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АННОТАЦИЯ
Цель. Изучить ренопротективные свойства производных эритропоэтина на экспериментальной модели ишеми-
и-реперфузии почек. 
Материалы и методы. В серии экспериментов на крысах-самцах линии Wistar изучали ренопротективные свой-
ства асиалированного эритропоэтина (0,4 мкг/кг и 2,4 мкг/кг за 30 минут до индукции ишемии) и карбамилирован-
ного дарбэпоэтина (50 мкг/кг за 24 часа до ишемического стимула) в сравнении с эритропоэтином и дарбэпоэтином 
на 40-минутной билатеральной модели ишемии-реперфузии почек. Ренопротективные свойства оценивали по ре-
зультатам биохимических маркеров острого почечного повреждения, динамики скорости клубочковой фильтрации 
и фракционной экскреции натрия, а также выраженности микроциркуляторных нарушений. 
Результаты. Установлено, что профилактическое применение асиалированного эритропоэтина (дозозависимо) и 
карбамилированного дарбэпоэтина приводит к снижению сывороточной концентрации маркеров острого почечного 
повреждения, росту скорости клубочковой фильтрации, снижению фракционной экскреции натрия и уменьшению 
микроциркуляторных нарушений.
Заключение. Асиалированный эритропоэтин и карбамилированный дарбэпоэтин обладают выраженными рено-
протективными свойствами и являются перспективными агентами для профилактики и лечения острого почечного 
повреждения.
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ABSTRACT
Aim. The research was designed to study the renoprotective properties of erythropoietin derivatives on the kidney ischemia-
reperfusion experimental model. 
Materials and methods. The renoprotective properties of asialo erythropoietin (0.4 μg/kg and 2.4 μg/kg 30 minutes before 
the induction of ischemia) and carbamylated darbepoetin (50 μg/kg 24 hours before the ischemic stimulus) were studied in 
comparison with erythropoietin and darbepoetin in a series of experiments on male Wistar rats on a 40-minute bilateral model of 
renal ischemia-reperfusion. The renoprotective properties were evaluated by the results of biochemical markers of acute kidney 
injury, the dynamics of glomerular filtration rate and fractional sodium excretion, as well as the severity of microcirculatory disorders.
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Results. It was found that the prophylactic use of asialo erythropoietin (dose-dependent) and carbamylated darbepoetin 
leads to a decrease in the serum concentration of markers of acute renal damage, an increase in the glomerular filtration 
rate, a decrease in fractional sodium excretion, and a decrease in microcirculatory disorders.
Conclusion. Asialo erythropoietin and carbamylated darbepoetin have the pronounced renoprotective properties and are 
the promising agents for the prevention and treatment of acute kidney injury.

Keywords: erythropoietin, asialo erythropoietin, carbamylated darbepoetin, ischemia-reperfusion, preconditioning, 
acute kidney injury

Âведение
Острое почечное повреждение является одной 

из ведущих причин инвалидизации и смертности у 
пациентов отделений реанимации и интенсивной те-
рапии [1, 2]. Одним из возможных механизмов остро-
го почечного повреждения является ишемически-ре-
перфузионная травма почек. Патогенетическая роль 
данного механизма важна в развитии осложнений 
кардиохирургических операций, трансплантации 
почек, рентгеноконтрастных исследований, онкоуро-
логических вмешательств [1, 2, 3]. Однако до сих пор 
не разработана единая стратегия по эффективной 
профилактике острого почечного повреждения.

Основными механизмами, лежащими в основе 
ишемически-реперфузионной травмы, являются 
микроциркуляторные нарушения, дисбаланс ва-
зоактивных веществ, окислительный стресс, эн-
дотелиальная дисфункция и локальная активация 
воспаления, что приводит к структурным и функ-
циональным нарушениям в почках [4, 5].

В связи с этим поиск фармакологических аген-
тов с нефропротективными эффектами является 
стратегической задачей снижения заболеваемо-
сти и смертности от острого почечного поврежде-
ния. Одними из наиболее перспективных препара-
тов являются производные эритропоэтина [6, 7, 8].

Эритропоэтин (ЭПО)  не только стимулиру-
ет эритропоэз, но и обладает широким спектром 
плейотропных эффектов: антиоксидантный, анти-
апоптотический и противовоспалительный [9]. Для 
реализации гематопоэтической активности эритро-
поэтина необходимо его связывание с гомодимер-
ными рецепторами (ЭПОР) в течение 24 часов, а 
для реализации плейотропных (цитопротекторных) 
эффектов необходимо кратковременное связыва-
ние с гетеродимерным рецептором ЭПОР-βCR, не 
участвующим в реализации эритропоэтической ак-
тивности [10, 11]. В связи с этим перспективным на-
правлением поиска новых лекарственных средств 
с цитопротекторной активностью является разра-
ботка производных эритропоэтина, обладающих 
преимущественно плейотропными эффектами.

Одними из таких производных стали асиалирован-
ные формы эритропоэтина (асиалоЭПО): асиалоЭ-
ПО представляет собой полностью десиалированную 
форму ЭПО с более коротким периодом полувыведе-
ния и более высоким сродством к ЭПОР в сравнении 
с эритропоэтином [12]. Дарбэпоэтин, генно-модифи-
цированный эритропоэтин, напротив, имеет большую 
молекулярную массу в сравнении с эритропоэтином, 
в результате чего имеет больший период полувыведе-

ния [6]. Существует еще одна форма дарбэпоэтина, 
содержащая карбамилированные группы аминокис-
лотных остатков: карбамилированный дарбэпоэтин, 
который не влияет на гемопоэтическую активность, 
но сохраняет цитопротекторные свойства и имеет тот 
же длительный период полувыведения [6].

Высокая эффективность эритропоэтина в про-
филактике и лечении острого почечного повреж-
дения ишемически-реперфузионного генеза, про-
демонстрированная как в доклинических, так и в 
клинических исследованиях, делает актуальным 
изучение ренопротективных эффектов произво-
дных эритропоэтина: асиалированных его форм и 
карбамилированного дарбэпоэтина.

Цель исследования: изучение ренопротектив-
ных свойств производных эритропоэтина на экспе-
риментальной модели ишемии-реперфузии почек. 

Материалы и методы 
Исследование было выполнено в соответствии 

с требованиями ГОСТ 33044-2014 «Принципы 
надлежащей лабораторной практики», с соблю-
дением «European Convention for the Protection of 
Vertebral Animals Used for Experimental and Other 
Scientific Purposes. CETS No. 123». Вивисекцию 
проводили в соответствии с этическими принци-
пами обращения с лабораторными животными 
«European Convention for the Protection of Vertebral 
Animals Used for Experimental and Other Scientific 
Purposes. CETS No. 123». Условия содержания 
животных: стандартная экспериментальная био-
логически чистая комната, освещение 12 ч/12 ч 
светлый/темный цикл, t 20-250 С.

Исследование проводили на крысах-самцах 
линии Wistar массой 180-220 г. Все крысы были 
разделены на следующие экспериментальные 
группы, по 10 животных в каждой: 

I – ложнооперированные (24 часа);
II – ложнооперированные (72 часа);
III – контрольная, моделирование 40-минутной 

ишемии-реперфузии (ИР) почек (24 часа реперфузии);
IV – контрольная, моделирование 40-минутной 

ИР почек (72 часа реперфузии);
V – предварительное внутрибрюшинное вве-

дение асиалированного эритропоэтина (асиалоЭ-
ПО) в дозе 0,4 мкг/кг за 30 минут до моделирова-
ния патологии (24 часа реперфузии);

VI – предварительное внутрибрюшинное вве-
дение асиалоЭПО в дозе 0,4 мкг/кг за 30 минут до 
моделирования патологии (72 часа реперфузии);

VII – предварительное внутрибрюшинное вве-
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дение асиалоЭПО в дозе 2,4 мкг/кг за 30 минут до 
моделирования патологии (24 часа реперфузии);

VIII – предварительное внутрибрюшинное вве-
дение асиалоЭПО в дозе 2,4 мкг/кг за 30 минут до 
моделирования патологии (72 часа реперфузии);

IX – предварительное внутрибрюшинное введе-
ние эритропоэтина (ЭПО) в дозе 50 МЕ/кг за 30 минут 
до моделирования патологии (24 часа реперфузии);

X – предварительное внутрибрюшинное введе-
ние ЭПО в дозе 50 МЕ/кг за 30 минут до моделиро-
вания патологии (72 часа реперфузии);

XI – предварительное подкожное введение кар-
бамилированного дарбэпоэтина (карбаДарбЭПО) 
в дозе 50 мкг/кг за 24 часа до моделирования па-
тологии (24 часа реперфузии);

XII – предварительное подкожное введение 
карбамилированного дарбэпоэтина в дозе 50 мкг/
кг за 24 часа до моделирования патологии (72 
часа реперфузии);

XIII – предварительное подкожное введение 
дарбэпоэтина в дозе 0,45 мкг/кг за 24 часа до мо-
делирования патологии (24 часа реперфузии);

XIV – предварительное подкожное введение 
дарбэпоэтина в дозе 0,45 мкг/кг за 24 часа до мо-
делирования патологии (72 часа реперфузии).

Моделирование ишемии-реперфузии почек
После 12-часовой пищевой депривации под нар-

козом (интраабдоминальным введением водного рас-
твора хлоралгидрата в дозе 300 мг/кг) выполнялась 
срединная лапаротомия. Петли кишечника отодви-
гали в сторону и с разницей в 5 минут производили 
наложение атравматичных сосудистых зажимов на 
почечные ножки на 40 минут. Ложнооперированные 
животные не подвергались двусторонней ишемии по-
чек. В брюшную полость вводился 0,9%-ный раствор 
натрия хлорида (4-5 мл), и рана послойно ушивалась.

Измерение уровня микроциркуляции
Осуществляли с помощью аппаратно-программ-

ного комплекса MP100 (Biopac System, Inc., США) 
с модулем лазерной допплеровской флоуметрии 
(ЛДФ) LDF100C и поверхностного датчика TSD143, 
который накладывался на среднюю часть почки, не 
затрагивая область ворот. Уровень микроциркуля-
ции измеряли сразу после снятия сосудистых зажи-
мов с почки в течение 5 минут, через 24 или 72 часа 
реперфузии в зависимости от экспериментальной 
группы. Регистрация и обработка результатов про-
изводились с помощью программного обеспечения 
AcqKnowledge версии 3.8.1. Значения показателей 
выражались в перфузионных единицах (ПЕ).

Измерение концентрации креатинина, 
мочевины, натрия

В зависимости от экспериментальной группы че-
рез 12 или 48 часов реперфузии крыс помещали в 
метаболические клетки и осуществляли сбор мочи в 
течение 12 или 48 часов. Далее под наркозом произ-
водили релапаротомию и отбирали кровь из правого 

желудочка для биохимических исследований. Изме-
рялся суточный диурез. Концентрацию уровня креати-
нина, мочевины и натрия в сыворотке крови и моче из-
меряли по общепринятой методике с использованием 
автоматических и полуавтоматических анализаторов.

Расчет скорости клубочковой фильтрации 
и фракционной экскреции натрия

Клиренс эндогенного креатинина (скорость клу-
бочковой фильтрации − СКФ) рассчитывался сле-
дующим образом:

Фракционная экскреция натрия (ФЭН) рассчи-
тывалась по следующей формуле:

Статистическая обработка данных
Для всех данных была применена описатель-

ная статистика: данные проверены на нормаль-
ность распределения. В случае нормального рас-
пределения были подсчитаны среднее значение 
(M) и стандартная ошибка среднего (m). Межгруп-
повые различия анализировались параметриче-
скими (t-критерий Стьюдента) или непараметри-
ческими (критерий Манна-Уитни) методами, в за-
висимости от типа распределения.

Результаты и обсуждение
Моделирование ишемии-реперфузии почек приво-

дило к росту биохимических маркеров острого почечного 
повреждения: креатинина и мочевины, причем уровень 
мочевины возрастал в большей степени на первые сут-
ки эксперимента, а креатинин – на третьи (табл. 1). Па-
раллельно росту креатинина падала скорость клубочко-
вой фильтрации, уровень которой к третьим суткам со-
ставлял лишь 0,06±0,01 мл/мин (табл. 2). Канальцевые 
повреждения также нарастали от первых к третьим 
суткам эксперимента, что выражалось в значительном 
росте фракционной экскреции натрия (табл. 2). Микро-
циркуляторные нарушения также отмечались во всех 
временных точках эксперимента (табл. 3).

Профилактическое подкожное введение асиали-
рованного эритропоэтина за 30 минут до индукции 
ишемии приводило к дозозависимому снижению 
концентрации биохимических маркеров острого по-
чечного повреждения, значительному росту скорости 
клубочковой фильтрации и уменьшению поврежде-
ния канальцевых структур, выражающимся в сниже-
нии фракционной экскреции натрия, превосходя по 
эффективности препарат сравнения – эритропоэтин. 

Предварительное подкожное введение карбами-
лированного дарбэпоэтина в дозе 50 мкг/кг за 24 часа 
до моделирования патологии также приводило к сни-
жению концентрации креатинина и мочевины, росту 
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Таблица 1 / Table 1 

Динамика сывороточных концентраций креатинина и мочевины  
при введении изучаемых веществ (М±m; n=10)

Dynamics of the serum creatinine and urea concentrations upon the administration of the 
studied substances (М±m; n=10)

Экспериментальная группа Креатинин (мкмоль/л) Мочевина (ммоль/л)
24 часа 72 часа 24 часа 72 часа

Ложнооперированные 55,7±0,8 56±1,52 5,35±0,21 5,4±0,14
ИР 57,9±2,38 120±3,45x 9,7±0,68x 8,33±0,23x

ИР + асиалоЭПО 0,4 мкг/кг 56,4±2,37 73,9±2,7x,y 6,27±0,39x,y 6,86±0,26x,y
ИР + асиалоЭПО 2,4 мкг/кг 54,4±1,83 63,1±2,2x,y 5,97±0,25x,y 6,76±0,33x,y

ИР + ЭПО 56,7±2,43 79,6±3,27x,y 7,38±0,29x,y 7,06±0,28x,y
ИР + карбаДарбЭПО 58,3±2,29 70,8±3,1x,y 6,14±0,31x,y 6,52±0,28x,y

ИР + ДарбЭПО 59,9±1,79 85,1±1,68x,y 7,13±0,27 x,y 7,15±0,37x,y

Примечание: x – р<0,05 в сравнении с группой ложнооперированных животных; y – р<0,05 в срав-
нении с группой ишемии-реперфузии.

Note: x – p<0.05 in comparison with the sham group; y – p<0.05 in comparison with the ischemia-reperfu-
sion group.

Таблица 2 / Table 2 
Динамика скорости клубочковой фильтрации и фракционной экскреции натрия 

при введении изучаемых веществ (М±m; n=10)
Dynamics of the glomerular filtration rate and fractional sodium excretion upon the 

administration of the studied substances (М±m; n=10)

Экспериментальная группа СКФ (мл/мин) ФЭН (%)
24 часа 72 часа 24 часа 72 часа

Ложнооперированные 0,51±0,03 0,49±0,03 0,38±0,02 0,5±0,02
ИР 0,17±0,02x 0,06+0,01x 2,24±0,12x 7,4±0,78x

ИР + асиалоЭПО 0,4 мкг/кг 0,32±0,04x,y 0,27±0,02x,y 1,03±0,11x,y 1,57±0,09x,y
ИР + асиалоЭПО 2,4 мкг/кг 0,37±0,03x,y 0,36±0,03x,y 0,91±0,09x,y 1,3±0,09x,y

ИР + ЭПО 0,27±0,03x,y 0,21±0,02x,y 1,42±0,11x,y 2,5±0,09
ИР + карбаДарбЭПО 0,29±0,02x,y 0,33±0,04x,y 1,05±0,05x,y 1,31±0,11x,y

ИР + ДарбЭПО 0,21±0,02x,y 0,22±0,01x,y 1,37±0,08x,y 2,36±0,07x,y

Примечание: x – р<0,05 в сравнении с группой ложнооперированных животных; y – р<0,05 в срав-
нении с группой ишемии-реперфузии.

Note: x – p<0.05 in comparison with the sham group; y − p<0.05 in comparison with the ischemia-reperfu-
sion group.

Таблица 3 / Table 3 
Динамика уровня микроциркуляции при введении изучаемых веществ

(М±m; n=10)
Dynamics of the microcirculation level upon the administration of the studied substances 

(М±m; n=10)
Экспериментальная группа 5 минут 24 часа 72 часа

Ложнооперированные 904,5±60,43 870,5±98 859±67,98
ИР 209±24,42x 418,1±46,02x 315,5±13,67x

ИР + асиалоЭПО 0,4 мкг/кг 489,6±33,65x,y 636,4±20,93x,y 521,8±20,78x,y
ИР + асиалоЭПО 2,4 мкг/кг 670,4±54,19x,y 725,6±47,41x,y 689,3±46,52x,y

ИР + ЭПО 459,8±24,06x,y 662,9±22,71x,y 490,5±21,81x,y
ИР + карбаДарбЭПО 667,9±40,34x,y 738,9±26,77 x,y 696±23,18x,y

ИР + ДарбЭПО 483,8±19,21x,y 686±27,39x,y 555,2±25,46x,y

Примечание: x – р<0,05 в сравнении с группой ложнооперированных животных; y – р<0,05 в срав-
нении с группой ишемии-реперфузии.

Note: x – p<0.05 in comparison with the sham group; y - p<0.05 in comparison with the ischemia-reperfu-
sion group.



77

Kubanskij nauchnyj m
edicinskij vestnik  2018;  25 (6)

скорости клубочковой фильтрации и уровня микроцир-
куляции, уменьшению фракционной экскреции натрия 
во всех временных точках эксперимента, превосходя 
по эффективности дарбэпоэтин в дозе 0,45 мкг/кг.

Защитная роль эритропоэтина продемонстри-
рована в многочисленных доклинических иссле-
дованиях на моделях ишемии-реперфузии раз-
личных органов и тканей [13-16]. Ренопротектив-
ные эффекты эритропоэтина были подтверждены 
и в клиническом исследовании: применение ЭПО 
в дозе 300 МЕ/кг у пациентов при проведении опе-
рации аортокоронарного шунтирования приводи-
ло к снижению частоты острого почечного повреж-
дения, улучшению функции почек (по уровню кре-
атинина и скорости клубочковой фильтрации) [17]. 

В настоящем исследовании мы продемонстри-
ровали, что профилактическое введение произ-
водных ЭПО: асиалированного эритропоэтина и 
карбамилированного дарбэпоэтина - может значи-
тельно улучшить функциональное состояние почек, 
превосходя по эффективности эритропоэтин и дар-
бэпоэтин. Возможно, их более высокая эффектив-
ность обусловлена как особенностями фармакоки-
нетики, так и более высоким сродством к гетероди-
мерным эритропоэтиновым рецепторам, участвую-
щим в реализации механизмов цитопротекции.

Заключение
Результаты проведенного исследования де-

монстрируют, что асиалированный эритропоэтин в 
дозе 2,4 мкг/кг и карбамилированный дарбэпоэтин 
в дозе 50 мкг/кг обладают выраженными протек-
тивными свойствами на модели ишемии-репер-
фузии почек, выражающимися в снижении био-
химических маркеров острого почечного повреж-
дения, росте скорости клубочковой фильтрации и 
снижении фракционной экскреции натрия, а также 
коррекции микроциркуляторных нарушений во все 
временные точки эксперимента. 
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