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Задачей исследования является оценка защитного воздей%
ствия лекарственного средства на основе растительного сы%
рья (Тутукон) на индуцированные гипероксалурией апопти%
ческие изменения и отложения кристаллов солей в эпителии
почечных канальцев крыс. Шестьдесят самцов крыс линии
Вистар были разделены на три группы (по n=20). У живот%
ных из группы I тяжелая гипероксалурия была индуцирова%
на введением этиленгликоля (ЭГ) (0,75%) на протяжении 28
дней. Животные группы II, помимо индукции гипероксалу%
рии, получали также Тутукон на протяжении 28 дней. Жи%
вотные группы III использовались в качестве контрольных и
не получали лекарственные средства. 
Наличие и степень тяжести отложения кристаллов солей в
просвете канальцев определяли методом гистологического
анализа под световым микроскопом, апоптические изменения
клеток почечных канальцев определяли методом иммуногис%
тохимического окрашивания для выявления аспартат%специ%
фичной цистеиновой протеазы (Каспаза%3) и фактора некроза
опухоли альфа (ФНО%альфа) на 14%й и 28%й дни соответствен%
но. Оценка апоптических изменений путем выявления Каспа%
зы%3 свидетельствует о том, что, хотя у большинства живот%
ных, получавших только ЭГ, выявлены явные апоптические
изменения (n=9), у животных, получавших Тутукон, проде%
монстрированы достоверно меньшие нарушения, при менее
выраженном апоптозе или его отсутствии (n=7). Аналогичные
показатели получены и по результатам определения экспрес%
сии ФНО%альфа; апоптические изменения выявлены у
8 (80%) животных из группы I, а у животных из группы полу%
чения препарата Тутукон выявлены лишь ограниченные изме%
нения (n=2). Определение содержания кристаллов солей по%
казало, что вопреки явным изменениям у животных из группы
I (n=9), а именно – апоптическим изменениям, оно было до%
стоверно меньшим у животных, получавших Тутукон (n=4). 
Отложение кристаллов солей и апоптические изменения, ин%
дуцированные гипероксалурией, играют важную роль в пато%
генезе мочекаменной болезни, и применение препарата Туту%
кон может обеспечивать снижение таких изменений благода%
ря антиоксидантному и противовоспалительному действию
препарата.
Ключевые слова: лекарственное средство на основе расти$
тельного сырья, апоптические изменения, отложения солей
кристаллов, антиоксидантное действие.

Гипероксалурия " основной риск образования идиопатиче"
ских кальций"оксалатных (С204) камней у человека. Ги"

пероксалурия – мощный толчок к образованию камней и

развитию С204 уролитиаза [1]. Результаты как клинических,
так и экспериментальных исследований позволяют предпо"
ложить, что эпителий почечных канальцев является основ"
ной мишенью, индуцированное оксалатами повреждение и
стойкая гипероксалурия в сочетании со взаимодействием
кристаллы солей–клетки, может привести к повреждению
клеток почечных канальцев [2, 3]. По данным недавно прове"
денных исследований LLC"PK1 клеток было убедительно
продемонстрировано, что высокая концентрация оксалатов в
сочетании с образованием/отложением С204 кристаллов мо"
жет вызывать повреждение клеток почечных канальцев
и/или нарушение их функций, ряд морфологических изме"
нений и нарушений функций клеток почечных канальцев,
включая нарушение пролиферации клеток, что при высокой
концентрации может привести к клеточному апоптозу [4–6]. 

Этиопатогенез клеточного повреждения при получении
вещества, вызывающего гипероксалурию, основан на пере"
кисном окислении липидов в клетках канальцев, что ведет к
функциональному повреждению клеточных компонентов
вследствие образования реактивных форм кислорода
(РФК), обусловленного оксидативным стрессом [4, 7, 8]. По"
мимо возможной ишемии канальцев, вызванной гиперокса"
лурией, обусловливающей повышение выработки реактив"
ных форм кислорода (РФК) в результате перекисного окис"
ления липидов, в проведенных исследованиях было убеди"
тельно продемонстрировано, что и сами ионы оксалатов мо"
гут вызывать изменения в канальцах вследствие непосред"
ственного токсического воздействия [4, 5, 9, 10]. 

Принимая во внимание вредное действие гипероксалу"
рии, вызывающей отложение кристаллов в паренхимальных
тканях почек и апоптические изменения эпителия почечных
канальцев (вследствие выработки РФК), перспективность
применения защитных средств для предотвращения или, по
меньшей мере, уменьшения объема патологических измене"
ний, не вызывает сомнений. Известно, что верапамил и ни"
федипин (вещества, блокирующие кальциевые каналы) сни"
жают уровень гистологических изменений, а также отложе"
ние кристаллов солей, вызванное определенными поврежде"
ниями почек [8, 11, 12]. Установлено, что цитрат кальция
снижает частоту случаев образования почечных камней пос"
ле экстракорпоральной ударно"волновой литотрипсии [7], а
аллопуринол и витамин Е применяют в качестве антиокси"
дантов для минимизации воздействия свободных радикалов
кислорода, образующихся в некоторых тканях [11, 13, 14]. 

Данные недавно проведенных исследований убедительно
демонстрируют, что перспективной и эффективной альтерна"
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тивой применению указанных лекарственных средств явля"
ются лекарственные средства на основе растительного сырья,
все шире используемые для профилактики и метафилактики
образования почечных камней [22, 23], а также для улучшения
результатов литотрипсии [24]. Одним из таких препаратов яв"
ляется Тутукон – средство на основе многочисленных расти"
тельных ингредиентов, обладающих определенными биологи"
ческими свойствами. Наиболее важной характеристикой этих
ингредиентов является антиоксидантное действие.

Целью исследования, проведенного нами на животных с
учетом эффективного антиоксидантного действия, была
оценка возможного защитного действия препарата Тутукон
на развитие и степень апоптических изменений, а также от"
ложение кристаллов солей в эпителиальных клетках почеч"
ных канальцев, индуцированных веществом, вызывающим
гипероксалурию у крыс.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Для исследования было отобрано 60 самцов крыс линии

Вистар, каждое животное имело массу тела 250–300 г. Было
получено одобрение этического комитета лаборатории жи"
вотных Ветеринарного научно"исследовательского институ"
та Пендик. Все животные получали стандартный корм, со"
держались в стандартных условиях, были тщательно обсле"
дованы, в том числе были проведены биохимические анали"
зы, анализы крови, мочи и кала. 

Животные были разделены на три группы (n=20). Живот"
ные из группы I получали рацион, дополненный веществом,
индуцирующим гипероксалурию, 0,75% этилен гликоль (ЭГ) в
дистиллированной воде для питья с 1"го по 28"й дни, а крысы
из группы II получали в дополнение к веществу, вызывающе"
го гипероксалурию, защищающий препарат Тутукон через ка"
тетер (по 5 мл/массы тела – 3 раза в день по  20 мл с разделе"
нием на несколько введений в день) на протяжении 28 дней
экспериментальной стадии исследования. И наконец, в группу
III были включены контрольные животные, получавшие чис"
тую дистиллированную воду на всех этапах исследования. 

В период экспериментальной стадии исследования все
животные получали стандартный корм без ограничений.
После 2 нед получения вещества, вызывающего гипероксалу"
рию, животными I группы, дополнительного защитного ве"
щества животными II группы и стандартного рациона живот"
ными III группы, на 14"й день по десять животных из каждой
группы умерщвляли. Через двусторонние боковые разрезы
извлекали почки для последующего гистологического иссле"
дования. Такую же процедуру проводили через 28 дней.

Характеристики лекарственного средства
Фармакологическая группа: фиксированная комбинация

растительных веществ.
Рекомендованная доза: по 45 мл 3 раза в день. 
Активные растительные ингредиенты: эфирные масла,

флавоноиды – кверцитин, полисахариды, розмариновая кис"
лота, болдин, флавоновые гликозиды.

Гистологическое исследование
Почки погружали в 10% раствор формалина для фиксации,

заливали парафином для получения блоков, пригодных для
резки, микротомировали на срезы толщиной 4–6 мкм, срезы
окрашивали гематоксилином – эозином (Г и Э), Шифф"йод"
ной кислотой (реактив Шиффа) (Bio"Optica, Милан) и трих"
ромом по Массону (МТК) (Bio"Optica, Милан). При проведе"
нии иммуногистохимических исследований для визуализации
применяли систему Bond polymer refine detection (Геіса
Biosystems Newcastle Ltd., Ньюкасл) с диаминобензидином в
качестве хромогена, и гематоксилином для контрастного окра"
шивания ядер. Все иммуногистохимические исследования

проведены с использованием автоматической системы Lеіса
BOND"MAX (Lеіса Biosystems, Мельбурн). Были использова"
ны следующие антитела: антитела к ФНО"альфа (поликло"
нальные, в разведении 1:500; Novus Biologicals, Великобрита"
ния), антитела к Каспазе"3 (клон JHM62 в разведении 1:400;
Lеіса Biosystems Newcastle Ltd., Ньюкасл). Для разведения
всех антител применяли растворитель Lab Vision™ Antibody
Diluent (ТА"125"AD, Thermo Scientific™, Калифорния).

Результаты окрашивания для выявления каспазы и
ФНО"альфа, оценивали по трехбальной шкале: 

• оценка 0 – не выявлены;
• оценка 1 – слабая иммунная реакция или одиночные

позитивные клетки;
• оценка 2 – рассеянная умеренно интенсивная иммун"

ная реакция или многочисленные позитивные клетки;
• оценка 3 – сплошная зона иммунной реакции либо

скопления позитивных клеток.
Систему оценки применяли и для классификации ка"

нальцев, при исследовании для выявления гранул кристал"
лов и/или кальцификации методом световой микроскопии с
поляризованным фильтром; срезы окрашивали эозином, ис"
следование проводили двойным слепым методом. Степень
кристаллизации оценивали следующим образом: 

• оценка 0 – отсутствует;
• оценка 1 – минимальная: одиночные кристаллы на од"

ном участке;
• оценка 2 – умеренная: рассеянные кристаллы не более

чем на одном участке;
• оценка 3 – тяжелая: плотные скопления кристаллов,

многочисленные скопления.

Статистический анализ
Статистический анализ полученных данных проводили с

использованием программного обеспечения NCSS (Number
Cruncher Statistical System) 2007 и PASS (Power Analysis and
Sample Size) 2008 (Юта, США). При оценке полученных дан"
ных, в дополнение к определительным статистическим мето"
дам (определение среднего значения, стандартного отклоне"
ния, медианного значения, частоты, соотношения) применя"
ли U"критерий Манна–Уитни для оценки параметров, ха"
рактеризующих аномальные распределения при сравнении
данных трех групп. Тем не менее, если количество групп дан"
ных, для которых продемонстрировано аномальное распре"
деление, превышало 3, применяли критерий Крускала–Уол"
лиса. И наконец, U"критерий Манна–Уитни применяли для
идентификации групп данных, вызывающих различие между
группами. Данные классифицировали, как статистически до"
стоверные при уровнях р<0,01 и р<0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

В целом, за период исследования погибло четыре живот"
ных, причиной гибели двух животных была инфекция и еще
двух – отказ от корма. Оценены апоптические изменения кле"
ток почечных канальцев, о чем говорит наличие ФНО"альфы
и Каспазы"3, выявленное методом иммуногистохимического
окрашивания, а также отложение кристаллов солей в парен"
химальных тканях почек, через 14 и 28 дней были получены
определенные данные.

Оценка апоптических изменений клеток 
почечных канальцев

Установлено, что апоптические изменения были более вы"
ражены в клетках почечных канальцев, окруженных кристал"
лами солей. Тем не менее, апоптические изменения определен"
ной степени наблюдались также и в клетках почечных каналь"
цев, не окруженных кристаллами солей. С другой стороны, вы"
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явлены выраженные апоптические изменения в дистальных
отделах канальцев, а также в собирающих протоках. Оценка
апоптических изменений в клетках почечных канальцев по по"
ложительному результату выявления Каспазы"3 на первом
этапе оценки (через 14 дней) свидетельствует о том, что хотя
количество животных с умеренными и тяжелыми апоптичес"
кими изменениями в контрольной группе было достоверно
меньшим, у большого количества животных, получавших толь"
ко ЭГ, отмечены умеренные или тяжелые апоптические изме"
нения (n=9, 90%) (рис. 1). Одновременное получение Тутуко"
на обеспечило несомненное уменьшение количества животных
с апоптическими изменениями (n=7, 70%), уровень тяжести
апоптических изменений у большинства животных также был
меньшим (рис. 2). Среднее количество апоптозных клеток, дав"
ших положительную реакцию на окрашивание для выявление
Каспазы"3, на этом этапе составляло 2,25±0,71 и 1,22±0,83
(р=0,021) в этих двух группах соответственно (табл. 1). 

Таким образом, полученные нами результаты продемон"
стрировали, что введение препарата Тутукон предотвращает
или, как минимум, снижает уровень апоптических измене"
ний эпителиальных клеток почечных канальцев, как на  ран"
нем (день 14), так и позднем этапе (день 28). Тем не менее,
хотя различие, установленное по результатам анализа дан"
ных, полученных на позднем этапе было достоверным
(р=0,021), различие данных, полученных на раннем этапе, не
достигло уровня статистической достоверности (р=0,079).

С другой стороны, экспрессия ФНО"альфа после инфук"
ции гипероксалурии у животных исследуемой группы свиде"
тельствует о несомненных апоптических изменениях уже на
раннем этапе (через 14 дней), умеренные и тяжелые апоптиче"
ские изменения выявлены у 8 (80%) животных (рис. 3). Эти

изменения, как было установлено, были выявлены у значи"
тельно меньшего количества животных из контрольной груп"
пы (n=1, 10%) и животных, получавших Тутукон (n=2, 20%)
(рис. 4). Средние оценки апоптозных клеток, давших положи"
тельную реакцию при окрашивании для выявления ФНО"
альфа, у животных группы І (2,10±0,74) были достоверно
большими по сравнению с оценками в группе ІІ (1,00±0,67)
(р=0,005) при оценке, проведенной через 14 дней. Такие же ре"
зультаты были получены и по результатам анализа данных,
полученных на позднем этапе (через 28 дней) (табл. 2).

Оценка отложения кристаллов солей
Оценка образцов паренхимальных тканей почек крыс, по"

лучавших вещество, индуцирующее гипероксалурию на протя"
жении 14 дней, свидетельствует об отложении кристаллов со"
лей различной степени, главным образом, в просвете каналь"
цев. В интерстициальных тканях выявлено незначительное от"
ложение кристаллов солей, но не гистологические изменения.
У животных этой группы обширное отложение кристаллов со"
лей выявлено как на раннем, так и позднем этапах определения
(рис. 5). На раннем этапе (14 дней) значительное отложение
отмечено у 3 (30%) животных, а умеренное и минимальное – у
6 (60%) и 1 (10%) животных соответственно. Средняя общая
оценка отложения для этой группы составила 2,20±0,63. 

Исследование почек животных, получавших Тутукон в пе"
риод индукции гипероксалурии, свидетельствует о защитном
действии этого лекарственного средства на наличие и степень
тяжести отложения кристаллов солей. Значительное отложе"
ние отмечено у 1 (10%) животного, а умеренное и минимальное
– у 3 (30%) и 6 (60%) животных соответственно (рис. 6). Сред"
няя общая оценка отложения у животных этой группы по срав"

Таблица 1
Оценка количества клеток с положительной реакцией на окрашивание для выявления ФНО3альфа 

у животных всех групп на раннем и позднем этапах оценивания

Оценка
Контроль Этилен гликоль Этилен гликоль + Тутукон

р
Абс. число % Абс. число % Абс. число %

Ранний этап (14�й день)

0 4 40 0 0 2 20

1 5 50 2 20 6 60

2 1 10 5 50 2 20

3 0 0 3 30 0 0

Общая 10 100 10 100 10 100

Среднее ± СО (медианная оценка) 0,70±0,67 (1) 2,10±0,74 (2) 1,00±0,67(1) 0,002а**

Поздний этап (28�й день)

0 1 11,1 0 0 0 0

1 7 77,8 1 12,5 5 55,6

2 1 11,1 4 50 3 33,3

3 0 0 3 37,5 1 11,1

Общая 9 100 8 100 9 100

Среднее ± СО (медианная оценка) 1,00±0,50 (1) 2,25±0,71 (2) 1,56±0,73 (1) 0,014а*

Медианное значение оценки на раннем и позднем этапе

Р 0,252б 0,662б 0,118б

Примечание. Результаты окрашивания для выявления ФНО�альфа оценивали по трехбальной шкале: не выявлены – оценка 0; слабая иммунная реакция

или одиночные позитивные клетки – оценка 1; рассеянная умеренно интенсивная иммунная реакция или многочисленные позитивные клетки – оценка 2; 

сплошная зона иммунной реакции, либо скопления позитивных клеток – оценка 3.

ФНО�альфа – Фактор некроза опухоли альфа; * Статистически достоверная разница; ** Статистическая разница высоко достоверная; р<0,05, ** р<0,01; 
а Критерий Крускала – Уоллиса; б U�критерий Манна�Уитни
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Рис. 1. Свидетельство экспрессии Каспазы33,
иммуногистохимическое окрашивание образцов тканей
животных после индукции гипероксалурии без защищающего
почки препарата (Каспаза33, оригинальное увеличение 400)

Рис. 2. Минимальная экспрессия Каспазы33, иммуногисто3
химическое окрашивание образцов тканей животных после
индукции гипероксалурии и введения препарата Тутукон
(Каспаза33, оригинальное увеличение 400)

Рис. 3. Свидетельство экспрессии ФНО3альфа, иммуногисто3
химическое окрашивание образцов тканей животных после
индукции гипероксалурии без защищающего почки препарата
(ФНО3альфа, оригинальное увеличение 400)

Рис. 4. Минимальная экспрессия ФНО3альфа, иммуногисто3
химическое окрашивание образцов тканей животных после
индукции гипероксалурии и введении препарата Тутукон
(ФНО3альфа, оригинальное увеличение 400)

Рис. 5. Свидетельство отложения кристаллов
(многочисленные области плотных скоплений) у животных
после индукции гипероксалурии без защищающего почки
препарата (окрашивание Г и Э, поляризованный фильтр
Olympus, оригинальное увеличение 400)

Рис. 6. Ограниченное отложение кристаллов у животных
после индукции гипероксалурии при получении препарата
Тутукон (окрашивание Г и Э, поляризованный фильтр
Olympus, оригинальное увеличение 400)
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Таблица 2
Оценка экспрессии Каспазы33 в клетках почечных канальцев у животных всех групп на раннем и позднем этапах оценки

Оценка
Контроль Этилен гликоль Этилен гликоль + Тутукон

Р
Абс. число % Абс. число % Абс. число %

Ранний этап (14�й день)

0 5 50 0 0 3 30

1 5 50 1 10 0 0

2 0 0 5 50 6 60

3 0 0 4 40 1 10

Общая 10 100 10 100 10 100

Среднее ± СО (медианная оценка) 0,50±0,53 (0,5) 2,30±0,67 (2) 1,50±1,08 (2) 0,001а**

Поздний этап (28�й день)

0 3 33,3 0 0 2 22,2

1 6 66,7 1 12,5 3 33,3

2 0 0 4 50 4 44,4

3 0 0 3 37,5 0 0

Общая 9 100 8 100 9 100

Среднее ± СО (медианная оценка) 0,67±0,50 (1) 2,25±0,71 (2) 1,22±0,83 (1) 0,007а*

Медианное значение оценки на раннем и позднем этапе

Р 0,475б 0,883б 0,421б

Примечание. Результаты окрашивания для выявления Каспазы оценивали по трехбальной шкале: не выявлены – оценка 0; слабая иммунная реакция или

одиночные позитивные клетки – оценка 1; рассеянная умеренно интенсивная иммунная реакция или многочисленные позитивные клетки – оценка 2;

сплошная зона иммунной реакции, либо скопления позитивных клеток – оценка 3.

** Статистическая разница высоко достоверная; ** р<0,01; а Критерий Крускала–Уоллиса; б U�критерий Манна–Уитни

Таблица 3
Оценка отложения кристаллов солей у животных всех групп

Примечание. Степень отложения кристаллов оценивали следующим образом: отсутствует � оценка 0; минимальная: одиночные кристаллы на одном участке �

оценка 1; умеренная: рассеянные кристаллы не более чем на одном участке � оценка 2; тяжелая: плотные скопления кристаллов, многочисленные 

скопления � оценка 3. ** Статистическая разница высоко достоверная; ** р<0,01; а Критерий Крускала�Уоллиса; б U�критерий Манна�Уитни

Оценка
Контроль Этилен гликоль Этилен гликоль + Тутукон

Р
Абс. число % Абс. число % Абс. число %

Ранний этап (14�й день)

0 9 90 0 0 0 0

1 1 10 1 10 6 60

2 0 0 6 60 3 30

3 0 0 3 30 1 10

Общая 10 100 10 100 10 100

Среднее ± СО (медианная оценка) 0,10±0,32 (0) 2,20±0,63 (2) 1,50±0,71 (1) 0,001а**

Поздний этап (28�й день)

0 9 100 0 0 0 0

1 0 0 0 0 3 33,3

2 0 0 0 0 5 55,6

3 0 0 8 100 1 11,1

Общая 9 100 8 100 9 100

Среднее ± СО (медианная оценка) 0,00±0,00 (0) 3,00±0,00 (3) 1,78±0,67 (2) 0,001а**

Медианное значение оценки на раннем и позднем этапе

Р 0,343б 0,0046** 0,321б
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нению с животными, получавшими только ЭГ, была достовер"
но меньшей и составила лишь 1,50±0,71 (р=0,031). И послед"
ний, но немаловажный факт, как и ожидалось, отложение кри"
сталлов солей не было выявлено у животных контрольной
группы (средняя общая оценка отложения кристаллов соста"
вила 0,10±0,32) (табл. 3). Такие же результаты были получены
и на позднем этапе определения (28 дней), что свидетельствует
о снижении уровня отложения кристаллов солей при получе"
нии животными препарата Тутукон на этапе индукции гипер"
оксалурии (р=0,001). Информации об уровне отложения крис"
таллов солей у животных всех групп приведена в табл. 3.

Данными экспериментальных исследований было убеди"
тельно продемонстрировано, что кристаллы С204 и/или ионы
оксалата, образующиеся при получении веществ, индуциру"
ющих гипероксалурию, играют решающую роль в развитии
мочекаменной болезни. Установлено, что индукция гиперок"
салурии ассоциируется с повреждением клеток и некрозом
эпителиальных клеток почечных канальцев [1, 3, 15]. Энзи"
мурия, протеинурия и содержание в моче продуктов дестаби"
лизации клеточных мембран после получения животными
веществ, вызывающих гипероксалурию, также подтверждает
достоверность этой гипотезы [2]. Повреждение канальцев да"
же при отсутствии кристаллурии позволяет предположить,
что повреждение вызывается не только кристаллами С204,
токсическое воздействие на клетки почечных канальцев мо"
жет быть обусловлено также ионами оксалатов [16].

Что касается механизма повреждения клеток почечных
канальцев, помимо оригинального исследования, проведен"
ного Khan и соавторами [15], другими группами исследова"
телей было продемонстрировано, что функциональное по"
вреждение клеточных компонентов обусловлено оксидатив"
ным стрессом, вызывающим образование ОФК [4, 7, 8]. Как
было продемонстрировано Scheid и соавторами [6], из разно"
образных моно" и дикарбоксилатов, рассмотренных в их ис"
следовании, наиболее частым причинным фактором усилен"
ной выработки свободных радикалов и последующей гибели
клеток является высокое содержание оксалатов. 

Результаты надлежащим образом организованных и про"
веденных исследований на животных позволили авторам
предположить, что вследствие воздействия ионов оксалатов
на эпителиальные клетки почек запускается каскад событий,
ведущих к клеточной пролиферации или клеточной гибели
[4, 5, 9, 10]. И последний, но немаловажный факт: Koul и со"
авторам [4] удалось продемонстрировать возможность нали"
чия причинной связи между индуцированным оксалатами
увеличением экспрессии гена С"myc и индуцированным окса"
латами усилением клеточной пролиферации. Все эти данные
свидетельствуют о том, что апоптоз, как одна из форм клеточ"
ной гибели, может вызывать также и повреждение почечных
канальцев, индуцированное гипероксалурией. Для подтвер"
ждения этого предположения нами были продемонстрирова"
ны апоптические изменения клеток почечных канальцев кро"
ликов, показано, что степень и объем таких изменений увели"
чивается со временем [17]. После подтверждения вредного
воздействия гипероксалурии, следствием которой является
отложение кристаллов солей и апоптические изменения эпи"
телиальных клеток почечных канальцев, врачи начали поиск
средств, предотвращающих или хотя бы уменьшающих уро"
вень таких патологических изменений [18]. 

Из средств, применявшихся до сих пор, верапамил и ни"
федипин (вещества, блокирующие кальциевые каналы) не"
сколько снижают уровень гистологических изменений, а так"
же отложение кристаллов солей [12, 19, 20]. Цитрат кальция
снижает частоту случаев образования почечных камней пос"
ле экстракорпоральной ударно"волновой литотрипсии [7], а
аллопуринол и витамин Е, сильнодействующие антиокси"
данты, применяются для минимизации воздействия свобод"

ных радикалов кислорода, образующихся в некоторых тка"
нях, за счет подавления образования РФК [11, 13, 14, 21].

Данные недавно проведенных исследований убедительно
продемонстрировали, что перспективной и эффективной
альтернативой применению указанных лекарственных
средств являются лекарственные средства на основе расти"
тельного сырья, все шире используемые для профилактики и
метафилактики почечных камней [22, 23]. Установлено, что
дополнительное применение фитотерапевтических средств в
курсе консервативного лечения мочекаменной болезни улуч"
шает результаты литотрипсии и повышает эффективность
метафилактики образования камней в мочевыводящих путях
[24]. Оценка данных, приведенных в литературных источни"
ках, свидетельствует о том, что большинство фитотерапевти"
ческих средств оказывает мочегонное, противовоспалитель"
ное, антиоксидантное, сосудорасширяющее и спазмолитиче"
ское действия [25, 26].

Действующие ингредиенты, ответственные за эти специ"
фические эффекты, выявлены в эфирных маслах, флавонои"
дах, сапонинах, производных ксантина и гликозидах [25,
27–29]. Из фитотерапевтических средств, применяемых до
настоящего времени, наиболее перспективным для предот"
вращения образования камней представляется использова"
ние Phyllanthus niruri (Филантус нирури) [25, 30] вслед"
ствие содержания потенциально активных соединений вида
Phyllanthus, алкалоидов, флавоноидов, лактонов, стероидов,
терпеноидов, лигнанов и танинов. 

Помимо убедительно продемонстрированных спазмо"
литического [26] и обезболивающего [25] действий, было
доказано, что это растительное средство ингибирует эндо"
цитоз С204 клетками почечных канальцев. Гипотеза была
подтверждена также в клиническом исследовании, прове"
денном с включением небольшого количества пациентов, в
котором было показано, что при получении этого средства
снижается уровень выведения кальция с мочой у пациентов
с камнями вследствие гиперкальциурии [31]. Другими рас"
тительными средствами, применяемыми для снижения
уровня отложения кристаллов солей и последующего обра"
зования камней, являются марокканское растение Hernaria
hirsuta (грыжник волосатый) и зеленый чай. Их использова"
ние для ограничения формирования С204 представляется
перспективным [22, 30].

Учитывая информацию о действии антиоксидантов и про"
тивовоспалительных средств, предотвращающих повреждение
эпителиальных клеток почечных канальцев, вызванное ише"
мией, мы поставили задачей своего исследования оценку воз"
можного снижения апоптических изменений клеток почечных
канальцев и последующее отложение кристаллических солей
вследствие гипероксалурии при применении сильнодействую"
щего антиоксидантного и противовоспалительного средства на
основе растительного сырья (Тутукон). Для определения нами
использована модель повреждения почек крыс. 

Тутукон (Grand Medical, Испания) является лекарствен"
ным средством на основе различных растительных ингреди"
ентов, оказывающим определенные биологические эффекты
на различные ткани (рис. 1). Одной из наиболее важных ха"
рактеристик этого препарата является антиоксидантное дей"
ствие, обусловленное действующими веществами в его со"
ставе. Опубликованные данные свидетельствуют о том, что
из 8 ингредиентов в составе этого препарата: алкалоиды, роз"
мариновая кислота, флавоноиды [27], апигенин, лютеолин
[28], сапонин эквизетонин [29] и эфирные масла [32] облада"
ют выраженными антиоксидантными и противовоспали"
тельными свойствами. Что касается механизма действия,
данными исследований было убедительно продемонстриро"
вано, что указанные выше действующие ингредиенты обес"
печивают снижение проницаемости капилляров почек, спо"
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собствуют расширению кровеносных сосудов почек и моче"
точников, восстанавливают эпителиальные функции каналь"
цев, активируют осмотический эффект, ингибируют синтез и
активацию медиаторов воспаления и предотвращают воспа"
лительные изменения, а также отложение кристаллов солей
и их рост [22, 24–26, 33]. 

Полученные нами данные убедительно демонстрируют
достоверное формирование/отложение кристаллов солей, а
также апоптоз клеток почечных канальцев у животных после
индукции гипероксалурии введением ЭГ уже на раннем эта"
пе гипероксалурии (день 14). Количественное определение
клеточного апоптоза и отложения кристаллов солей свиде"
тельствует о достоверном различии между этими животны"
ми и животными, получавшими также и защитное средство
(Тутукон). Как уже упоминалось ранее, индуцированный
ишемией оксидативный стресс почечных канальцев и воспа"
лительные изменения являются основной причиной апопто"
за клеток почечных канальцев, а также последующего фор"
мирования/отложения кристаллов солей. 

Полученные нами результаты продемонстрировали, что
Тутукон, благодаря содержанию сильнодействующих ингре"
диентов – алкалоидов, розмариновой кислоты, флавоноидов
[27], апигенина, лютеолина [28], сапонина эквизетонина [29]
и эфирных масел [32] – оказывает достаточное защитное
действие, снижая уровень изменений, вызывающих образо"
вание кристаллов, по меньшей мере, у животных в использо"
ванной нами экспериментальной модели. Введение живот"
ным препарата Тутукон обеспечивает достоверную защиту

от отложения оксалата кальция и апоптоза клеток почечных
канальцев. Тем не менее, не вызывает сомнений, что доза рас"
тительного средства, вводившаяся крысам в ходе нашего ис"
следования, не соответствует клинической дозе, рекомендо"
ванной в терапевтической практике.

ВЫВОДЫ
Данные, полученные нами, а также приведенные в лите"

ратурных источниках, свидетельствуют о том, что и гипер"
оксалурия, и образование кристаллов С204 повреждают эпи"
телиальные клетки почек. Основной причиной таких изме"
нений является апоптоз клеток почечных канальцев, вслед"
ствие образования свободных радикалов, вызывающего пе"
рекисное окисление липидов. В проведенном нами исследо"
вании установлено, что сильнодействующее антиоксидант"
ное лекарственное средство Тутукон снижает уровень осаж"
дения кристаллов и апоптических изменений. Это позволя"
ет предположить, что клиническое применение подобных
антиоксидантных и противовоспалительных препаратов мо"
жет ограничивать образование почечных камней, в особен"
ности предотвращать рецидивы их образования. Мы счита"
ем, что необходимо проведение дальнейших клинических и
экспериментальных исследований для подтверждения опи"
санного выше профилактического действия этого препарата,
предупреждающего образование кристаллов С204.

Конфликт интересов
Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.

Зниження рівня апоптозу і відкладення солей
при використанні Тутукону в умовах пошкодження
тубулярних клітин нирок у разі гіпероксалурії 
на моделі з використанням щурів
Cahit Sahin, Sukran Sarikaya, Kayhan Basak,
Cihangir Ali Cetinel, Fehmi Narter, Bilal Eryildirim,
Erkin Saglam, Kemal Sarica

Завданням дослідження є оцінювання наслідків протекціоніського ха"
рактеру лікарського засобу на основі рослинної сировини (Тутукон)
на індуковані гіпероксалурією апоптичні зміни і відкладення крис"
талів солей в епітелії ниркових канальців щурів. Шістдесят самців
щурів лінії Вістар були розділені на три групи (по n=20). У тварин з
групи I важка гіпероксалурія була індукована уведенням етиленгліко"
лю (ЕГ) (0,75%) протягом 28 днів. Тварини групи II, окрім індукції
гіпероксалурії, отримували також Тутукон протягом 28 днів. Тварини
групи III використовувалися в якості контрольних і не отримували
лікарських засобів. Наявність і ступінь тяжкості відкладення крис"
талів солей у просвіті канальців визначали методом гістологічного
аналізу під світловим мікроскопом, апоптичні зміни клітин ниркових
канальців визначали методом імуногістохімічного фарбування для ви"
явлення аспартат"специфічної цістеїнової протеази (Каспаза"3) і фак"
тора некрозу пухлини альфа (ФНП"альфа) на 14"й і 28"й дні
відповідно. Оцінювання апоптичних змін шляхом виявлення Каспа"
зи"3 свідчить про те, що, хоча у більшості тварин, які отримували
тільки ЕГ, виявлено явні апоптичні зміни (n=9), у тварин, які отриму"
вали Тутукон, продемонстровані достовірно менші порушення, при
менш вираженому апоптозу або його відсутності (n=7). Аналогічні по"
казники отримані і за результатами визначення експресії ФНП"аль"
фа; апоптичні зміни виявлені у 8 (80%) тварин з групи I, а в тварин з
групи отримання препарату Тутукон виявлені лише незначні зміни
(n=2). Визначення змісту кристалів солей показало, що всупереч яв"
ним змінам у тварин з групи I (n=9), а саме – апоптичним змінам, во"
но було достовірно меншим у тварин, які отримували Тутукон (n=4).
Відкладення кристалів солей і апоптичні зміни, індуковані гіперокса"
лурією, відіграють важливу роль у патогенезі сечокам’яної хвороби, і
застосування препарату Тутукон може забезпечувати зниження таких
змін завдяки антиоксидантній та протизапальній дії препарату.
Ключові слова: лікарський засіб на основі рослинної сировини,
апоптичні зміни, відкладення солей кристалів, антиоксидантна дія.

Limitation of apoptotic changes 
and crystal deposition by Tutukon following 
hyperoxaluria induced tubular cell injury 
in rat model
Cahit Sahin, Sukran Sarikaya, Kayhan Basak,
Cihangir Ali Cetinel, Fehmi Narter, Bilal Eryildirim,
Erkin Saglam, Kemal Sarica

This study aimed at evaluating the protective effects of a herbal
medication (Tutukon) on the hyperoxaluria induced apoptotic
changes and crystal deposition in renal tubular epithelium in rat
model. 60 male wistar rats were divided into three different
groups (each group n: 20). In Group I severe hyperoxaluria was
induced by ethylene glycol (EG) (0.75 %) administration for 28
days. In Group II, in addition to hyperoxaluria induction, animals
were treated with Tutukon for 28 days. Group III animals consti"
tuted the controls without any specific medication and/or inter"
vention. While the presence and degree of crystal deposition in
the tubular lumen were examined histopathologically under light
microscopy, tubular apoptotic changes were evaluated using
immunohistochemical staining for cysteine"aspartic acid pro"
tease"3 (Caspase"3) and tumor necrosis factor alpha (TNF"б) pos"
itivity on days 14 and 28, respectively. Evaluation of apoptotic
changes by Caspase"3 positivity showed that while the majority of
animals undergoing EG only showed evident apoptotic changes
(n: 9), Tutukon application demonstrated a significant limitation
with limited or no apoptosis (n: 7) in these animals. Similar data
were noted for TNF alpha expression; while apoptotic changes
were evident in 8 (80 %) in Group I animals, limited changes were
noted in Tutukon Group (n: 2). Regarding crystal deposition
despite evident changes in Group I (9 animals), like apoptotic
alterations, it was again significantly limited in animals receiving
Tutukon (4 animals). Renal tubular crystal deposition and apop"
totic changes induced by hyperoxaluria play a role in the patho"
genesis of urolithiasis and the limitation of these changes might
be instituted by Tutukon as a result of its antioxidant and antiin"
flammatory effects.

Key words: Herbal medication, Apoptotic, Changes, Crystal deposition,
Antioxidant effects.
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