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Резекция почки со сложными нефроме-
трическими характеристиками опухоли 
(по шкале R.E.N.A.L.) чаще всего тре-

бует использования длительной тепловой 
ишемии с последующей реперфузией [3]. 
Однако ишемия сопровождается поврежде-
нием клеток и субклеточных структур, в том 
числе митохондрий, что приводит к актива-
ции факторов апоптоза и инициации каспа-
за-зависимого апоптозного каскада [10]. 
Даже общепринятая 20-минутная тепловая 

ишемия способствует развитию осложнений 
в виде острого повреждения почек (ОПП) в 
раннем послеоперационном периоде [4, 11]. 
До настоящего времени не описаны маркеры 
генетической или эпигенетической предрас-
положенности к риску возникновения ише-
мического повреждения почки, позволяю-
щие прогнозировать вероятность развития 
ОПП у пациентов после проведения резек-
ции почки в условиях тепловой ишемии [5, 
7]. Поэтому на сегодняшний день является 
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Currently, to search markers of susceptibility to ischemia and postreperfusion injury of kidney during 
nephron sparing surgery in terms of warm renal ischemia, as well as to determine fundamental molecular 
biological processes that underlie this phenomenon, it is appropriate to study the expression of apoptosis-
regulating genes. By quantitative real-time PCR was performed determination of the relative expression of 
14 genetic loci (MDM 2, BAX, CASP7, CASP3, CASP8, CASP9, BCL2, CASP8/FADD, p53, APAF1, AIFM1, 
ICAD, XIAP, HIF1A). The study identified genes – CASP3, CASP8, CASP9, CASP8/FADD and HIF1A, whose 
expression allows prediction of the acute renal injury development in patients with cancer after nephron-
sparing surgery in terms of warm renal ischemia. 
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актуальной задача скрининга предиктивных 
маркеров индивидуальной предрасположен-
ности к развитию ОПП после теплового ише-
мического повреждения почки [1].

Целью нашего исследования стало изуче-
ние экспрессии апоптоз-регулирующих генов 
в тканях почек пациентов с почечно-клеточ-
ным раком для поиска маркеров индивидуаль-
ной предрасположенности к ишемическому и  
постреперфузионному повреждению почки, а 
также выяснения фундаментальных молекуляр-
но-биологических процессов, лежащих в основе 
данного феномена.

Материал и методы. Лапароскопическая 
резекция почки в условиях тотальной тепловой 
ишемии выполнена 12 больным локальным ра-
ком почки. На основании клинической картины 
в послеоперационном периоде пациенты были 
разделены на две группы – группа А (5 пациен-
тов), в которой развивалась ОПП и уровень креа-
тинина превышал предоперационный более чем 
на 50 %, и группа Б (7 пациентов), в которой ОПП 
не развивалась и уровень креатинина не пре-
вышал предоперационный более чем на 40  %.  
В исследовании использовали биоптаты тканей 
больных с гистологически подтвержденным ди-
агнозом «почечно-клеточный рак T1N0M0». Все 
экспериментальные процедуры были выполне-
ны с соблюдением принятых этических норм и 
получением добровольного информированного 
согласия пациентов.

Во время проведения лапароскопической 
резекции почки с использованием тепловой 
ишемии до остановки кровоснабжения в резе-
цируемой почке с помощью пистолета Pro Mag 
Ultra иглой 16 G выполняли пункционную биоп-
сию среднего сегмента резецируемой почки, 
забирая столбик ткани интактной паренхимы. 
Пункционную биопсию повторяли на 10-й ми-
нуте проведения ишемии и через 20 минут по-
сле восстановления кровотока в почке (репер-
фузия). Для транспортировки в лабораторию и 
хранения образцы тканей замораживали в жид-
ком азоте.

Фрагменты тканей гомогенизировали в жид-
ком азоте и проводили экстракцию суммарной 
РНК по методу P. Chomczynski и N. Sacchi [6]. 
Полученные препараты РНК обрабатывали ДНК-
азой («Синтол», Россия) для удаления следов ге-
номной ДНК. Синтез кДНК проводили с исполь-
зованием коммерческих наборов «Reverta-L» 
(«Интерлабсервис», Россия).

Методом RT-qPCR определяли относитель-
ную экспрессию 14 генетических локусов, во-
влеченных в регуляцию сигнальных путей раз-
вития апоптоза: MDM 2, BAX, CASP7, CASP3, 
CASP8, CASP9, BCL2, CASP8/FADD, p53, APAF1, 
AIFM1, ICAD, XIAP, HIF1A. Дизайн праймеров 
для RT-qPCR осуществляли с использованием 
референтных последовательностей ДНК NCBI 
GenBank. В качестве референтного гена ис-
пользовали ген ACTB (табл. 1).

Таблица 1
Характеристика используемых 

в исследовании праймеров

Наиме-
нование 
прай-
меров

№ NCBI GenBank
Последо-
ватель-
ность

T от-
жи-
га, 
0С

ACTB

NM_001101.3

Forward: AAC CGC GAG 
AAG ATG ACC C 
Reverse: AGC ACA GCC 
TGG ATA GCA AC 

60

MDM2

NM_001145339.2

Forward: TAG GAG ATT 
TGT TTG GCG TGC
Reverse: CCT GCT GAT 
TGA CTA CTA CCA A

60

BAX

NM_001291428.1

Forward: GGG ACG AAC 
TGG ACA GTA ACA
Reverse: GCT GCC ACT 
CGG AAA AAG AC

61

60

BCL2

NM_000633.2

Forward: GGA TCC AGG 
ATA ACG GAG GC 
Reverse: GAA ATC AAA 
CAG AGG CCG CA

63

58

р53

NM_000546.5

Forward: TTG GAA CTC 
AAG GAT GCC CA
Reverse: CGG GAG GTA 
GAC TGA CCC T

58

62

CASP3

NM_004346.3

Forward: CTG GAA TAT 
CCC TGG ACA ACA GT
Reverse: TCG ACA TCT 
GTA CCA GAC CGA

63

61

CASP8

NM_001228.4

Forward: CTG AAG CAA 
ACA GCC AGT GC
Reverse: GAC CTC AAT 
TCT GAT CTG CTC AC

60

63

CASP9

NM_032996.3

Forward: TGA GAC CCT 
GGA CGA CAT CT
Reverse: TCC CTT TCA 
CCG AAA CAG CA

60

58

CASP7

NM_033338.5

Forward: AAG CTG ACT 
TCC TCT TCG CC 
Reverse: TCC AGG TCT 
TTT CCG TGC TC 

60

60

CASP8/
FADD

NM_003879.5

Forward: GCC GAG GCA 
AGA TAA GCA AG
Reverse: AAT CCA GTT 
GAT CTG GGG CAA

60

60

AIFM1

NM_001130847.3

Forward: TCA GGG ACA 
AAG TGG TCG TG
Reverse: ATC TTC ATG 
CTG CTC ACC GT

60

58

APAF1

NM_001160.2

Forward: ACC TCT GCT 
GAC AAG ACT GC
Reverse: GTT GTG GCC 
CCT CAA TTC AT

60

58

XIAP

NM_001167.3

Forward: ACT GAG AAA 
ACA CCA TCA CTA ACT
Reverse: TGT CCT TGA 
AAC TGA ACC CCA

60

60

ICAD

NM_213566.1

Forward: TCT GTC CAG 
CAT CAT CCT CC
Reverse: GGT GGC ACA 
ACT CTG ACG TA

60

60

HIF1A

NM_001530.3

Forward: ACT CAT CCA 
TGT GAC CAT GAG G
Reverse: AGC TTC GCT 
GTG TGT TTT GTT

61

59

RT-qPCR проводили в 25 мкл ПЦР-смеси, со-
держащей 12 нг кДНК, 0,25мМ dNTPs, 2,5 мМ 
MgCl2, однократный ПЦР-буфер и 1 ед. акт. SynTaq 
ДНК-полимеразы с ингибирующими активность 
фермента антителами («Синтол», Россия), краси-
тель EVA-Green (×1) и по 400 нМ прямого и обрат-
ного праймеров для референтного гена (актина, 
ACTB) или гена-мишени. RT-qPCR проводили на 
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термоциклере Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad, USA). От-
носительную экспрессию генетического локуса 
(RЕ) рассчитывали по формуле RЕ=2-ΔCt [9, 2].

Статистический анализ проводили с ис-
пользованием прикладных пакетов программ 
Microsoft Excel 2013 и STATISTICA 8.0. Различия 
оценивали с использованием непараметриче-
ского критерия Манна – Уитни для порогового 
уровня статистической значимости р<0,05.

Результаты и обсуждение. Для скринин-
га прогностических транскриптомных марке-
ров ОПП было проведено сравнение уровней 
относительной экспрессии генов MDM 2, BAX, 
CASP7, CASP3, CASP8, CASP9, BCL2, CASP8/
FADD, p53, APAF1, AIFM1, ICAD, XIAP и HIF1A в 
биоптатах тканей почки пациентов групп А и Б.

В ходе сравнительного исследования у паци-
ентов с ОПП изначально (до проведения ишемии) 
было обнаружено статистически достоверное 
(р<0,05) уменьшение уровня экспрессии следую-
щих генетических локусов по отношению к паци-
ентам без ОПП: MDM 2 на 30  %, CASP3 на 50  %, 
CASP8 на 60 %, CASP9 на 80 % и APAF1 на 40 %. 
Таким образом, уровень относительной экспрес-
сии проапоптозных генов CASP3, CASP8, CASP9 и 
APAF1, а также антиапоптозного гена MDM2 можно 
использовать в качестве прогностических преди-
ктивных маркеров предрасположенности к разви-
тию ОПП в случае проведения биопсии до ишемии 
почки. Отмечалась тенденция к повышенной экс-
прессии генетического локуса HIF1A (в 1,8 раза) 
у пациентов с предрасположенностью к ОПП. Это 
может свидетельствовать о возможном гипокси-
ческом состоянии тканей почки у пациентов этой 
группы (рис. а). Экспрессия генетического локуса 
CASP8 и FADD-like регулятора апоптоза (CFLAR) в 
группе пациентов с ОПП в 1,4 раза превышала ана-
логичный показатель для группы пациентов без 
ОПП, что может свидетельствовать о выраженной 
тенденции ингибирования апоптоза в группе па-
циентов с предрасположенностью к ОПП.

Сравнение относительной экспрессии генов 
в биоптатах, полученных из почек на 10-й ми-
нуте проведения ишемии, у пациентов групп А 
и Б показало статистически достоверные отли-
чия (р<0,05): у пациентов группы А (развивает-
ся ОПП) экспрессия генов BAX, CASP7, CFLAR, 
APAF1, XIAP и HIF1A повышена на 90 %, 100 %, 
180 %, 20 %, 110 % и 460 % соответственно по 
сравнению с экспрессией этих генов у пациен-
тов группы Б (не развивается ОПП) (рис. б).

Важно отметить, что у пациентов с пред-
расположенностью к ОПП по сравнению с па-
циентами без предрасположенности во время 
ишемии наиболее значительно и статистиче-
ски достоверно увеличивается экспрессия гена 
HIF1A, кодирующего альфа-субъединицу транс-
крипционного фактора HIF-1 (hypoxia-inducible 
factor 1). В большинстве клеток в условиях нор-
моксии ген HIF1A конститутивно экспрессирует-
ся на низком уровне, однако в условиях гипоксии 
транскрипция HIF1A значительно активируется 
[12]. HIF1A, как известно, индуцирует транс-
крипцию более 60 генов, которые участвуют в 
биологических процессах, таких как ангиогенез 
и эритропоэз, способствующих увеличению до-
ставки кислорода к испытывающим гипоксию 
тканям [8].

Полученные результаты могут свидетель-
ствовать о том, что во время ишемии в почках па-
циентов группы А по сравнению с аналогичными 
показателями пациентов группы Б более актив-
но индуцируются процессы клеточной пролифе-
рации в ответ на ишемическое воздействие. У 
этих пациентов также повышается уровень экс-
прессии проапоптозных генов BAX и APAF1, эф-
фекторной фазы (CASP7), а с другой стороны, 
увеличивается относительная экспрессия ан- 
тиапоптозного гена XIAP, который ответственен 
за ингибирование эффекторных каспаз, и уве-
личивается экспрессия ингибитора апоптоза 
CFLAR по сравнению с пациентами, у которых 

ОПП не развивается. В целом у 
пациентов с ОПП наблюдается 
одновременная активация как 
про-, так и антиапоптозных ге-
нов, что свидетельствует лишь о 
потенциальном увеличении шан-
сов развития апоптоза, но не о 
его реализации в данный момент 
времени.

Сравнение экспрессии генов 
в биоптатах, полученных из по-
чек пациентов групп А и Б через 
20 минут после восстановления 
кровотока, показало следующие 
статистически достоверные отли-
чия (р<0,05): у пациентов группы 
А обнаружено относительное уве-
личение экспрессии генов CFLAR и 
HIF1A на 250 и 220 % соответствен-
но и снижение экспрессии генов 
MDM2, CASP9, p53, APAF1, AIFM1, 

Рис. Соотношение уровня экспрессии генов у пациентов с ОПП к уровню экспрессии 
у пациентов без ОПП в биоптатах тканей почек, полученных: а) до ишемии;  

б) на 10-й минуте ишемии; в) через 20 минут после восстановления кровотока
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ICAD и XIAP соответственно на 20 %, 80 %, 40 %, 
80 %, 70 %, 60 % и 60 % по сравнению с пациен-
тами группы Б. После восстановления кровотока 
в почке, как и во время ишемии, в биоптатах по-
чек пациентов, у которых развилось ОПП, уровень 
экспрессии генов CFLAR и HIF1A превышал ана-
логичный показатель в биоптатах пациентов, у ко-
торых ОПП не произойдет. При этом уровень экс-
прессии генов MDM2, CASP9, p53, APAF1, AIFM1, 
ICAD и XIAP был значительно понижен (рис. в).

Таким образом, профиль экспрессии генов 
MDM2, BAX, CASP7, CASP3, CASP8, CASP9, 

BCL2, CFLAR, p53, APAF1, AIFM1, ICAD, XIAP 
и HIF1A в биоптатах почек пациентов групп А 
(ОПП) и Б (без ОПП) статистически достоверно 
отличается в период до проведения ишемии, во 
время ишемии и после восстановления крово-
тока. Это позволяет выделить кластеры генов 
для биоптатов, полученных на разных этапах 
хирургического вмешательства, экспрессию 
которых можно использовать в качестве преди-
ктивных маркерных сигналов для прогнозиро-
вания вероятности развития ОПП в послеопе-
рационном периоде (табл. 2).

Таблица 2
Потенциальные предиктивные маркеры развития ОПН в послеоперационном периоде

Этап, на котором 
получен биоптат

Гены, экспрессия которых статистически 
достоверно отличается у пациентов  

с ОПН от пациентов без ОПН

Гены, экспрессия которых более  
чем в 2 раза отличается у пациентов  

с ОПН от пациентов без ОПН
1. До ишемии MDM 2, CASP3, CASP8, CASP9, APAF1 CASP3, CASP8 и CASP9 
2. На 10-й минуте 
ишемии

BAX, CASP7, CASP8/FADD, APAF1, XIAP, HIF1A CASP8/FADD и HIF1A

3. Через 20 минут 
после восстановления 
кровотока

MDM 2, CASP9, p53, APAF1, AIFM1, ICAD,XIAP, 
CASP8/FADD, HIF1A

CASP8/FADD и HIF1A

Заключение. Проведенное исследование по-
зволило выявить генетические локусы, экспрессия 
которых значительно отличается в двух группах 
пациентов: с развитием (А) и отсутствием остро-
го повреждения почек (Б): CASP3, CASP8, CASP9, 
CASP8/FADD и HIF1A. Относительная экспрессия 
этих генетических локусов может быть использо-
вана в качестве молекулярных маркеров предрас-
положенности к ишемическому и постишемиче-

скому повреждению почки у больных раком почки 
после проведенной органосохраняющей операции.

Обнаруженные в ходе исследования марке-
ры также позволяют расширить представления 
о молекулярных механизмах развития ОПП у 
одних пациентов и устойчивости к повреждаю-
щему воздействию ишемии-реперфузии других 
пациентов и исходя из этого наметить направ-
ления будущих исследований. 
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ЧЕЛЮСТНО-ЛИЦЕВАЯ ТРАВМА КАК ФАКТОР 
НЕЙРОФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ НАРУШЕНИЙ ЦНС 
С. М. Карпов, К. С. Гандылян, К. Г. Караков, В. А. Зеленский, 
М. П. Порфириадис, Э. Э. Хачатурян, Д. А. Доменюк, Е. Н. Чалая

Ставропольский государственный медицинский университет, Россия

MAXILLOFACIAL TRAUMA AS THE CAUSE  
OF NEUROPHYSIOLOGICAL CNS DISORDERS
Karpov S. M., Gandylyan K. S., Karakov K. G., Zelenskiy V. A., 
Porfiriadis M. P., Khachaturyan E. E., Domenyuk D. A., Chalaya E. N.

Stavropol State Medical University, Russia 

Обследовано 37 больных с травмой верхней зоны и 45 больных с повреждением средней зоны 
лица. Учитывая результаты исследования, авторы полагают, что установление диагноза черепно-
мозговой травмы (ЧМТ) при травмах челюстно-лицевой области (верхняя и средняя зоны лица) 


