись за допомогою програми MaxStatLite (Німеч-
чина). Достовірність різниці (р) між показниками 
визначалась за допомогою критеріїв Манна-Уітні 
(U) та Стьюдента (t).

Результати. Дослідження динаміки вивільнення 
ін’єкційного препарату bFGF. Проведені досліджен-
ня динаміки вивільнення створеного ін’єкційного 
препарату bFGF свідчать про те, що bFGF протя-
гом 4 діб поступово десорбується з полімерного гід-
рогелю. При цьому, як і у випадку препарату bFGF, 
раніше створеного у формі колагенового скафолду 
для місцевого застосування [9], має місце двофаз-
ний характер вивільнення bFGF із полімерного 
носія. Протягом первинної фази у перші 6 годин 
інкубаціі (фаза швидкого вивільнення) десорбу-
валось майже 60±3,5% bFGF, на 90 годину (фаза 
поступового вивільнення) цей показник становив 
83±6,43%. 

Дослідження індукції ангіогенезу bFGF на моде-
лі хоріон-алантоїсної мембрани курчати. Загальний 
вплив створеного bFGF на ангіогенез попередньо 
вивчали на моделі хоріон-алантоїсної мембрани 
курчати.

 На 4 добу після точкового крапельного нане-
сення гідрогелевого носія без bFGF у контрольній 
групі не відбувалося утворення відгалужень від 
кровоносної судини, на яку наносили препарат 
(Рис.1а).

У двох дослідних групах, в яких наносився 
препарат, що складався з  гідрогелевого носія із ад-
сорбованим bFGF у дозі 1 мкг та 10 мкг, на 4 добу 
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після нанесення спостерігалося, відповідно, слабке 
(Рис.1б) та виразне (Рис.1в). утворення гемокапі-

лярів, які відгалужувалися від основної кровонос-
ної судини, на яку наноносили препарат. 

	 a	 б	 в

Рис 1. Індукція ангіогенезу bFGF на моделі хоріон-алантоїсної мембрани курчати на 4 добу після  
крапельного нанесення препарату (місця нанесення позначені квадратами):

а – контрольна група: відсутність судинних відгалужень при нанесенні гідрогелевого носія без bFGF;
б – слабке утворення гемокапілярів при нанесенні  препарату (гідрогелевий носій +1 мкг bFGF);

в – виразне утворення гемокапілярів при нанесенні  препарату (гідрогелевий носій+10 мкг bFGF)

Тобто, застосування препарату bFGF в діапа-
зоні  від 1 мкг та 10 мкг на моделі хоріон-алантоїс-
ної мембрани курчати призводило до індукції ангі-
огенезу від слабких проявів до виразних.

Результати морфологічних та морфометрич-
них досліджень. Морфологічне дослідження нирок 
контрольної групи через 1-2 місяці після моделю-
вання сегментарної ішемії продемонструвало на-
явність в ішемізованій нирці порушень кровообігу 
у вигляді дилятації судин – нерівномірного роз-

ширення їх просвітів, повнокров’я й численних 
дрібних еритростазів, іноді – тромбозів та крово-
виливів. Крім того, визначались дрібні осередки 
периваскулярної лімфоїдноклітинної інфільтра-
ції строми та слабко виражені дистрофічні зміни 
епітеліальних клітин проксимальних канальців. 
При цьому, явища склерозування інтерстицію та 
атрофії елементів паренхіми нирки були відсутні  
(Рис. 2). Показники  інтерстиціального коефіцієн-
ту ІК становили  0,1±0,02 (Таблиця 1).

Рис. 2. Ішемія нирки протягом 2 місяців. Дилятація перитубулярних капілярів, еритростази, тромбози судин, дистро-
фічні зміни клітин проксимальних канальців. Зафарбування гематоксилін-еозином. × 200.
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Таблиця 1

Показники судинного та інтерстиціального коефіцієнтів нирок досліджуваних тварин

Морфо-
метричні 

показники

Ішемія нирки (тривалість)
Інтактні  

кролі
1-2 міс.

1-2 міс.+ 
bFGF

3-4 міс. 
3-4 міс. + 

bFGF
5-8 міс.

5-8 міс. + 
bFGF

СК 1,2±0,1 1,3±0,2 1,1±0,3* 2,1±0,3* 0,8±0,1** 2,9±0,16**, *** 1,3±0,2***

ІК 0,1±0,02 0,05±0,02 0,25±0,15* 0,07±0,02* 0,39±0,12** 0,08±0,03** 0,05±0,01

	 *, **, *** – достовірно між группами
Скорочення:	 ІК – інтерстиціальний коефіцієнт, СК – судинний коефіцієнт.

При ішемії тривалістю 3-4 місяці в нирці 
контрольної групи виявлялись дрібні та помірного 
розміру осередки склерозу інтерстицію та числен-
ні вогнища помірно вираженої лімфоїдноклітин-
ної інфільтрації строми, на фоні чого спостеріга-
лись невеликі ділянки з ознаками атрофії каналь-
цевого епітелію. Визначались помірно виражені 
дистрофічні зміни епітелію, переважно, прокси-
мальних і в меншій мірі – дистальних канальців 
(Рис. 3). Показники  ІК становили 0,25±0,15 (див. 
таблицю 1).

Рис. 3. Ішемія нирки протягом 4 місяців. Розширення 
інтерстицію, дрібні осередки склерозу,  вогнищева лім-
фоїдноклітинна інфільтрація, слабка атрофія канальців, 

дистрофічні зміни клітин канальцевого епітелію.  
Зафарбування гематоксилін-еозином. × 200.

При ішемії тривалістю 5-8 місяців у контроль-
ній групі в нирці спостерігались явища нефроскле-
розу: багаточисельні помірні та поширені ділянки 
склерозування інтерстицію з ознаками помірної 
дифузної лімфогістіоцитарної інфільтрації, на фоні 
яких мали місце виразні явища атрофії канальце-
вого епітелію, виразні дистрофічні зміни епітелію 
проксимальних і дистальних канальців та склеро-
тичні зміни клубочків. У перитубулярних гемока-
пілярах визначались ознаки склерозування стінки 
судин (Рис. 4). Показники  ІК становили 0,39±0,12 
(див. таблицю 1).

Рис. 4. Ішемія нирки протягом 7-8 місяців. 
Склерозування інтерстицію, дифузна лімфогістіоцитарна 

інфільтрація строми, атрофія канальців, склерозування 
стінки перитубулярних судин та клубочків.  

Зафарбування гематоксилін-еозином. × 100.

При застосуванні експериментального пре-
парату bFGF в дозі 5 мкг після 1-2 місяців ішемії 
нирки спостерігалось виразне повнокров’я периту-
булярних та гломерулярних капілярів (Рис. 5). По-
казник судинного коефіцієнту становив 1,2±0,1.

Рис. 5. Ішемія нирки протягом 2 місяців + 5 мкг bFGF. 
Виразне повнокров’я гломерулярних та перитубулярних 

гемокапілярів. Зафарбування гематоксилін-еозином. 
× 100.
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При ін’єкційному введенні експерименталь-
ного препарату bFGF в дозі 5 мкг після 3-4 міся-
ців ішемії нирки спостерігались досить виразне 
повнокров’я більшості перитубулярних та гломеру-
лярних капілярів та явища неоангіогенезу, про що 
свідчить підвищений показник СК, який становив 
2,1±0,3 (див. таблицю 1). Спостерігалась незна-
чна дрібновогнищева периваскулярна лімфоїдно-
клітинна інфільтрація строми. Ознаки фіброзу та 
склеротичні зміни інтерстицію нирки були повніс-
тю відсутні і в цілому паренхіма нирки виглядала 
збереженою (Рис. 6). Показник інтерстиціального 
коефіцієнту (ІК) становив 0,07±0,02.

При ін’єкційному введенні експерименталь-
ного препарату bFGF з пролонгованою дією в дозі 
5 мкг через 5-8 місяців після моделювання хро-

нічної сегментарної ішемії в нирці спостерігались 
осередки незначного розширення інтерстицію та 
рідко – дрібні осередки фіброзу, а також помірно- і 
дрібновогнищева лімфогістіоцитарна інфільтрація 
строми, на фоні яких, хоча й виявлялись невеликі 
осередки атрофії канальцевого епітелію, більшість 
ниркових канальців були повністю збережені, або 
з незначними дистрофічними змінами епітеліаль-
них клітин. Спостерігалось також посилення кро-
вопостачання органу: досить виразне повнокров’я 
більшості перитубулярних та гломерулярних капі-
лярів та явища неоангіогенезу, показники СК дося-
гали 2,9±0,16. В цілому паренхіма нирки виглядала 
досить збереженою без виразних склеротичних та 
атрофічних змін (Рис. 7), показники ІК становили 
0,08±0,03 (див. таблицю 1).

Рис. 6. Ішемія нирки протягом 4 місяців + 5 мкг bFGF. 
Повнокров’я гломерулярних  

та чисельних перитубулярних гемокапілярів,  
дистрофічні зміни клітин канальцевого епітелію. 

Зафарбування гематоксилін-еозином. × 100.

Рис. 7. Ішемія нирки протягом 8 місяців + 5 мкг bFGF. 
Повнокров’я гломерулярних та перитубулярних  

гемокапілярів, помірно вогнищева лімфогістіоцитарна 
інфільтрація, незначне розширення інтерстицію,  

слабка атрофія канальців,. Зафарбування  
гематоксилін-еозином. × 100 

Результати біохімічних досліджень. Ензимоло-
гічні показники активності ферментів у гомогенаті 

паренхіми нирок кролів в залежності від умов екс-
перименту представлені у таблиці 2.

Таблиця 2

Ензимологічні показники в гомогенаті паренхіми нирок кролів (М ± m)

Групи

Активність ферментів в гомогенаті паренхіми нирок кролів

β-ГАЛ НАГ ЛФ ГГТП НГ КГ

мкмоль/(год × г) нмоль/(с × г)

Група 1
(інтактні кролі) 

18,4±1,1 118,5±3,2 442,9±24,3 750,7±47,6 266,3±16,9 148,0±10,7

Група 2
(ішемія  5-8 міс.)

13,3±0,8 64,9 ± 2,2 259,2±47,7 533,1±104,2 101,1±21,6 52,6±10,5

Група 3
(ішемія 5-8 міс. +  

5 мкг bFGF)
19,41±0,7 83,8 ± 3,4 326,2±34,3 610,1±67,1 137,1±19,1 97,9±12,4

Скорочення: 	 β-ГАЛ – β-галактозидаза, НАГ – N-ацетил-β-D-глюкозамінідаза, ЛФ – лужна фосфатаза,  
ГГТП – γ-глютамілтранспептидаза, НГ – нейтральна α-глюкозидазата, КГ – кисла α-глюкозидаза
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Встановлено, що активність β-ГАЛ в паренхімі 
нирки кролів при хронічній ішемії протягом 5-8 мі-
сяців достовірно знизилась на 27,7% від цього по-
казника у здорових інтактних тварин з 18,4±1,1 до 
13,3±0,8 (р<0,001). Застосування препарату bFGF 
призвело до відновлення активності даного фер-
менту до 19,41±0,7 (р<0,001). 

Активність НАГ в умовах хронічної ішемії 
достовірно зменшилась на 45,2%  з 118,5±3,2 до  
64,9 ± 2,2 (р<0,001), а під дією препарату bFGF 
цей показник достовірно підвищився на 22,5% до  
83,8 ± 3,4 (р<0,01).

Визначено, що активність ЛФ, ГГТП, НГ та 
КГ при хронічній ішемії нирки впродовж 5-8 мі-
сяців достовірно знизилась порівняно із показ-
никами у здорових інтактних кролів, відповідно: 
ЛФ на 41,5% – з 442,9±24,3 до 259,2±47,7; ГГТП 
на 29% – з 750,7±47,6 до 533,1±104,2; НГ на 62,3% 
– з 266,3±16,9 до 101,1±21,6; КГ на 86,1% – з 
148,0±10,7 до 52,6±10,5 (р<0,01-0,001).

У групі 3 після введення 5 мкг експеримен-
тального препарату bFGF в дослідних нирках спо-
стерігалося статистично вірогідне зростання рівня 
активності КГ на 64,5% з 52,6±10,5 до 97,9±12,4 в 
порівнянні з чистою ішемією (р<0,01). Також ви-
явлена виразна тенденція в напрямку відновлен-
ня активності ГГТП, ЛФ та НГ – зареєстровано 
зростання активності цих ферментів відносно по-
казників групи 2 відповідно: ГГТП до 610,1±67,1 
на 14,4%; ЛФ до 326,2±34,3 на 25,9% та НГ до 
137,1±19,1на 35,6% (див. таблицю 2).  

Обговорення. Для ефективної фармакологічної 
корекції наслідків хронічної ішемії та індукції нео-
ангіогенезу в паренхімі ішемізованого органу необ-
хідно забезпечити надходження препарату bFGF 
протягом тривалого часу безпосередньо у зону іше-
мії. Згідно даних літератури, при експерименталь-
ному інфаркті міокарда парентеральне введення 
bFGF не здатне забезпечити відновлення кровотоку 
в паренхімі серця [14], у той час, як введення фак-
тору росту FGF-I, інкорпорованого у фібриновий 
гель, безпосередньо в ішемізовану тканину, призво-
дить до індукції неоангіогенезу [15]. 

Для доставки bFGF в ішемізовану ділянку 
ми використали полімерний носій, створений на 
основі зшитого модифікованого гепарину, який 
завдяки поліаніонному характеру молекули, здатен 
нековалентно зв’язувати bFGF. У попередній ро-
боті нами було розроблено зручний протокол для 
одержання такого полімерного носія, який базу-
ється на реакції гепарину з відомим біфункціональ-
ним реагентом – дигідразидом адипінової кислоти, 
у присутності водорозчинного карбодііміду у вод-
ному середовищі при слабо кислому рН [9].

Раніше також були проведені дослідження ад-
сорбції та динаміки вивільнення препарату bFGF, 
створеного у формі колагенового скафолду для міс-
цевого застосування, який складався із bFGF, гід-
рогелю на основі зшитого модифікованого гепари-

ну, в якості носія, та колагенового матриксу. Було 
встановлено, що за цих умов гідрогель на основі 
зшитого модифікованого гепарину здатен адсорбу-
вати рекомбінантний bFGF людини, середня єм-
ність носія при цьому становила 10,4 ± 2,047 мкг/
мг гідрогелю [9].  

Але, інкорпорація носія у пористу матрицю 
з колагену може змінювати властивості кінцево-
го препарату bFGF. Це підтвердили проведені в 
даній роботі дослідження динаміки вивільнення 
створеного ін’єкційного препарату bFGF, які про-
демонстрували,  що вивільнення bFGF із полімеру 
має такий самий двофазний характер, як і у формі 
колагенового скафолду, але, із чистого полімеру 
десорбція проходить швидше: з чистого поліме-
ру за перші шість годин інкубації (фаза швидко-
го вивільнення) вивільняється 60±3,5% bFGF, у 
той час, як із носія, інкорпорованого у колагенову  
матрицю – менше 40%  [9]. 

Отримані дані про динаміку вивільнення 
ін’єкційного препарату bFGF є важливими, як 
для аналізу результатів експериментального до-
слідження, так і для подальшого вивчення фарма-
кодинаміки отриманого експериментального пре-
парату. Відповідно до зміни характеристик носія 
bFGF, необхідно було підтвердити, що створений 
ін’єкційний комплекс має проангіогенну актив-
ність.

Попередньо проведені в даній роботі дослі-
дження створеного препарату bFGF на моделі хорі-
он-алантоїсної мембрани курчати, згідно методики 
Wilting J. et al. [11], продемонстрували, що bFGF, 
який було адсорбовано на полімерному носії, зда-
тен індукувати ангіогенез. 

Крім того, використання препарату bFGF в 
діапазоні  від 1 мкг до 10 мкг на хоріон-алантоїсній 
моделі було нами застосовано як необхідний ін-
струмент стандартизації, який дозволив визначи-
ти умовні дози препарату bFGF, що призводять до 
реакції у вигляді індукції ангіогенезу – від почат-
кових проявів до надмірних, оскільки, як показали 
попередні дослідження, надмірно висока концен-
трація препарату bFGF може бути токсичною [16], 
а занадто низька – не ефективною.

В подальшому створену композицію ін’єк
ційного препарату bFGF ми застосовували на екс-
периментальній моделі хронічної ішемії нирки 
кроля в дослідах in vivo для терапії наслідків хроніч-
ної ішемії, обравши середній показник, що лежить 
в межах діапазону  між 1 мкг  та 10 мкг – дозу 5 мкг 
bFGF.

Морфологічні дослідження та аналіз стану ни-
рок спочатку були проведені у групі експеримен-
тальних тварин при різних термінах ішемії без за-
стосування терапії, які вивчались для розуміння 
наслідків хронічної ішемії. 

В результаті аналізу визначено такі послідовні 
етапи розвитку патогістологічних змін нирки в за-
лежності від строку ішемії:
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I етап – дистрофічних змін клітин, які відбу-
ваються в нирці під впливом ішемії протягом 1-2 
місяців. Характеризується порушенням кровообігу 
у вигляді дилятації судин, повнокров’я, еритроста-
зів та слабкою лімфоїдноклітинною інфільтрацією 
строми, на фоні яких виявляються дистрофічні 
зміни клітин паренхіми нирки;

II етап – початкових склеротичних і атрофіч-
них змін, які відбуваються в нирці під впливом 
ішемії протягом 3-4 місяців. Характеризується 
появою осередків фіброзу і склерозу інтерстицію, 
потовщенням стінок частини судин, на фоні чого 
виникають початкові явища атрофії епітелію нир-
кових канальців;

III етап – виразних склеротичних і атрофіч-
них змін, які відбуваються в нирці під впливом 5-8 
місяців ішемії. Характеризується явищами нефро-
склерозу – поширеними склеротичними змінами 
інтерстицію та судин, на фоні яких розвиваються 
виразні деструктивні зміни та атрофія клітинних 
елементів ниркової паренхіми.

Отримані нами результати в цілому відповіда-
ють і даним літератури, згідно яких короткотрива-
ла ішемія призводить до помірного ушкодження 
ниркових канальців, яке може регресувати після 
завершення гострої фази [17], а довготривала іше-
мія може спричиняти значне ушкодження нирко-
вих канальців, що в подальшому призводить до 
фіброзу ниркової паренхіми. Але, основною екс-
периментальною моделлю, яка використовувалась 
в інших дослідженнях, була модель гострої ішемії 
нирки, тому, послідовність і поетапність цих про-
цесів при хронічній ішемії була не відома.

Ми зосередили свою увагу на можливості ко-
рекції саме на етапах розвитку склеротичних змін 
– початкових і виразних (ІІ та ІІІ етапи), які розви-
ваються в нирці під впливом хронічної ішемії впро-
довж 3-8 місяців та призводять до нефросклерозу.

Було продемонстровано, що введення експе-
риментального препарату bFGF в дозі 5 мкг при 
моделюванні хронічної сегментарної ішемії нирки 
протягом 3-4 місяців повністю запобігло розви-
тку склеротичних змін строми і судин та атрофії 
клітинних елементів ниркової паренхіми, які роз-
вивались в нирці під впливом хронічної ішемії без 
застосування препарату bFGF – про це свідчать 
показники ІК у цих групах, які достовірно відріз-
нялись між собою: 0,25±0,15 – без застосування 
bFGF, та 0,07±0,02 – при застосуванні препарату.

Застосування експериментального препара-
ту bFGF у дозі 5 мкг при моделюванні хронічної 
сегментарної ішемії нирки протягом 5-8 місяців 
в результаті посилення неоангіогенезу та крово-
постачання органу, значно зменшувало виразні 
склеротичні зміни строми і судин та запобігало ви-
разній атрофії елементів ниркової паренхіми, які 
розвивались під впливом хронічної довготривалої 
ішемії без застосування препарату bFGF. Ці про-
цеси яскраво демонструють розроблені морфоме-

тричні показники – судинний коефіцієнт (СК) та  
інтерстиціальний коефіцієнт (ІК). Так, СК, який 
відображає кількість судин на одиницю площі, 
в цій групі збільшився у 3,6 рази – з 0,8±0,1 при 
«чистій» ішемії до 2,9±0,16 при застосуванні bFGF. 
А ІК, що демонструє питому площу, яку займає  
інтерстицій, зменшився у даній групі майже у 4,9 
рази – з 0,39±0,12 при «чистій» ішемії до 0,08±0,03 
при застосуванні bFGF. 

Демонстративним є порівняння морфоме-
тричних показників СК та ІК між групами здо-
рових інтактних тварин та при хронічній ішемії 
протягом 5-8 місяців при застосуванні препарату 
bFGF. Значення ІК між цими групами достовірно 
не відрізнялися і становили 0,05±0,01 та 0,08±0,03 
відповідно;  при цьому, показник СК при застосу-
ванні терапії препаратом bFGF при хронічній іше-
мії протягом 5-8 місяців, порівняно із СК інтак-
тних тварин був збільшений у 2,2 рази та становив 
2,9±0,16 проти 1,3±0,2, що свідчить про посилений 
ангіогенез (див. таблицю 1).

Таким чином, встановлено позитивний ефект 
впливу експериментального препарату bFGF на 
ішемізовану тканину нирки у вигляді посилення 
ангіогенезу і, відповідно – зменшення наслідків 
ішемії. Отримані результати дозволяють припус-
тити наявність у розробленого препарату bFGF 
«пускового» механізму, коли дія одноразового вве-
дення тривалий час зберігається та впливає на від-
далені результати ішемії органу через 5-8 місяців. 
Крім того, сімейство FGF – це ростові гепарин-
зв’язуючі молекули, які виходять із клітини тільки 
при наявності так званого чинника «потреби» – 
при травмі або при ішемії [16]. 

Необхідно підкреслити, що стимуляція ново-
утворення судин препаратом bFGF не викликала 
неопластичних змін клітин в жодному спостере-
женні.

В результаті проведених досліджень, можна за-
значити, що застосування bFGF захищає гістоло-
гічну структуру нирок експериментальних тварин 
від наслідків хронічної ішемії, а саме – запобігає 
розвитку нефросклерозу та атрофії ниркової па-
ренхіми.

Відомо, що усі ферменти нирок є чутливими до 
гіпоксії, але реакція канальцевого апарату нефрону 
є найбільш ранньою і тому найбільш інформатив-
ною. Отже, функціонально-метаболічні порушен-
ня в нирці, що спровоковані гіпоксією, можна ви-
явити при дослідженні у тканині нирки активності 
ферментів канальцевого епітелію. Діагностично 
значущим є дослідження в нирці активності лізо-
сомних гідролаз β-ГАЛ та НАГ, що розташовані 
переважно в епітелії проксимальних канальців. Ці 
ферменти є близькими між собою у функціональ-
ному відношенні, але різними за ступенем зв’язку з 
мембраною цієї клітинної органели: β-ГАЛ розчи-
нена в матриксі лізосом, а НАГ частково пов’язана 
з мембраною цієї органели [18].
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Було визначено, що активність β-ГАЛ та НАГ 
в паренхімі нирки кролів при ішемії 5-8 місяців до-
стовірно знизилась на 27,7% та 45,2 % від цього по-
казника у здорових тварин (р<0,001). Застосування 
препарату bFGF призвело до відновлення актив-
ності цих ферментів (р<0,001). 

Продемонстровано, що активність ЛФ, 
ГГТП, НГ та КГ при порушенні гемодинаміки в 
паренхімі нирки впродовж 5-8 місяців достовір-
но знизилась відповідно на 41,5%, 29%, 62,3% та 
86,1% від показників у здорових кролів (р<0,01-
0,001). Тобто, найбільших змін при хронічній гі-
поксії зазнає ланка обміну вуглеводів (НГ та КГ). 
Менше за цих умов страждає ланка обміну білків 
(ГГТП), яка пов’язана з транспортом амінокис-
лот через клітинну мембрану, що може свідчити 
про довготривале збереження функції реабсорбції 
амінокислот із сечі, що запобігає надмірній втра-
ті білку при даній патології. При введенні 5 мкг 
bFGF в дослідних нирках спостерігались статис-
тично вірогідне зростання рівня активності КГ на 
64,5% в порівнянні з чистою ішемією (р<0,01), а 
також виразна тенденція відновлення активності 
ГГТП, ЛФ та НГ – зростання активності цих фер-
ментів відповідно на 14,4%, 25,9% та 35,6% (див.  
таблицю 2).

Представлені результати біохімічних дослі-
джень вказують на суттєві зміни активності ензимів 
при хронічній ішемії нирки, які свідчать про гіпок-
сичне ураження паренхіми нирки та демонструють 
позитивний вплив експериментального препарату 
bFGF в дозі 5 мкг на метаболізм і функціональний 
стан нирки в умовах хронічної ішемії.

Таким чином, отримані результати морфоло-
гічних та біохімічних досліджень продемонстру-
вали, що застосування препарату bFGF, адсорбо-
ваного на створеному полімерному носії, в нирках 
із експериментально змодельованою хронічною 
ішемією, забезпечує активізацію та відновлення 
внутрішньониркової гемодинаміки, сприяє захис-
ту гістологічної структури та метаболізму нирки 
від наслідків гіпоксії та має позитивний вплив на 
функціональний стан органу в цілому. Відповідно 
отриманим експериментальним даним, ангіоген-
ний стимулятор bFGF з пролонгованою дією є пер-
спективним препаратом для розробки ефективної 
терапії ішемічних змін у нирках.

 Дослідження можливостей застосування ан-
гіогенного стимулятора bFGF при різних захво-
рюваннях нами продовжуються. Зокрема, в остан-
ні роки на експериментальній моделі розсіяного 
склерозу (купризон-індукована модель демілієні-
зації) було продемонстровано, що введення bFGF 
у комплексі із стовбуровими мезенхімальними клі-
тинами може покращувати показники поведінко-
вої активності та знижувати рівень маркерів окси-
дативного стресу у тканині мозку [19, 20]. 

Висновки:

1.	 На моделі хоріон-алантоїсної мембрани кур-
чати продемонстровано, що розроблений екс-
периментальний препарат bFGF з пролонгова-
ною дією, депонований на полімерному носії 
на основі зшитого модифікованого гепарину, 
ефективно посилює неоангіогенез.

2.	 Результати морфологічних та морфометрич-
них досліджень із визначенням судинного 
та інтерстиціального коефіцієнтів показали, 
що введення експериментального препарату 
bFGF з пролонгованою дією в усіх випадках 
супроводжувалося посиленням кровопоста-
чання в нирках і явищами неоангіогенезу, що 
зменшували наслідки ішемії.

3.	 Одноразове введення препарату bFGF в дозі  
5 мкг при моделюванні хронічної сегментарної 
ішемії нирки протягом 3-4 місяців повністю 
запобігло розвитку початкових склеротичних і 
атрофічних змін, які розвивались в нирці у ці 
строки під впливом хронічної ішемії без засто-
сування препарату bFGF. 

4.	 Ін’єкційне одноразове введення експеримен-
тального препарату bFGF з пролонгованою 
дією в дозі 5 мкг при моделюванні хронічної 
ішемії нирки протягом 5-8 місяців запобігало 
виразним склеротичним та атрофічним змінам, 
які розвивались під впливом хронічної ішемії у 
ці строки без застосування препарату bFGF. 

5.	 В результаті біохімічних досліджень визначено 
активізацію і нормалізацію показників рено
специфічних канальцевих ензимів в ішемізо-
ваній нирці під дією створеного експеримен-
тального препарату bFGF. 

6.	 Продемонстровано ефективність терапії іше-
мічних змін нирок з використанням розробле-
ного ін’єкційного препарату bFGF пролон-
гованої дії у дозі 5 мкг в умовах експеримен-
тальної моделі хронічної ішемії, що захищає 
від гіпоксичного ураження орган, позитивно 
впливає на структурно-функціональний стан 
та метаболізм нирки та запобігає розвитку  
нефросклерозу.

Конфлікт інтересів: автори заявляють про від-
сутність конфлікту інтересів.

Джерело фінансування.   Дослідження вико-
нано за підтримки НАН України (№ 2.2.4.23) та 
НАМН України (№0108U000435, №0111U002098).
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