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Резюме
Цель исследования. Изучить изменения уровня экспрессии мРНК NAP22 в почках крыс со спон

танной гипертензией в различные периоды раннего постнатального онтогенеза и оценить их зависимость 
от уровня поступления в организм экзогенного кальция. Материалы и методы. В работе использовали 
крыс линий SHR и WKY в возрасте 5, 13, 18 и 30 дней. Уровень мРНК NAP22 определяли в корковом и 
мозговом слоях почек методом полимеразной цепной реакции в реальном времени. Результаты. В пе
риод, предшествующий формированию стойкой артериальной гипертензии, у крыс линии SHR при до
статочном поступлении кальция в организм уровень экспрессии мРНК NAP22 в почках был ниже, чем у 
нормотензивных крыс. При дефиците поступающего кальция у крыс со спонтанной гипертензией уровень 
экспрессии мРНК NAP22 существенно повышался по сравнению с нормотензивными WKY, у которых 
уровень экспрессии мРНК NAP22 значимо снижался. Выводы. При дефиците экзогенного кальция у 
спонтанно гипертензивных крыс нарушается работа клеточного аппарата коркового слоя почек, о чем 
можно судить по компенсаторному увеличению уровня экспрессии мРНК NAP22. Увеличение экспрессии 
мРНК NAP22 у крыс SHR более выраженное, чем у WKY, можно связать с активацией внутриклеточных 
кальцийзависимых каскадов еще задолго до устойчивого повышения артериального давления. 

Ключевые слова: спонтанная гипертензия, почки, дефицит экзогенного кальция, белок NAP22, 
крысы линии SHR, онтогенез. 
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Введение
Решение проблемы развития артериальной 

гипертензии (АГ) и связанных с ней заболеваний 
в условиях дефицита поступающего в организм 
кальция невозможно без понимания молекулярных 
механизмов функционирования систем поддержа
ния постоянства концентрации Са2+ внутри клеток 
органовмишеней (миокарда, почек и головного 
мозга). Ранее мы показали [1], что уже в раннем 
онтогенезе у спонтанногипертензивных крыс с 
генетически детерминированными нарушениями 
внутриклеточного гомеостаза кальция в нейронах 
конечного мозга наблюдается увеличение уровня 
белка NAP22 (как в агрегированной, так и в неагре
гированной его форме).

NAP22 — это универсальный регуляторный 
белок, одна из главных мишеней протеинкиназы 
С — кальцийзависимого фермента, отвечающего 
за фосфорилирование белков и участвующего в 
передаче клеточного сигнала. В частности, NAP
22 обнаруживается в почках, и при нарушении 
функции почек отмечается изменение обмена этого 
белка [2]. В связи с этим изучение особенностей 
обмена NAP22 в период раннего онтогенеза в 
почках крыс со спонтанной гипертензией может 
быть существенно для понимания процессов 
формирования АГ и вклада экзогенного кальция 
в эти процессы. 

Вопрос о том, что в процессе формирования 
АГ является более важным — нарушения перфузии 
клубочкового аппарата или же внутриклеточные 
процессы в подоцитах гломерулярного аппарата и 
гладкомышечных клетках (ГМК) почечных артерий, 
непосредственно не связанные с уровнем мышеч
ного тонуса, остается открытым. Для получения 
ответа на этот вопрос проводились исследования 
уровня митохондриальной рибонуклеиновой кис
лоты (мРНК) белка NAP22 в корковом (где сосре
доточены ГМК клубочкового аппарата и подоциты) 
и мозговом (где сосредоточены эпителиальные 
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Abstract
In kidney of spontaneously hypertensive rats in early postnatal ontogenesis we studied the changes in the 

expression of NAP22 quantitatively predominant protein kinase C substrate mRNA, which served us as an 
indicator of the severity of disruption in cell apparatus. Exogenous calcium deficiency increased the expression 
of NAP22 mRNA. Based on the changes in the expression level of this protein, it can be resumed that disorders 
of kidney function precede the formation of lasting hypertension in the animals.
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клетки, ответственные за обменные процессы) 
слоях почки в раннем постнатальном онтогенезе (в 
возрасте 5, 13, 18, 30 дней), то есть в период до на
чала формирования стойкой АГ. 

Белок NAP22 ассоциирован с цитоскелетом 
[2], миристоилирован, в тканях почек локализо
ван в ядре, возможно, его клеточная локализация 
и экспрессия зависят от типа клеток [3]. Хорошо 
изученный белоксупрессор опухоли Вильмса WT1, 
часто мутирующий при детских опухолях почек [4] 
и, предположительно, являющийся активатором или 
репрессором транскрипции [5], может взаимодей
ствовать с белком NAP22, который в этом случае 
функционирует как транскрипционный косупрес
сор WT1 [3]. Оба этих белка обнаруживаются и в 
подоцитах, что позволяет использовать уровень 
экспрессии мРНК NAP22 в качестве показателя, 
отражающего различные патологические измене
ния в почках, в том числе связанные с сосудистым 
тонусом [1]. 

Известно, что в формировании спонтанной АГ 
у крыс линии SHR важную роль играет кальций, 
поступающий с пищей и водой [6]. Поэтому мы 
оценивали динамику экспрессии мРНК NAP22 в 
условиях как нормального, так и сниженного по
требления кальция.

Материалы и методы 
Исследование проводилось на крысах линии 

SHR и нормотензивных крысах (WKY) обоего 
пола от рождения до 30 дней (5, 13, 18 и 30 суток). 
Животные каждой линии были разделены на 2 груп
пы. Первая группа на протяжении трех поколений 
получала воду с нормальным содержанием Са2+, 
соответствующим рекомендованным Всемирной 
организацией здравоохранения (80 мг/л). Вторая 
группа получала маломинерализованную воду с 
содержанием Са2+ 8 мг/л. Содержание кальция в 
твердых кормах обеспечивало суточную норму по
требления в обеих группах. 
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Уровень экспрессии мРНК NAP22 определял
ся в корковом и мозговом слоях почек крыс обеих 
линий. Животные содержались в одной клетке с 
матерью при свободном доступе к корму и воде 
в условиях 12часового светового дня.

В третьем поколении в обеих группах отби
рались крысы в возрасте 5, 13, 18 и 30 дней для 
последующих исследований. Для исследования из 
каждого поколения опытной и контрольной групп 
были выбраны по 5 животных. Работа выполнена 
с использованием биологического материала и экс
периментальных животных в соответствии с Хель
синкской декларацией (2008).

Отпрепарированные на льду фрагменты кор
кового и мозгового слоев почки использовались 
для выделения тотальной мРНК (QuickRNA™ 
MiniPrep Kit, Zymo Research). Обратная транс
крипция осуществлялась с помощью комплекта 
реагентов «РЕВЕРТА». Все операции по термо
статированию и проведению полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) в реальном времени проводились 
в амплификаторе АНК32 (ФГБУН «Институт 
аналитического приборостроения» РАН). Исполь
зовались опубликованные последовательности 
праймеров к NAP22 и флуоресцентные зонды 
(ЗАО «Синтол», Россия). В качестве внутреннего 
контроля использовали ген βактина. Разницу в 
экспрессии мРНК NAP22 оценивали по методу 
УилкоксонаМаннаУитни. Значимыми считали 
различия, вероятность которых превосходила 95 % 
(n = 12, U = 1). 

Результаты
У крыс линии SHR в возрасте 13 дней, полу

чающих достаточное количество кальция (первая 
группа) (рис. 1А), уровень экспрессии мРНК NAP
22 повышался как в корковом, так и в мозговом 
слое. В возрасте 18 дней в мозговом слое уровень 
экспрессии мРНК NAP22 был существенно ниже, 
чем в корковом, а к 30 дням он становится ниже, 
чем на 5й день после рождения.

У крыс линии WKY (рис. 1Б) экспрессия мРНК 
NAP22 в обоих слоях изменялась сходным обра
зом с аналогичным показателем для SHR, но была 
значительно выше (p ≤ 0,05).

У животных, которые содержались в условиях 
дефицита кальция (вторая группа), межлинейные 
соотношения уровня экспрессии мРНК NAP22 
резко изменялись: у крыс линии SHR (рис. 2А) в 
обоих слоях этот уровень заметно выше, а у крыс 
линии WKY (рис. 2Б) ниже, чем у крыс первой 
группы (рис. 1). 

Зависимость интенсивности флуоресценции 
от порядка пороговых циклов в индивидуаль
ных пробах отражает количество копий мРНК 
NAP22, что позволяет представить результаты в 
более наглядной форме. У крыс линии SHR (рис. 
3А) выявляется значимое различие (р ≤ 0,05) в 
количестве копий в мозговом и корковом слоях, 
причем в последнем оно существенно выше. Это 
соотношение сохраняется и в возрасте 18 дней. 
У крыс линии WKY (рис. 3Б) такого различия 
не обнаруживается.

Рисунок 1. Уровень экспрессии мРНК NAP-22 
в мозговом и корковом слоях почек крыс 

первой группы

Примечание: Представлены данные по крысам линии 
SHR (А) и крысам линии WKY (Б) различного возраста. Светло
серым цветом обозначены данные, полученные для коркового 
слоя, черным — результаты для мозгового слоя. Каждый стол
бец представляет усредненные данные (M ± m) по 6 животным 
соответствующего возраста. По горизонтали обозначен возраст 
животных в днях, по вертикали отложен уровень экспрессии 
в условных единицах.

Рисунок 2. Уровень экспрессии мРНК NAP-22 
в мозговом и корковом слоях почек крыс 

второй группы

Примечание: Представлены данные по крысам линии SHR 
(А) и крысам линии WKY (Б) различного возраста. Светло
серым цветом обозначены данные, полученные для коркового 
слоя, черным — результаты для мозгового слоя. Каждый стол
бец представляет усредненные данные (M ± m) по 6 животным 
соответствующего возраста. По горизонтали обозначен возраст 
животных в днях, по вертикали отложен уровень экспрессии 
в условных единицах.
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Таким образом, были выявлены межлинейные 
различия в экспрессии мРНК NAP22 в структурах 
почек крыс в онтогенезе, причем при нормальном 
поступлении кальция в организм у нормотензивных 
крыс этот показатель в возрасте до 30 дней был 
выше, чем у крыс линии SHR, а затем снижался.

Обсуждение
Можно предположить, что у нормотензивных 

крыс существуют компенсаторные механизмы, на
правленные на тонкую регуляцию уровня кальция 
в цитоплазме. Так, например, неблагоприятные 
процессы, ведущие к перегрузке цитозоля несвя
занным кальцием, могли бы компенсироваться 
эффективной работой натрийкальциевой адено
зинтрифосфатазы (АТФазы) [7]. В таком случае 
увеличение активности каскадов, связанных с про
теинкиназой С (ПКС), носит временный характер, 
что и отражается на динамике уровня экспрессии 
мРНК NAP22.

При дефиците экзогенного кальция картина 
резко меняется: у крыс со спонтанной гипертензией 
уровень экспрессии мРНК NAP22 существенно 
повышается, а у крыс линии WKY, напротив, за
метно снижается. 

В случае SHR это может объясняться тем, что 
у таких крыс имеются генетически детерминиро
ванные нарушения в работе кальциевых каналов в 
клетках почек [8, 9] и заметно ослаблена активность 
АТФаз [7]. У нормотензивных же крыс дефицит 
экзогенного кальция, повидимому, запускал ка
скады компенсаторных механизмов, связанных в 
первую очередь с нормализацией концентрации 
несвязанного кальция в цитозоле, что приводило к 
уменьшению активности ПКСзависимых каскадов 

внутриклеточной сигнализации и, соответственно, 
к снижению экспрессии мРНК NAP22. 

Таким образом, изменение экспрессии мРНК 
NAP22 при различных уровнях поступления каль
ция в организм может свидетельствовать о степени 
выраженности наследственных нарушений обмена 
кальция в клетках почек.

Выводы
1. На фоне наследственных нарушений обмена 

кальция в клетке снижение поступления Са2+ явля
ется фактором, приводящим к нарушению работы 
клеточного аппарата коркового слоя почек, о чем 
можно судить по компенсаторному увеличению 
уровня экспрессии мРНК NAP22.

2. Такое увеличение экспрессии мРНК NAP
22 можно связать с активацией внутриклеточных 
кальцийзависимых каскадов, которая у крыс SHR 
развивается задолго до устойчивого повышения 
артериального тонуса и находится в большей за
висимости от уровня поступающего кальция, чем 
у нормотензивных крыс WKY

Вопрос о роли сложных фильтрационно
реабсорбционных взаимоотношений, объема цир
кулирующей жидкости, регулируемого почками, 
водного и минерального обмена в процессе фор
мирования АГ требует дополнительного изучения, 
так как в соответствии с полученными результатами 
они проявляются задолго до изменений в ГМК рези
стивных сосудов, ведущих к нарушению перфузии 
клубочкового аппарата.

Конфликт интересов. Авторы заявляют 
об отсутствии конфликта интересов.

Рисунок 3. Количество копий мРНК NAP-22 
в корковом и мозговом слоях почек крыс первой группы

Примечание: Представлены данные по крысам линии SHR (А) и линии WKY (Б) в возрасте 13 и 18 дней. По оси абсцисс 
показаны номера пороговых циклов полимеразной цепной реакции, про оси ординат — интенсивность сигнала в условных 
единицах.
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