
469

КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА.  2020 65(8)
DOI: http://dx.doi.org/10.18821/0869-2084-2020-65-8-469-473

БИОХИМИЯ

БИОХИМИЯ

©КОЛЛЕКТИВ АВТОРОВ, 2020

Захарова Н.Б.², Пастушкова Л.Х.¹, Гончарова А.Г. ¹, Орлова К. Д. ¹, Каширина Д.Н. ¹, Гончаров И.Н. ¹, 
Бржозовский А.Г. ¹, Пономарев С. А. ¹,Морозова О.Л.³, Ларина И.М. ¹ 

ХРОМАТО-МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ БЕЛКОВ МОЧИ, СОПРЯЖЕННЫХ 
С ФУНКЦИЯМИ TOLL-РЕЦЕПТОРОВ У ЗДОРОВОГО ЧЕЛОВЕКА В УСЛОВИЯХ 
17-СУТОЧНОЙ ИЗОЛЯЦИИ 

¹ФГБУН ГНЦ РФ Институт медико-биологических проблем РАН, 123007, Москва, Россия; 
²ФГБУ ВО Саратовский ГМУ им. В.И. Разумовского Минздрава РФ, 410012, Саратов, Россия; 
³ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова»  
(Сеченовский Университет)Минздрава РФ, 119991, Москва, Россия 

В контролируемых условиях 17-суточной изоляции (эксперимент «Сириус-17») у 6 здоровых испытателей-доброволь-
цев – 3 женщин и 3 мужчин изучали белковую композицию мочи. Сбор образцов в виде второй свободно отделяемой 
утренней фракции мочи осуществлялся в фоновом периоде (за семь суток до начала эксперимента), а также на 1 сут-
ки после окончания воздействия. Хромато-масс-спектрометрический полуколичественный анализ белковой композиции 
образцов проводился на системе, состоящей из хроматографа Agilent 1100 и гибридного масс-спектрометра LTQ-FT 
Ultra с помощью биоинформационных ресурсов UniProtKB, GeneOntology. Бессимптомное изменение системы иммунной 
защиты ткани почек после изоляции в замкнутом гермообъекте связано с изменением содержания 7 белков, обеспечива-
ющих функциональную активность TLR канальцев почек – FcRIII, MUC1, Galectin-3, Ficolin-2, APOA1, FLNA, FCGR3A и 
Clusterin. Установлено, что данные белки относятся к полезным биомаркерам при изучении физиологии и заболеваний 
почек. Их можно отнести к кандидатам в белковые маркеры начальных этапов нарушения распознавания эпителием 
почечных канальцев бактерий с известным патогенным потенциалом.
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Under controlled conditions of 17-day isolation (Sirius-17 experiment), the protein composition of urine was studied in 6 healthy 
test volunteers-3 women and 3 men. Collection of samples in the form of a second freely separated morning urine fraction was 
carried out in the background (seven days before the experiment), as well as 1 day after the end of exposure. Chromatographic-
mass-spectrometric semi-quantitative analysis of the protein composition of samples was performed on a system consisting of 
an Agilent 1100 chromatograph and an LTQ-FT Ultra hybrid mass spectrometer using bioinformatics resources UniProtKB, 
GeneOntology. An asymptomatic change in the immune defense system of kidney tissue after isolation in a closed hermetic object 
is associated with a change in the content of 7 proteins that provide functional activity of the TLR tubules of the kidneys – FcRIII, 
MUC1, Galectin-3, Ficolin-2, APOA1, FLNA, FCGR3A and Clusterin. These proteins are found to be useful biomarkers in the 
study of physiology and kidney diseases. They can be attributed to candidates for protein markers of the initial stages of impaired 
recognition by the epithelium of renal tubules of bacteria with known pathogenic potential.
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Введение. В ближайшие годы развитие биотехноло-
гий обещает ускорить внедрение в клиническую прак-
тику методов персонализированной медицины, суще-
ственно снижая финансовые затраты на диагностику и 
лечение заболеваний. Это открывает новые направления 
развития персонализированной медицины c применени-
ем методов масс-спектрометрии биологических образ-
цов для мониторинга их белкового состава[1]. В настоя-
щее время исследования протеома мочи, проводимые с 
использованием масс-спектрометрического анализа, по-
зволили существенно расширить линейку мочевых бел-
ков, имеющих клинико-диагностическое значение[2,3]. 
Установлены белки мочи, играющие ведущую роль в 
формировании инфекции мочевых путей [ 4-9]. 

Известно, что длительная изоляция здоровых добро-
вольцев в гермообъекте с искусственной средой оби-
тания (наземная модель воздействующих на организм 
человека факторов космического полета, рассматривае-
мая, в т.ч., в качестве однотипной антигенной нагрузки) 
приводит к снижению иммунологической реактивности 
организма [10,11]. В этих условиях развиваются его 
способности формировать специфический иммунный 
ответ как клеточного, так и гуморального типа, в кото-
рый значимый вклад вносят изменения активности ре-
цепторного звена - Toll-рецепторы (TLR) [12]. Известно, 
что совместно с иммунными клетками системы общего 
кровообращения, TLR эпителиальных клеток канальцев 
почек принимают активное участие в распознавании 
уропатогенных микроорганизмов и активации сигналь-
ных путей. Поэтому TLR эпителия канальцев относят 
к системе локальной самозащиты ткани почки в ответ 
на повреждающие факторы внешней среды или универ-
сальной запрограммированной реакции [13]. Благодаря 
системы локальной самозащиты, появляются как «инду-
цируемые» медиаторы, специфический синтез которых 
многократно усиливается под действием воспалитель-
ного микроокружения, так и «индуцированные» меди-
аторы-ингибиторы воспалительного ответа, обеспечи-
вающие обратное развитие (разрешение) воспаления 
[14,15]. Это позволяет получить данные о вкладе систе-
мы TLR в развитие локальной самозащиты ткани почек, 
выявить белки, характеризующие её состоятельность на 
уровне уротелия мочевыводящих путей. Патогенетиче-
ская роль белков мочи, участников TLR системы нефро-
телия, в условиях активации факторов повреждения и 

механизмов «системы самозащиты почки» при воздей-
ствии на организм человека факторов изоляции изучена 
недостаточно.

Целью исследования явилась оценка влияния изо-
ляции здоровых добровольцев в гермообъекте на состав 
белков мочи, связанных с функциями TLR (интегриро-
ванных трансмембранных гликопротеинов 1 типа) ка-
нальцев почек, определяемых в образцах мочи с помо-
щью масс-спектрометрического анализа.

Материал и методы. В контролируемых условиях 
17-суточной изоляции (эксперимент «Сириус-17») на-
ходилось 6 здоровых испытателей-добровольцев – 3 
женщины и 3 мужчин. Все испытатели получили допуск 
врачебно-экспертной комиссии, подписали информи-
рованное согласие на добровольной участие в экспери-
менте в соответствии с Хельсинской декларацией прав 
человека. Программа исследований была одобрена Ко-
миссией по биомедицинской этике при ИМБП РАН.

Поскольку изменения белкового состава внеклеточ-
ной жидкости адекватно отражаются в протеоме мочи, 
являющейся, первоначально, фильтратом плазмы, а за-
тем подвергающейся неселективной реабсорбции про-
теинов, в данной работе изучали белковую композицию 
мочи добровольцев. Сбор образцов в виде второй сво-
бодно отделяемой утренней фракции мочи от шести 
участников, в возрасте от 25 до 37 лет, осуществлялся 
в фоновом периоде (за семь суток до начала экспери-
мента), а также на 1 сутки после окончания воздействия. 
Хромато-масс-спектрометрический полуколичествен-
ный анализ белковой композиции образцов прово-
дился на системе, состоящей из хроматографа Agilent 
1100 (Agilent Technologies Inc., Санта-Клара, США) и 
гибридного масс-спектрометра LTQ-FT Ultra (Thermo, 
Бремен, Германия) по стандартной методике [16]. Ис-
пользовались биоинформационные ресурсы UniProtKB 
[17], GeneOntology [18]. Результаты хромато-масс-
спектрометрического анализа представлены отчётами 
по идентификации международных индексов белков 
(IPI) в базе данных Mascot [19]. Пробы мочи испытуе-
мых были проанализированы индивидуально трижды. 
Для последующего анализа были отобраны пептиды, 
выявленные в двух или трёх повторах. 

Результаты. В образцах мочи здоровых доброволь-
цев было достоверно обнаружено 493 различных белка в 
фоновом периоде перед началом изоляции и 388 - после 
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окончании воздействия. Биоинформатическими метода-
ми (ANDSystem, [20]) выделено 10 белков, связанных с 
функциями клеточного звена иммунитета. Статистиче-
ский анализ их содержания показал, что уровень боль-
шинства из них достоверно изменялся (p<0,01) после 
изоляции по сравнению с фоном. Данное обстоятельство 
позволяет предполагать, что в условиях 17-ти суточной 
изоляции возникающие изменения протеома связаны 
участием в регуляции активности трансмембранных 
TLR, как эпителиальных клеток канальцев почек, так и 
иммунных клеток системы общего кровообращения. 

Анализ результатов исследования протеома мочи по-
казал, что в моче снижается содержание 7 протеинов, 
регуляторов TLR4 эпителиальных клеток канальцев по-
чек (FcRIII, MUC1, Galectin-3, Ficolin-2, APOA1, FLNA, 
FCGR3A) и Clusterin, поддерживающего активность 
TLR2. Среди белков TLR иммунных клеток системы 
общего кровообращения в моче снижаются GDF15, ак-
тивирующий TLR9, FLNA - CD4 [21]. 

То есть за период изоляции у здоровых добровольцев 
нарушается баланс между активацией и ингибированием 
передачи сигналов TLR в ответ на разнообразные РАМР 
(рathogen-associated molecular pattern, молекулы, связан-
ные с группой патогенов)[22].Это изменяет механизмы 
иммунной защиты в мочевыводящих путях, прежде 
всего, в результате изменения функциональных свойств 
TLR4, реагирующих на липополисахариды грамотри-
цательных бактерий в условиях развития эффективного 
воспалительного ответа при инфицировании[23].

При ручной аннотации, выполненной путем поиска в 
базах данных, установлено, что: 

FcRIII – рецептор Fc-области III, участвует в регу-
ляции TLR4 путем активации ингибитора тирозинкина-
зы, связывает комплексные или агрегированные IgG, а 
также мономерные IgG[24].

MUC1 – муцин1,протеогликан, представляющий со-
бой трансмембранную молекулу с большим муцинопо-
добным внеклеточным доменом, выступающим высоко 
над поверхностью клетки. Белок располагается на апи-
кальной поверхности эпителиальных клеток и обеспе-
чивает их защиту от бактерий и ферментов. Благодаря 
этому белок принимает участие в процессах адгезии 
клеток, передачи сигналов, поддержании поверхностно-
активных свойств гидратации эпителиальных мембран, 
их неспецифических защитных свойств[25].

Galectin-3 – галектин-3,химерный белок, функцио-
нирующий в качестве иммунного регулятора при пря-
мой активации и функционировании Т-клеток, с после-
дующим апоптозом. Особенности пространственной 
конфигурации и химическая структура позволяют га-
лектину-3 распознавать широкий спектр молекул угле-
водов и коллагено-подобных доменов. Данный белок 
рассматривается как регуляторная молекула, действую-
щая на различных стадиях при острых и хронических 
воспалительных процессах, а также на этапах разви-
тия тканевого фиброгенеза [26,27]. Белок, связываясь с 
РАМР, участвует во врожденном иммунном ответе про-
тив патогенных микроорганимов вне- и внутри клеток 
[28].Снижение галектина-3 в моче после 17-ти суточной 
изоляции можно считать одним из факторов, приводя-
щих к нарушению структурно-функциональных свойств 
TLR4 клеток нефротелия среднего слоя собирательных 
канальцев, инициации процесса роста и образования 
биопленок из уропатогенных бактерий мочевыводящих 
путей.

Ficolin-2 – фиколин, относится к растворимым бел-
кам врожденной иммунной системы. Белок способству-
ет активации комплемента через лектиновый путь и фа-
гоцитоз. Он участвует во множестве механизмов, под-
держивающих баланс между процессами уничтожения 
РАМР и защиты от повреждения почечной ткани[29].

АРОА1 – аполипопротеин А1, поддерживает анти-
телезависимую клеточную цитотоксичность и другие 
антителозависимые реакции. Отмечено, что избыточная 
экспрессия АПОА1 оказывает противоспалительный 
эффект[30,31].

FLNA – филамин, поддерживает толерантность не-
фротелия к любым инфекционным процессам, в том 
числе, вызванных грамм-отрицательной аутомикрофло-
рой [32].

FcGR3A - низкоаффинный иммуноглобулин, гамма-ре-
цептор Fc-области III-A, угнетает Aβ-индуцированное 
высвобождение провоспалительных цитокинов [33,34].

Clusterin –кластерин, аполипопротеин J, формирует 
кластеры активации сигнального пути NF-каппа-B, и, 
следовательно, секрецию противоспалительных цито-
кинов. Белок встречается при заболеваниях, связанных 
с окислительным стрессом, среди которых нейродеге-
неративные процессы, онкогенез, воспаление, старение 
[35].

Также, в моче добровольцев менялось содержание 
белков, функционально связанных с TLR9 и CD4 им-
мунных клеток системы общего кровообращения. TLR9 
приводит к активации NF-каппа-β, секреции цитокинов 
и воспалительной реакции, контролирует ответ лимфо-
цитов на инфекцию. CD4 путем фосфорилирования раз-
личных субстратов, приводит к выработке лимфокинов, 
контролирует функцию подвижности, адгезии и актива-
ции T-хелперных клеток. В других иммунных клетках, 
таких, как макрофаги или NK-клетки, CD4 участвует в 
дифференцировке/активации, экспрессии цитокинов и 
клеточной миграции по TCR/LCK-независимому пути 
[36,37]. 

Дискуссия. Действие факторов жизнедеятельности 
добровольцев (практически здоровых людей) в гермо-
объекте, согласно полученным данным, вызывает сни-
жение иммунологической реактивности организма, его 
способности формировать специфический иммунный 
ответ как клеточного, так и гуморального типа [11]. 
Воздействие факторов изоляции сопровождается раз-
витием универсальной естественно запрограммирован-
ной реакции или повышением локальной самозащиты 
различных тканей в ответ на повреждающие факторы 
внешней среды. Частью её становятся клетки почечной 
ткани, которые начинают менять активность постоян-
ной экспрессии молекул, участвующих в поддержании 
её целостности и предотвращении повреждения. В этих 
процессах значимую роль приобретают TLR эпители-
альных клеток канальцев, которые, наряду с иммунны-
ми клетками системы общего кровообращения выпол-
няют ведущую роль в распознавании РАМР и активации 
сигнальных путей. Снижение локальных защитных ме-
ханизмов почечной ткани сопровождается нарушением 
взаимодействия уротелия и уропатогенных бактерий, 
постоянно присутствующих в мочевыводящих путях. 
Таким образом перестройка системы иммунной защиты 
ткани почек после изоляции в гермообъекте связана с из-
менением содержания 8 белков, обеспечивающих функ-
циональную активность TLR канальцев почек - FcRIII, 
MUC1, Galectin-3, Ficolin-2, APOA1, FLNA, FCGR3A 
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и Clusterin. Ручная аннотация выявленных белков в ба-
зах данных показала, что все они относятся к полезным 
биомаркерам при изучении заболеваний почек. В усло-
виях 17-суточной изоляции изменение содержания пере-
численных белков можно считать следствием развития 
начальных этапов нарушения распознавания эпителием 
почечных канальцев бактерий с известным патогенным 
потенциалом. Особое место среди данных белков за-
нимает галектин-3. Клинико-диагностическое значение 
выявленных мочевых биомаркеров, их вклад в первую 
линию защиты от РАМР в канальцах почек может быть 
подтверждено в дальнейших исследованиях протеома 
мочи при более длительных сроках изоляции в гермо-
объекте. 

Перспективы определения уровня выявленных бел-
ков мочи в повседневной клинической практике и воз-
можность его применения для выявления начальных 
стадий формирования бессимптомных форм бактериу-
рии и для разработки таргетного воздействия при забо-
леваниях почек могут быть установлены при проведе-
нии валидирующих клинических исследований.
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