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Актуальность. Альтерации кишечного микробиома могут иметь значение для прогрессирования хронических болезней по-
чек. 
Цель - выявление биомаркеров, ассоциированных с микробиомом, для последующей оценки их клинического и диагностиче-
ского значения. 
Материал и методы. Объект анализа - 20 перекодированных (с исключением доступа к персональным данным) образцов 
сыворотки крови из коллекции НИИ нефрологии: 10 от добровольцев с отсутствием патологии почек и 10 от пациентов 
с клинико-морфологически подтверждённым диагнозом иммуноглобулин A нефропатия (IgAN). Для целевого метаболомно-
го анализа разработана методика определения 16 биомаркёров (9 уремических токсинов, холин, 6 аминокислот) методом 
жидкостной хроматографии с тандемным масс-спектрометрическим детектированием высокого разрешения (ВЭЖХ-МС/
МС ВР). Разделение компонентов проводили в режиме обращённофазовой градиентной ВЭЖХ. Детектирование при целевом 
анализе проводили в режиме регистрация полного ионного тока (FTMS) в сочетании с регистрацией селективных реакций 
(SRM), при нецелевом анализе использовали режим FTMS. 
Результаты. Представлены результаты целевого и нецелевого метаболомных исследований образцов сыворотки крови здо-
ровых добровольцев и пациентов с морфологически и клинически подтверждённым диагнозом первичной иммуноглобулин А 
нефропатии (IgAN). С учётом данных ранее проведённых исследований сформирован перечень потенциальных биомаркёров, 
ассоциированных с изменениями кишечного микробиома в условиях дисфункции почек и оценена перспективность их дальней-
шего исследования и применения в клинической практике. Установлены достоверные различия в содержании фенилсульфата, 
индолуксусной кислоты, пролина, тирозина, триптофана в образцах сыворотки крови представителей двух обследованных 
групп. В рамках нецелевого подхода методом дискриминантного анализа с проекцией на латентные структуры (PLS-DA) 
выявлены достоверные различия в метаболомном профиле сыворотки крови пациентов с установленным диагнозом IgAN и 
добровольцев с отсутствием данного диагноза. 
Заключение. Полученные данные указывают на перспективность исследований фенилсульфата, индолуксусной кислоты, 
пролина, тирозина, триптофана в сыворотке крови для разработки подходов к диагностике нарушений метаболома у па-
циентов с IgAN.
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Background. Alterations in the gut microbiome may be important for the progression of chronic kidney disease. 
Objective - identification of biomarkers associated with the microbiome for subsequent assessment of their clinical and diagnostic 
significance. 
Material and methods. The object of the analysis is 20 recoded (with no access to personal data) blood serum samples from the 
collection of the Research Institute of Nephrology: 10 from volunteers with no kidney pathology and 10 from patients with a clinical 
and morphologically confirmed diagnosis of immunoglobulin A nephropathy (IgAN). For targeted metabolomics analysis, a method 
was developed for the determination of 16 biomarkers (9 uremic toxins, choline, 6 amino acids) using liquid chromatography with 
high-resolution tandem mass-spectrometry (HPLC-MS/MS HR). The separation of components was carried out in reverse-phase 
gradient HPLC mode. Detection for targeted analysis was carried out in the total ion current mode Fourier transform-based mass 
spectrometry (FTMS) in combination with selective reaction monitoring (SRM); for non-targeted analysis, the FTMS mode was used. 
Results. The paper presents the results of targeted and untargeted metabolomic studies of blood serum samples from healthy volunteers 
and patients with a morphologically and clinically confirmed diagnosis of primary immunoglobulin A nephropathy (IgAN). Taking into 
account data from previous studies, a list of potential biomarkers associated with changes in the intestinal microbiome in conditions 
of kidney dysfunction was compiled and the prospects for their further research and use in clinical practice were assessed. Significant 
differences were established in the content of phenyl sulfate, indoleacetic acid, proline, tyrosine and tryptophan in blood serum samples 
from representatives of the two examined groups. Within the framework of a non-targeted approach, the method of discriminant 
analysis with projection onto latent structures (PLS-DA) revealed significant differences in the metabolomic profile of the blood serum 
of patients with an established diagnosis of IgAN and volunteers without this diagnosis. 
Conclusion. The data obtained indicate the promise of studies of phenyl sulfate, indoleacetic acid, proline, tyrosine and tryptophan in 
blood serum for the development of approaches to the diagnosis of metabolome disorders in patients with IgAN.
Key words: kidney diseases; immunoglobulin A nephropathy; blood serum; uremic toxins; high performance liquid chromatography 
tandem mass spectrometry; metabolomics study
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Введение. В настоящее время не вызывает сомнений 
то, что патологические изменения микробиома кишеч-
ника могут влиять на развитие и прогрессирование раз-
личных болезней, включая патологию почек. Механиз-
мы системных эффектов, вероятно, опосредованы аль-
терациями интестинального метаболома, изменениями 
концентраций отдельных метаболитов в циркуляции и 
их эффектами в отношении почечных и экстрареналь-
ных клеточных популяций [1,2].

Связи между микробиотой кишечника и составом 
метаболитов циркулирующей крови остаются в значи-
тельной степени неопределёнными. Иммуноглобулин 
А нефропатия (IgAN) - наиболее распространённая 
форма гломерулонефрита и одна из основных при-
чин терминальной почечной недостаточности в мире 
[3]. Особенностью патогенеза болезни является зави-
симость поражения почек от активации мукозального 
иммунитета, который в значительной степени опосре-
дован особенностями их микробиома [4,5]. В этом кон-
тексте критичным является определение биомаркёров, 
которые могут отражать изменения состава кишечной 
микрофлоры и метаболизма, ассоциированные с тяже-
стью почечного патологического процесса. Сведения 

о биомаркёрах хронических заболеваний почек, ассо-
циированных с альтерацией кишечного микробиома, 
остаются противоречивыми, несмотря на ежегодно 
возрастающее количество проводимых в этой обла-
сти исследований. Поиски биомаркёров продолжают-
ся преимущественно в трёх биоматрицах: в фекалиях, 
крови, моче [6, 7]. Эффективное применение метабо-
ломики в диагностических целях может быть основано 
на анализе больших наборов данных с использованием 
расширяющихся возможностей различных метаболо-
мических платформ [8], нуждающихся в дополнитель-
ных валидизирующих исследованиях [9,10]. Ненаправ-
ленные (или нецелевые) методы метаболомных иссле-
дований позволяют одновременно обнаруживать сотни 
известных соединений, вовлеченных в различные ме-
таболические пути, связанные с патологией почек во-
обще и с IgAN, в частности [11-14].

Цель исследования - определение потенциальных 
биомаркёров состояния интестинального метаболома у 
пациентов с IgAN. Для достижения поставленной цели 
необходимо решить следующие частные задачи:

- разработка методики определения в сыворотке 
крови 16-ти потенциальных биомаркёров почечной 



371

дисфункции;
- проведение пилотного эксперимента для предва-

рительной оценки перспективности этих биомаркёров 
для диагностики альтераций кишечного метаболома 
при IgAN;

- оценка эффективности выбранного протокола ана-
лиза сыворотки крови методом высокоэффективной 
жидкостной хроматографии с масс-спектрометрическим 
детектированием высокого разрешения (ВЭЖХ-МС/МС 
ВР) при проведении диагностики.

Материал и методы. В качестве объектов иссле-
дования использованы образцы сыворотки крови из 
коллекции НИИ Нефрологии. Всего для анализа ис-
пользованы 20 образцов сыворотки крови: 10 из них 
от добровольцев с отсутствием патологии почек, под-
тверждённым исследованиями мочи и сонографией по-
чек, с нормальными значениями скорости клубочковой 
фильтрации (группа HC - healthy control) и 10 образцов 
от пациентов с клинико-морфологически подтвержден-
ным диагнозом IgAN (группа IgAN). Кровь отбирали 
утром натощак после 12 часов голодания. При анали-
зе в группе IgAN учитывали проводимую фармакоте-
рапию, которая могла включать: лозартан, амлодипин, 
периндоприл, преднизолон, эналаприл, эзомепразол, 
омакор, рамиприл, аторвастатин; симвастатин, мето-
клопрамид, этамзилат, транексамовую кислоту. Лица 
в группе сравнения лекарственные препараты не при-
нимали. Образцы сыворотки крови взяты из банка дли-
тельного хранения и перекодированы, что исключало 
доступ к персональным данным пациентов. Все проце-
дуры, выполненные в исследованиях с участием лиц, 
соответствуют этическим стандартам национального 
комитета по исследовательской этике и Хельсинкской 
декларации 1964 года и её последующим изменениям 
или сопоставимым нормам этики.

Выбор аналитов для целевого метаболомного ана-
лиза сыворотки крови производили с учётом результа-
тов предыдущих исследований [15-18]. Отобрано 16 
потенциальных биомаркёров альтерации кишечного 
микробиома и оценена перспективность их дальней-
шего исследования применительно к IgAN.

Исследовано 16 соединений: 9 из них относились 
к группе так называемых «уремических токсинов», 
включая: индолуксусную кислоту, индоксилглюкуро-
нид, индоксилсульфат, триметиламиноксид (ТМАО), 
биопредшественник ТМАО - холин, фенилацетилглута-
мин, 3-карбокси-4-метил-5-пропил-2-фуранпропионат 
(CMPF), фенилсульфат, фенилглюкуронид, гиппуро-
вую кислоту.

В сыворотке крови определяли содержание холина и 
6 аминокислот - тирозина, фенилаланина, валина, про-
лина, метионина, триптофана, являющихся биопред-
шественниками известных биомаркёров альтераций 
микробиома при дисфункции почек. Все исследован-
ные кандидатные биомаркёры так или иначе ассоции-
рованы с альтерацией кишечного микробиома [8-14].

Не существует единого мнения о диагностической 
ценности свободных и связанных с белком индольных 
токсинов. Обычно связывание с белком снижает опас-
ность эндогенных токсинов. Установлено, что фактора-
ми риска являются свободные (не связанные с белком) 
индольные токсины [19], в других работах в качестве 
информативного показателя рассматривается их общее 

содержание в сыворотке или плазме крови [20]. В на-
стоящей работе с использованием метода ультрамикро-
фильтрации проведено раздельное определение сво-
бодных и связанных с белком индолуксусной кислоты 
и индоксилсульфата.

В работе использованы следующие реактивы и мате-
риалы: метанол (J.T.Baker, Нидерланды); ацетонитрил 
(Panreac, Испания); муравьиная кислота, ЧДА (Экос-1, 
Россия); аналитические стандарты уремических ток-
синов - индолуксусная кислота, индолглюкоронид, 
индоксил сульфат, триметиламиноксид (ТМАО), фе-
нилацетил глутамин, 3-карбокси-4-метил-5-пропил-2-
фуранпропионат (CMPF), фенил сульфат, фенил глю-
коронид, гиппуровая кислота (Sigma Aldrich, США); 
холин (Sigma Aldrich, США); аналитические стандарты 
аминокислот - тирозин, фенилаланин, валин, пролин, 
метионин, триптофан (Sigma Aldrich, США); центро-
бежный фильтр Amicon Ultra-0.5 с мембраной Ultracel-
3k (Sigma Aldrich, США).

Для подготовки проб к анализу использованы: цен-
трифуга MiniSpin plus (Eppendorf, Германия), микро-
центрифуга с охлаждением Microfuge 22R (Beckman 
Coulter, США), шейкер для пробирок Multi Reax (Hei-
dolph, Германия).

Определение уремических токсинов, холина и ами-
нокислот в сыворотке крови проводили на жидкостном 
хроматографе UltiMate 3000 с масс-селективным детек-
тором Q-Exactive с электрораспылительной ионизацией 
при атмосферном давлении (Thermo Scientific, США) и 
программным обеспечением для управления и обработ-
ки данных «Xcalibur». Хроматографическое разделение 
компонентов осуществляли на колонке Zorbax SB-C8 
длиной 15 cм, внутренним диаметром 4.6 мм, с разме-
ром частиц 1.8 мкм (Agilent Technologies, США).

Условия хроматографического разделения: скорость 
потока элюента - 0.4 мл/мин; температура термостата 
колонки – 35 °С; температура термостата для проб – 5  
°С; объем вводимой пробы - 5 мкл; время анализа при 
определении уремических токсинов, холина и амино-
кислот - 14 минут; время анализа при нецелевом мета-
боломном исследовании - 20 минут.

Подвижная фаза:
– компонент А - 0.1% раствор муравьиной кислоты 

в воде для ВЭЖХ;
– компонент В - ацетонитрил для градиентной ВЭЖХ.
Режим элюирования – градиентный (табл. 1).
Условия масс-спектрометрического детектирова-

ния: режим источника ионизации - электростатическое 
распыление при атмосферном давлении; температура 
капилляра электроспрея – 380 °С; температура прово-
дящего капилляра – 300 °С; скорость потока защит-
ного газа - 50 psi; скорость потока вспомогательного 
газа - 17 у.ед.; напряжение на капилляре - 3500 В; масс-
спектральное разрешение – 30 000; режим сканирова-
ния в диапазоне масс от 70 до 1000 m/z. Режим детек-
тирования при целевом анализе: регистрация полного 
ионного тока в режиме высокого разрешения (FTMS) 
в сочетании с регистрацией селективных реакций 
(SRM). Полярность детектируемых ионов: детектиро-
вание положительных и отрицательных ионов. Пара-
метры идентификации уремических токсинов, холина 
и аминокислот в сыворотке крови методом ВЭЖХ-МС/
МС ВР представлены в табл. 2.
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Т а б л и ц а  1

Соотношение компонентов подвижной фазы в режиме ВЭЖХ анализа

Целевой анализ Нецелевой анализ
Время, мин А, % В, % Время, мин А, % В, %

0,0 90 10 0,0 90 10
0,5 90 10 0,5 90 10
8 10 90 10 10 90
10 10 90 15 10 90

10,1 90 10 15,1 90 10

14 90 10 20 90 10

Режим детектирования при нецелевом анализе: ре-
гистрация полного ионного тока в режиме высокого 
разрешения. Остальные условия те же, что и в прото-
коле целевого анализа.

Определение свободных и связанных с белками 
сыворотки крови соединений проводили согласно 
процедуре [21] с незначительными модификациями. 
Для определения свободных аналитов 100 мкл сыво-
ротки переносили в устройство для ультрафильтра-

ции (центробежный фильтр Amicon Ultra-0.5 с мем-
браной Ultracel-3k) и центрифугировали 15 минут со 
скоростью 14 тыс об/мин. Для определения общего 
количества соединений (свободных и связных с бел-
ками крови) к 100 мкл сыворотки крови добавляли 
300 мкл метанола, тщательно перемешивали и цен-
трифугировали 15 минут со скоростью14 тыс. об/
мин и анализировали экстракт методом ВЭЖХ-МС/
МС ВР.

Т а б л и ц а  2

Параметры идентификации уремических токсинов, холина и аминокислот

Аналит Условия детектирования Полярность RT, мин
Индолуксусная кислота 176,0706→130,0649 (SRM) (+) 6,5
Индолглюкоронид 308,0770→113,0230 (SRM) (–) 7,8
Индоксил сульфат 212,0023→79,9558 (SRM) (–) 7,2
ТМАО 76,0757→58,0652 (SRM) (+) 3,9
Фенилацетил глутамин 265,1180→130,0496 (SRM) (+) 8,0
CMPF 239,0925→195,1016 (SRM) (–) 10,4
Фенил сульфат 172,9914 (FTMS) (–) 7,8
Фенил глюкоронид 269,0668 (FTMS) (–) 7,8
Гиппуровая кислота 178,0510 (FTMS) (–) 8,3
Холин 162,1125 (FTMS) (–) 3,7
Тирозин 182,0812 (FTMS) (+) 4,9
Фенилаланин 166,0862 (FTMS) (+) 7,1
Валин 118,0863 (FTMS) (+) 4,0
Пролин 116,0706 (FTMS) (+) 4,0
Метионин 150,05833 (FTMS) (+) 4,6
Триптофан 205,0971 (FTMS) (+) 7,6

Примечание. (+) - регистрация положительных ионов; (–) - регистрация отрицательных ионов.

Для приготовления градуировочных растворов уре-
мических токсинов и холина использована модельная 
смесь раствора альбумина в фосфатном буфере, имити-
рующая сыворотку крови. Для этого приготовлен рас-
твор альбумина в фосфатном буфере с концентрацией 
45 мг/мл, в который введена стандартная добавка смеси 
анализируемых компонентов в соответствующих кон-
центрациях. Пробы проводили по процедуре пробо-
подготовки и анализировали методом ВЭЖХ-МС/МС 
ВР. При определении аминокислот для приготовления 
градуировочных растворов использована деионизи-
рованная вода, в которую вносили стандартные рас-
творы различной концентрации. Пробы проводили по 
процедуре пробоподготовки и анализировали методом 

ВЭЖХ-МС/МС ВР.
Нецелевое метаболомное исследование проведено по 

протоколу [22] с небольшими модификациями. Для этого 
к аликвоте каждого образца сыворотки объемом 50 мкл 
добавляли 200 мкл метанола, встряхивали на устройстве 
Вортекс в течение 10 мин, центрифугировали образцы в 
течение 10 мин при 14 тыс. об/мин (при 4  °С) и анализи-
ровали экстракт методом ВЭЖХ-МС/МС ВР.

Статистическая обработка результатов анализа прове-
дена с использованием программного обеспечения Graph 
Pad Prism 9 и Exсel, электронного ресурса MetaboAnalyst 
5.0. Нормальность распределения определена по методу 
Колмогорова-Смирнова, статистически значимые разли-
чия между двумя группами определены по методу Манна-
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Уитни и методом дискриминантного анализа частичных 
наименьших квадратов (Partial Least Squares Discriminant 

Analysis, PLS-DA). Статистически значимыми считали 
различия при уровне значимости p<0,05.

Т а б л и ц а  3

Характеристики разработанной методики определения уремических токсинов, холина и аминокислот в сыворотке крови

Аналит ЛД, мкг/мл R2 (n=5) ПО, мкг/мл КВ, % (n=5)

Холин 0,10-10 0,9998 0,005 3

Триметиаминоксид (TMAO) 0,10-10 0,9994 0,005 12

Индоксилсульфат 0,01-10 0,9993 0,005 4

Фенилацетилглутамин 0,01-10 0,9975 0,005 8

Гиппуровая кислота 0,10-10 0,9995 0,005 8

Индолуксусная кислота 0,10-10 0,9994 0,005 3
3-карбокси-4-метил-5-пропил-2-
фуранпропионат (CMPF) 0,10-10 0,9981 0,005 2

Индолглюкоронид 0,01-10 0,9999 0,001 8

Фенилглюкоронид 0,01-10 0,9967 0,001 10

Фенил сульфат 0,01-10 0,9999 0,005 9

Тирозин 0,10-10 0,9998 0,01 4

Фенилаланин 0,10-20 0,9999 0,01 4

Валин 0,10-30 0,9999 0,01 8

Пролин 0,10-20 0,9991 0,01 3

Метионин 0,10-10 0,9999 0,01 4

Триптофан 0,10-20 0,9999 0,01 5

Т а б л и ц а  4

Уремические токсины, холин, аминокислоты в образцах сыворотки крови в экспериментальной (IgAN) и контрольной (HC) группах

Аналит
Концентрация, мкг/мл Ме [Q1; Q3] p

Группа HC Группа IgAN
CMPF 2,21 [0,89;2,80] 1,19 [0,74; 2,46] 0,24
TМАО 0,73 [0,44; 1,07] 0,72 [0,43; 1,91] 0,46
Валин 23,53 [19,08; 27,23] 20,59 [17,67; 22,98] 0,10
Гиппуровая кислота 1,08 [0,60; 1,64] 1,32 [0,66; 2,62] 0,28
Индоксил сульфат  
(общее количество) 3,63 [2,15; 4,90] 3,13 [1,74; 4,98] 0,45

Индоксил сульфат (свободный) 0,40 [0,25; 0,63] 0,59 [0,33; 1,07] 0,11
Индолуксусная кислота  
(общее количество) 0,47 [0,35; 0,56] 0,30 [0,24; 0,39] 0,02

Индолуксусная кислота (свободная] 0,12 [0,10; 0,20] 0,15 [0,12; 0,19] 0,31

Карнитин 4,81 [3,88; 5,25] 4,61 [3,95; 5,48] 0,46

Метионин 1,88 [1,39; 2,23] 2,06 [1,87; 2,39] 0,11

Пролин 16,20 [13,65; 17,62] 13,04 [10,80; 15,43] 0,04

Тирозин 6,24 [5,77; 6,96] 5,17 [4,48; 6,61] 0,01

Триптофан 7,88 [7,16; 8,24] 5,90 [5,10; 6,89] <0,01

Фенилаланин 10,69 [8,69; 12,53] 9,26 [8,08; 10,82] 0,09

Фенилацетил глутамин 0,64 [0,34; 1,06] 1,02 [0,46; 1,55] 0,14

Фенилсульфат 0,26 [0,22; 0,61] 0,66 [0,38; 1,50] 0,01

Холин 2,09 [1,60; 2,49] 1,69 [1,54; 2,10] 0,19

Примечание. Жирным шрифтом выделены значения уровня значимости p < 0,05.
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Результаты. На первом этапе исследования оцене-
ны воспроизводимость и правильность результатов из-
мерений, получаемых при использовании разработанной 
методики. Оценку воспроизводимости количественного 
определения целевых компонентов осуществляли с помо-
щью образца сыворотки для контроля (QC), который раз-
деляли на 5 аликвот и определяли фоновые концентрации 
целевых компонентов. Затем в объединённый образец сы-
воротки крови добавляли аналитические стандарты с из-
вестной концентрацией и анализировали. Линейные диа-
пазоны концентраций (ЛД), пределы обнаружения (ПО), 
и коэффициенты вариации (КВ) представлены в табл. 3. 
Пределы количественного определения соответствуют 
нижним границам линейных диапазонов.

Как следует из табл. 3, разработанная методика об-
ладает удовлетворительными метрологическими ха-
рактеристиками и может быть применена для выполне-
ния измерений концентраций выбранной группы ана-
литов в целевом метаболомном исследовании.

Результаты определения уремических токсинов, хо-

лина и аминокислот в образцах сыворотки крови здо-
ровых добровольцев и пациентов с подтвержденным 
диагнозом IgAN представлены в табл. 4. Результаты 
представлены как медианное значение (Me) и интерк-
вартильный размах в 25 и 75 персентилей.

По сравнению с группой контроля в образцах сы-
воротки крови пациентов с диагнозом IgAN (группа 
IgAN) наблюдали статистически значимое увеличе-
ние концентрации фенилсульфата на 60% (p=0,01), 
снижение концентраций пролина на 20% (p=0,04), 
тирозина на 17% (p=0,01), триптофана на 25% 
(p=0,01), общего количества индолуксусной кислоты 
на 36% (p=0,02).

Оценка информативности ВЭЖХ-МС/МС ВР 
анализа сыворотки крови для диагностики IgAN. 
Для оценки потенциальной информативности выбран-
ного протокола анализа масс-хроматограммы, получен-
ные после анализа образцов сыворотки крови методом 
ВЭЖХ-МС/МС ВР, обработаны методом дробных наи-
меньших квадратов (PLS-DA) (см. рисунок).

Различие в метаболомном профиле сыворотки крови добровольцев контрольной (HC) и основной (IgAN) групп.

Как видно из рисунка, методом PLS-DA выявлены 
достоверные (модель прошла перекрёстную проверку 
(cross validation) со значениями Q2=0.66 и R2=0.79) раз-
личия в метаболомном профиле сыворотки крови здо-
ровых добровольцев и пациентов с подтверждённым 
диагнозом IgAN. Можно сделать вывод, что сыворотка 
крови является информативной биоматрицей для прове-
дения метаболомных исследований в целях диагностики 

IgAN. Как следует из рисунка, группа IgAN является бо-
лее однородной в сравнении с группой контроля.

Обсуждение. У пациентов с почечной недостаточ-
ностью логично было бы ожидать повышения концен-
траций всех уремических токсинов в крови. То, что 
концентрации уремических токсинов в циркулирую-
щей крови напрямую связаны с нарушением функции 
почек, является консенсусным мнением [23]. В ряду 
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исследованных в работе уремических токсинов кон-
центрация фенилсульфата значимо (на 60%) повыше-
на у пациентов с диагнозом IgAN. Установлено, что 
уровни фенилсульфата в циркулирующей крови крыс 
значительно коррелируют с прогрессированием альбу-
минурии [24]. В нашем исследовании это подтвержде-
но применительно к пациентам с IgAN. Фенилсульфат 
может быть не только биомаркёром для ранней диагно-
стики, но и модифицируемой причиной и, следователь-
но, мишенью для лечения патологии почек.

Концентрации триптофана и продуцируемого ми-
кробиомом его метаболита индолуксусной кислоты в 
сыворотке крови пациентов с диагнозом IgAN практи-
чески синхронно (на 25-30%) понижены. Концентра-
ции свободной индолуксусной кислоты в сыворотке 
крови представителей обеих групп практически одина-
ковы, в то время как общее содержание за счёт связан-
ной с белком формы в группе IgAN понижено. Такой 
результат представляется неожиданным. Тем не менее, 
он подтверждается данными масштабного исследова-
ния [12], нацеленного на поиск биомаркёров плазмы 
крови для диагностики IgAN. Наиболее высокие кон-
центрации индолуксусной кислоты зафиксированы не 
только при IgAN в терминальных стадиях, но и, как это 
ни парадоксально, у здоровых добровольцев. В стадиях 
I-II содержание индолуксусной кислоты в крови пони-
жено. Индолуксусная кислота должна быть повышена 
в сыворотке крови при наличии воспалительных про-
цессов, кардиоваскулярных рисков, при неблагоприят-
ном прогнозе хронических болезней почек [25]. Если 
эти неблагоприятные эффекты скомпенсированы, уро-
вень индолуксусной кислоты в крови падает [26]. Воз-
можно, более низкий уровень индолуксусной кислоты 
в сыворотке крови группы IgAN обусловлен приемом 
фармацевтических препаратов, понижающих содер-
жание липополисахаридов в крови [27]. Определение 
диагностических биомаркёров IgAN в большинстве 
случаев будет происходить на фоне сопутствующих 
заболеваний и фармакотерапии, поэтому биомаркёры, 
сохраняющие диагностический потенциал независимо 
от этих обстоятельств, будут иметь особую ценность.

Термин «уремические токсины» является историче-
ски сложившимся, но с учётом современных представ-
лений далеко не все соединения, охватываемые этой 
группой, следует оценивать именно как токсины. Индо-
луксусная кислота в последние годы рассматривается с 
позиций её терапевтического потенциала в отношении 
различных проявлений дисбиоза кишечника [28]. В этой 
связи можно предполагать защитные функции индолук-
сусной кислоты при развитии IgAN, чем может быть 
обусловлено её пониженное содержание в сыворотке 
крови группы IgAN в сравнении с контрольной группой. 
Полученный результат интересен с позиций оценки не 
только диагностического, но и терапевтического потен-
циала индолуксусной кислоты. В этой связи важен ре-
зультат, установивший безусловную связь между индо-
луксусной кислотой и фактором роста стволовых клеток 
(SCF), необходимым для выживания, пролиферации и 
дифференцировки кроветворных стволовых клеток [29].

В ряду исследованных биомаркёров для трёх ами-
нокислот - пролина, тирозина, триптофана, установле-
но значимое снижение их концентраций в сыворотке 
крови пациентов с IgAN в сравнении с контролем, что 

полностью совпадает с результатами исследования, в 
котором показано снижение концентраций этих трёх 
аминокислот при почечной дисфункции [30]. Эти три 
аминокислоты обнаруживали отрицательную корре-
ляцию с креатинином и мочевиной сыворотки крови. 
Снижение уровня пролина в сыворотке крови пациен-
тов с почечной дисфункцией установлено впервые, что 
может быть объяснено снижением реабсорбции проли-
на в почках. Снижение уровня тирозина в крови при по-
чечной дисфункции отмечалось и ранее, и объяснялось 
нарушением синтеза тирозина из фенилаланина в поч-
ках [31]. Снижение концентрации триптофана в цирку-
лирующей крови пациентов с почечной дисфункцией 
описано ранее [32], при этом выявлена отрицательная 
корреляция (r=–0,6) между концентрацией триптофана 
и тяжестью заболевания.

Хотя перечисленные различия между исследуемы-
ми в работе группами являются статистически значи-
мыми, они, все же с учётом малого объёма выборки, 
остаются сугубо ориентировочными. При переходе от 
пилотного эксперимента к когортному исследованию 
такие различия могут и не подтвердиться. В свете по-
лученной информации важно задаться вопросом, на-
сколько выбранный протокол ВЭЖХ-МС/МС ВР ана-
лиза сыворотки крови перспективен для диагностики и, 
возможно, стратегии терапевтического лечения IgАN. 
Как следует из рисунка, при анализе сыворотки крови 
методом ВЭЖХ-МС/МС ВР метаболом сыворотки па-
циентов с IgAN значительно отличается от контроля. 
Молекулярная верификация этих различий является 
сложной задачей.

Идентификация и поиск наиболее значимых и ха-
рактеристичных биомаркёров данного заболевания, 
определённых по полученным методом PLS-DA дан-
ным, будет проводиться на следующем этапе исследо-
вания. В рамках пилотного эксперимента задача диф-
ференциальной диагностики этиологии нефропатии 
не ставилась. Различия в этиологии заболеваний почек 
основываются на происхождении и точной анатомиче-
ской позиции процесса заболевания. Ввиду того, что в 
исследовании использована сыворотка крови пациен-
тов с клинически установленным диагнозом IgAN, мы 
не сочли возможным распространить полученные ре-
зультаты на другие формы болезней почек.

Заключение. Разработанная в рамках проведённого 
исследования методика определения 16 потенциальных 
биомаркёров IgAN в циркулирующей крови успешна 
валидирована и применена для целевого метаболомно-
го анализа. Результаты ВЭЖХ-МС/МС ВР анализа под-
твердили данные литературы о снижении концентраций 
трёх аминокислот: фенилаланина, тирозина, триптофа-
на у пациентов с IgAN. Из исследованных уремических 
токсинов индолуксусная кислота и фенилсульфат уста-
новлены в качестве биомаркёров-кандидатов, показав-
ших значимые различия в концентрациях в сыворотке 
крови пациентов с IgAN и контрольной группы. Неце-
левой метаболомный ВЖЖХ-МС/МС ВР анализ пока-
зал, что сыворотка крови является перспективной био-
матрицей для диагностики заболевания и, возможно, 
оценки тяжести его течения. Первоочередной задачей 
в этом направлении является подтверждение установ-
ленных и поиск новых биомаркёров-кандидатов, их ва-
лидация в дальнейших экспериментах.
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