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К наиболее острым в клинической нефроло-
гии относится проблема эффективности лече-
ния пациентов с начальными стадиями хрони-
ческой болезни почек (ХБП). В основе ее ре-
шения должно лежать понимание механизмов
прогрессирования ХБП, число которых про-
должает постоянно увеличиваться, но вопрос
об относительной значимости какого-либо из
них пока остается открытым. В настоящее вре-
мя получены отдельные экспериментальные и
клинические данные, показывающие, что важ-
ным механизмом прогрессирования ХБП могут
быть нарушения гемокоагуляции как местно в
почках, так и распространенно, с захватом микро-
циркулярного русла других органов. Изучение
вклада генетических факторов, в частности,
мутации факторов свертывания, имеет немало-
важное значение [1].

Материалы и методы
исследования

В данной работе представлены результаты
обследования 213 пациентов с первичным хро-
ническим гломерулонефритом (ХГН). В группу
ХГН вошли 142 больных (86 мужчин и 56 жен-
щин, средний возраст — 38,04 (23,5; 51,5) лет)
с сохраненной функцией почек и 71 больной

(41 мужчина и 30 женщин, средний возраст —
48,0 (40,0; 53,0) лет) с азотемической стадией
болезни, длительность заболевания — 11,00
(6,0; 18,0) лет. Больные получали терапию
программным гемодиализом (бикарбонатный
диализ) на аппаратах «искусственная почка»
“4008S” фирмы Fresenius (Германия) [4].
В качестве материала использовали ДНК,

выделенную из лейкоцитов периферической
крови человека [2]. Клеточную массу разводили
RCLB буфером, затем центрифугировали об-
разец, отбирали супернатант. Оставляли оса-
док, добавляли 60 мкл 10 % додецил сульфат
натрия (SDS) и 5–10 мкл протеиназы К (10 мг/мл).
Раствор перемешивали и инкубировали при
55 °С в течение 1–2 ч, добавляли 200 мкл фено-
ла и 200 мкл хлороформа, центрифугировали,
переносили верхнюю фазу в пробирку. Затем
добавляли 400 мкл хлороформа, перемешива-
ли  и  центрифугировали .  В  верхнюю  фазу
добавляли 10 мкл ЛПААГ, 40 мкл 3 М AcNa
pH 5,4 и 0,4 мл изопропанола или 0,8 мл эта-
нола, инкубировали. Раствор центрифугирова-
ли, удаляли супернатант, осадок промывали
200 мкл 75 % этанола. Содержимое пробирок
сушили, осадок растворяли при 65 °С в 200 мкл
воды [5; 6].
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Проводили ПЦР в конечном объеме 12 мкл,
содержащем 650 мМ трис-HCl, 20–100 нг ДНК
и 1 ед. Taq-полимеразы. Реакцию проводили
для праймеров Leiden V, Prothrombin и MTHFR
на амплификаторе “Eppendorff” с начальной де-
натурацией при 95 °С 3 мин, далее — в тече-
ние 40 циклов с денатурацией 10 с при 95 °С,
отжигом 10 с при 64 °С и синтезом 15 с при 72 °С,
финальная элонгация — 2,5 мин при 72 °С [3].
Для проведения ПДРФ-анализа к амплифи-

кационной смеси добавляли буфер для рестрик-
ции и эндонуклеазу рестрикции (1–3 ед. акт.
фермента) и инкубировали 4 ч при 65 °С. Фер-
мент инактивировали добавлением 1 мкл 0,5 М
ЭДТА. При обработке ампликонов MTHFR
эндонуклеазой рестрикции Taq I были полу-
чены два фрагмента ДНК с длинами 106 и
79 п. н., что соответствует наличию мутантного
аллеля Т. При наличии аллеля С локуса С677Т
фрагмент 106 п. н. не подвергается дополни-
тельному гидролизу. О наличии генотипа ТТ
свидетельствует одиночный фрагмент на уров-
не 79 п. н. Амплификационный фрагмент гена
Prothrombin длиной 320 п. н. содержит дополни-
тельный неполиморфный сайт узнавания эндо-
нуклеазы рестрикции Taq I, в результате чего
данный фрагмент разрезается на фрагменты
299 и 274 п. н., что служило внутренним контро-
лем полноты прохождения реакции рестрикции.
При наличии аллеля G полиморфного локу-

са G20210A Prothrombin визуализируется
фрагмент 274 п. н. При наличии аллеля A фраг-
мент 320 п. н. разрезается на фрагменты с дли-
нами 299 и 274 п. н. При наличии аллеля G по-
лиморфного локуса G1691A Leiden V визуали-
зируется амплификационный фрагмент 185 п. н.
При наличии аллеля A фрагмент 233 п. н. раз-
резается на фрагменты с длинами 208 и 185 п. н.
Анализ продуктов гидролиза проводили в
7 % ПААГ, гель окрашивали бромистым эти-
дием. Визуализацию ДНК осуществляли УФ-
светом [7].
Цель: определение возможной ассоциации

между носительством полиморфных генов сис-
темы свертывания крови и развитием ХБП.

Результаты исследования
и их обсуждение

Существует несколько аллельных вариан-
тов гена МТГФР, продуцирующих дефектные
формы фермента. Наибольшее внимание уделя-
ется замене цитозина на тимидин в позиции 677
гена МТГФР, в результате которой синтезирует-
ся термолабильный энзим, характеризующийся
вдвое меньшей активностью. Показано, что
высокий уровень гомоцистеина (ГЦ), образую-
щегося из метионина путем реметилирования с

помощью МТГФР, ассоциирован с повышен-
ной свертываемостью и развитием тромбозов.
Исследование полиморфизма С677Т прово-

дилось в двух группах больных — с сохранен-
ной функцией почек и больных хронической
почечной недостаточностью (ХПН). Результа-
ты генотипирования локуса С677Т в группах
больных и в контроле представлены в табл. 1.
Генотип СС чаще встречался в контрольной

группе (63 %) и у больных ХГН (50 %). В груп-
пе больных ХПН генотип СС встречался в 42 %
случаев. Напротив, количество носителей гете-
розиготного генотипа СТ в контроле оказалось
минимальным (31 %) в сравнении с группами
больных, где частота гетерозигот варьировала
от 43 % (ХГН) до 54 % (ХПН). Достоверной
разницы в распределении частот генотипа ТТ
в группе здоровых лиц (6 %), в группе больных
ХГН (7 %) и в группе ХПН (4 %) не было. Раз-
личия в распределении частот генотипа достиг-
ли статистической значимости только в случае
сравнения группы ХПН с контролем по гено-
типу СТ (p<0,005).
Согласно данным литературы, гетерозигот-

ное носительство мутированного гена про-
тромбина повышает риск венозного тромбо-
образования в 2–3 раза. Как видно из табл. 2, ко-
личество гомозигот с генотипом GG в конт-
рольной группе составляет 94 %, в группе боль-
ных ХГН и ХПН несколько ниже — 71 и 83 %
соответственно. Напротив, количество гетеро-
зигот с генотипом GА  в контрольной группе

Таблица 1
Частота генотипов СС, СТ и ТТ

в группах исследования

Частота генотипов, n (%)
Группа

СС СТ ТТ

Здоровые, n=100 63 (63) 31 (31) 6 (6)

Хронический 71 (50) 61 (43) 10 (7)
гломерулонефрит, n=142

Хроническая почечная 30 (42) 38 (54) 3 (4)
недостаточность, n=71 р<0,005 р<0,005

Таблица 2
Частота генотипов GG, GA и AA

в группах исследования

Частота генотипов, n (%)
Группа

GG GA AA

Здоровые, n=100 94 (94) 6 (6) —

Хронический 101 (71) 41 (29) —
гломерулонефрит, n=142 р<0,005 р<0,005

Хроническая почечная 59 (83) 12 (17) —
недостаточность, n=71 р<0,005 р<0,005
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незначительно (6 %), в то время как в группе
пациентов наблюдается высокий процент встре-
чаемости. Максимальная частота аллеля А
была выявлена в группе больных ХГН (29 %), в
группе больных ХПН частота аллеля А была
незначительно снижена (17 %) по сравнению с
группой ХГН, но существенно превышала (в
2,8 раза) аналогичный показатель в группе кон-
троля (р<0,005).
Точечная замена аргинина на глутамин в по-

зиции 506 гена фактора V свертывания крови
приводит к патологической устойчивости к
действию протеина С. Фактор V Лейден счита-
ется наиболее распостраненным протромботи-
ческим дефектом.
Меньше всего носителей мутации Лейден

оказалось у здоровых лиц — 6 % (табл. 3). У
больных ХГН наибольшая частота распределе-
ния аллеля А была зарегистрирована у 49 (35 %)
пациентов. В группе больных ХПН этот показа-
тель составил 17 %. Попарное сравнение групп
больных с контролем показало статистически
значимые различия не только с донорами, но и
между группами.
В своем исследовании мы определяли часто-

ту распределения генов в группах больных
ХГН и ХПН. Результаты генотипирования по-
казали статистически значимое преобладание
аллеля Т при мутации фермента МТГФР у боль-
ных ХПН, что может отражать влияние гипер-
гомоцистеинового состояния на развитие ХПН.
Вероятно, гетеро- и гомозиготные варианты
полиморфизма С677Т гена МТГФР у пациен-
тов с ХПН можно рассматривать в качестве
предикторов неблагоприятного исхода забо-
левания. Так, по данным М. Fodinger и соавт., но-
сительство мутантного аллеля C677Т у больных
ХГН сопряжено с высоким темпом утраты функ-
ционирующих нефронов, быстрым развитием
терминальной стадии почечной недостаточнос-
ти, требующей заместительной терапии. С уче-
том того, что основным органом выделения гомо-
цистеина являются почки, то на стадии ХПН
концентрация его в крови становится очень
большой.

В группе больных ХГН, напротив, преиму-
щественно наблюдаются мутации протромби-
на и Лейдена. Результаты наблюдения за боль-
ными ХГН с мутацией гена протромбина по-
зволили отметить связь этой мутации со ско-
ростью депрессии функции почек. Лейденская
мутация у больных ХГН, у которых наблюда-
лись прокоагулянтные сдвиги в системе гемо-
стаза, была ассоциирована с высоким риском
развития почечной недостаточности. При под-
счете относительного риска (ОР) развития
ХПН у больных ХГН при наличии одной мута-
ции гена С677Т составляет 0,92, а при имею-
щихся трех мутациях ОР = 1,2.

Выводы

Мутации в генах МТГФР, фактора V свер-
тывания крови и протромбине встречаются у
больных ХБП значительно чаще, чем у здоро-
вых лиц, что связано с развитием у этих боль-
ных ГКС и хронической стадии ДВС-синдрома.
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Таблица 3
Частота мутаций Лейден V
в группах исследования

Частота генотипов, n (%)
Группа

GG GA AA

Здоровые, n=100 94 (94) 6 (6) —

Хронический 93 (65) 49 (35) —
гломерулонефрит, n=142 р<0,005 р<0,005

Хроническая почечная 59 (83) 12 (17) —
недостаточность, n=71 р<0,005




