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РЕФЕРАТ
ВВЕДЕНИЕ. Первичный фокальный сегментарный гломерулосклероз (ФСГС), наряду с мембранозной неф ропати­
ей (МН), представляют собой заболевания с первичным повреждением подоцитов, проявляющиеся высокой про­
теинурией и нефротическим синдромом. В то время как при первичной МН механизмы достаточно хорош о изучены, 
патогенез первичного ФСГС до настоящего времени неизвестен, в связи с чем актуальной задачей является поиск 
биомаркеров, которые могли бы расширить наши представления о его патогенетических механизмах. ЦЕЛЬ: опре­
делить особенности протеомного профиля мочи пациентов с первичными подоцитопатиями -  ФСГС в сравнении с 
МН. ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ. В исследование включены 48 пациентов с морфологически подтвержденным диагнозом 
ХГН, протекающ его с нефротическим синдромом -  32 мужчины и 16 женщин. У 18 пациентов наблюдалось снижение 
скорости клубочковой фильтрации < 60 м л /м ин/1 ,73 м2. Всем пациентам проведена биопсия почки и верифицирован 
морфологический диагноз: 31 пациент -  ФСГС, в качестве группы сравнения включено 17 больных с Мн. Исследо­
вание протеома мочи проводилось методом высокоэффективной жидкостной хроматограф ии/масс-спектрометрии. 
РЕЗУЛЬТАТЫ. У больных ФСГС по сравнению с группой МН было отмечено повышенное содержание 22 раз­
личных белков, наиболее значимыми являлись апо-липопротеин А -I, гемопексин, витронектин, фактор ро­
ста пигментного эпителия, компоненты системы комплемента (С3, С4Ь, факторы В и Н), ретинол- и витамин 
D-связывающие белки, альф а-2-Ь^-гликопротеин, богатый гистидином гликопротеин, плазменный протеаз­
ный ингибитор С1. При МН была выявлена повышенная экскреция с мочой С2 компонента комплемента, альфа- 
цепи фибриногена, остеопонтина и SH3-связывающего домена протеина 3, богатого глутаминовой кислотой. 
ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Протеомный профиль мочи при ФСГС в отличие от МН отражает активацию одновременно несколь­
ких патологических процессов -  повреждения подоцита, вовлечение париетальных эпителиальных клеток, тубуло­
интерстициального повреждения и накопления экстрацеллюлярного матрикса. Также отмечена активация компле­
мента по альтернативному и классическому пути.
Ключевые слова: хронический гломерулонефрит, фокальный сегментарный гломерулосклероз, протеомика мочи, 
масс-спектрометрия
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ABSTRACT
BACKGROUND. Primary focal segm ental glom erulosclerosis (FSGS) and membranous nephropathy (MN) are diseases with 
prim ary podocyte damage with high proteinuria and nephrotic syndrome. While the mechanisms in prim ary MN are well un­
derstood, the pathogenesis of prim ary FSGS is still unknown, and therefore, the search fo r biomarkers that could expand our 
understanding of its pathogenetic mechanisms. THE AIM: to determ ine the urine proteom ic profile of patients w ith primary 
podocytopathies -  FSGS in comparison with MN. PATIENTS AND METHODS. The study included 48 patients w ith a m orpho­
logically confirm ed diagnosis of CGN occurring with nephrotic syndrome -  32 men and 16 women. In 18 patients, a decrease 
in glom eru lar filtration rate < 60 m l/m in /1 .73 m2 was observed. The histological diagnosis was confirm ed by biopsy: 31 patients 
had FSGS, 17 patients w ith MN were included as a com parison group. The study of the urinary proteome was carried out by 
high perform ance liquid chrom atography/m ass spectrometry. RESULTS. In patients with FSGS, com pared w ith the MN group, 
an increased content of 22 different proteins was noted, the most abundant were apolipoprote in A-I, hemopexin, vitronectin, 
pigm ent epithelial growth factor, com ponents of the com plem ent system (C3, C4b, factors B and H), retinol -  and vitamin 
D-binding proteins, a lpha-2-H S-glycoprote in, histid ine-rich glycoprotein, plasma C1 protease inhibitor. In MN, increased uri­
nary excretion of the com plem ent com ponent C2, fibrinogen alpha chain, osteopontin, and the SH3 dom ain-binding glutam ic 
ac id-rich -like protein 3, was detected. CONCLUSION. The proteom ic profile of urine in FSGS, com pared to MN, reflects the 
activation of variety of pathological processes -  podocyte damage, involvement of parietal epithelial cells, tubulo-interstitia l 
damage, accum ulation of extracellular matrix, and com plem ent activation process.
Keywords: chronic glom erulonephritis, focal segmental glom erulosclerosis, urinary proteomics, mass spectrom etry
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ВВЕДЕНИЕ
Первичный фокальный сегментарный гломеру- 

лосклероз (ФСГС), наряду с мембранозной нефро­
патией (МН), представляют собой заболевания с 
первичным повреждением подоцитов (первичные 
подоцитопатии), проявляющиеся высокой протеи­
нурией и нефротическим синдромом [1, 2]. ФСГС 
в отличие от мембранозной нефропатии часто 
имеет резистентное к терапии течение и неблаго­
приятный прогноз с быстрым прогрессированием 
почечной дисфункции [2-4]. Если при первичной 
мембранозной нефропатии установлено значение 
продукции антител к подоцитарным антигенам, на­
пример, к рецептору фосфолипазы А2 (aPLA2R) на 
поверхности подоцитов, то патогенез первичного 
ФСГС до настоящего времени неизвестен. В связи 
с чем актуальной задачей является поиск биомар­
керов, которые могли бы расширить наши пред­
ставления о патогенетических механизмах ФСГС.

Подходы, основанные на масс-спектрометрии 
(МС), являются наиболее объективными и чув­
ствительными инструментами, которые уже пре­
доставили большую часть известной в настоящее 
время информации о содержании пептидов и бел­
ков в моче в различных нефропатиях [5-7]. В от­
личие от биопсии почки протеомный анализ мочи

является безопасным вариантом и имеет хорошие 
перспективы для разработки неинвазивных мето­
дов диагностики. Исследование мочи имеет ряд 
преимуществ по сравнению с протеомным анали­
зом крови [8]. Протеом мочи содержит в основ­
ном (до 70 %) белки и пептиды почечного проис­
хождения [9, 10]. В целом, этот подход является 
наиболее подходящим для поиска потенциальных 
биомаркеров и патогенетических механизмов раз­
вития и прогрессирования заболеваний почек.

Целью нашего исследования было охарактери­
зовать изменения протеомного состава мочи у боль­
ных фокальным сегментарным гломерулосклеро- 
зом в сравнении с мембранозной нефропатией для 
определения специфических патогенетических зве­
ньев и мочевых биомаркеров этих подоцитопатий.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ
Клиническая характеристика обследованных 

пациентов
Пациенты с морфологически подтвержден­

ным диагнозом хронического гломерулонефрита 
(ХГН) (n=48), протекающего с нефротическим 
синдромом, были набраны для исследования на 
базе Клиники ревматологии, нефрологии и про­
фпатологии имени Е.М. Тареева, 32 мужчины
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и 16 женщин, в возрасте от 19 до 75 лет, 
медиана -  48 лет (34,3; 58,3). Критериями 
исключения являлись: активная мочевая 
инфекция, сахарный диабет, морбидное 
ожирение, тяжелая артериальная гипер­
тензия, заболевания печени, поражение 
почек в рамках ревматических системных 
заболеваний, хроническая болезнь почек 
5 стадии. Всем пациентам в порядке стан­
дартного обследования была выполнена 
биопсия почки: у 31 пациентов установлен 
морфологический вариант ФСГС, в каче-
стве группы сравнения в анализ включили 
17 больных с мембранозной нефропатией. 
Нарушение функции почек (рСКФ CKD- 
EPI < 60 мл/мин/1,73 м2) было у 18 пациен­
тов, сохранная функция почек -  у 30 (рСКФ 
CKD-EPI > 60 мл/мин/1,73 м2).

Характеристика обследованных пациен­
тов представлена в табл. 1.

Хромато-масс-спектрометрический анализ 
мочи

Анализ смеси триптических пептидов, полу­
ченной в результате нескольких этапов пробо­
подготовки мочи, проводили на системе высоко­
эффективной жидкостой хроматографии (ВЭЖХ) 
«Dionex Ultimate 3000» («Thermo Fisher Scientific», 
США), соединенной с масс-спектрометром 
«TIMS TOF Pro» («Bruker Daltonics», США), с ис­
пользованием метода сбора данных с помощью 
параллельного накопления и последовательной 
фрагментации (PASEF), метод ионизации пепти­
дов -  электроспрей (ESI). Полученные данные 
были проанализированы с использованием про­
граммного обеспечения PEAKS Studio 8.5.

Таблица 1 /  Table 1
Клиническая характеристика больных 

Clinical characteristics of patients

Рисунок. Пример кластеризации образцов мочи по уровню белков при 
фокальном сегментарном гломерулосклерозе (ФСГС) и мембранозной 
нефропатии (МН).
Figure. Example o f protein clustering of urine samples in focal segmental 
glomerulosclerosis (FSGS) and membranous nephropathy (MN).

РЕЗУЛЬТАТЫ
По результатам проведенного протеомного ана­

лиза мочи у больных с двумя формами первичных 
подоцитопатий при ФСГС можно выделить груп­
пы белков, отражающих различные патологиче­
ские процессы (табл. 2).

На рисунке представлены различия в экскре­
ции белков при двух изученных подоцитопатиях 
(полуколичественный метод) (рисунок).

К белкам-кандидатам, специфичным преимуще­
ственно для повреждения подоцитов при ФСГС, от­
носятся апо-липопротеин А-I (Apo-I), гемопексин, 
витронектин и фактор роста пигментного эпителия 
(Pigment epithelium-derived factor или PEDF). В моче 
у больных с мембранозной нефропатией, протекаю­
щей с нефротическим синдромом, экскреция этих 

белков с мочой значимо не изменя­
лась. Увеличение в моче сывороточ­
ной параоксоназы и арилэстеразы 1 
является следствием потери этих фер­

Показатели ФСГС1 (n=31) МН2 (n=17)
Возраст, годы 43 (27,5; 58,5) 51 (47; 57)

Пол (мужской), n (%) 19 (61,3) 13 (76,5)
Артериальная гипертензия, n (%) 23 (74,2) 13 (76,5)
Протеинурия, г/сут 3,41 (2,5; 5) 3,57 (2,88; 4,71)
Альбумин сыворотки, г/л 26,5 (20,5; 33,25) 26,6 (23,3; 30,6)
Общий белок сыворотки, г/л 48,8 (40,75; 58,05) 47,6 (45,1; 53,9)
Креатинин, мкмоль/л 105,03 (78,21; 151,0) 93,7 (81,37; 116,6)
рСКФCKD-EPI3, мл/мин/1,73 м2 67,16 (41,6; 97,21) 78,77 (59,93; 89,2)
Количество больных с СКФ менее 
60 мл/мин/1,73 м2, n (%)

13 (41,9) 5 (29,4)

1 Фокальный сегментарный гломерулосклероз; 2 мембранозная нефропатия, 
3 расчетная скорость клубочковой фильтрации по формуле CKD-EPI.
В таблице представлена медиана показателей, в скобках -  1-й и 3-й квартили. 
1 Focal segmental glomerulosclerosis; 2 Membranous nephropathy; 3 Estimated 
glomerular filtration rate using the CKD-EPI formula.
The table shows the median of indicators, in brackets -  the 1st and 3rd quartiles.

ментов через поврежденную гломеру­
лярную базальную мембрану (ГБМ).

Мы обнаружили повышение экс­
креции с мочой компонентов ком­
племента С3, С4Ь, а также факторов 
В и Н, что отражает участие системы 
комплемента в повреждении ткани 
почки у больных с ФСГС.

Появление в моче ретинол- и 
витамин^-связывающих бел­
ков является следствием тубуло­
интерстициального воспаления и 
повреждение тубулярного эпителия, 
которое развивается вторично по от­
ношению к клубочкам. Кластерин -
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Таблица 2 /  Table 2
Белки, дифференцирующие фокальный 

сегментарный гломерулосклероз (ФСГС), 
мембранозную нефропатию (МН) 

Proteins differentiating focal segmental glomerulo­
sclerosis (FSGS), membranous nephropathy (MN)

Белок Код по базе 
Uniprot

ФСГС МН

Альфа-2HS-гликопротеин P02765|FETUA T
Ангиотензиноген P01019|ANGT *

Аполипопротеин А-I P02647|APOA1 T
Аполипопротеин А-II P02652|APOA2 *

Аполипопротеин А-IV P06727|APOA4 T
Бета-2-гликопротеин 1 P02749|APOH T
Кластерин P10909|CLUS T
Компонент комлемента C2 P06681|CO2 T
Компонент комплемента С3 P01024|CO3 t
Компонент комплемента C4-B P0C0L5|CO4B *

Компонент комплемента С8, 
альфа-цепь

P07357|CO8A T

Компонент комплемента С9 P02748|CO9 *

Фактор В системы комплемента P00751|CFAB T
Фактор H системы комплемента P08603|CFAH T
Фибриноген, альфа-цепь P02671|FIBA T
Фибриноген, бета-цепь P02675|FIBB T
Фибриноген, гамма-цепь P02679|FIBG T
Гемопексин P02790|HEMO T
Гликопротеин, богатый гисти­
дином

P04196|HRG T

Гиалуронан-связывающий 
белок 2

Q14520|HABP2 T

Константный домен тяжелой 
цепи иммуноглобулина гамма 3

P01860|IGHG3 T

Константный домен тяжелой 
цепи иммуноглобулина гамма 4

P01861|IGHG4 *

И н ги б и то р  и н те р -а л ь ф а - 
трипсина, тяжелая цепь Н1

P19827|ITIH1 *

И н ги б и то р  и н те р -а л ь ф а - 
трипсина, тяжелая цепь Н2

P19823|ITIH2 *

Липополисахарид- 
связывающий белок

P18428|LBP T

Люмикан P51884|LUM *

Остеопонтин P10451|OSTP T
Пепсин А-3 P0DJD8|PEPA3 *

Фактор роста пигментного 
эпителия

P36955|PEDF T

Плазменный протеазный ин­
гибитор С1

P05155|IC1 T

Плазминоген P00747|PLMN *

Протромбин P00734|THRB *

Ретинол-связывающий белок 4 P02753|RET4 T
Сыворотчная параоксоназа/ 
арилэстераза 1

P27169|PON1 T

SH3-связывающий домен про­
теина 3, богатый глутаминовой 
кислотой

Q9H299|SH3L3 T

Транстиретин P02766|TTHY *

Витамин^-связывающий белок P02774|VTDB t
Витронектин P04004|VTNC T

t Белки с повышенным уровнем содержания в образцах мочи 
одной из групп сравнения, наиболее потенциальные маркеры; 
* вероятные маркеры.
t proteins with an increased level in urine samples of one of the 
comparison groups, the most potential markers; * probable markers.

защитный белок, действующий подобно белкам 
теплового шока и уменьшающий степень воспа­
лительной инфильтрации клетками.

Одновременно с процессами интерстициаль­
ного воспаления активируются механизмы нако­
пления компонентов экстрацеллюлярного матрик­
са (ЭЦМ) и тубулоинтерстициального фиброза. 
Фибриноген, альфа-2-^-гликопротеин, богатый 
гистидином гликопротеин, плазменный протеаз­
ный ингибитор С1 можно отнести к группе белков, 
отвечающих за активные процессы накопления 
ЭЦМ, экспрессию рецепторов на клетках, обмен 
белков ЭЦМ. Гиалуронан-связывающий белок 2 и 
тяжелые цепи H1 и H2 ингибитора интер-альфа- 
трипсина (Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy chain 
H1 и H2), по-видимому, отражают активацию про­
цессов гломерулосклероза.

В моче у больных с МН по сравнению с боль­
ными с ФСГС было обнаружено повышение С2- 
компонента комплемента, альфа-цепи фибрино­
гена, остеопонтина и SH3-связывающего домена 
протеина 3, богатого глутаминовой кислотой (SH3 
domain-binding glutamic acid-rich-like protein 3).

ОБСУЖДЕНИЕ
По результатам проведенного исследования 

наибольшее количество белковых молекул было 
выявлено у больных с ФСГС. При этом можно вы­
делить несколько групп белков, свидетельствую­
щих об активации различных звеньев поврежде­
ния. Первая группа белков отражает процесс во­
влечения подоцитов. В нашем исследовании повы­
шение уровня ApoA-1, небольшого белка (28 кДа), 
компонента липопротеидов высокой плотности 
(ЛПНП), в моче у больных с ФСГС позволяет так­
же предполагать потенциальную роль этого белка 
в патогенезе ФСГС. В исследовании N. Puig-Gay и 
соавт. повышение ApoA-1b в моче отмечалось не­
посредственно перед появлением протеинурии у 
больных с рецидивом ФСГС в трансплантате не­
зависимо от срока развития заболевания [11]. Этот 
белок отсутствует в моче у здоровых людей и боль­
шинства пациентов с клубочковой протеинурией 
[12, 13]. Его наиболее интенсивная экспрессия у 
больных с ФСГС с возвратом в трансплантате вы­
явлена в щеточной каемке тубулярных клеток [14].

Мы установили увеличение концентрации в 
моче ферментов параоксоназы и арилэстеразы 1, 
препятствующих окислению ЛПНП. Было пока­
зано, что концентрация параоксоназы снижается в 
сыворотке крови у детей и взрослых с нефротиче­
ским синдромом за счет потери с мочой [15, 16]. 
Однако их значение при ФСГС требует уточнения.

Среди протеомных биомаркеров ФСГС в моче
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мы установили повышение уровня гемопексина, 
который представляет собой гликопротеин, обла­
дающий самым высоким сродством к гему [17]. Ге- 
мопексин в настоящее время рассматривается как 
один из возможных циркулирующих сывороточ­
ных факторов идиопатического ФСГС. Гемопексин 
связывает свободный метгемоглобин, далее распо­
знается CD91 на гепатоцитах или макрофагах в се­
лезенке, печени и костном мозге [18]. На культуре 
клеток показано, что гемопексин может индуциро­
вать перераспределение актинового цитоскелета в 
подоцитах и развитие протеинурии [17-19].

Повышение экскреции с мочой у больных с 
ФСГС витронектина также представляет интерес, 
так как витронектин активирует интегрины, посред­
ством которых подоциты фиксируются на ГБМ. В 
случаях ФСГС потеря витронектина может отра­
жать процесс отслоения подоцитов от ГБМ [20].

Фактор роста пигментного эпителия (PEDF) 
в эксперименте способствует перераспределению 
актина, разрушает цитоскелет и способствует 
апоптозу подоцитов с развитием протеинурии не­
зависимо от причины нефропатии [21], хотя есть 
и противоположные данные о том, что PEDF мо­
жет выполнять защитную функцию в подоцитах
[22] . Его появление в моче также свидетельствует 
об активном процессе подоцитарного поврежде­
ния, но его роль как патогенетического фактора 
ФСГС требует дальнейшего уточнения.

Процессы активации комплемента недоста­
точно хорошо изучены при ФСГС в отличие от 
других морфологических форм ХГН, однако, мы 
обнаружили значимое повышение экскреции с 
мочой компонентов комплемента С3, С4Ь, а так­
же факторов В и Н. Наши данные согласуются с 
результатам исследования J. Huang и соавт., кото­
рые показали возможность системной активации 
комплемента у больных с ФСГС с повышением 
уровня C3a, C5a и C5b-9 в плазме крови и моче
[23] . Согласно другим исследованиям, активация 
альтернативного пути комплемента при ФСГС 
была ассоциирована с плохим прогнозом [24-26].

Не менее важным компонентом прогрессирова­
ния заболевания и отсутствия ответа на терапию 
являются тубулоинтерстициальное воспаление и 
повреждение тубулярного эпителия при ФСГС. 
Мы полагаем, что эти процессы отражают повыше­
ние ретинол- и витамин-D-связывающих белков в 
моче. Ретинол-связывающий белок свободно филь­
труется через ГБМ и реабсорбируется в канальцах. 
Наряду с липокалином, ассоциированным с ней- 
трофильной желатиназой, молекулой поврежде­
ния почек 1, К-ацетил-бета^-глюкозаминидазаой 
ретинол-связывающий белок свидетельствует о

тяжести тубулоинтерстициального повреждения 
при ФСГС [27]. Пациенты с очень высоким уров­
нем этого белка в моче чаще всего хуже отвечают 
на иммуносупрессивную терапию [28]. К показа­
телям тубулоинтерстициального воспаления и фи­
броза можно отнести и витамин^-связывающий 
белок [29-31].

Одновременно с процессами интерстициально­
го воспаления активируются механизмы накопле­
ния компонентов экстрацеллюлярного матрикса 
(ЭЦМ). Об интенсивности этих процессов свиде­
тельствует выделение с мочой у больных с ФСГС 
фибриногена, альфа-2-Ж-гликопротеина (фетуина 
А), богатого гистидином гликопротеина, плазмен­
ного протеазного ингибитора С1 [32-38]. С другой 
стороны, гиалуронан-связывающий белок 2 и тя­
желые цепи H1 и H2 ингибитора интер-альфа- 
трипсина участвуют в активации париетальных 
эпителиальных клеток -  основных профиброген­
ных клеток в клубочках и служат мощным стиму­
лом для процессов гломерулосклероза [39-41].

При мембранозной нефропатии, выбранной в ка­
честве группы сравнения, была выявлена повышен­
ная экскреция с мочой С2-компонента комплемен­
та, альфа-цепи фибриногена, остеопонтина и SH3- 
связывающего домена протеина 3, богатого глута­
миновой кислотой. Так, в ряде опубликованных ис­
следований было показано увеличение экспрессии 
остеопонтина в клетках канальцевого эпителия по­
чечной ткани у пациентов с мембранозной нефро­
патией, отражая интерстициальное воспаление [42, 
43]. В работе С. Wu и соавт. в модели мембранозной 
нефропатии на мышах было выявлено повышение 
экспрессии 149 генов в ткани почки, среди них был 
ген SH3-связывающего домена протеина 3, богатого 
глутаминовой кислотой [44]. Роль остальных бел­
ков, выявленных нами при МН, требует дальнейше­
го исследования на большей выборке.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, протеомный профиль мочи у 

больных с ФСГС отражает активацию одновре­
менно нескольких патологических процессов -  по­
вреждения подоцита, активацию париетальных 
эпителиальных клеток, запускающих гломеруло- 
склероз, активного интерстициального воспаления, 
тубулярного повреждения и накопление экстрацел- 
люлярного матрикса. Согласно профилю экскрети- 
руемых белков, при подоцитопатиях не менее важ­
ную роль играет активация комплемента по альтер­
нативному и классическому пути. Часть белкового 
спектра можно отнести к защитным механизмам, 
направленным на уменьшение инфильтрации ин- 
терстиция и повреждения клеток клубочка.
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