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Аннотация
Нефротический синдром характеризуется клиническими проявлениями, включающими протеинурию, гипоальбу-

минемию, гиперлипидемию и отёки. Гидроторакс, редкое, но серьёзное осложнение, обусловленное усиленной экссуда-
цией жидкости вследствие гипоальбуминемии и изменений в капиллярной пермеабельности. В данном исследовании 
оценивалось метилирование генов SHOX-2, DAPK1, RAR-beta и Mir-375 у 35 пациентов с нефротическим синдромом 
и гидротораксом с экстракцией ДНК из плевральной жидкости и мочи. Метилирование определялось методом ПЦР 
в режиме реального времени. Результаты ПЦР показали отсутствие метилирования генов SHOX-2, RAR-beta, DAPK1 
и Mir-375. Кривые амплификации демонстрировали экспоненциальный рост сигнала и стабильное плато, указывая на 
успешную амплификацию ДНК. Отсутствие метилирования подтверждало высокую специфичность метода для обна-
ружения неметилированных последовательностей. Эти результаты подчёркивают необходимость дальнейших исследо-
ваний для понимания эпигенетических механизмов и разработки новых терапевтических подходов, направленных на 
модуляцию метилирования ДНК и восстановление нормальной регуляции генов.
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Abstract
Nephrotic syndrome is characterized by clinical manifestations, including proteinuria, hypoalbuminemia, hyperlipid-

emia, and edema. Hydrothorax is a rare but serious complication caused by enhanced fluid exudation due to hypoalbumin-
emia and changes in capillary permeability. In this study, the methylation of the SHOX-2, DAPK1, RAR-beta, and mir-37 
genes was assessed in 35 patients with nephrotic syndrome and hydrothorax using DNA extracted from pleural fluid and 
urine. Methylation was determined using real-time PCR. The PCR results showed no methylation of SHOX-2, RAR-beta, 
DAPK1, or Mir-375. The amplification curves show an exponential increase in the signal and a stable plateau, indicating 
successful DNA amplification. The absence of methylation confirmed the high specificity of the method for detecting un-
methylated sequences. These results highlight the need for further research to understand the epigenetic mechanisms of 
gene expression and to develop new therapeutic approaches aimed at modulating DNA methylation and restoring normal 
gene regulation.
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Введение / Introduction

Нефротический синдром (далее НС) является 
комплексом клинических проявлений, характери-
зующимся протеинурией (потерей белка в  моче), 
гипоальбуминемией (снижением уровня альбуми-
на в  крови), гиперлипидемией (высоким уровнем 
липидов в  крови) и  отёками. Он может возникать 
вследствие различных заболеваний почек, таких как 
болезнь минимальных изменений, фокально-сег-
ментарный гломерулосклероз, мембранопролифе-
ративный гломерулонефрит и другие [1]. Основные 
механизмы развития НС связаны с  повреждением 
гломерулярного фильтра почек, что приводит к уве-
личению проницаемости гломерулярной базальной 
мембраны для белков и  возникновению протеину-
рии. Эти изменения обусловлены различными фак-
торами, включая иммунные механизмы, метаболи-
ческие нарушения и генетическую предрасположен-
ность [2]. У больных НС отмечаются значительные 
отёки, чаще всего начинающиеся с  лицевой части 
и  распространяющиеся по всему телу. Отёки обу-
словлены гипоальбуминемией и  ретенцией натрия, 
что приводит к задержке жидкости в тканях [3]. Ги-
дроторакс, характеризующийся накоплением значи-
тельного количества жидкости в плевральной поло-
сти, является редким, но серьёзным осложнением 
НС [4]. Основные механизмы развития гидроторакса 
при НС включают усиленную экссудацию жидкости 
из капилляров плевры вследствие гипоальбумине-
мии и  изменений в  капиллярной пермеабельности. 
Низкий уровень альбумина в  крови снижает онко-
тическое давление плазмы, что способствует выхо-
ду жидкости в плевральную полость. Помимо этого, 
гиперлипидемия, характерная для нефротического 
синдрома, может усиливать воспалительные процес-
сы в плевре, способствуя образованию экссудата [5].

Метилирование генов SHOX-2, DAPK1, RAR-beta 
и Mir-375 играет важную роль в диагностике паци-
ентов с НС при гидротораксе, что подчёркивает зна-
чимость эпигенетических изменений в  патогенезе 
данного состояния.

Ген SHOX-2 (short stature homeobox 2) кодирует 
транскрипционный фактор, участвующий в развитии 
различных тканей и органов, включая почки. Метили-
рование промотора этого гена может привести к его 
пониженной экспрессии, что, в свою очередь, связано 
с нарушением функций почек и развитием НС. Иссле-
дование Zhang Y et al. показало, что гиперметилиро-
вание SHOX-2 связано с прогрессированием хрониче-
ских заболеваний почек и может служить диагности-
ческим маркером для оценки тяжести нефропатий [6].

Ген DAPK1 (death-associated protein kinase 1) уча-
ствует в регуляции апоптоза и играет ключевую роль 
в  ответе клеток на стрессовые воздействия. Гипер-
метилирование DAPK1 ведёт к его инактивации, что 
способствует снижению апоптотической активности 
и  увеличивает риск развития гидроторакса у  паци-
ентов с нефротическим синдромом. В исследовании 
Kim J et al. было установлено, что метилирование 
DAPK1 коррелирует с тяжестью клинических прояв-
лений у пациентов с почечными заболеваниями [7].

Ген RAR-beta (retinoic acid receptor beta) участвует 
в  регулировании клеточного роста и  дифференци-
ровки под действием ретиноидов. Метилирование 
промоторной области RAR-beta приводит к  сниже-
нию его экспрессии, что способствует нарушению 
клеточных процессов и усугублению НС. Исследова-
ние Wang X et al. показало, что гиперметилирование 
RAR-beta может служить диагностическим маркером 
для выявления пациентов с высоким риском разви-
тия осложнений при нефротическом синдроме [8].

МикроРНК Mir-375 регулирует экспрессию мно-
жества генов, участвующих в воспалительных и им-
мунных реакциях. Метилирование регуляторных 
областей mir-37 может изменять её уровень и, та-
ким образом, влиять на развитие воспалительных 
процессов при НС. В исследовании Lee S et al. было 
продемонстрировано, что метилирование mir-37 
связано с повышенной восприимчивостью к воспа-
лительным осложнениям у пациентов с хронически-
ми заболеваниями почек [9].

Таким образом, метилирование генов SHOX-2, 
DAPK1, RAR-beta и Mir-375 представляет собой пер-
спективное направление для диагностики и прогно-
зирования течения НС при гидротораксе. Использо-
вание эпигенетических маркеров может значительно 
улучшить точность диагностики и  способствовать 
разработке индивидуализированных терапевтиче-
ских стратегий для пациентов с данным состоянием.

Цель исследования: оценка уровня метилирова-
ния исследуемых генов SHOX-2, DAPK1, RAR-beta 
и Mir-375 у пациентов с гидротораксом, связанным 
с нефротическим синдромом, с целью выявления на-
личия, отсутствия или минимального уровня мети-
лирования.

Материалы и методы / Materials and methods

Проведено проспективное исследование 35 паци-
ентов с нефротическим синдромом при гидроторак-
се в  условиях Федерального научно-клинического 
центра специализированных видов медицинской по-
мощи и медицинских технологий ФМБА (г. Москва).
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Критерии  включения: условно здоровые люди 
в количестве 35 человек, возрастом 35–86 лет, из них 
мужчин — 21, женщин — 14. Подтверждённый ди-
агноз нефротического синдрома, подтверждённый 
биопсией почки. Наличие одностороннего или дву-
стороннего гидроторакса, подтверждённого рент-
генологически или ультразвуковым исследованием. 
Отсутствие клинических признаков или лабора-
торных данных, указывающих на другие этиологии 
плеврального выпота, такие как туберкулёз, бакте-
риальные инфекции или злокачественные новоо-
бразования. Информированное согласие на участие 
в исследовании.

Критерии  невключения: беременность или пе-
риод грудного вскармливания. Пациенты, получаю-
щие иммуносупрессивную терапию, включая высо-
кие дозы кортикостероидов или цитостатиков, в те-
чение последних трёх месяцев. Недавние (в течение 
последних шести месяцев) хирургические вмеша-
тельства на грудной клетке или брюшной полости. 
Наличие злокачественных новообразований в анам-
незе, тяжёлые инфекционные заболевания, включая 
активный туберкулёз, сердечная недостаточность 
III–IV функционального класса по NYHA.

Средний возраст пациентов 60,7 ± 17,3 лет, жен-
щин 29 (82,6 % от общего числа), мужчин 6 (17,1 % 
от общего числа). Длительность заболевания 8,4 ± 
5,3 месяца. Оценка степени тяжести проведена при 
помощи шкалы АРАСН-II и  составляет степень II 
для 24 пациентов (68,6 %) и степень III для 11 паци-
ентов (31,4 %).

Материал исследования: образцы ДНК плевраль-
ной жидкости и мочи. Плевральная жидкость была 
собрана методов плевральной биопсии. Мочу для 
ДНК получали утренним сбором.

Метод экстракции материала исследования: вы-
деление ДНК осуществлялись с помощью коммерче-
ского набора Qiagen QIAamp DNA Mini Kit (произво-
дитель Qiagen GmbH).

Для определения метилирования изучаемых ге-
нов SHOX2, RAR-beta, DAPK1, и  miR-375 исполь-
зовался метод ПЦР в  режиме реального времени 
(qPCR) с  применением специфических протоколов, 
направленных на амплификацию участков ДНК, 
содержащих метилированные или неметилирован-
ные сайты. Определяется специфичность метода — 
насколько точно он идентифицирует присутствие 
метилирования тех генов, которые действительно 
метилированы. Высокая специфичность означает, 
что метод правильно идентифицирует отсутствие 
метилирования там, где его нет, и  минимизирует 
ложноположительные результаты. Результаты при-

менения метода ПЦР обрабатывались в  программе 
QuantStudio™ Real-Time PCR Software.

Результаты и обсуждение / Results and discussion

Кривые амплификации, полученные в результате 
полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме ре-
ального времени, отражают динамику амплифика-
ции ДНК в  зависимости от числа циклов реакции. 
Результаты нашего исследования ПЦР показали 
отсутствие метилирования на исследуемых участ-
ках генов SHOX-2, RAR-beta, DAPK1 и Mir-375. Это 
подтверждается экспоненциальным ростом сигна-
ла в  начале кривых амплификации, который затем 
стабилизируется на плато, указывая на успешную 
амплификацию ДНК. Отсутствие метилирования 
не оказывает негативного влияния на процесс ПЦР, 
что подчёркивается отсутствием добавления шума 
в  экспоненциальную фазу амплификации. Каждая 
кривая амплификации характеризуется чётким экс-
поненциальным убыванием, отражая ситуацию, ког-
да метилирование отсутствует в  рассматриваемых 
генах (см. рисунок).
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Рис. Кривые амплификации, отражающие результат ПЦР
Fig. Amplification curves reflecting the result of PCR

График показывает изменение интенсивности флуо-
ресценции в зависимости от количества циклов ПЦР для 
четырёх генов: SHOX-2, DAPK1, RAR-beta и mir-375.

Данный результат свидетельствует о  высокой 
специфичности ПЦР в  режиме реального времени 
для обнаружения неметилированных последова-
тельностей. Метилирование обычно предотвращает 
связывание праймеров и последующую амплифика-
цию, что приводит к снижению или отсутствию сиг-
нала. В нашем случае отсутствие метилирования по-
зволяет праймерам эффективно связываться с ДНК, 
обеспечивая надёжную и повторяемую амплифика-
цию. Это также демонстрирует, что выбранные нами 
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праймеры и условия реакции ПЦР оптимально под-
ходят для обнаружения неметилированных генов.

Ранее нами было проведено исследование по диф-
ференциальной диагностике плеврального выпота 
при скрининге генов SHOX2, RAR-beta, DAPK1, miR-
375 у больных с онкологической патологией. Иссле-
дование отображено в  статье «Дифференциальная 
диагностика плеврального выпота при молекуляр-
ном скрининге генов SHOX2, RAR-beta, DAPK1, miR-
375» в  № 1 журнала «Медицинский вестник» ГВКГ 
им. Н.  Н.  Бурденко. Отмечено, что развитие онко-
логического процесса, особенно лёгочной системы, 
сопровождается генетическим полиморфизмом 
группы исследуемых генов. Согласно полученным 
данным, можно прогнозировать развитие онкологи-
ческой патологии с помощью генетического исследо-
вания этой группы генов.

Выводы / Conclusions

В  контексте нефротического синдрома, особенно 
при наличии гидроторакса, изучение метилирования 
генов представляет значительный интерес для пони-
мания патогенеза и потенциальных терапевтических 

мишеней. В  данном исследовании мы обнаружили 
полное отсутствие метилирования генов SHOX-2, 
RAR-beta, DAPK1 и  Mir-375 у  пациентов с  нефро-
тическим синдромом при гидротораксе. Полное от-
сутствие метилирования гена SHOX-2 указывает на 
активное состояние гена, что может быть защитным 
механизмом, предотвращающим развитие определён-
ных патологий. У гена RAR-beta предполагает его ак-
тивную роль в клеточных процессах, возможно, спо-
собствующую нормальной дифференцировке и  пре-
дотвращению неопластических процессов. А  у  гена 
DAPK1 может указывать на сохранение его проапоп-
тотической функции, что является важным для удале-
ния повреждённых клеток и предотвращения их на-
копления. Полное отсутствие метилирования Mir-375  
свидетельствует о  сохранении его регуляторной 
функции, что может быть важным для поддержания 
гомеостаза клеток и  тканей у  пациентов с  нефроти-
ческим синдромом. Эти результаты подчёркивают 
необходимость дальнейших исследований для пони-
мания эпигенетических механизмов в нефротическом 
синдроме и разработки новых терапевтических под-
ходов, направленных на модуляцию метилирования 
ДНК и восстановление нормальной регуляции генов.
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