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РЕФЕРАТ
ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ. Определить полиморфизм гена PAI-1, связанного с делецией/инсерцией гуанина в -  675 поло­
жении от стартовой точки промотора , у больных с ХГН. ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ. Изучение полиморфного маркера 4G/5G 
гена PAI проводилось у 170 больных с хроническим гломерулонефритом. Все пациенты были разделены на три группы 
исходя из данных морфологического исследования почек. Согласно морфологической классификации, в группе исследу­
емых было 86 детей с нефротическим синдромом с минимальными изменениями (НСМИ), 29 пациентов с фокально­
сегментарным гломерулосклерозом (ФСГС) и 55 больных мезангиопролиферативным нефритом (МезПГН). РЕЗУЛЬТАТЫ. 
Установлена достоверная ассоциация полиморфного маркера 5G5G и аллеля 5G с НСМИ и ФСГС (х2=9,85; р=0,002 и 
Х2=8,5; р=0,004 соответственно) и (х2=10,53; р=0,001 и х2=9,18; р=0,0025 соответственно). МезПГН достоверно ассоцииро­
ван с генотипом 4G4G и аллелем 4G (х2=5,1; р=0,024 и х2=5,34; р=0,02). Наименьшая почечная выживаемость отмечалась у 
носителей генотипа 4G4G (p=0,055). ЗАКЛЮЧЕНИЕ. Проведенное исследование продемонстрировало разницу между 
ассоциациями полиморфного маркера 4G/5G гена PAI-1 у детей с НСМИ, ФСГС и МезПГН. Наши результаты позволяют 
сделать вывод о влиянии аллеля 4G на развитие пролиферативных нефритов и прогрессирование заболевания.
Ключевые слова: хронический гломерулонефрит, нефротический синдром с минимальными изменениями, фокально­
сегментарный гломерулосклероз, мезангиопролиферативный гломерулонефрит, ген PAI-1.

ABSTRACT
THE AIM of the investigation was to determine polymorphism of gene PAI-1 linked with deletion/insertion of guanine in -675 
position from a starting point of the promoter in patients with CGN. PATIENTS AND METHODS. The polymorphic marker 4G/5G 
of gene PAI was investigated in 170 patients with chronic glomerulonephritis. The patients were divided into three groups by the 
data of morphological investigation. According to the morphological classification the first group included 86 children with 
nephrotic syndrome with minimal changes (NSMC), 29 patients of the second group had focal-segmental glomerulosclerosis 
(FSGS) and 55 patients of the third group had mesangioproliferative nephritis (MPN). RESULTS. A reliable association of the 
polymorphic marker 5G5G and allel 5G with NSMC and FSGC (х2=9,85; p=0.002 and х2=8.5; p= 0.004 respectively) and (х2=10.53; 
p=0.001 and х2=9.18; p= 0.0025 respectively). MPN is reliably associated with genotype 4G4G and allel 4G (х2=5.1; p=0.024 and 
х2=5.34; p= 0.02). The least renal survival was found in genotype 4G4G (p=0.055) carriers. CONCLUSION. The investigation 
fulfilled has demonstrated a difference between the associations of the polymorphic marker 4G/5G of gene PAI-1 in children with 
NSMC, FSGS and MPN. The results have shown the influence of allle 4G on the development of proliferative nephrites and 
progression of the disease.
Key words: chronic glomerulonephritis, nephrotic syndrome with minimal changes, focal-segmental glomerulosclerosis, 
mesangioproliferative glomerulonephritis, gene PAI-1.

ВВЕДЕНИЕ

Проблема гломерулонефрита у детей остается 
одной из ведущих в клинической нефрологии в связи 
с его склонностью к хронизации и развитием хро­
нической почечной недостаточности.

В настоящее время известно, что нарушения 
сосудисто-тромбоцитарного гемостаза играют 
важную роль в механизмах развития и прогресси­
рования нефрита.

Образовавшийся при локальной внутрисосуди­
стой коагуляции фибрин стимулирует пролифера­
цию эндотелиальных и мезангиальных клеток, ухуд­
шает микроциркуляцию в клубочках, приводит к 
редукции капиллярного русла за счет замещения 
его участками гиалина и полями склероза, т.е. яв­
ляется реальным фактором прогрессирования не­
фрита с исходом в ХПН [1, 2].

Механизмы, приводящие к внутрисосудистой
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коагуляции, с последующим образованием тром­
бов и отложением фибрина в клубочках почек при 
нефрите включают в себя нарушения пристеноч­
ных эффектов эндотелия, активацию тромбоцитар- 
ного и плазменного звеньев гемостаза, дисфунк­
цию фибринолиза [2-5].

Известно, что одним из маркеров дисфункции 
эндотелия является PAI-1 (ингибитор активатора 
плазминогена-1). PAI-1 относится к семейству 
«серпинов», и его основной функцией является бы­
страя инактивация тканевого активатора плазми­
ногена (t-PA).

Было выявлено, что PAI-1 по существу не вы­
является в здоровых почках и играет опережаю­
щую роль в патогенезе поражения почек [6]. От­
ложение PAI-1 было обнаружено в тканях почек, 
взятых при биопсии у пациентов, с очаговым не­
кротическим гломерулонефритом, с установленным 
диагнозом СКВ [7] и тромботической микроангио- 
патией [8]. Уровень PAI-1 повышен при некоторых 
почечных заболеваниях, сопровождающихся фиб­
розом, таких как обструктивная [9-12] и лучевая 
нефропатии [13, 14], старение [15], гипертензивная 
нефропатия [16], поражение почек, вызванное ли­
пидами [17], волчаночный нефрит [18, 19], Thy-1 
нефрит [20-23], ФСГС [24, 25], диабетическая не­
фропатия [26]. Хотя сообщалось о повышенном со­
держании в плазме PAI-1 у пациентов с болезнью 
Шенлейн-Геноха, пока еще неясно, является ли 
этот факт доказательством повреждения эндоте­
лия или признаком патологического процесса [6].

Высказывается мнение о наличии связи меж­
ду повышением уровня PAI-1 в сыворотке и поли­
морфизмом гена PAI-1.

Ген PAI-1 имеет размер около 12 т.п.н., имеет 
в своей структуре 9 экзонов и кодирует белок мас­
сой 50 кД. Среди нескольких полиморфизмов гена 
наиболее хорошо изученным к настоящему време­
ни является обнаруженный в 1993 году 4G/5G по­
лиморфизм в -  675 положении от стартовой точки 
промотора. В результате делеции/инсерции гуанин 
образует повтор из 4 или 5 оснований и соответ­
ственно, возможны 3 варианта сочетания аллелей 
-  5G/5G, 5G/4G и 4G/4G, причем первый считается 
«диким». В последние годы в ряде исследований 
было высказано предположение о возможной при­
чинно-следственной связи между особенностями 
полиморфизма гена ингибитора активатора плаз­
миногена (PAI-1) и проявлениями тромбофилии [27] 
В частности, было показано, что среди лиц, пере­
несших инфаркт миокарда в молодом возрасте, 
выше процент индивидов -  гомозигот 4G/4G. В 
крупных популяционных исследованиях было по­
казано, что носительство 4G аллеля ассоциирует­

ся с риском возникновения инфаркта миокарда [28]. 
Появились отдельные сообщения о том, что по­
добная картина имеет место и при тромбозах глу­
боких вен [29]. Некоторые последние исследова­
ния предполагают, что гомозиготно сть аллеля 4G 
может являться независимым фактором риска для 
развития атеросклероза и сердечно-сосудистого 
заболевания [11]. В двух независимых исследова­
ниях по изучению полиморфного маркера 4G/5G 
гена PAI-1 у больных с волчаночным нефритом 
было обнаружено, что генотип 4G4G может быть 
предиктором некротических очагов повреждения 
у пациентов с диффузным пролиферативным вол­
чаночным нефритом [30, 31]. Напротив, H. Suzuki и 
соавт. рассматривают генотип 4G4G как фактор про­
грессирования IgA-нефропатии [32]. Аналогичные 
результаты получены при исследовании отторжения 
трансплантата. Оказалось, что больные-носители 
генотипа 4G4G в большей степени подвержены раз­
витию отторжения почки, и K.M. Chow и соавт. рас­
сматривают данный генотип в качестве «небла­
гоприятного» маркера раннего отторжения почки.

По данным Приходиной Л.С. и др., выявлен­
ные различия полиморфизмов гена 4G\5G PAI-1 
позволяют рассматривать в качестве возможных 
генетических факторов, предрасполагающих к про­
грессированию почечных заболеваний. Наличие 
хотя бы одной 4G аллели гена PAI-1 может являть­
ся предиктором развития АГ и ХПН у детей с гор­
монорезистентным нефротическим синдромом 
[33].

По данным M. Margaglione и соавт., в популя­
ционном исследовании люди с генотипом 5G/5G 
имели более низкий уровень PAI-1, чем с 4G/4G 
генотипом. Точный механизм повышения уровня 
PAI-1 неизвестен, однако в модельных опытах на 
культуре клеток было показано, что 4G аллель 
может связываться только с энхансером, что уве­
личивает синтез PAI-1, тогда как 5G аллель свя­
зывается как с энхансером, так и с супрессором, 
что обуславливает снижение скорости транскрип­
ции при 5G генотипе [34].

Целью нашего исследования было -  изучить 
связь полиморфного маркера 4G/5G гена PAI-1 с 
развитием, течением и прогрессированием хрони­
ческого гломерулонефрита.

ПАЦИЕНТЫ И МЕТОДЫ

Под нашим наблюдением находилось 170 де­
тей от 1 года до 17 лет, 67 -  мальчиков, 49 -  дево­
чек. Средний возраст пациентов составлял 10,9±5,6 
лет. Из них почечной недостаточности достигли 
19 детей (11 -  девочек и 8 мальчиков), АГ (арте­
риальная гипертензия) выявлена у 96 пациентов.
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Всем детям диагностирован хронический гломе- 
рулонефрит на основании анализа клинико-лабора­
торных и морфологических данных. Чрескожная 
биопсия выполнена у 100 больных (58,8%). Соглас­
но морфологической классификации ХГН среди об­
следуемых детей мезангиопролиферативный гло- 
мерулонефрит (МезПГН) выявлен у 32,3% (n=55) 
пациентов, минимальные изменения -  липоидный 
нефроз (НСМИ) диагностирован в 50,6 (n=86) слу­
чаев, фокально-сегментарный гломеруло склероз 
наблюдался у 17,1% детей (n=29).

Группы больных сформированы на базе нефро- 
логического отделения 13 ДГКБ им.Филатова, не- 
фрологического отделения НЦЗД РАМН и отде­
ления ММА им.Сеченова, полиморфизм генов был 
исследован на базе лаборатории молекулярной 
диагностики и геномной дактилоскопии ГосНИИ 
«Генетика».

В качестве популяционного контроля использо­
вали выборку из 80 человек (44 мужчины и 36 жен­
щин) без хронических заболеваний почек.

Генотипирование полиморф ного маркера 
4C (-675)5C  проводилось с помощью полимераз­
ной цепной реакции с последующим анализом длин 
рестрикционных фрагментов. Выделение ДНК из 
крови осуществлялось путем фенол-хлороформной 
экстракции. Амплификация проводилась на термо­
циклере Терцик (ДНК-технология) в 50 мкл амп- 
лификационной смеси, содержащей 67 мМ Трис- 
НС1 (рН 8.8), 1 мМ хлорида магния,16.6 мМ суль­
фата аммония, 0.1% твин-20, 0.2 мМ каждого dNTP, 
5 рто1 каждого праймера, 100 нг геномной ДНК и 
2.5 единицы Tаg-полимеразы. Проводилось 35 цик­
лов ПЦР по следующей схеме : 94°С -  30 с, 64°С 
-  30 с, 72°С -  20 с Использовались праймеры: 
PA14G5G-P 5- CACAGAGAGAGTCTGGCCACGT -  3' 
и
PA14G5G-K 5' -  CCAACAGAGGACTCTTGGTCT -  3'

В прямой праймер была внесена точечная за­
мена по сравнению с последовательностью геном­
ной ДНК для создания сайта узнавания рестрик- 
тазы BseLI.

В результате амплификации получали фрагмен­
ты ДНК длиной 98 или 99 пар нуклеотидов, кото­
рые затем инкубировали с рестриктазой BseLI.

Фрагмент 99 п.н., амплифицируемый в случае 
вставки гуанина (аллель 5G), расщеплялся с обра­
зованием продуктов длиной 77 и 22 п.н., а фраг­
мент 98 п.н., амплифицируемый при делеции гуа­
нина (аллель 4G), оставался нерасщепленным. 
Наличие продуктов с длинами 98 и 77 п.н., соот­
ветствующих аллелям 4G  и 5G, определялось с 
помощью электрофореза в 8% полиакриламидном 
геле с последующей окраской нитратом серебра.

Статистическая обработка результатов прово­
дилась с помощью компьютерной программы для 
статистического анализа «Statistica 6,0». Для про­
верки статистической значимости различий час­
тотных показателей использовали критерий х2 по 
Пирсону. Достоверными считались различия при 
р.<0,05;0,05<р<0,1 рассматривали как тенденцию 
к различию.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Проведен анализ 4G/5G -  полиморфизма гена 
PAI-1, связанного с делецией/инсерцией гуанина в 
-  675 положении от стартовой точки промотора. В 
результате выявлены 3 варианта сочетания алле­
лей -  5G/5G, 5G/4G и 4G/4G.

Генетическую предрасположенность к разви­
тию ХГН оценивали путем сравнения распределе­
ния аллелей и генотипов полиморфных маркеров 
гена PAI-1 у 100 больных ХГН и 80 человек из 
контрольной группы.

Анализ 4G/5G -  полиморфизма гена PAI-1 не 
показал достоверных различий в распределении 
частот аллелей и генотипов в группе больных ХГН 
по сравнению с контролем. Частота генотипа 4G/ 
4G гена PAI-1 в группе больных ХГН в целом по 
сравнению с контролем -  была ниже: 37,7% vs 
36,25% (х2=0,03, р=0,86), а частота генотипа 5G/ 
5G наоборот несколько повышена 24,1 % vs 17,5% 
(х2=0,28, р=0,28) (табл. 1). Не выявлено достовер­
ных различий и в распределении аллелей в этих 
группах.

Таблица 1
Распределение частот генотипов

и аллелей полиморфного маркера 4G/5G  
гена P A I-^  больных ХГН в сравнении 

с контрольной группой
Ген Контрольная 

группа (n = 80), %
Больные ХГН 
(n = 86), %

р

PAI-1 Аллель 4G 59,35 56,8 нд
Аллель 5G 40,65 43,2
Генотип 4G4G 36,25 37,7 нд
Генотип 4G5G 46,25 38,2 нд
Генотип 5G5G 17,5 24,1 нд

Таблица 2
Распределение частот генотипов 

и аллелей полиморфного маркера 4G/5G  
гена P A I-^  больных НСМИ в сравнении 

с контрольной группой
Ген Контрольная 

группа (n=80),%
Больные НСМИ 
(n=86), %

р

PAI-1 Аллель 4G 59,35 41,8 0,01
Аллель 5G 40,65 58,14
Генотип 4G4G 36,25 19,76 нд
Генотип 4G5G 46,25 44,2 нд
Генотип 5G5G 17,5 36,04 0,007
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Таблица 3
Частота генотипов и аллелей полиморфного 

маркера 4G/5G гена PAI-1y больных ФСГС 
в сравнении с контрольной группой

Ген Контрольная 
группа (n=80),
%

Больные 
ФСГС (n=29),
%

р

PAI-1 Аллель 4G 59,35 36,2 0,0025
Аллель 5G 40,65 63,8
Генотип 4G4G 36,25 17,24 нд
Генотип 4G5G 46,25 37,93 нд
Генотип 5G5G 17,5 44,82 0,004

Таблица 4
Распределение частот генотипов 

и аллелей полиморфного маркера 4G/5G  
гена PAI-1 у больных МезПГН в сравнении 

с контрольной группой
Ген Контрольная 

группа (n=80)
%

Больные 
МезПГН (n=55)

р

%

PAI-1 Аллель 4G 59,35 72,75 0,024
Аллель 5G 40,65 27,25
Генотип 4G4G 36,25 56,4 0,02
Генотип 4G5G 46,25 32,7 нд
Генотип 5G5G 17,5 10,9 нд

При исследовании характера распределения 
полиморфного маркера 4G/5G при различных мор­
фологических формах нами обнаружено выражен­
ная ассоциация аллеля 5G c НСМИ и ФСГС 
(Х2=10,53; р=0,001 и х2=9,18; р=0,0025 соответ­
ственно) и генотипа 5G5G (х2=9,85; р=0,002 и 
Х2=8,5; р=0,004 соответственно) (табл. 2, 3). В то 
же время МезПГН был достоверно ассоциирован 
с аллелем 4G и генотипом 4G4G (х2=5,1; р=0,024 и 
Х2=5,34; р=0,02) (табл. 4).

С помощью метода Каплан-Мейер мы опре­
деляли почечную выживаемость у ХГН, исходя из 
носительства генотипов (рис. 1). Как видно из ри­
сунка, наибольшая скорость снижения функции по­
чек отмечалась у детей-носителей генотипа 4G4G, 
эти данные приближ ались к достоверности 
(р=0,055).

О 2  4  6  В 10  12  1 4  16  18

Длительность, годы

—  4g4g 
4 f l5 g

-  -  5 g 5 g

Почечная выживаемость у больных ХГН в зависимости от 
генотипа полиморфного маркера 4G/5G гена PAI-1 (Kaplan- 
Meier x2=5,79; p=0,055).

О БС УЖ ДЕНИЕ

В последние годы PAI-1 стал известен как оп­
ределяющий медиатор гломерул о склероза и фиб­
роза интерстиция почек [35]. Это было поистине 
удивительное открытие, поскольку, используя эти 
данные, можно было бы остановить развитие про­
грессирования заболевания почек, а, возможно и, 
для регрессии патологического процесса, если ле­
чение будет начато до того, как это приведет к 
накоплению матрикса, разрушающего клеточные 
структуры внутри почки. Однако исследований в 
этой области в настоящее время проведено недо­
статочно и результаты их носят весьма противо­
речивые данные.

Для оценки генетической предрасположеннос­
ти к развитию ХГН мы использовали один из наи­
более распространенных подходов: поиск ассоци­
ации полиморфного маркера гена-кандидата с 
предрасположенностью или устойчивостью к раз­
витию заболевания. При этом в качестве гена-кан- 
дидата был выбран полиморфный маркер 4G/5G 
гена PAI-1.

Проведенное нами исследование выявило вы­
сокую ассоциацию аллеля 5G и генотипа 5G5G с 
НСМИ и ФСГС. Наши данные расходятся с ре­
зультатами, полученные Приходиной Л.С. и соавт. 
[33], предполагавшей, что носительство генотипа 
5G5G может быть предиктором благоприятного 
течения нефрита. Поскольку мы понимаем, что 
такое заболевание, как ФСГС, имеет наименее бла­
гоприятное течение. В то же время схожий харак­
тер распределения частот аллелей и генотипов при 
НСМИ и ФСГС в определенной степени объеди­
няет эти две морфологические формы. И мы счи­
таем, что объединяющим для них является схо­
жая морфологическая картина -  диффузное сгла­
живание «ножек» подоцита и единый механизм 
развития -  активация Т-клеточного звена. А вы­
раженность коагуляционных изменений связано во 
многом с потерей профибринолитических белков 
-  антитромбина III.

Противоположные результаты, наблюдаемые 
нами при определении частоты встречаемости 
полиморфного маркера гена PAI-1 у больных с 
МезПГН лишь подчеркнули различия, обнаружен­
ные в патогенетических механизмах и в патомор­
фологической картине при МезПГН. Известно, что 
в процессе формирования МезПГН отмечается 
вовлечение эндотелия с нарушением его функции, 
в том числе и активацией системы коагуляции. Если 
принять во внимание, что у детей-носителей гено­
типа 4G4G концентрация прокоагулянтного белка 
PAI-1 несколько выше, то легко представить, что 
эти больные будут больше подвержены к разви­
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тию пролиферативных нефритов, что было дока­
зано в работах R. Gong и соавт. и A.Y. Wang и со- 
авт. по развитию люпус-нефрита у больных крас­
ной волчанкой [30, 31].

Принимая во внимание роль PAI-1 в формиро­
вании нефросклероза, нами проведена оценка по­
чечной выживаемости исходя из носительства раз­
личных генотипов. Данный анализ продемонстри­
ровал, что генотип 4G4G влияет на снижение 
функции почек и может рассматриваться как пре­
диктор прогрессирования нефрита, что сочетает­
ся с данными H. Suzuki и соавт., рассматриваю­
щими генотип 4G4G как предиктор прогрессиро­
вания IgA-нефропатии [19].

ЗАКЛЮ ЧЕНИЕ

Проведенное исследование продемонстрирова­
ло разницу между ассоциациями полиморфного 
маркера 4G/5G гена PAI-1 у детей с НСМИ, ФСГС 
и МезПГН. Выявлена достоверная ассоциация 
аллеля 5G и генотипа 5G5G с НСМИ и ФСГС. Тог­
да как МезПГН был достоверно ассоциирован с 
аллелем 4G и генотипом 4G4G. Более того, наи­
меньшая почечная выживаемость отмечалась у 
детей-носителей генотипа 4G4G и эта ассоциация 
была практически достоверной. Наши результаты 
позволяют нам сделать вывод о влиянии аллеля 
4G на развитие пролиферативных нефритов и про­
грессирование заболевания.
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